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WSTEP

Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego Uniwersytetu Jagiellonskie-
go zbliza sie do obchodéw 25-lecia istnienia. Nowe ¢wieréwiecze Instytut rozpocz-
nie otwarciem kierunku studiéw biotechnologii. Tradycyjne XXIlII Seminarium IBM
UJ odbyto sie w Zakopanem, w dn. 28 lutego do 5 marca 1994 r. i bylo poSwiecone
wybranym zagadnieniom z biotechnologii oraz dyskusji na temat uniwersyteckich
studiow tego kierunku. Tematyka naukowa obejmowala zagadnienia genetyki i in-
zynierii genetycznej, inzynierii komorki i tkanki oraz inne zagadnienia biotechnolo-
giczne. W spotkaniu uczestniczyto 60 os6b i wygtoszono 57 referatéw, w tym do
druku przygotowano 16 artykutéw oraz sprawozdanie z dyskusji na temat uniwersy-
teckich studiéw biotechnologicznych.

Od 1970 r. artykuty opracowywane przez uczestnikbw poszczegdlnych Sympo-
zjow IBM UJ byly publikowane w Zeszytach Naukowych Uniwersytetu Jagiellon-
skiego serii Biologia Molekularna. Po raz drugi materiaty Seminarium IBM UJ uka-
Zg sie w osobnym suplemencie ,Postepow Biologii Komorki”. Ponadto przypomina-
my, ze drugi zeszyt tomu 21 rozpoczyna sie artykutami opracowanymi przez profe-
sor6w Andrzeja Legockiego i Wojciecha J. Steca na tematy zwigzane ze znacze-
niem biotechnologii dla przysztoSci naszego kraju. Publikowane artykuly stanowig
tres¢ odczytow wygtoszonych przez autor6w na spotkaniu, ktére zorganizowata
w gmachu Senatu RP Pani prof. dr hab. Zofia Kuratowska w dn. 27 listopada
1993 r. Opracowania te sg dobrym wprowadzeniem do niniejszej edycji. Polska
Sie¢ Biologii Komérkowej i Molekularnej UNESCO/PAN udzielita pomocy finanso-
wej w organizacji XXIll Seminarium IBM UJ oraz w wydaniu niniejszego Suplemen-
tu. Na rece Dyrektora Sieci Pana Prof. dr hab. Macieja Nalecza sktadamy serdecz-
ne podziekowania. Dziekujemy réwniez za bezptatne zrecenzowanie artykutow pro-
fesorom: Zofii Porwit-Bobr, Adamowi Dubinowi, Jerzemu Kawiakowi, Andrzejowi
Kleinowi, Wtodzimierzowi Korohodzie, Zygmuntowi Wasylewskiemu i doktorom:
Hannie Rokicie i Magdalenie Kosz-Vnenchak.

Za Komitet Organizacyjny XXIII Seminarium IBM UJ
Zdzistaw Zak
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Uczestnicy XXIII Seminarium IBM UJ; w pierwszym rzedzie od lewej strony:
J. Sroka, E. Marewicz, M. Kosz-Vnenchak, Z. Blicharska, M. Drwiega, A. Szuster,
H. Gabrys, M. Bojko, A. Kasza, A. taczka, A. Waloszek; w drugim rzedzie:
P. Kaszycki, W. Jedrzejczak, T. Chojnacki, A. Ptak, K. Bryl, K.Strzalka, M. Kujaw-
ski, A. Osyczka, A. Sabat, W. Blicharski, A. Chojnacki, M. Zareba, |. Slesak,
A. Bober, D. Frackowiak, A. Duszynski, Z. Walter, E. Bartnik, Z. Porwit-Bébr,

J. Tomecki, A. Dubin, B. Klein.
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MOLEKULARNA CYTOGENETYKA -
DIAGNOSTYKA ZMIENNYCH SEKWENCJI DNA
SONDAMI MINISATELITARNYMI

MOLECULAR CYTOGENETICS - DIAGNOSTIC OF VARIABLE
TANDEM REPEATS OF DNA USING MINISATELLITE PROBES

ZofiaPORWIT-BOBR

Zaktad Mikrobiologii i Immunologii, Instytut Biologiii Molekularnej im. Jana
Zurzyckiego, Uniwersytet Jagiellonski, Krakdw

Streszczenie. Cytologiczna analiza aberracji chromosomowych oraz diagnostyka polimorfizmu
DNA jest mozliwa dzieki sondom molekularnymi innym produktom biotechnologicznym. Nume-
ryczne mapowanie chromosoméw ma znaczenie w wykrywaniu polimorfizmu dtugosci fragmen-
tow restrykcyjnych i anatomii patologicznej DNA. Pojawienie sie powtorzen sekwencji nukleo-
tydowych "wyzszego rzedu™ prowadzi do powstania nowej struktury domeny loci kodujacych
chromosomu. W postepowaniu diagnostycznym klasy satelitarnego DNA wykrywa sie przy
pomocy specyficznych dla chromosomu sond, a sekwencje sond przygotowuje sie metodg PCR z
genomu pacjenta.

Stowa kluczowe: PCR - reakcja tancuchowa polimerazy, polimorfizm DNA, powtdrzenia sekwen-
cji nukleotydowych, specyficzne superstruktury loci kodujagcych, techniki molekularne.

Summary. Cytogenetic analysis of chromosome aberrations and diagnostics of DNApolymorphism
is possible using molecular probes and other commercial biotechnological products. Nummerical
chromosome mapping is important for determination of restriction fragments length polymorphism
and pathological anatomy of DNA. The appearance of "higher order sequence repeats" is connected
with a new superstructure of domain in coding loci of a chromosome. In diagnostic procedure
classes of satellite DNA are detected by chromosome specific probes, and the new pattern for probes
can be easy prepared in PCR from the genome of patients.

Key words: PCR -polymerase chain reaction, DNApolymorphism, sequence repeats, locus specific
superstructures, molecular technique.

Wykaz skrétéw. PCR (ang. polymerase chain reaction) - reakcja tancuchowa polimerazy, RFLP
(ang. restrictionfragment length polymorphism) - polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyj-
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nych, GC - guanina cytozyna, THE-LTR (ang. transposon-like human element-long terminal
repeat) - element podobny do transpozonu, dtugie terminalne powtérzenie.

WSTEP

Przedmiotem badan cytogenetyki molekularnej jest wykrywanie zmian w organi-
zacji sekwencji nukleotydowych w DNA chromosoméw, potaczone z kariologiczng
analiza, np. wykrywaniem chromosomowych translokacji. Rozwdj badar oraz zasto-
sowan cytogenetycznych w systematyce molekularnej organizmoéw, w filogenezie, w
mapowaniu genomdw i poszczego6lnych chromosomdw przyczynit sie do postepu
diagnostyki eksperymentalnej i klinicznej [8,10,15]. Hybrydyzacje kwaséw nuklei-
nowych i inne rutynowe badania sg utatwione dzieki komercyjnym sondom moleku-
larnym iuzyskane informacje z zakresu analizy polimorfizmu i mutacji w okreslonych
miejscach DNA sa zbierane w bankach danych. W praktycznym postepowaniu
nazwanym diagnostykg DNA poszczeg6lnych chromosoméw okresla sie miejsca
zmian aberracji i rearanzacji. Wystepujace miejsca zmian w DNA obrazujg numery-
czne mapy chromosomowe w réznych chorobach (tzw. anatomia patologiczna chro-
mosomadw), np. w nowotworach, w chorobach immunologicznych, w hematologicz-
nych, w neurologicznych, w kardiologicznych i innych.

W onkologii markerami diagnostycznymi nowotwordw sg zmiany chromosomowe
naniesione na poszczegélne mapy, np. translokacje oraz rearanzacje w DNA, wykry-
wane mutacje i polimorfizm dtugosci chromosomowych fragmentdw restrykcyjnych
- RFLP (restrictionfragment length polymorphism).

Zmienny DNA, nazywany satelitarnym pochodzi z retropozycji, tzn. przepisania
transkryptébw RNA (t-RNA) na DNA, w wyniku dziatania odwrotnej transkryptazy i
nastepnie wigczenia skopiowanego DNA do genomu. Skopiowane transkrypty i
obecno$¢ endogennych retrosekwencji oraz motywow retropozycji sprzyja dalszym
zmianom insercyjnym oraz rekombinacjom genetycznym, w miejscach niskiej homo-
logii par zasad. Miejsca powtarzanych motywdw retropozycji okazaty sie szczeg6lnie
podatne na dalsze zmiany insercyjne lub delecyjne oraz rekombinacje genetyczne o
niskiej homologii DNA. Tworzgsie liczne kopie powtorzen tandemowych sekwencji,
zwane TR-DNA (tandemly répétitive DNA) oraz bloki sekwencji hyperzmiennych
(HVR), o rdznej liczbie powtérzen (VNTR - variable number tandem repeats) [12].

MORFOLOGIA CHROMOSOMOW | TRANSLOKACIJE

Preparaty cytologiczne chromosomow przygotowuje sie wedtug metodumozliwia-
jacych odpowiednie sptaszczenie i rozciggniecie materiatu na szkietkach mikrosko-
powych, przez np. zgniatanie (squash) lub rozpryskanie (splash).

Chromosomy mozna rozréznia¢ na podstawie morfologii, wymiaréw, pozycji
centromeru i wtoérnych przewezen [19]. Wzorce prazkéw odzwierciedlajg réznice w
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organizacji sekwencji nukleotydéw np. regionéw bogatych w GC lub AT (prazki G),
a takze sekwencji powtarzanych np. prazki C (heterochromatyna). R6zne specjalne
postepowanie stosuje sie przed wybarwieniem. Prazki Q i G nie wymagajg dodatko-
wych ekstrakcji chromosomoéw w przeciwienstwie do prazkdéw C. Wykrycie chara-
kterystycznych miejsc zawierajacych powtorzenia DNA ma szczeg6lne znaczenie.
Ostatnio stosuje sie metode fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Pozycja
centromeru w chromosomach jest okreslona jako indeks centromerowy, tj. stosunek
dtugosci ramienia krotkiego chromosomu do dtugos$ci catego chromosomu.

Gtéwne rodzaje rearanzacji chromosomowych polegaja na ztamaniach i potacze-
niach, tj. translokacjach Robertsona, inwersjach pericentrycznych oraz inwersjach
paracentrycznych. U naczelnych w ewolucji przemieszczeniu ulegty duze bloki sek-
wencji w translokacjach Robertsona [13]. Obecnie w diagnostyce numerycznej pre-
natalnej i nowotworowej uzywa sie sond pochodzacych z takich duzych blokéw
przemieszczen w chromosomach.

TABELA 1. OkmTenie morfologii na podstawie indeksu centromerowego

Morfologia I ndeks Pozycjaprazkow
Metacentryczna (M) m=0,39 - 0,50 centromeryczna- ¢
Submetacentryczna (SM) sm=0,26 - 0,38 pericentryczna - pc
Subtelocentryczna (ST) st=0,13-0,25 interstitialna - i

wtdrnie przewezona - SC
Telocentryczna (T) t=0,00-0,2 telometryczna - 1

Numeryczng diagnostyke chromosomowg prowadzi sie w celu wykrycia najwie-
kszych blokdw sekwencji alfa-satelitarnych (np. w chromosomach 13i 21). Ewolucja
altu-satelitarnego DNA centromerowego w populacjach ludzkich doprowadzita do
utworzenia specyficznych subgarnituréw powtarzanych monomerow (171 par zasad)
w poszczegdlnych chromosomach w liczbie "n". Niekt6re grupy tych sekwencji sg
konserwatywne i moga mie¢ znaczenie funkcjonalne [20].

Az 10% ludzkich chromosomoéw sktada sie z r6znych centromerowych powtorzen
o0 okre$lonym szyku.

SUPERSTRUKTURY BLOKOW SEKWENCIJI
TANDEMOWO POWTORZONYCH

Powtorzenia sekwencyjne wyzszego rzedu (higher order repeats units) powstaty
w wyniku mutacji, nierownych krzyzéwek, w amplifikacjach oraz stanowig setki i
tysigce kopii o0 zmiennej dtugosci jednostkowych powtorzen par zasad: N = 171 par
zasad [7]. W ten spos6b nowe kopie prowadza do utworzenia nowych domen. Sondy
DNA nazwane alfoidalnymi sa specyficzne chromosomowo i stuzg do badan aberracji
chromosomowych. tatwo je przygotowaé w PCR z DNA z komérki pacjenta. Pra-



6 Z. PORWIT-BOBR

ktyczne znaczenie polimorfizmu alfa-satelitarnego DNA opisano w przypadku frag-
mentdw restrykcyjnych BamHI oraz Tag w centrum badan polimorfizmu rodzinnego
(CEPH family). tatwos$¢ powielania kopii w PCR pochodzacych z genomowego
wzorca regionu DNA polega na tym, ze uzywa sie $wiezej lub zamrozonej tkanki, a
ostatnio nawet preparatow utrwalonych na szkietkach (tzw. diagnostyka ze szkietek).
Przyjeto, ze klasy satelitarnego DNA: minisatelity i mikrosatelity sg superstrukturami
specyficznych loci domen kodujacych [21]. Chociaz w latach 1980-1993 poznano
znaczenie powtdrzen sekwencji DNA w genomach i przeprowadzono ich klasyfika-
cje,jednak dopiero wtrzech ostatnich latach przyjeto nazwy dlaregionéw szczeg6lnie
zmiennych.

Poszukiwanie homologii w kariotypach ré6znych gatunkéw doprowadzito do po-
znania prototypowych rodzin sekwencyjnych powtdrzonego DNA. W genomie ludz-
kim kolekcja prototypowych rodzin obejmuje oprécz rozproszonych dtugich termi-
nalnych powtérzen endogennych retrowiruséw, powtorzenia alfoidalne, towarzysza-
ce telomerom i inne. [13]. Przeprowadzono réwniez badania skfadu genomu, tj.
izochordéw, dtugich segmentow przekraczajgcych300 kb, najbogatszych, mniej boga-
tych lub ubogich w GC [1].

Poczatkowo wprowadzono podziat retrotranspozondw u ludzi na wirusowe i nie-
wirusowe oraz podobne do elementéw transpozycyjnychTHE-LTR [6]. Rozproszo-
ne sekwencje Alu i L1 okazaly sie rdwniez bardzo uzyteczne w analizie genomowej,
ze wzledu na czeste wystepowanie [18].

Nazwa RETROIDY wg EMBO (European Molecular Biology Organization)
zostata przyjeta dla grup dtugich i krétkich elementdw genetycznych. W grupie
dtugich 6,4 kb, rozproszonych elementdéw genetycznych LINE (LI) i Kpn (50 tys.-
100 tys. kopii na koricu 3”i14000-20 000 kopii na 5”) wystepuje mozliwo$é transkry-
pcji. W grupie krotkich rozproszonych elementéw DNA - SINE opisano prototypowe
Alu, THE-LTR/MSTII, centromerowe, telomerowe i minisatelitowe. THE (transpo-
son-like human elements) i THE-LTR (long terminal repeats) majg 10tys. kopii. Mstll
jest podrodzing HVR w chromosomach 5 7 [6].

W sekwencjach alfa-satelitarnych wystepujacych w regionie centomerowym znaj-
duje sie pewna liczba funkcjonalnych domen, z ktérych kazda ma setki tysiecy par
zasad. Sekwencje te sg konserwatywne w grupach Il i 11l oraz IV. Bloki heterochro-
matynowe moga wystepowa¢ w chromosomach 1,9,15,16 i Y [20]. Sekwencje kon-
serwatywne w grupach Il i I1l moga mie¢ znaczenie funkcjonalne. Zidentyfikowano
sekwencje telomerowe (TTAGGG)n, ktore tworza niezwykte struktury, powstate
raczej przypadkowo w wyniku amplifikacji w punktach fuzji chromosoméw [1,2,3,9].

Sekwencje Alu 3-9 pb w kopiach 300 tys.-900 tys. wystepuja w kazdym DNA. 1
Mb DNA zawierakilkaset kopii. Alujestrodzing dominujgca. Domeny Alu wystepuja
na koncach krétkich, bezposrednich powtorzen [16]. Elementy wolne pochodza z 7S
RNA. Sekwencje konsensusowe sg gromadzone w Banku Genéw.
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WYBRANE TECHNIKI BADAN STRUKTURY
CHROMOSOMOW | TANDEMOWYCH POWTORZEN

Najnowsze badania molekularne obejmuja nowe podejscie genetyczne:

1. Okres$lenie morfologii struktur chromosoméw, potozenie centromeru, prazkéw
G, C, Q, translokacji, badanie markerow.

2. Analizy mutacji allelicznych i punktowych, technika multilocusfingerprinting,
hybrydyzacje chromosomowe in situ. Swoiste chromosomowo sondy komercyjne sg
stosowane do wykrywania charakterystycznych sekwencji w regionach zmiennych.
Takie sekwencje wystepujg z czestoscig [GA(T/C)A]n 1/1000/gamete/populacie.
Rézne sekwencje zmienne mozna wykrywac metodg FISH dzieki roznym barwnikom
fluorescencyjnym.

3. Wykrywanie RFLP po otrzymaniu fragmentéw restrykcyjnych, rozdziaty ele-
ktroforetyczne w zelu - PFGE (pulsefield gel electrophoresis), sortowanie, klonowa-
nie w wektorach (np. YAC), sekwencjonowanie DNA i PCR, tj. reakcji umoz-
liwiajacej enzymatyczng amplifikacje DNA bez uzycia konwencjonalnego klonowa-
nia [4,5,6].

4. Mapowanie numeryczne chromosoméw - badanie potozenia i szyku blokéw
sekwencji satelitarnych oraz okre$lenie dtugosci heterochromatynowych powtoérzen
tandemowych [8].

PODSUMOWANIE

Zbierane w bibliotekach genomowych sekwencje sg wymieniane miedzy pracow-
niami i umozliwiaja réwniez automatyzacje badan [10,11].
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ZASTOSOWANIE FLUORESCENCYJNEJ
HYBRYDYZACJI IN SITU W CYTOGENETYCE
MOLEKULARNEJ

APPLICATION OF FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION
IN MOLECULAR CYTOGENETIC

Rafat WISNIEWSKI

Zaktad Mikrobiologii i Immunologii Instytutu Biologii Molekularnej
im. JanaZurzyckiego Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie

Streszczenie. Koncepcja wykorzystania sond znakowanych fluorescencyjnie niejest nowa, pocho-
dzi z konica lat siedemdziesiagtych. Ciggta optymalizacja parametréw, rozwoj technik wykrywania
i przetwarzania obrazu spowodowaly, ze obecnie fluorescencyjna hybrydyzacja in situ jest po-
wszechnie wykorzystywanym narzedziem w badaniach cytogenetycznych od wybarwiania chro-
mosomOw po mapowanie genow.

Stowa kluczowe: fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, diagnozowanie, mutacje chromosomowe,
komorki interfazowe.

Summary. Conception of fluorescent probe application is not quite new, but starts since the late
seventies. The progress in the parameters optimalization, detection and image processing cause the
Fluorescence In situ Hybridization (FISH) is commonly used tool in cytogenetics studies: from
chromosome painting to gene mapping.

Key words: Fluorescence In situ Hybridization, diagnosis, chromosome abnormalities, interphase
cell.

Skréty: FISH ang.fluorescence insitu hybridization - fluorescencyjna hybrydyzacja insitu, DAPI
- 4’,6-diamidine-2-phenylindole-dihydrochloride - dichlorowodorek-2-fenylo-indol-4’,6’-dia-
mid, CCD ang. charge coupled device - , SINE ang. short interspersed nuclear element - ,LINE
ang. long interspersed nuclear element. -
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WSTEP

Metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, nazywana takze FISH (od skrétu
angielskiej nazwy Fluorescence In Situ Hybridizcition) jest metoda, ktérej koncepcja
pojawita sie pod koniec lat siedemdziesigtych. W zasadzie nazwaFISH jest stosowana
do badan in situ na metafazowym lub interfazowym DNA, ew. wewnatrzkomérko-
wym RNA i nie odnosi sie do innych typow hybrydyzacji z wykorzystaniem barwni-
kéw fluorescencyjnych. Dzieki swym zaletom FISH stata sie wygodnym narzedziem
w badaniach cytogenetycznych na poziomie molekularnym.

Metodatajestprostamodyfikacjatradycyjnej radioizotopowej hybrydyzacji insitu
nachromosomach, ztym ze zamiast sond znakowanychradioizotopowo wykorzystuje
sie w niej sondy wyznakowane fluorescencyjnie. Istnieja dwa podstawowe podejscia
przy tworzeniu takich sond (rys. 1). Stosuje sie nukleotydy sprzezone z fluorochro-
mami, albo nukleotydy sprzezone z innymi czasteczkami reporterowymi, takimi jak:
biotyna, dinitrofenyl czy digoksygenina. W tym drugim przypadku dopiero po hybry-
dyzacji dodaje sie sprzezone z przeciwciatami lub awidyna fluorochromy. Podejscie
to znajduje obecnie wsrdéd badaczy duzo wieksze uznanie. DNA chromosomowy lub
pochodzacy z jadra interfazowego dla kontrastu jest dodatkowo wybarwiany przy
uzyciu barwnikéw fluorescencyjnych wigzacych sie z chromatyng, takich jak DAPI

Rys. 1. Znakowanie fluorescencyjne nukleotydéw w sondach
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czy jodek propydyny. Obraz moze by¢ bezposrednio ogladany pod mikroskopem lub
jezeli zachodzi taka potrzeba, zbierany przy uzyciu kamer CCD i ew. opracowywany
komputerowo [23].

ZASTOSOWANIA

Mozliwosci zastosowania tej metody w badaniach cytogenetycznych sa olbrzymie
i obejmujg praktycznie calg cytogenetyke molekularng od wybarwiania prazkow
chromosomowych G i Rpo diagnozowanie rdznego rodzajuuszkodzen genetycznych.

WYBARWIANIE CHROMOSOMOW

W przypadku wybarwiania chromosomdw wykorzystuje sie naturalna dystrybucje
sekwencji powtarzalnych typu SINE i LINE w genomach ssakow [22,24]. Hybrydy-
zujac sondy bedace sekwencjami powtarzalnymi typu SINE i LINE z genomu myszy
lub cztowieka z catymi chromosomami otrzymujemy odpowiednio prazki R i G, ale
z pewnymi ograniczeniami. Okazuje sig, ze niektore klonowe sekwencje powtarzalne
nie dajg charakterystycznych prazkéw. Dotyczy to np. klonu Bl (mysia sekwencja
typu Alu) oraz sekwencji ludzkich LINE [24].

DIAGNOZOWANIE CHOROB GENETYCZNYCH

Przy prébach wykrywania anauploidalnosci wykorzystuje sie jako sondy sekwen-
cje zwigzane z regionami chromosomow, odpowiedzialnymi za dane schorzenia lub
sekwencje specyficzne chromosomowo, np. sondy centromerowe, pozwalajgce uch-
wyci¢ wystepowanie trisomii lub monosomii podczas badania zaréwno ptytek meta-
fazowych, jak ijader interfazowych [4,9,11]. Standardowym przyktadem jest wyko-
rzystywanie FISH do wykrywania trisomii chromosomu 21, a konkretnie fragmentu
chromosomu, w ktérym znajdujg sie sekwencje odpowiedzialne za wystepowanie
Zespotu Downa. Stosowanie jako sondy odpowiednio dobranych sekwencji pozwala
na uwidocznienie trzech kopii tego regionu takze w jadrze interfazowym [7].

Fakt mozliwosci wykrywania dzieki tej metodzie zmian powstatych w DNA i
chromosomach, w testach, w ktorych wykorzystuje sie materiat genetyczny zawarty
w jadrach interfazowych, doprowadzit do postepu w diagnozowaniu chordéb genety-
cznych we wczesnych okresach rozwoju prenatalnego. Opracowano metody, w kto-
rych szybko, bo w ciggu najwyzej dwdch dni, przy wykorzystaniu komorek zawie-
rajagcych jadra znajdujace sie w interfazie, wykrywane sg takie nieprawidtowosci
chromosomowe, jak: trisomie chromosoméw nr 12,18,21, mozaikowato$¢ w réznych
kombinacjach (np. komdrki z trisomig chrmosomu 18 i komérki normalne) lub
mutacje dotyczace liczby chromosoméw piciowych [3,7,9,20]. Mozliwe jest takze
wykorzystywanie metody do ustalania pici nienarodzonego dziecka. Cze$¢ zmian,



12 R. WISNIEWSKI

opisywanych dzieki FISH we wczesnych okresach cigzy, bytaby nie do wykryciaprzy
zastosowaniu konwencjonalnych metod, a Swiadomos¢ ich wystepowaniamoze mieé
wptyw na zdrowie matki oraz decyzje co do dalszego losu ptodu.

Metode te wykorzystano takze do diagnozowania uszkodzen w komoérkach picio-
wych, zarowno plemnikach jak i komorkach jajowych [12,19]. W pierwszym przy-
padku poczatkowo wydawato sig, ze FISH moze nie dawa¢ prawdziwego obrazu
czestosci wystepowania uszkodzen. Dopiero nowsze badania pokazaty, ze zaréwno
efektywnos¢ samej hybrydyzacji, jak i czesto$¢ wystepowania mutacji czy dodatko-
wych kopii w chromosomach mogg zaleze¢ od czasu przechowywania zamrozonych
plemnikéw [12].

DIAGNOZOWANIE CHOROB NOWOTWOROWYCH

Hybrydyzacja insitu w technice fluorescencyjnej nie jest metoda odpowiednia do
wykrywania mutacji punktowych, moznajg natomiast wykorzystywac do badarn nad
zmianami ilosciowymi (amplifikacja genu, jego delecja oraz duplikacja), zmianami
w liczbie chromosoméw lub zmianami dotyczacymi miejsca wystepowania genu
(translokacje, inwersje) [1,5,8,10]. Poréwnanie wykrywalno$ci zmian genetycznych
na przyktadzie raka prostaty przy pomocy analizy ptytek metafazowych oraz FISH
wykazuje znaczne rozbieznosci w wynikach uzyskanych tymi metodami. W wiekszo-
§ci przypadkow skuteczno$é FISH w wykrywaniu mutacji chromosomowych byta
nieporéwnywalnie wieksza, co wskazuje na daleko wiekszy zakres zmian chromoso-
mowych zwigzanych z tym typem nowotworu, niz do tej pory przypuszczano.

Interesujgcym przyktadem zastosowania metody FISH w diagnozowaniu nowo-
tworow jest wykrywanie u cztowieka fuzji onkogendw abl i ber w jadrach interfazo-
wych. Fuzja taka jest charakterystyczna dla przewlektej biataczki szpikowej. W
badaniu zastosowano jadra interfazowe i dwie sondy znakowane r6znymi fluorochro-
mami. Po ztozeniu obrazéw i wtérnym ich kolorowaniu mozna wyraznie zobaczy¢
miejsca, gdzie normalnie znajdujg sie oba geny, i obszar, w ktérym doszto do fuzji
[18].

Metode FISH zastosowano takze np. do scharakteryzowania zmian genetycznych
wfibrosarcoma wystepujacym u dzieci w réznych okresach zycia. Podejrzewano, ze
schorzenie to jest zwigzane z wystepowaniem réznej liczby kopii chromosomow 8,
11, 17i 20 (gtdwnie ich brakiem). Udato sie ustali¢, ze faktycznie do drugiego roku
zyciafibrosarcoma zwiazana jest w wiekszosci przypadkéw z brakiem jednej kopii
chromosomu 8,11,17 lub 20 (w réznych kombinacjach); dodatkowe kopie chromo-
somoOw 17 i 20 pojawiajg sie u dzieci piecioletnich; natomiast brak jest nieprawidto-
wosci w liczbie chromosomow w przypadku pacjentow w wieku od 7 do 17 lat.

MAPOWANIE GENOW

Przy mapowaniu gendw okresla sie albo odlegtosé od jakiego$ znanego genu, albo
potozenie wzgledem prazka lub okreslonego punktu na chromosomie (centromer lub
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telomer), lub kolejnos¢ potozenia genéw wzgledem siebie [13,23,24]. W drugim
przypadku stosuje sie kombinacje FISH itradycyjnego barwienia metodg Giemsy lub
tzw. barwienia replikacyjnego, w ktorym komorki w okreslonym momencie cyklu
komorkowego traktowane sa tymidyna lub BrdU [13]. W ostatnim przypadku nalezy
pamieta¢ o ograniczeniach wynikajacych z rozdzielczosci metody, choé z drugiej
strony odpowiednia modyfikacji (np. DIRVISH FISH) pozwala na uzyskanie zado-
walajgcych efektéw [17].

WADY | ZALETY METODY FISH

Bezpieczenstwo pracy

Korzystajagc w metodzie znakowania izotopowego z pierwiastkow promieniotwor-
czych istnieje konieczno$¢ zachowania Scistego rezimu zaréwno podczas samego
znakowania, jak i po, w trakcie pozbywania sie odpadkdw promieniotwdrczych.
Natura znacznikéw fluorescencyjnych likwiduje zagrozenia dla zdrowia badacza.

""Dlugowiecznos¢' 1sond

W przypadku znakowania radioizotopowego wystepuje ograniczenie czasowe
wynikajace z rozpadu pierwiastka promieniotwdrczego. Czasy te albo sg stosunkowo
krotkie (np. w przypadku izotopu fosforu P32 czas potowicznego rozpadu wynosi 14,2
dnia), albo pierwiastek mimo dtugiego czasu potowicznego rozpadu nie nadaje sie do
wszystkiego typu badan (izotop siarki S3 - czas potowicznego rozpadu 87,2 dnia).
W przypadku znakowania fluorescencyjnego istnieje mozliwos$¢ znacznego odziele-
nia w czasie znakowania sond nukleotydami z czasteczkami reporterowymi i procesu
hybrydyzacji z nastepujagcym po nim dotaczaniu barwnikéw fluorescencyjnych. Po-
dajac za firmami biotechnologicznymi mozna przyjaé¢, ze sonde mozna przechowy-
wac nawet przez po6ttora roku.

Mozliwos¢ interpretacji wynikéw wprost

Stosujgc metode FISH otrzymuje sie wynik bezposredni, nie wymagajacy w
wiekszosci przypadkdw dodatkowej analizy. Wyjatek stanowig tu badania dotyczace
kolejnosci oraz odlegtosci sond (genéw) na stosunkowo matych odcinkach DNA.
Ograniczenia te wynikaja z parametrow rozdzielczosci i czutosci metody oraz samej
metodyki, ktéra moze stwarza¢ r6zne warunki do interpretacji wynikow.

Stosunkowo dobra rozdzielczos¢ metody

Rozdzielczo$¢ metody zalezy przede wszystkim od dwdch czynnikéw. Od stopnia
kondensacji chromatyny oraz podej$cia metodycznego.

Jezeli wykorzystuje sie do badan chromosomy metafazowe, to rozdzielczo$é FISH
wynosi ok. 3 Mb [23]. Przy zastosowaniu dwdch sond, kazdej znakowanej innym
fluorochromem oraz chromosoméw prometafazowych, istnieje mozliwosé okreslenia
porzadku sond, gdy sg one oddalone od siebie 600 do 800 kb [24]. Trzebajednak w
tym wypadku pamigta¢ o uwarunkowaniach wynikajacych ze struktury trzeciorzedo-
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Czasteczki reporterowe: Barwniki:
Biotyna rodamina
Digoksygenina Cascade blue
Dinitrofenyl fluoresceina
Sondy:

1. Rodamina

. Cascade blue

. Fluoresceina

. Rodamina 4 Cascade blue

. Fluoresceina + rodamina

. Fluoresceina + Cascade blue

. Rodamina + Cascade blue + fluoresceina

~N~No oh~h wWwNiN

Rys. 2. Kombinacja trzech barwnikdw fluorescencyjnych w metodzie z rbwnoczesng hybrydyza-
cja z siedmiu réznych sond

wej kwasow nukleinowych, mogacych wptywaé nauzyskany obraz. Chodzi tu gtdw-
nie o to, ze sposéb zwijania sie DNA w chromosomie moze wptywac znaczaco na
uzyskiwany obraz, jezeli sondy potozone sg zbyt blisko siebie.

W jadrach interfazowych standardowo uzyskuje sie rozdzielczo$¢ od 50 do 100
kb. W przypadku modyfikacji metody FISH rozdzielczo$¢ moze wzrosna¢. Przykia-
dem jest metoda nazwana przez autoréw DIRVISH FISH, w ktorej DNA jest dodat-
kowo rozciggane na szkietkach podstawowych. W tej metodzie wykazano odrebnos¢
dwdch sekwencji, gdy byty one oddalone od siebie (jak wykazata analizarestrykcyjna)
o ok. 6,8 kb (odlegtos¢ te ustalono poprzez analize fragmentow restrykcyjnych) [17].

Mozliwo$é stosowania wiecej niz jednego typu sondy na raz

Stosujac dwa barwniki fluorescencyjne do wyznakowania dwéch sond mozna po
opracowaniu komputerowym otrzymac obraz, na ktérym dwoma réznymi kolorami
uwidocznione sg dwie rézne sekwencje [11,28]. Istnieje mozliwo$é zmodyfikowania
podejscia i uzycia dwdch barwnikéw fluorescencyjnych do znakowania trzech sond.
Podobnie przy zastosowaniu trzech r6znych barwnikéw fluorescencyjnych i trzech
czasteczek reporterowych istnieje mozliwo$¢ wyznakowania do siedmiu sond r6zne-
go typu. Po zebraniu obrazéw mikroskopowych i komputerowym opracowaniu przy
pomocy odpowiedniego programu komputerowego (np. GeneJoin) uzyskuje sie sie-
dem réznych sygnatow, ktdre mogaby¢ wykorzystywane np. przy tworzeniu bibliotek
chromosomowo-specyficznych opartych na sekwencjach centromerowych, lub in-
nych sekwencji charakterystycznych dla chromosoméw, badaniach nad dystrybucja
DNA w jadrach interfazowych i w mapowaniu genéwf]l 8].

Czesto zbyt mata czuto$¢ metody

Przyjmuje sig, ze czuto$¢ metody FISH jest obecnie nizsza lub porownywalna z
uzyskiwangw tradycyjnej hybrydyzacji in situ z sondami znakowanymi radioizotopo-
wo [23]. Jednak w pewnego typu badaniach (np. badania ilosciowe dotyczace trans-
krypcji), w ktérych potrzebna jest wysoka czuto$é i selektywnos¢ metody, stosujac
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zmodyfikowang hybrydyzacje in situ z sondami znakowanymi izotopowo mozna
uchwyci¢ zmiany bedace poza zakresem czutosci osiggalnym dla FISH.

Z drugiej strony problem czutosci moze wynikac raczej z ograniczen sprzetowych
i metodycznych, co w zwigzku z ciggtym rozwojem sprzetu mikroskopowego oraz
oprogramowania naukowego rokuje szybkie przetamanie tej bariery.

Wydajnos¢ hybrydyzacji w FISH miesci sie z reguty w zakresie od 70 do 80%
badanych ptytek [5,20]. Stanowi to pewne ograniczenie szczeg6lnie w badaniach
iloSciowych (jezeli dotyczg one zmian np. w obrebie jednego typu prébki, wynik moze
ulec zafatszowaniu) oraz stawia wymog kazdorazowego sprawdzaniatego parametru.

Wymagania sprzetowe

O ile wykorzystuje sie FISH do wyznakowania sekwencji powtarzalnych do
detekcji sygnatu, wystarcza zwykty mikroskop fluorescencyjny [23]. Jezeli chcemy
uwidoczni¢ sekwencje krotkie lub unikalne, istnieje potrzeba zastosowania dodatko-
wego wspomagania obrazu np. przy uzyciu urzadzen typu CCD. Sytuacja komplikuje
sie jeszcze bardziej, gdy przy znakowaniu sond korzystano z wiecej niz jednego typu
fluorochromu. Wzrastajg wymagania wzgledem mikroskopu, zachodzi potrzeba sto-
sowania wiecej nizjednego zrodta Swiatha (np. poprzez zestaw filtrow); potrzebny jest
komputer do kontroli kamery typu CCD, zbierania poszczeg6lnych obrazéw, ich
wysSwietleniaiprzechowywaniaoraz odpowiedni program komputerowy [2]. Podnosi
to znacznie koszty stosowania metody.

KIERUNKI ROZWOJU FISH

Obecnie obserwuje sie dwa kierunki rozwoju FISH. Pierwszy to wysitki zmierza-
jace do poprawienia podstawowych parametrow (czutosci i rozdzielczosci), drugi to
préby praktycznego zastosowania metody (np. w diagnostyce klinicznej) i zwigzane
ztym prace nad skréceniem czasu oczekiwania na wynik oraz wysitki zmierzajagce w
kierunku automatyzacji otrzymywanych wynikéw, wreszcie poprawianie "starych"
danych uzyskiwanych przy wykorzystaniu tradycyjnych juz dzi§ metod i wreszcie
rozszerzenie mozliwo$ci metody poprzez wprowadzanie nowych modyfikacji
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SZTUCZNY CHROMOSOM DROZDZOWY:
BUDOWA | ZASTOSOWANIE

YEAST ARTIFICIAL CHROMOSOME:
STRUCTURE AND APPLICATION

AGNIESZKA SEKOWSKA

Zak¥ad Mikrobiologii i Immunologii, Instytut Biologii Molekularnej im. Jana
Zurzyckiego UJ w Krakowie

Streszczenie. Jednym z powszechniej stosowanych narzedzi biologii molekularnej ostatnich lat stat
sie sztuczny chromosom drozdzowy (Y AC). Pozwala on naklonowanie bardzo duzych fragmentow
DNA w postaci dodatkowego chromosomu w drozdzach. Mozliwos¢ wstawiania fragmentow
obcego DNA wielkos$ci rzedu 500 tys. pz lub wiekszych znacznie ogranicza liczbe klonow
niezbednych do catkowitego pokrycia genomu. Otrzymane klony w duzym stopniu utatwiajg
analize sekwencji nukleotydowych, a co za tym idzie przyspieszajg fizyczne mapowanie catych
genomoéw. W zwigzku z duzg zdolnoscig do klonowania YAC jest uwazany za pomost tgczacy
cytogenetyke i analize molekularna.

Stowa kluczowe: sztuczny chromosom drozdzowy, klonowanie genéw, biblioteki genowe.

Summary. Lastyears the yeast artificial chromosome (YAC) has become one of the most commonly
used tools in molecular biology. It allows cloning of large pieces of DNA in the form of extra
chromosomes in the yeast. This capacity to accept foreign DNA inserts at least an order of
magnitude larger than those obtainable in cosmids, i.e, 500 kb, thus drastically reducing the total
number of clones required to provide coverage of complex genomes. YACs greatly facilitate the
analysis of genomic sequences over long distances and, thus, physical mapping of complex
genomes. Because of their large cloning capacity they serve as a bridge between cytogenetic and
molecular levels of resolution.

Key words: yeast artifical chromosome, genes cloning, genomic libraries.

Wykaz skrétow: FISH (ang.fluorescent in situ hybridization) - fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ, PCR (ang. polymerase chain reaction) —reakcja tancuchowa polimerazy, pz —pary zasad,
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TNF (ang. tumor necrosis factor) - czynnik martwicy nowotworu, YAC (ang. yeast artificial
chromosome) - sztuczny chromosom drozdzowy

1. WPROWADZENIE

Klonowanie fragmentéw DNA jest jedng z podstawowych metod stosowanych w
biologii molekularnej. Standardowe techniki klonowania w wektorach plazmido-
wych, kosmidowych czy bakteriofagach ograniczone sa jednak do fragmentéw nie
wiekszychniz 50tys. pz., podczas gdy wiele zagadnien genetyki eukariontdow wymaga
analizy setek tysiecy, anawet milionéwpz. Spowodowane jest to wielko$cigposzcze-
gélnych genéw czy tez dostepnoscig markeréw zlokalizowanych z daleka od bada-
nych gendw. Rowniez globalna analiza catych genoméw, takich jak np. ludzki,
wymaga analizy miliondw pz. Inng powazng wadg klonowania w bakteriach jest fakt,
ze pewne klasy sekwencji obecnych w eukariontach jak sekwencje palindromowe czy
powtdrzeniatandemowe nie sg reprezentowane w bibliotekach z E. coli [1].

Pomocnym w przezwyciezeniu tych ograniczen okazato sie skonstruowanie na
poczatku lat osiemdziesigtych sztucznego chromosomu drozdzowego (pYAC). Umo-
zliwia on klonowanie fragmentéw DNA wielkosci setek tysiecy pz, obecnos¢ zas
sekwencji palindromowych i powtorzen tandemowych w genomie drozdzowym
wskazuje na mozliwos¢ ich badania za posrednictwem sztucznego chromosomu.

2. BUDOWA SZTUCZNEGO CHROMOSOMU
DROZDZOWEGO

Jako sztuczny chromosom wektor zawiera trzy niezbedne elementy stanowiace o
jego strukturze chromosomowej. Sgto: centromer, jako miejsce przyczepu mikrotubul
w procesach podziatow komoérkowych, poczatek replikacji (ORI) oraz sekwencje
telomerowe chronigce integralno$¢ catlego chromosomu oraz zabezpieczajace termi-
nalnie usytuowane geny. Jeden z wektorow pYAC5 zostat skonstruowany na bazie
plazmidu pBR 322 poprzez stopniowe usuwanie jednych, a wprowadzanie innych
fragmentéw [3]. Z niezbednych fragmentéw pBR 322 pozostawiono poczatek repli-
kacji (ORI) oraz gen opornosci na ampicyling, co umozliwiaklonowanie tego wektora
w bakteriach (wektory pYAC nalezg do klasy wektoréw wahadtowych). Z pozosta-
tych elementow wektora nalezacych juz do systemu eukariotycznego nalezy wymie-
ni¢ miejsce klonowaniaznajdujgce sie wdrozdzowym genie SUP4-0, bedagcym ochre-
supresyjnym allelem dla tyrozynowego t-RNA. Miejsce to jest rozpoznawane przez
enzym Not | nalezgcy do klasy endonukleaz rzadkotngcych. Nastepne, niezwykle
istotne dla wektora geny to TRP1 i URA3 warunkujgce synteze tryptofanu i uracylu.
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Rys. 1. Schemat wektora pYAC5

W zwigzku z tym na gospodarzy dla wektora wybiera sie drozdze bedgce mutantami
auksotroficznymi pod wzgledem syntezy tych zwigzkéw. Kolejne elementy wektora
to: ARS-1 -czyli autonomicznie replikujaca sie sekwencja petnigca funkcje poczatku
replikacji, CEN4 - 3 sekwencja zapewniajgca funkcje centromeru. Te dwa elementy
sg sekwencjami naturalnie graniczacymi z genem TRP1 w IV chromosomie drozdzo-
wym. TEL - sg to sekwencje telomerowe pochodzace z makronukleusowego, rybo-
somalnego DNA (rDNA) z Tetrahymena. Sekwencja HIS3 nie jest niezbedng w
procesie klonowania, w wektorze cyrkularnym za$ rozgranicza dwie sekwencje
telomerowe. Istniejgtez inne wersje sztucznych chromosoméw drozdzowych rznig-
cych sie miedzy sobg miejscami klonowania rozpoznawanymi przez inne enzymy
restrykcyjne, np. pY AC4 ma miejsce klonowania rozpoznawane przez enzym EcoRI
[3]. Innym przyktadem jest wektor pYAC-RC skonstruowany na bazie wektora
pYAC3. W miejscu klonowania SnaBI wprowadzono oligonukleotyd (tzw.polilinker)
z miejscami rozpoznawanymi przez kilka endonukleaz rzadkotngcych [13]. Inng
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niezwykle wazng modyfikacjg w budowie wektora jest wprowadzenie do ramienia
chromosomu genu opornosci na genetycyne [18]. Jest onabardzo cenng zmiang, gdyz
umozliwia selekcje wektora po ewentualnej jego transfekcji do komarek ssakow.

3. KLONOWANIE FRAGMENTOW DNA
O DUZYCH WYMIARACH

Proces klonowania w sztucznym chromosomie drozdzowym przedstawia sie w
nastepujacy sposob (rys. 2). Wektorpoddajesietrawieniuenzymatycznemuenzymem
Barn HI oraz drugim rozpoznajacym miejsce klonowania (jego wybér zalezy od tego,
zjakim wektorem ma sie do czynienia) w efekcie uzyskujac trzy czesci: lewe ramie
chromosomu wraz z centromerem, prawe ramie oraz region HIS3. Obydwa ramiona
poddaje sie dziataniu alkalicznej fosfatazy w celu zabezpieczeniaprzed samopotgcze-
niem, a nastepnie wprowadza sie DNA o duzych rozmiarach z koicami strawionymi
przez dany enzym restrykcyjny. Produkt ligacji wprowadza sie do sferoplastow
drozdzowych za pomoca standardowych metod tworzac biblioteki genowe. W zwigz-
ku ze specyficznymi wymaganiami wektora w procesie selekcji jako gospodarzy
wybiera sie szczepy charakteryzujace sie pewnymi okreslonymi cechami. Jako przy-
ktad moze postuzy¢ szczep AB 1318 o genotypie MATa ura 3-52 trpl ade 2-1 can
1-100 lys 2-1 his 5. Selekcja klonéw odbywa sie dzieki komplementacji mutacji ura
3 w komdrce gospodarza przez gen URA3 w prawym ramieniu chromosomu oraz
komplementacji mutacji gospodarza trpl przez gen TRP1 w lewym ramieniu chro-
mosomu. Ostateczng selekcjg jednak jest selekcja z wykorzystaniem blokujacej eks-
presji ochre-supresora SUP4-0, ktdry ulega uszkodzeniu przez insercje wprowadzo-
nego DNA w miejscu klonowania. Komorki gospodarza normalnie tworzg czerwone
kolonie dzieki obecnosci genu ade 2-ochre, ktéry powoduje nagromadzanie sie
czerwonego barwnika w komorce. Jezeli supresor w wektorze pY AC ulega ekspresji
w komarkach gospodarza (po transformacji), to tworzg sie biate kolonie, jako wynik
aktywnosci genu SUP4-0. Jezeli jednak nastapito wklonowanie wprowadzanego
DNA, to gen supresorowy ulega inaktywacji i tworzg sie znéw czerwone kolonie.

4, ZASTOSOWANIE SZTUCZNYCH CHROMOSOMOW
DROZDZOWYCH

Sztuczne chromosomy uzywa sie przede wszystkim do konstrukcji bibliotek geno-
wych, co zwigzane jest z faktem, ze mozna w nich klonowa¢ bardzo duze fragmenty
DNA. Publikacje donoszg o sklonowaniu fragmentéw wielkosci 800 tys. pz (zawie-
rajacych DNA kodujacy 5SrRNA)[12] do milionapz [8], przy czym nie jest wspomi-
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Rys. 2. Proces klonowania w sztucznym chromosomie drozdzowym

nana gérna granica pojemnosci klonowanego DNA. Obecnie jest wiele doniesiefi na
temat konstrukcji bibliotek genomu ludzkiego [4, 9,10,12,14,15,19].

Duzym zainteresowaniem badaczy cieszy sie chromosom X, atakze chromosom
22 bedacy drugim najmniejszym chromosomem cztowieka [19]. Chromosom 21 takze
jestbardzo intensywnie badany, awynikiem tych badan jest utworzenie podbiblioteki
wzbogaconej o ludzki chromosom 21 [15]. Jednak aby w petni wykorzysta¢ mozli-
wosci, jakie stwarza zastosowanie sztucznych chromosoméw do tworzenia i badania
bibliotek, wazne jest, aby byly one dobrze zorganizowane i przeglagdane. W wielu
przypadkach uzyteczne sg biblioteki zawierajgce fragmenty z catego genomu, w
innych jednak stosuje sie biblioteki ograniczone do jednego tylko chromosomu czy
nawet jego czesci. W przypadkach takich stosuje sie hybrydy somatyczne zawierajace
np. DNA chomika z niewielkim fragmentem DNA ludzkiego. Podejécie takie zasto-
sowano przy tworzeniu biblioteki zawierajgcej odlegta czes¢ dtugiego ramienia chro-
mosomu X [12]. W tym ostatnim przypadku zauwazono ciekawy fakt - przy badaniu
klonow powstatych na bazie hybryd nie zaobserwowano tworzenia sie chimer, czyli
klondw zawierajgcych zardwno ludzki, jak i obcy DNA. Bytaby to niezwykle wazna
cecha $wiadczaca o tym, ze sztuczne chromosomy wykazujg tendencje do ligacji z
pojedynczymi fragmentami restrykcyjnymi. Niestety nowsze doniesienia dotyczace
takze hybryd somatycznych chomik - ludzki chromosom X wykazuja, ze w badanych
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klonach wystepuje pewien procent chimer [10]. Chimery te to albo jednocze$nie
wystepujgce wjednym sztucznym chromosomie fragmenty DNA cztowiekai chomi-
ka, lub wynikaja z jednoczesnej kotransfekcji wektoraz DNA cztowieka i wektora z
DNA chomika. Zdotano takze zauwazy¢, ze przy klonowaniu w sztucznych chromo-
somach zachowane pozostaj g dtugosci fragmentow restrykcyjnych charakterystyczne
dla danego genomu [12].

W przegladaniu bibliotek skonstruowanych na bazie wektoréw pYAC jedng z
czesciej stosowanych metod jest hybrydyzacja kwasoéw nukleinowych na filtrach
nitrocelulozowych. Jako sondy stosuje sie albo cate genomy czy tez chromosomy,
albo sekwencje powtarzalne charakterystyczne dla danego genomu. Sama hybrydy-
zacje zas$ stosuje sie bezposrednio do catych kolonii po przeniesieniu i unieruchomie-
niu na filtrze, lub wczesniej DNA poddaje sie rozdziatowi elektroforetycznemu w
elektroforezie pulsowej i dopiero nastepnie stosuje hybrydyzacje. Metody te stosuje
sie do identyfikacji duzych regionéw chromosomow czy tez klondéw z wielu loci. Inng
technikag stosowang w przegladaniu bibliotek jest PCR. Jest ona o wiele drozsza i
bardziej pracochtonna, jednak dzieki swojej doktadnosci umozliwia wykrycie poje-
dynczych sekwencji, a co za tym idzie klondw sposréd wszystkich innych. Przy
badaniu genomu cztowieka czesto stosuje sie wariant tej metody zwany Alu-PCR,
ktory znacznie zwieksza jej czutos¢ [11]. Wariant ten ufatwia takze zastosowanie
analizy produktow reakcji PCR zapomoca techniki zwanej FISH, co wymagauprzed-
niego wyznakowania biotyng [17]. Dzieki tworzeniu bibliotek i zastosowaniu powy-
zszych metod mozliwe jest doktadne poznanie budowy gendw - utozenie eksonow i
intronéw, a nawet sekwencji regulatorowych, jak to stato sie w przypadku genu
kodujacego receptor dla TNF-R [4].

Jednak nie tylko ludzki genom jest przedmiotem zainteresowania badaczy. Skon-
struowanojuz biblioteki genowe dlatakich organizmdéw, jak: Caenorhabditiselegans,
Drosophila melanogaster, Mus musculus [5], Arabidopsis thaliana [2], Beta vulgaris
[6], Hordeum vulgare, marchew, kukurydza czy pomidor [8]. Przy konstruowaniu
bibliotek roslinnych wystepuje pewne ograniczenie. Otdz Srednirozmiar insertu waha
sie w granicach 140-150 tys. pz, cojest o wiele mniejszg wartoscig niz ta uzyskiwana
dla genomoéw ssaczychprzy stosowaniu tych samych lub podobnych metod [6].

Prawdopodobnie rdznice te wynikajg z trudnosci w otrzymywaniu fragmentéw
roslinnego DNA o duzej wielkosci zwigzanych z obecnoscig Sciany komorkowej czy
duzymi rozmiarami samych komorek.

Mozliwosci, jakie stwarza badaczom sztuczny chromosom, nie ograniczajg sie
tylko do tworzenia bibliotek genowych. Wiele funkcjonalnych jednostek genetycz-
nych organizmoéw wyzszych zajmuje duze obszary DNA, np. locus bithorax u Dro-
sophila melanogaster biorgcy udziat w regulacji rozwoju muszki rozciaga sie na ok.
320 tys. pz [3]. Ostatnie oszacowania wielkosci genu, ktdry jest uszkodzony w
dystrofii miesniowej Duchenne’a, wskazuja, ze pojedyncze locus genowe, ktérego
funkcja kodowania biatka mogtaby by¢ wypetniona przez odcinek DNA dtugosci 15
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tys. pz w rzeczywistosci rozcigga sie na ok. 2,4 miliona pz. Podobnie duze zasiegi
majg takze skupiska genowe, ktérych doktadne poznanie jest niezwykle wazne dla
genetyki molekularnej.

We wszytkich tych przypadkach zastosowanie sztucznych chromosoméw wydat-
nie skrécitoby czas potrzebny na badania, a takze ogromnieje utatwito. W szczegdl-
nosci zas wektory te moga by¢ uzyte do klonowania najwiekszych genéw w kom-
pletnej formie i naturalnym konteks$cie sekwencji. Uzyskano juz klony z nienaruszo-
nym genem dla czynnika VIII i 1X, ktore charakteryzuje budowa rozproszona i z
ktérychpo transfekcji komorek ssakdw wektoramije zawierajgcymi uzyskano natyw-
ny enzym. Podobne do$wiadczenia przeprowadza sie¢ na myszach. Do przedjadrzy
albinotycznych myszy w zaptodnionym jaju wprowadzono wektor pY AC ze sklono-
wanym genem tyrozynazy. Myszy te bedac albinosami majg uszkodzony ten wiasnie
gen, ktérego funkcjajednak moze by¢ przejeta przez gen nienaruszony wprowadzony
sztucznie do komorek. Fenotyp albinotyczny myszy umozliwit identyfikacje transge-
nu juz przy urodzeniu dzieki obecnos$ci barwnika w skorze i oczach [16]. Rownie
dobre wyniki uzyskuje sie wprowadzajac ludzkie geny sklonowane w wektorach do
komoérek jadra zarodkowego myszy [7]. Komérki te po transfekcji wykazujg zdol-
nos$¢ do repopulacji organizmu myszy, wiaczajac nawet komorki szlaku ptciowego,
wykazuja ogromng stabilnos¢, aktywnos¢ wprowadzonego genu za$ utrzymuje sie
przez wiele pokolen.

Tak wiec, jak widac z tego krotkiego przegladu, sztuczne chromosomy drozdzowe
skonstruowane poczatkowo w celu przebadania czynnikéw sterujgcych zachowa-
niem sie chromosomow podczas mitozy stwarzajg nieograniczone mozliwosci bada-
nia catych genomoéw, atakze, co niezwykle wazne w obecnej dobie silnego rozwoju
biotechnologii, praktycznego wykorzystania produktow kodowanych przez geny.
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WPLYW SUPERSKRECENIA CZASTECZKI DNA
| JEGO REGULACJI PRZEZ WARUNKI SRODOWISKA
NA EKSPRESJE BAKTERYJNYCH GENOW

INFLUENCE OF ENVIRONMENTAL REGULATION
OF DNA SUPERCOILING ON BACTERIAL GENE EXPRESSION

KINGA J. WOJICIK

Zaktad Mikrobiologii i Immunologii Instytutu Biologii Molekularnej Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie

Streszczenie. Ujemne superskrecenie nadaje bakteryjnemu DNA dynamiczny charakter. Wywiera
ono wplyw na aktywno$¢ promotoréw licznych gendw przyczyniajac sie do obnizenia wydatku
energetycznego niezbednego do rozkrecenia podwaojnej helisy DNA i/lub modulujac topologie
promotora i operatora, udostepniajac je polimerazie RNA, biatkom aktywujacym i represjonuja-
cym. Poziom superskrecenia czasteczki DNA kontrolowany przez gyraze, wprowadzajaca ujemne
superskrety i topoizomeraze |, relaksujacg DNA, zalezny jest od warunkdw wzrostu bakterii, takich
jak: pH, dostepnos$¢ pozywienia, tlenu, stezenie soli, temperatura. Fluktuacje réznorodnych czyn-
nikéw srodowiska regulujg ekspresje genéw kodujacych biatka spetniajgce wazne funkcje w
komoérce bakteryjnej, tj. biatka stresowe i czynniki wirulencji. Stresowe warunki Srodowiska
oddziatuja na superskrecenie DNA prawdopodobnie poprzez zmiane stosunku ATP/ADP w
komorce, od ktérego zalezy aktywnos¢ gyrazy DNA.

Summary. DNA in bacterial cells is under negative superhelical tension. The level of negative
supercoiling is controled by DNA gyrase, the enzyme which introduces supercoils, and DNA
topoisomerase I, which relaxes them. DNA supercoiling plays arole in regulation gene expression
by influencing on transcription initiation of many bacterial promoters. Superhelical density of DNA
changes in response to the various environmental stimuli such as pH, nutrition conditions, anaerobic
conditions, osmolarity, temperature. The fluctuation of growth conditions regulates the induction
ofbacterial shock proteins. The growth condition may modulate the supercoiling by changes in the
ratio of ATP/ADP, to which gyrase is sensitive.
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1. WPROWADZENIE

Zarédwno mikroorganizmy saprofityczneJaki patogenne stykajg sie w swoim zyciu
z ekstremalnie r6znymi Srodowiskami. Do czynnikéw stresowych, ktore oddziatujg
na bakterie, nalezg zaburzenia temperatury, warunkéw osmotycznych, pH, dostepno-
§ci tlenu i pozywienia. Podczas infekcji cztowieka lub zwierzecia bakterie patogenne
napotykaja np. srodowiska o znacznie obnizonym pH, przy przejsciu przez zotadek
oraz podczas wzrostu wewnatrz komérek zywiciela, w fagosomach lub fagolizoso-
mach. W celu utrzymania sie przy zyciu, co dlabakterii patogennych oznaczaréwniez
zachowanie wirulencji, mikroorganizmy wyksztatcity liczne sposoby komunikowania
sie ze $rodowiskiem, odbierania doptywajacych informacji i szybkiej reakcji na
aktualne warunki. Odpowiedz na czynniki srodowiska wymaga czesto skoordynowa-
nej ekspresji wspdlnie regulowanych, licznych gendw bakterii. Grupe gendw wigczo-
ng w odpowiedz na dany bodziec nazywamy stymutonem. Stymulonmoze grupowaé
wiele regulonéw, z ktérych kazdy zawiera geny znajdujace sie pod kontrolg tych
samych czynnikéw regulacyjnych. Regulon skfada sie z kolei z operonéw, ktérych
geny sg pod kontrolg tego samego promotora. Ostatnio opisano swoisty, globalny
system regulujacy odpowiedz bakterii nazmienne warunki srodowiska, opierajacy sie
na modulacji topologii DNA [5].

2. SUPERSKRECENIE CZASTECZKI DNA

Natywny DNA wystepuje w komorce bakteryjnej w stanie superzwinietym. Stru-
kture kolistej czasteczki DNA mozna opisa¢ za pomoca trzech zaleznych od siebie
wielkosci. Liczba wzajemnych oplecen dwdch nici helisy - L, jest rowna sumie liczby
skretow dwuniciowej helisy - T i liczby zwojoéw, czyli superskretow dwuniciowej,
skreconej juz helisy DNA - W.

W=L-T

Kolista, prawoskretna helisa DNA wyizolowana z komérki bakteryjnej ma mniej-
szg liczbe skretow niz tej samej dtugosci kolista czgsteczka zrelaksowana, z przecietg
jedna nicig lub czasteczka linearna. Wywotuje to napiecie wewnatrz kolistej czaste-
czki i wymusza przyjecie konfiguracji ujemnego superskrecenia helisy DNA (rys. 1)
[6]. Konfiguracja ta minimalizuje odstepstwo od stanu energetycznie optymalnego
oraz utatwia rozdzielanie nici podczas transkrypcji, transpozycji, replikacji i rekom-
binacji. Ujemne superskrecenie bakteryjnego DNA nadaje mu dynamiczny charakter.
Pomaga w tworzeniu i stabilizacji alternatywnych struktur DNA [22]. Podstawowg
strukturg DNA jest prawoskretna helisa B-DNA. Gdy uwodnienie czasteczki DNA
spadnie do 15% lub zmieni sie sita jonowa, helisa przybiera konformacje A. Taka
zmiana wystepuje prawdopodobnie in vivo podczas hybrydyzacji DNA - RNA, w
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regionie podlegaj agcym transkrypcji oraz

podczas sporulacji. W pewnych warun-

kach, czasteczka DNA moze takze przy-

biera¢ inne konformacje. Wystepuje np.

jako lewoskretna, dwuniciowa helisa

tzw. Z-DNA, strukturakrzyzowa, triple-

towy DNA, czyli tréjniciowa struktura,

tworzaca sie w regionach bogatych w

oligonukleotydy pirymidynowe, struk-

tura poslizgowa, powstajgca w regio-

nach prostych powtérzen lub w korcu

tzw. wezetkowy DNA. Nukleoid komo- Rys. 1. Powstanie superskreconej czasteczki
rki bakteryjnej wystepuje wiec jako ko- DNA

mpleks struktur, a energia superskrece-

nia zuzywanajest m.in. do tworzenia lokalnych wariantdéw struktur. Zmiany konfor-
macyjne w czasteczce DNA regulowane sg in vivo i wptywaja na biologiczng aktyw-
nos$¢ gendéw w danym regionie. Innymi zlokalizowanymi strukturami czasteczki DNA,
waznymi dla organizacji i funkcjonowania bakteryjnego chromosomu sg zagiecia i
petle. Energia superskrecenianie jest wykorzystywanado ichtworzenia [22]. Zagiecia
zdeterminowane sg sekwencjg nukleotydéw. Duze petle w DNA, wielkosci kilkuset
lub nawet Kilku tysiecy bp moga powstawac¢ w wyniku zagiecia fragmentu DNA lub
przy wspétudziale biatek regulacyjnych. Model petli thtumaczy, wjaki sposob sekwen-
cje odlegte od danego genu moga wptywac naregulacje jego ekspresji. Superskrecenie
czasteczki DNA moze oddziatywac na tworzenie sie i stabilizacje takich petli nie ze
wzgledéw energetycznych, ale poprzez wptyw na wzgledng pozycje odlegtych od
siebie sekwencji w helisie DNA, faczonych czasteczkami biatka oraz przez zmiane
stopnia kondensacji DNA, wspomagajac lub interferujac z interakcja biatek wbudo-
wanych do odlegtych loci w czasteczce DNA.

3. REGULACJA SUPERSKRECENIA BAKTERYJNEGO DNA

Poziom ujemnego superskrecenia czgsteczki DNA kontrolowany jest przez topoi-
zomeraze I1,zwanggyrazg DNA, wprowadzaj gcgujemne superskrety i topoizomeraze
I, relaksujagcg DNA [7]. Gyraza, ktorej podjednostki kodowane sg przez niezwigzane
geny gyrA i gyrB, w obecnosci ATP przecina obie nici DNA i wprowadza ujemny
skret helisy, natomiast w nieobecnosci ATP - moze usuwac ujemne superskrecenie
czasteczki. Liczba czasteczek topoizomeraz znajduje sie w komoérce pod kontrolg
homeostatyczng [27]. Ich synteza zwigzana jest $cisle z biezacym poziomem super-
skrecenia DNA. Wzrost ujemnego superskrecenia aktywuje gen topA i hamuje
ekspresje gendw gyrA i gyrB. Gyraza faczy sie z matg specyficznoscig z wieloma
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sekwencjami w czgsteczce DNA, skoncentrowanymi wokot widetek replikacyjnych
oraz potozonymi ponizej aktywnych promotoréw [6]. Opisano takze sekwencje, m.
in. REP, do ktérych gyraza wykazuje wysokie powinowactwo. Wystepuja one zawsze
w regionach miedzygenowych, w ilosci 100-200 kopii na chromosom bakteryjny i
maja tendencje do grupowania si¢. Przytgczanie sie do nich gyrazy stymulowane jest
interakcjg z histonopodobnym biatkiem HU [16]. Dziatanie topoizomeraz prowadzi
do utrzymania statego poziomu superskreceniahelisy DNA w komérce oraz korekcji
jego zaburzen, powstatych pod wptywem proceséw transkrypcji, replikacji, translo-
kacji itp. Przesuniecie kompleksu transkrypcyjnego wzdtuz czasteczki DNA generuje
ujemna presje superskrecenia za sobg i dodatnia, przed kompleksem [18]. Podobnie,
podczas replikacji DNA, rozwijanie nici helisy moze powodowaé powstanie dodat-
nich superskretéw w regionie czasteczki DNA przed widetkami replikacyjnymi.
Dodatnia presja superskrecenia wywierana na czasteczke mogtaby zaktoci¢ zaréwno
proces transkrypcji, jak i replikacji. Zapobiega temu gyraza, wprowadzajgc ujemne
superskrety, a topoizomeraza koryguje ich nadmiar w matrycy DNA po przejsciu
kompleksu transkrypcyjnego.

Topoizomerazy utrzymuj g superskrecenie czgsteczek DNA napoziomie zaleznym
od warunk6éw wzrostu bakterii [6]. Zmiany warunkéw wzrostu powodujace zmiany
stanu energetycznego w komdrce prowadza do ustalenia nowego poziomu superskre-
cenia DNA.

We wprowadzeniu ujemnych superskretow posrednio wspotdziata takze czynnik
terminacji transkrypcji Rho [1]. Innymi czynnikami wptywajacymi na topologiczny
stan DNA jest heterologiczna rodzina biatek histonopodobnych, ktérych sekwencje
wykazujg wysoki stopieft homologii wsrdéd bakteryjnych szczepdw [8]. Naleza do nigj
mate biatka, wwiekszosci o charakterze zasadowym, wystepujace w komorce w duzej
liczbie kopii, 20-120 tys, w postaci dimerdw, tetramer6w itp. Biatka histonopodobne
maja duze powinowactwo do DNA. Uczestniczg w organizacji bakteryjnego nukleoi-
du tworzac labilne struktury nukleosomopodobne, przez co wymuszajg okoto potowy
ujemnych superskretow DNA chromosomu bakterii [16]. Wspotdziatajg one takze z
lokalnym mechanizmem regulacyjnym.

4. WPLYW SUPERSKRECENIA NA REGULACIE
EKSPRESJI GENOW

Poziom syntezy wielu biatek jest silnie wrazliwy nawet na mate r6znice w super-
skreceniu helisy DNA [30]. Wiele genéw wykazuje maksymalng aktywnos$¢ przy
gestosci superskrecenia ponizej przecietnej normy. Nieliczne biatka syntetyzowane
sg z maksymalng wydajnoscia, gdy superskrecenie czasteczki DNA znajduje sie na
poziomie stale wystepujgcym w komorce lub nieco podwyzszonym. Ujemne super-
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skrecenie DNA moze oddziatywaé na aktywnos$¢ promotoréw gendw poprzez zmniej-
szenie energii niezbednej do otwarciapodwadjnej helisy DNA i/lub modulacje sekwen-
cji promotora i operatora udostepniajac je polimerazie RNA, biatkom aktywujgcym
lub represjonujacym [22,30]. Promotory klasy o0 70 genéw pochodzacych z komorki
E. coli zawierajg charakterystyczne sekwencje TATAAT wregionie-10 i TTGACA
w regionie - 35 (liczby wyrazajg potozenie sekwencji wzgledem miejsca inicjacji
transkrypcji) [4]. Sekwencje te rozdzielone sg zwykle ok. 17 parami zasad i lezg po
tej samej stronie skreconej helisy DNA. Podczas inicjacji transkrypcji polimeraza
RNA prawdopodobnie wchodzi z nimi w specyficzny kontakt. Kat skrecenia 0
miedzy dwoma regionami moze wptywac na interakcje polimerazy RNA z promoto-
rem, a tym samym na poziom ekspresji genu [32]. Wielkos$¢ tego kata zalezy od
rodzaju i liczby nukleotydéw oddzielajacych sekwencje - 35 i - 10 promotora i od
Sredniego poziomu skrecenia helisy DNA. Rysunek 2 schematycznie przedstawia
wzajemna, wzgledna orientacje dwoch nukleotydow tymidynowych z korica 5’regio-
nu - 35 iz konca 5’ regionu - 10, w rzucie prostopadtym do osi helisy DNA.
Charakterystyczne regiony promotora oddzielone sg 17 bp, a kat skrecenia miedzy
dwiema sasiednimi zasadami zrelaksowanej czasteczki wynosi $rednio 34,5° (rys.
2A). Zaznaczono takze wzgledne potozenie nukleotydow tymidynowych z regionu -
10, gdy sekwencje - 35 i - 10 zrelaksowanej helisy rozdzielone sg 16 i 18 bp.
Wprowadzenie ujemnego superskrecenia czasteczki DNA powoduje zmiane kata
skrecenia miedzy rozpatrywanymi nukleotydami promotora (rys. 2B). Przy niskim
poziomie superskrecenia czasteczki DNA zwiekszonajest ekspresja genéw zawiera-

Rys. 2. Rzut promotora a/0E. coli prostopadty do osi helisy DNA; zaznaczono wzgledng orienta-
cje nukleotyddw tymidynowych 5’ koica regionéw -35 i -10 promotora (wg [32]): A - czaste-
czka DNA zrelaksowana, B - czasteczka DNA superzwinieta, o gestosci 6,5% ujemnych
superskretow
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jacych mniej niz 17 nukleotyddéw rozdzielajgcych regiony promotora -35 i -10.
Natomiast geny zawierajgce dtuzszg niz 17 bp sekwencje rozdzielajaca, ulegaja
maksymalnej ekspresji przy podwyzszonym poziomie superskrecenia DNA. Geny z
odstepem 17 bp w regionie promotora-10-35, nie sg wrazliwe na zmiany superskre-
cenia. Zalezno$¢ ta potwierdzono dla kilku gendéw, pochodzacych ze szczepu E. coli
[30].

Superskrecenie moze takze oddziatywaé posrednio na poziom syntezy biatka, np.
modulujac ekspresje gendéw, ktérych produkty wptywajg na translacje lub tempo
degradacji biatka.

5. WPLYW SRODOWISKA NA ZMIANE SUPERSKRECENIA DNA

Aby posiada¢ uzyteczng dla komorki funkcje regulacyjna, poziom superskrecenia
DNA powinien reagowac na czynniki $rodowiska. | rzeczywiscie, wykazano zmiany
w gestosci superskrecenia czasteczek DNA pod wpltywem zmian warunk6w wzrostu
bakterii, ze wzgledu na: dostepnos¢ pozywienia, tlenu, stezenie soli, pH itp. [6].
Zmiane poziomu ujemnego superskrecenia DNA w odpowiedzi nar6znorodne bodzce
Srodowiskaprzedstawiono wtabeli 1. Ekspresjagendéw kodujacych biatka, ktore grajg
kluczowg role w komorce bakteryjnej regulowana jest przez fluktuacje réznych
czynnikdw srodowiskowych [24]. Znanych jest przynajmniej 13 regulonéw, induko-
wanych warunkami stresowymi, takimi jak; podwyzszona temperatura, niska tempe-
ratura, oddziatywanie zwigzkéw chemicznych, szok osmotyczny itp. [17, 33]. Geny
kodujgce biatka stresowe ulegajg gwattownej ekspresji w niekorzystnych dla komorki
warunkach. Syntetyzowane biatka chronig komarke przed uszkodzeniami, zapewnia-
jacjej przezycie. W komdrce E. coli w odpowiedzi na szok cieplny indukowana jest
synteza kilkudziesieciu biatek, a po obnizeniu temperatury Srodowiska z 37°C do
10°C, nastepuje indukcja przynajmniej trzynastu innych biatek [3]. Gtéwne biatko E.
coli w odpowiedzi na obnizong temperature - CS 7,4 jest silnie hydrofilowe i chroni
prawdopodobnie komérke przed uszkodzeniami, ktdre moga powstac podczas zama-
rzania, powodowanymi tworzeniem sie duzych krysztatkéw lodu [10]. Dziata takze
jako specyficzny enhancer transkrypcji, wigczajac sie do regionu promotora genu
kodujgcego biatko histonopodobne H-NS. Innym biatkiem, ktérego synteza wzrasta
gwaltownie po obnizeniu temperatury hodowli do 10°C, jest RecA [32]. Promotor
genu recA zawiera 16-nukleotydowg sekwencje rozdzielajgcg -35 i -10 region
promotora. Zgodnie ze schematem przedstawionym na rysunku 2, region -10 ma
tendencje do przesunigcia sie od pozycji optymalnej w kierunku odwrotnym do ruchu
wskazowek zegara. Warunki powodujgce wzrost skrecenia helisy DNA stymuluje
wiec akcje promotora genu recA. Pomiary konformacji DNA potwierdzity, ze liczba
oplecen nici DNA zmienia sie odwrotnie proporcjonalnie do zmian temperatury. Gen
recA ulega takze indukcji po zahamowaniu aktywnosci gyrazy DNA.
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TABELA 1 Czynniki zmieniajace superskrecenie czasteczki DNA w komérkach bakterii wg [6]

Czynnik zaburzajacy Wplyw na ujemne Referencje
superskrecenie

Transkrypcja wzrost [28]
Nagte obnizenie temperatury relaksacja [14]
Nagte podwyzszenie temperatury relaksacja [21]
Sporulacja wzrost [23]
Kietkowanie spor relaksacja [23]
Obnizenie pH relaksacja [15]
Szok osmotyczny wzrost [13,
Nagte pojawienie sie warunkéw beztlenowych relaksacja,przemijajgca [12]
Warunki beztlenowe wzrost [12]
Przeniesienie do ubogiego relaksacja 21
podioza wzrostowego

Nagta poprawa warunkéw pokarmowych relaksacja,przemijajaca [2]
Pézna faza wzrostu relaksacja [23]
Dodanie chloroguine wzrost [9]

Ostatnio dowiedziono, ze inhibitory gyrazy powodujace relaksacje DNA indukuja
takze synteze biatek szoku cieplnego, m.in. DnaK i GroEL [21]. Zbadano zaleznos¢
syntezy tych biatek od poziomu superskrecenia DNA w komérce. Dlamonitorowania
zmian w gestosci superskrecenia DNA zastosowano plazmid reporterowy pUCI 18.
Traktowanie komérek dzikiego szczepu E.coli podwyzszong temperaturg prowadzito
do krétkotrwatej relaksacji plazmidu pUC118. Gesto$¢ superskrecenia plazmidu
powracata do poziomu wyjsciowego w ciggu 10 min. Natomiast w szczepie zawiera-
jacym zmutowany gen gyrA, po podniesieniu temperatury plazmidowy DNA pozo-
stawat w stanie zrelaksowanym przez ok. 60 min. W szczepie dzikim badane biatka
wykazywalty krotkotrwatg ekspresje, podczas gdy w mutancie gyrA wysoki poziom
syntezy obu biatektrwat przynajmniej 60 min. Indukowanapodwyzszongtemperaturg
synteza biatek DnaK i GroEL jest wiec $cisle skorelowana z relaksacjg DNA.
Stwierdzono takze, ze rdzne zwiazki chemiczne, ktére indukuja synteze biatek szoku
cieplnego, indukuja takze relaksacje DNA w badanych komérkach, dziatajgc w tym
samym zakresie stezen, np. nowobiocyna- 50 [tg/ml, lek psychotropowy - chlorpro-
mazyna 0,3 mM, alkohol etylowy 5% v/v [21]. W indukcji syntezy biatek szoku
cieplnego podstawowa role spetnia czynnik a, komponent holoenzymu polimerazy
RNA, kodowany przez gen rpoH. Mutanty genu rpoH poddane szokowi cieplnemu
wykazywaty taki sam poziom relaksacji DNA, co komérki szczepu dzikiego, nato-
miast nie wytwarzaty biatek szoku cieplnego. Jednakze relaksacja DNA i indukcja
produkcji biatek szoku cieplnego sg ze sobg skorelowane, a stan rozluznienia DNA
wywotany np. dziataniem temperatury moze by¢ jednym z warunkéw wstepnych do
indukcji syntezy tych biatek, chociaz nie niezbednym. Produkcja biatek szoku ciepl-
nego moze takze podlega¢ indukcji pod wptywem innych czynnikéw, bez zmiany
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superskrecenia DNA w catej komorce, np. wiasciwosc takg wykazuja niektore anty-
biotyki dziatajace na rybosomy lub ekspresja w komorce zmutowanych biatek.

Syntezalicznych biatek wirulencji zaréwno w komdrkach bakterii gramdodatnich,
jak i gramujemnych jest rdwniez indukowana zmienionymi warunkami srodowiska
[11,29].

6. TOPOLOGIA BAKTERYJNEGO CHROMOSOMU

Chromosomowy DNA wystepuje w komdrce bakterii w postaci nukleoidu, stru-
ktury skondensowanej okoto tysigckrotnie, skompleksowanej z licznymi biatkami
histonopodobnymi i zorganizowanej w superzwiniete domeny [16]. W chromosomie
szczepu E. coli wystepuje 40 do 50 domen. Gesto$¢ superskrecenia calej czasteczki
chromosomu réwna jest 2,5 do 5 ujemnych superskretéw na tysigc bp [20]. Pavitt i
Higgins [26] sprobowali okresli¢, czy poziom superskrecenia DNA jestjednakowy w
catym chromosomie oraz czy czynniki srodowiskowe wptywaja kompleksowo, w
réwnym stopniu na catg czasteczke chromosomu bakterii. Jesli domeny chromosomu
réznityby sie gestoscia superskrecenia lub niejednakowo odpowiadaty na stymulacje
czynnikami $srodowiskowymi, zmieniajacymi topologie DNA, miatoby to duze zna-
czenie dlaorganizacji bakteryjnego genomu. Ekspresjaposzczeg6lnych gendw tgczy-
faby sie scisle z ich miejscem potozenia w chromosomie. Byloby to takze wazne
podczas konstrukcji wektoréw integracyjnych, wigczanych do chromosomu.

Aby to wyjasnic¢, skonstruowano wektor zdolny do wiaczenia sie w scisle okreslone
miejsca chromosomu bakterii Salmonella typhimurium [26]. Sonda wrazliwa na
superskrecenie zawierata promotor proU, przytaczony do genu reporterowego lucy-
ferazy luxAB. Promotor pochodzacy z operonu transportu trojmetyloglicyny, reago-
wat in vivo na czynniki zmieniajgce superskrecenie DNA, m.in. szok osmotyczny.
Wzrost stezenia soli w srodowisku prowadzit do zwiekszenia syntezy mRNA. Przed
genreporterowy wstawiono silny terminator transkrypcji, w celu zabezpieczenia genu
przed innymi promotorami, ktdére mogty by¢ ulokowane w chromosomowym DNA
powyzej sondy. Tak skonstruowang sonde wigczono do plazmidu integracyjnego Adv.
Plazmid ten miat poczatekreplikacji faga X, ktory moze by¢ blokowany przez represor
cl, wrazliwy na podwyzszong temperature (represor ulega inaktywacji w 42°C).
Plazmid Xdv replikowat sie autonomicznie podczas wzrostu komorki w temperaturze
30°C, natomiast po przeniesieniu szczepu do temperatury 42°C, plazmid mogt utrzy-
mac¢ sie w komorkach tylko w stanie zintegrowanym z chromosomem bakterii.
Integracja nastepowata w specyficznym miejscu, poprzez rekombinacje fragmentu
genu tetA wigczonego do plazmidu z sekwencjami tet A transpozonu mTnlO. Nie
wykazano znaczgcych roznic w ekspresji genu reporterowego zintegrowanego z
poszczegdlnymi domenami chromosomu. Wskazuje to, ze domeny chromosomu majg
podobny poziom superskrecenia DNA. Obserwowano jedynie staty efekt pozycyjny
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- nieznacznie wigkszg ekspresje genu reporterowego zintegrowanego w miejscu
potozonym blizej poczatku replikacji chromosomu oriC. Chromosom bakterii jelito-
wych replikuje sie dwukierunkowo, poczynajac od oriC, przez ok. 81 min i koriczac
przy miejscu ter, potozonym miedzy 28 a 30 min na mapie chromosomu. Nowa
replikacja inicjowanajest, zanim zakorczy sie poprzednia runda replikacyjna. W ten
sposob geny chromosomu lezace blisko oriC obecne sg stale w wiekszej liczbie kopii.
Stwierdzono, ze szok osmotyczny, na ktéry wrazliwy byt promotor genu reportero-
wego, wptywa w ten sam sposob na superskrecenie wszystkich badanych regionédw
chromosomu.

Podsumowujac, chromosomowe domeny nie maja funkcjonalnej roli w regulacji
ekspresji genéw. Ograniczona liczba miejsc insercji plazmidu reporterowego do
chromosomu nie wyklucza jednak mozliwosci istnienia nie zbadanych domen, w
ktérych poziom superzwiniecia DNA réznitby sie od reszty chromosomu. Istnieje
takze alternatywna interpretacja dostepnych danych. Liczne, niezaleznie superskre-
cone domeny chromosomu moga mie¢ charakter nietrwaty i powstawac¢ np. pod
wptywem chwilowego zakotwiczenia regionéw chromosomu w btonie komérkowej.
Zakotwiczeniatakiego mogtyby dostarcza¢ biatka, ulegajace translacji i sekrecji [19].
Stantaki ulegatby zmianie wraz z warunkami wzrostu i r6znitby sie u poszczeg6lnych
komarek w populacji bakterii.

7. MODEL GLOBALNEJ REGULACJI GENOW
PRZEZ CZYNNIKI SRODOWISKOWE

Wiekszos¢ gendw, ktorych ekspresja regulowanajest przez superskrecenie DNA,
podlegajeszcze innym mechanizmom regulacyjnym. Karen i Foster [15] opracowali
hipotetyczny model regulacji ekspresji gendéw pod wptywem warunkdw srodowisko-
wych, na podstawie analizy regulacji genu aniG, kodujacego nieznane biatko Salmo-
nella typhimurium. Model zaktadat wystepowanie dwdch konformacyjnych form
represora genu aniG, o wysokim i niskim powinowactwie do operatora genu. Aktyw-
nosc¢ represora ulegata zmianie pod wptywem dziatania czynnikéw Srodowiskowych,
w tym przypadku mannozy i niskiego pH. Podczas nieobecnosci mannozy i przy
podwyzszonym pH represor miat wysokie powinowactwo do operatora. £.3czyt sie z
nim i hamowat ekspresje aniG we wszystkich stanach superskrecenia DNA. Represor
indukowany przez mannoze i niskie pH srodowiska przyjmowat konformacje matego
powinowactwa do operatora. Sygnat zmiany konformacji moze by¢ przekazany przez
biatko sensorowe, zwigzane z btong komoérkowa. Represor o niskim powinowactwie
wbudowuje sie stabiej do rozluznionych pod wptywem czynnikéw srodowiskowych
sekwencji promotora genu aniG. Pozwalato nazwiekszong ekspresje genu. Jednakze,
w warunkach beztlenowych i przy wysokiej sile jonowej, poziom ujemnego super-
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Rys. 3. Model regulacji ekspresji genéw przez czynniki srodowiskowe: AT - potencjat btony

skreceniajest zmieniony i wzrasta powinowactwo operatora do represora nawet, gdy
znajduje sie on w stanie niskiego powinowactwa do operatora. W modelu tym mozna
takze uwzgledni¢ wplyw cAMP-CRP i regulacyjng role histonopodobnego biatka
H-NS, przytgczajgcego sie do DNA w sgsiedztwie genu aniG [25, 31]. Biatko to np.
poprzez zagiecie DNA zmienia topologie operatora i utatwia interakcje represor -
operator tak, ze represor wigze sie z operatorem nawet przy nizszych warto$ciach pH.
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Zaprezentowany model moze takze stuzyé wyjasnieniu dziatania czynnikdw srodo-
wiskowych na ekspresje innych biatek.

Pozostaje jeszcze do wytlumaczenia sposéb, wjaki zmiany srodowiska zewnetrz-
nego moga by¢ przenoszone na topologie DNA. Zalezna od ATP gyraza DNA ma
podstawowg role w utrzymaniu ujemnego superskrecenia helisy DNA. W dodatku,
jej aktywnosc¢ zalezy od stosunku pozioméw ATP do ADP. Niedawno wykazano, ze
stresowe warunki Srodowiska, ktére oddziatujg na superskrecenie DNA, wplywajg
takze na stosunek ATP/ADP [12]. W komorce E. coli poddanej szokowi solnemu
wzrasta zarowno superskrecenie DNA, jak i stosunek ATP/ADP [13]. Podobnie w
przypadku wzrostu bakterii w warunkach beztlenowych, czynniki te sg ze sobg
skorelowane [12]. Tak wiec ogolny srodowiskowy "sensor" dla aniG lub innego loci
wrazliwego na superskrecenie DNA moze by¢ skfadnikiem systemu generujacego
energie, zwigzanego ze $ciang komdrkowa bakterii.
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EKSPRESJA GENOW W KOMORKACH OKRESLANA
CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA*

EXPRESSION OF GENES IN CELLS

J. KAWIAK, G. HOSER

Zaktad Cytologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego,
Warszawa

Streszczenie. Ekspresja biatek i mMRNA w komdrkach moze by¢ badana cytometrig przeptywows
w licznych komérkach okreslonego rodzaju. W wykrywaniu okreslonych biatek sg pomocne
przeciwciata monoklonalne. Nawet nieliczne kopie mRNA mozna wykrywa¢ przez odwrotng
transkrypcje, amplifikacje metodg PCR in situ i hybrydyzacje in situ cDNA ze znakowang sonda.
W postepowaniu takim komdrke traktuje sie jak probowke do reakcji chemicznej, co pozwala
unikng¢ niektorych bledéw metodycznych. Metody te mogg mie¢ znaczenie w rozwigzywaniu
probleméw biologicznych, biotechnologicznych oraz w diagnostyce medyczne;j.

Summary. The flow cytometry may be used to assay expression of proteins and mRNA in cells.
For visualisation of defined proteins labeled, specific monoclonal antibodies are applied. Even
few mRNA copies may be found by reverse transcription, in situ PCR amplification and visualisa-
tion of cDNA by in situ hybridisation with a labeled probe. The cell is treated as a test tube for
chemical reactions, and this may be helpful to overcome some technical problems. This methods
may find application in solving of some biological problems, in biotechnology as well as in medical
diagnostics.

WSTEP

Przyjmijmy, Ze ekspresje jakiego$ genu mozemy oceni¢ stwierdzeniem obecnosci
w komorce produktow biatkowych badZ mRNA tego genu. Cytometrig przeptywowa

*Praca byta finansowana z grantu 1992/1993 Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.
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jestjednym ze sposobow dobrze nadajacych sie do takich badan. Tq metodg mozna
iloSciowo ocenié w pojedynczych komérkach oraz ich populacjach;

- zawartos¢ okreslonych biatek badZ tancuchéw polipeptydowych uzywajac do
tego celu przeciwciat monoklonalnych (MoAb),

- obecnos¢ okreslonych informacyjnych RNA (MRNA).

Metoda moze by¢ pomoca w rozwigzywaniu wielu problemoéw biologicznych i
biotechnologicznych.

PODSTAWY CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ

W mikroskopie oglagdamy komérki przyczepione do podioza, np. do szkietka.
Cytometrem przeptywowym bada sie komorki ptyngce w strumieniu cieczy. Taki
uktadjestbardzo wygodny w przypadku ilosciowych pomiaréw wielu komorek, ktore
kolejno doptywajg do miejsca, gdzie jest wykonywany pomiar Kilku parametrow w
kazdej z nich. Stadjest mozliwy pomiar wielu tysiecy komorek w krétkim czasie, np.
30 000 komorek w ciagu 1 minuty.

Rozwdj cytometrii przeptywowej byt mozliwy dzieki osiggnieciom w wielu dzie-
dzinach:

« konstrukcji sprawnych komputeréw, ktorymi mozna szybko zapisywac, a w
pozniejszym terminie odczytywaé i analizowac wyniki,

e produkcji i dostepnosci odpowiednich przeciwciat monoklonalnych stuzacych do
okreslania epitopow biatek,

« konstrukcji urzadzen i produkcji odczynnikow stuzacych do amplifikacji i badan
kwaséw nukleinowych.

Uproszczony schemat budowy cytometru przeptywowego przedstawiono na ry-
sunkach 1i 2. Zawiesina komorek jest wciagana do cytometru, a strumien cieczy z
ptynacymi komdrkami tak jest formowany, aby pojedyncze komérki ptynety jedna za
druga. Ten waski strumien napotyka po drodze prostopadle biegnaca wigzke mono-
chromatycznego $wiatla lasera, ktéra moze pobudzaé fluorescencje fluorochromu
uzytego do oznakowania w komorce okre$lonej substancji. Intensywno$¢ fluorescen-
cjijestproporcjonalna do zawarto$ci oznakowanej substancji, jest miarajej zawartosci
w komorce. Mozna rownoczesnie mierzy¢ dwa albo trzy fluorochromy w tej samej
komorce, jezeli emitujg one Swiatto fluorescencji o réznych dtugosciach fali. To
pozwala na zmierzenie zawartosci 2 lub 3 r6znych substancji w kazdej komadrce.

Bezposrednie ogladanie komorek w cytometrze nie jest mozliwe, ale musimy mie¢
sposob na odroznienie komoérek od innych czastek, np. fragmentéw obumartych
komorek, oraz narozpoznanie réznych morfologicznie komoérek. Stuzatemu pomiary
rozproszenia $wiatta lasera przez badang komorke. Rozproszenie $wiatta mierzone w
osi wigzki Swiatta (FSC -forward scatter) jest proporcjonalne do wielkosci komorki,
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Rys. 1. Schemat budowy cytometru przeptywowego: 1 - probdwka z zawiesing komorek,
2 - miejsce pomiaru komorek; tutaj strumien komérek krzyzuje wigzke Swiatta lasera (patrz rys.
2), 3- wiazka Swiatta lasera, X =488 nm, 4,5 - fotopowielacze

Rys.2. Okolica pomiaru komdrek w cytometrze: FSC - pomiar rozproszenia $wiatta w osi wigzki
lasera, SSC - pomiar rozproszenia $wiatta pod katem prostym do wigzki lasera, FL1 i FL2 - po-
miary intensywnosci fluorescencji (IF) dla fluorochromu 1i 2
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arozproszenie $wiatta mierzone pod katem prostym do wigzki swiatta (SSC - side
scatter) stuzy do okreslenia ziarnistosci i zréznicowania morfologicznego komérki.

£ acznie wiec najczesciej mierzy sie 4 parametry kazdej komorki, dwa okres$lajace
jej morfologie oraz dwa stuzace do okre$lenia innych jej wiasnosci, takich np. jak
zawartos$¢ poszukiwanego biatka czy RNA.

ZALETY | WADY CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ]

Kolejne doptywanie komdrek do miejsca pomiaru, tj. miejsca, gdzie strumien
cieczy niosacy komorki krzyzuje sie zwigzkg Swiatta lasera, pozwala napomiar wielu
tysiecy komorek w krotkim czasie. To z kolei umozliwia badaczowi wyréznienie i
poréwnanie duzych subpopulacji komdrek. Wsréd wielu tysiecy komérek moznatez
poszukiwac bardzo nielicznych, ktérych izolowanie z heterogennej populacji jest
praktycznie niemozliwe, ale stwierdzenie ich obecnosci jest wazng informacja dla
badacza badz lekarza. Na przyktad cytometrig przeptywowa mozna ocenié¢ liczbe
komorek macierzystych hemopoetycznych we wzbogaconych w te komoérki préb-
kach. Zawiesinatych komdérek moze by¢ uzyta wprzeszczepie zamiastpetnego szpiku
podczas leczenia biataczek [5] badz w terapii genowej [18]. Podobna ocena pod
mikroskopem zajmuje bardzo duzo czasu, co np. w diagnostyce czesto jest trudne do
przyjecia. Pomiarilosciowy wielu parametrow wtej samej komorce wbardzo krdtkim
czasie jest duzym atutem cytometrii przeptywowej. W koncu, pewne cytometry
przeptywowe umozliwiajg fizyczne oddzielenie subpopulacji komorek, czyli tzw.
sortowanie komorek z heterogennej mieszaniny i uzycie ich do dalszych badan.

Warto podkreslié, ze wyniki sg odczytywane cytometrem w odniesieniu do poje-
dynczych komoérek. Wyliczenie $rednich warto$ci mierzonych parametrow jest wy-
konywane dla okreslonych, wybranych populacji komdrek, a nie jak mato miejsce w
oznaczaniu biochemicznym, z wielu czesto roznych morfologicznie i fizjologicznie
komadrek pozostajacych w nieokreslonych wzajemnych proporcjach.

Wyzej wymienione zalety cytometrii przeptywowej czynigte metode szczegdlnie
przydatng w badaniach ilosciowych okre$lonych morfologicznie i biochemicznie
komérek otrzymanych z tkanek badz linii komoérkowych hodowanych in vitro.
Metodg ta mozna tez bada¢ wzajemne oddziatywanie dwéch badZ trzech réznych
rodzajéw komorek in vitro. Czasem kiopotliwa jednak moze by¢ konieczno$¢ otrzy-
mania komdrek w zawiesinie z litych tkanek. Wymaga to uwolnienia komérek z
otoczenia, z substancji miedzykomaorkowej. Jak opisano to do$¢ dawno [14], wiasci-
wie przeprowadzone izolowanie nawet zréznicowanych komorek nie zmienia ich
funkcji in vivo. Jednak przez izolowanie komadrek traci sie informacje o wzajemnym
utozeniu komorek w tkance, co moze mie¢ znaczenie w interpretowaniu wzajemnych
oddziatywan miedzy nimi.
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Inng niedogodnos$ciag cytometrii przeptywowej jest pomiar tluorescencji, ktory
dotyczy catej komorki, najczesciej bez uwzglednienia miejsc gromadzenia sie we-
whnatrz komorek fluoryzujacych sond. Zwykle badanie jest ograniczone do powierz-
chni komarki badz do struktur wewnatrz komaérki i najej powierzchni. Jezeli jednak
z innych badan wiadomo, ze fluoryzujaca sonda gromadzi sie tylko w okres$lonych
strukturach komérkowych np. w mitochondriach, to oczywi$cie pomiar cytometrycz-
ny moze by¢ przydatny w zbadaniu zachowania sie tej struktury w duzej populacji
komorek. Tak wiec jak zwykle, uzupetniajgce badania roznymi technikami, np.
cytometrig przeptywowaq i analizg obrazu, moga by¢ konieczne dla rozwigzania
okreslonego problemu.

Cytometrig przeptywowg mozna [12]:

- mierzy¢ zawartos¢ DNA i poszukiwaé obecnosci specyficznych sekwencji
nukleotydoéw DNA w pojedynczych komorkach,

- poszukiwac ekspresji okreslonych biatek i sekwencji nukleotydoWych RNA, w
tym réwniez kwaséw nukleinowych informacyjnych (MRNA) w pojedynczych ko-
mérkach,

- obserwowac aktywacje niektorych komoérek,

- mierzy¢ dtugosé trwania faz cyklu mitotycznego komoérek,

- bada¢ transport wielu substancji do komérek i z komérek,

- wyznaczac procent komorek zywych i martwych oraz opisywa¢ mechanizmy
$mierci komorki (martwica, apoptoza),

- badac wiele innych jeszcze wiasnosci komorek.

Obecny artykut zostat ograniczony do omoéwienia drugiego z wymienionych wyzej
problemdw.

OKRESLANIE EKSPRESJI BIALEK
(LANCUCHOW POLIPEPTYDOWYCH)

Ekspresje biatek mozna ocenia¢ na powierzchni komoérek oraz wewnatrz komorek
[12,21]. W pierwszym przypadku dziata sie przeciwciatami monoklonalnymi (Mo Ab)
na zywe komorki, przez ktdrych btony plazmatyczne nie przenikaja te odczynniki, a
w drugim uzywa sie komérek wpierw utrwalonych z "podziurawiong" plazmalemma.

Metoda wykrywania ekspresji poszukiwanego tarncucha polipeptydowego polega
na:

- przeprowadzeniu reakcji immunocytochemicznej (jedno- albo dwuetapowej) z
MoAb wigzacym sie z determinantg na poszukiwanym biatku (faricuchu polipeptydo-
wym); przeciwciato badz biatko stuzgce do jego wykrycia, np. awidyna, musi by¢
sprzezone z fluorochromem, aby mozna potem okresli¢ jego zawarto$¢ w komorce,
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- wprowadzeniu do cytometru wyznakowanych komdrek i zapisaniu w pamieci
komputera wyniku pomiaréw wspomnianych 4 parametrow dla kazdej komorki.
Pomiary prowadzi sie dla tylu komdrek, aby potem wyliczenia statystyczne byty
rzetelne.

Przyktad okreslenia ekspresji kompleksu CD3 na powierzchni limfocytéw T przy
uzyciu przeciwciata monoklonalnego anty-CD3 moze pomoOc w zrozumieniu poste-
powania (rys. 3). Funkcje limfocytow T zalezg od obecnosci na ich powierzchni
receptoréw wigzacych antygen, okreslanych skrétem TCR (ang. Tceli receptor). TCR
jestkompleksem farncuchow polipeptydowych, w ktérych sktad wchodzg dwawiazace
antygen (Tiap) oraz pie¢ niezmiennych taficuchéw oznaczanych jako CD3. Te
ostatnie tancuchy oznacza sie greckimi literami Y>5¢C (sg 2 fancuchy £ w kazdym

Rys. 3. Wynik pomiaru intensywnosci fluorescencji (IF) komdrek wigzacych przeciwciato anty-
CD3-FITC; kazdy punkt na wykresie A oznacza komorke, ajego potozenie na osi x (FL1) - IF
fluoresceiny (FITC), ktérg bylo znakowane przeciwciato; na wykresie B przedstawiono histo-
gram, w ktérym na osi x jest IF w jednostkach umownych (U) i na skali logarytmicznej od 1do
9646, anaosi y jestliczba komorek kazdej mierzonej wartosci IF; w tabelce wydrukowanej po-
nizej wykreséw mozna odczyta¢, ze w szczycie oznaczonym M| w histogramie jest 886 komo-
rek, ich IF jest w zakresie od 133-1240 U, $rednia wartos$¢ IF dla komdrek oznakowanych wyno
si 437 +160; komorki wyznakowane zwigzaty rozng liczbe czasteczek przeciwciata, majg wiec
rozna liczbe tancuchow e-CD3 na powierzchni; uzyte przeciwciato byto w stezeniu, ktére wysy-
ca wszystkie determinanty na komorkach; grupa komérek na wykresie i na histogramie leza-
capo stronie lewej to te, ktdre nie zwigzaly przeciwciata, maja one mniejsza fluorescencje
(autofluorescencja) i sg wyraznie oddzielone od komérek oznakowanych przeciwciatem
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Rys. 4. Przyktad miareczkowania przeciwciata anty-CD3: do rownej objetosci krwi (réwnej liczby
leukocytdw krwi) dodano r6zng objetos¢ roztworu przeciwciata anty-CD3 (0$x), na osi y sg $rednie
wartosdci IF wjednostkach umownych

kompleksie). Przeciwciato anty-CD3 wigze si¢ z jednym z taficuchéw niezmiennych
CD3, fancuchem epsilon [6] jest wiec swoistym odczynnikiem, ktory pozwala badac
ekspresje produktu okreslonego genu. Na powierzchni innych niz limfocyty T komo-
rek nie matego biatka, wiec mozemy stwierdzi¢, ze badamy tylko limfocyty T. R6zne
limfocyty T majg r6zng liczbe czasteczek tego biatka na swojej powierzchni, co po
zwigzaniu z determinantg na CD3 przeciwciata sprzezonego z fluorochromem, np.
fluoresceing, pozwala zmierzy¢ (wjednostkach umownych) zawarto$¢ CD3 w kazdej
komdrce. Pomiary te dla wiekszej liczby limfocytéw T dajg mozliwos¢ wyliczenia
Sredniej zawartosci CD3/komarke T, standardowego odchylenia tej wartosci i innych
wartosci statystycznych. Warunkiem jest uzycie przeciwciata w stezeniu wysycaja-
cym wszystkie determinanty CD3 na badanych komoérkach. Ten ostatni warunek
wymaga wczesniejszego miareczkowania przeciwciata. Przyktad takiego miareczko-
waniajest przedstawiony na rysunku 4.

OKRESLANIE SEKWENCJI NUKLEOTYDOWYCH
DNA | RNA IN SITU

Cytometrem mozna wykaza¢ w jadrze komérkowym obecno$¢ poszukiwanych
sekwencji nukleotydowych DNA uzywajac do tego celu komplementarnej sondy
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znakowanej fluoresceing bgdZ innym znacznikiem [4,20,22]. Tak wykrywano wielo-
krotnie powtarzalne sekwencje nukleotydéw w DNA okre$lonych chromosomoéw
(hybrydyzacja in situ) [7,13,17]. Mozna tez wstepnie przeprowadzi¢ wewnatrz ko-
morki reakcje tancuchowej polimerazy (PCR) w obecnosci odpowiednich par prime-
row dla amplifikacji okre$lonego odcinka DNA (genu), i dopiero tak "powielony"
odcinek nukleotydowy wykrywac¢ hybrydyzacjg in situ komplementarng sonda sprze-
zong ze znacznikiem [15]. Metodg tg wykrywano tez pojedyncze albo nieliczne kopie
DNA wirusaw zakazonych komérkach [2,10,15]. Jestto wielokrotnie czulszametoda
w poréwnaniu z bezposrednig hybrydyzacjg in situ. Ograniczeniem sa: reakcje wie-
lokrotnej amplifikacji (multiple amplification reactions), stabe zatrzymywanie we-
whnatrz komorki produktu (DNA) amplifikacji oraz mozliwe bledne odczytanie pri-
mera (mispriming).

W komorkach najczesciej pozostaje 30-50% produktu amplifikacji, a reszta dy-
funduje do Srodowiska. Celem ograniczenia tej dyfuzji czesto wykorzystuje sie do
syntezy kilka par primeréw zachodzacych na siebie itgczacych sie ze sobg sekwencji
nukleotydowych.

Odmiang tej techniki jest metoda PRimed. IN Situ labeling (PRINS). W tym
postepowaniu nieznakowane primery sg wykorzystywane do syntezy in situ przez
polimeraze znakowanego DNA uzywajac znakowanych trifosfonukleotydéw jako
substratow. W pomysle autorow tej techniki jest wykorzystanie duzych mozliwosci
dyskryminujacych oligonukleotydowych primeréw, a rbwnoczesnie otrzymanie sil-
nego sygnatu czasteczek znacznika, np. fluorescenciji.

W podobnym uktadzie wykorzystywano cytometrie przeptywowa do wykrywania
w populacjach komorek licznych kopii RNA, np. mRNA a-aktyny [19] oraz rRNA
[3]. Réwniez te technike probuje sie uzy¢ do wykrywania nielicznych kopii mMRNA
okreslonego rodzaju [9]. Postepowanie w tym przypadku jest nastepujace [8]:

* mMRNA jest przepisywane wewnatrz komérek na cDNA przy wykorzystaniu
odwrotnej transkryptazy.

* To cDNA jest amplifikowane reakcjg in situ PCR.

* Produkty amplifikacji sg wykrywane specyficzng sondg nukleotydowa znakowa-
na np. fluoresceing.

Poniewaz cata procedura przebiega wewnatrz komorki, ktorg traktuje sie jak
probowke do reakcji chemicznej, mozliwo$¢ zanieczyszczenia probki obcymi kwa-
sami nukleotydowymi jest mniejsza niz w procedurach przewidujach ekstrakcje
kwasow nukleinowych.

W ludzkich biataczkowych komérkach linii K562 [1] wykrywano obecnos¢ genu
fuzji ber-abl [8]. Komorki linii K562 nosza chromosom Philadelphia z obecnym w
nim genem fuzji bcr-abl, ktory powstat przez translokacje miedzy protoonkogenem
abl na chromosomie 9, a genem ber na chromosomie 22 [11]. Wykorzystano hybry-
dyzacje in situ ze znakowang fluoresceing sondg po uprzedniej amplifikacji genu
bcr-abl metods in situ PCR. Podobnym sposobem wykrywano prowirusa HIV-1 w
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zakazonych nim ludzkich komérkach linii 8E5/LAV [16]. Kontrole stanowity nieza-
kazone leukocyty krwi. Inng kontrolg (dodatnig i ujemng) byto uzycie znakowanej
fluoresceing sondy komplementarnej i niekomplementarnej dla produktu DNA we-
wnatrzkomoérkowego HLA-DQ. Morfologia komérek byta zachowana i nie byto
niespecyficznego wigzania sondy. Seryjne rozcienczenia komérek zakazonych ko-
morkami niezakazonymi dawaty prostg zaleznosc.

Metoda ta moze tez znalez¢ zastosowanie do okreslania nielicznych komérek
biataczkowych we krwi (MRD - minimal residual disease) pozostatych po leczeniu
u chorego. Moze to by¢ wazng informacja dla lekarza, pomocna w ustaleniu dalszego
postepowania z chorym, ktéry chwilowo nie ma objawdw biataczki.

PODSUMOWANIE

Cytometria przeptywowajest metodguzyteczng w badaniu komorek w powigzaniu
z innymi technikami. Metoda, wprawdzie najczesciej ograniczona do badania poje-
dynczych komdrek w zawiesinie, pozwala na iloSciowe pomiary kilku parametrow w
kazdej z nich i to wbardzo krotkim czasie. Wieloparametrowe badania pojedynczych
komorek stwarzajg nowe mozliwosci, w tym réwniez w badaniu ekspresji genéw pod
wptywem réznych czynnikéw dziatajgcych na okreslone komorki.
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MIOZYNY DICTYOSTELIUM DISCOIDEUM -
PRZYKLAD BADANIA FUNKCJI BIALKA
METODA UKIERUNKOWANEJ MUTAGENEZY

MYQOSINS IN DICTYOSTELIUM DISCOIDEUM.
STUDIES OF PROTEIN FUNCTIONS
WITH THE METHOD OF SITE-DIRECTED MUTAGENESIS

Matgorzata PIERZCHALS KA

Zak¥ad Biologii Komorki Instytutu Biologii Molekularnej im. JanaZurzyckiego
Uniwersytetu Jagielloniskiego, Krakdw.

Streszczenie: Dictyostelium discoideum to jeden z modeli wykorzystywanych w badaniach ruchu
komorek eukariotycznych. Metoda zwana ukierunkowang mutageneza umozliwia wprowadzanie
wybranej mutacji w dowolne miejsce w obrebie sekwencji kodujacej biatko, a nastepnie badanie
funkcji i aktywnosci zrekombinowanego biatka in vivo i in vitro. Przedstawiono prace dotyczace
wykorzystania metod ukierunkowanej mutagenezy do badania miozyny w komoérkach Dictyoste-
lium. Starano sie pokazaé, jaki wptyw miaty te wyniki na poglady dotyczace roli miozyny w
komorece.

Summary. Dictyostelium discoideum provides an excellent system to study cell movement using
techniques of molecular genetics. The methods of site-directed mutagenesis allow an introduction
of a chosen mutation into a coding sequence of the gene and consecutive studies of the effect of
the mutation on a protein function both in vivo and in vitro. The papers concerning site-directed
mutagenesis of myosins in Dictyostelium discoideum are presented. The question how these results
have influenced the recent views on the role of myosin in maotility is also discussed.

Zjawiska ruchowe w komérkach eukariotycznych obejmuja:

1) aktywne poruszanie sie komdrek po podtozu czyli ruch ameboidalny,

2) zmiany ksztattu komdrek,

3) ruchy wewnatrzkomdrkowe polegajace na przemieszczaniu organelli i prze-
ptywie cytoplazmy [30].
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Molekularne podstawy ruchéw sg od dawna przedmiotem zainteresowania bio-
logbw ze wzgledu na znaczenie ruchu komoérek w tak waznych procesach, jak
organogenezaiembriogeneza, zabliznianie ran i przerzuty komoérek nowotworowych.

Biatka tworzace aparat ruchu komdrek eukariotycznych sa skiadnikami cyto-
szkieletu (aktyna, tubulina) tub naleza do silnikéw molekularnych (ang. molecular
motors) (miozyna, kinezyna, dyneina, cytodyneina). Silniki molekularne zwane tez
biatkami kroczacymi (ang. walkingproteins) z biochemicznego punktu widzenia sg
ATP-azami aktywowanymi pod wptywem kontaktu ze skfadnikami cytoszkieletu
(miozyna aktywowanajest przez filamenty aktynowe, a cytodyneinai kinezynaprzez
mikrotubule) [23]. Do przemieszczania sie sktadnikow komorki dochodzi w wyniku
oddziatywania miedzy silnikami molekularnymi a filamentami [33]. Silniki mole-
kularne petnig wiec kluczowa role w procesie zamiany energii wigzan chemicznych
w energie kinetyczngruchu komorki lub jej sktadnikdw. Prowadzone obecnie badania
maja na celu jakosciowy i ilosciowy opis proceséw mechanochemicznych, a takze
stworzenie spéjnego modelu ruchu komorek eukariotycznych.

Pierwszym odkrytym biatkiem o charakterze silnika molekularnego byta miozyna
miesni [30]. Skurcz miesni nastepuje w wyniku przesuwania sie filamentéw grubych
wzgledem filamentéw cienkich. Powszechnie akceptowana teoria skurczu migsni
wyjasnia to zjawisko przez cykliczne taczenie sie aktyny (gtéwnego sktadnika fila-
mentéw cienkich) zmiozyng (gtéwnym sktadnikiem filamentéw grubych). Hydroliza
zwigzanego z miozyng ATP i uwalnianie produktdéw tej reakcji powoduje zmiane
potozenia gtéwki miozyny w stosunku do filamentu aktynowego [29].

MIOZYNY KOMOREK NIEMIESNIOWYCH

W latach 70 i 80 wykazano obecno$¢ biatek z nadrodziny miozyn, bardzo po-
dobnych do miozyny miesni, we wszystkich komdérkach eukariotycznych: w komér-
kach pierwotniakéw, drozdzy, w komoérkach roslinnych i w niemie$niowych ko-
morkach zwierzat wyzszych. W komérkach niemiesniowych nazywa sie je mio-
zynami Il lub miozynami konwencjonalnymi [1,30]. Miozyna migéni i miozynall to
heksamery zbudowane z dwdch taficuchéw ciezkich i czterech taricuchéw lekkich.
tancuch ciezki o masie ok. 200 kDa tworzy na swym N koncu strukture globularng
- "gtowke" majaca aktywnos¢ ATP-azy. W obrebie gtdwki znajdujg sie miejsca
wigzania aktyny oraz miejsca przytaczania tancuchdéw lekkich. C kornce dwdch
fancuchow ciezkich tworzg "ogonek" miozyny o dtugosci 140 nm i strukturze super-
helisy. Miozyna Il z komérek niemiesniowych polimeryzuje in vitro tworzac fila-
menty. In vivo miozyna Il tworzy przejsciowo oligomery w okreslonych miejscach
cytoplazmy. W obrebie taricuchéw lekkich regulatorowych i tancuchéw ciezkich
wykryto miejsca fosforylacji katalizowanej przez zalezne od kompleksu kalmoduli-
na-waph kinazy tancuchéw lekkich [12] oraz przez kinazy taricuchdw ciezkich [27].
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Fosforylacja wptywa zaréwno na proces tworzenia filamentéw miozynowych, jak i
na aktywno$¢ ATP-azowg miozyny Il in vitro. Znaczenie procesu fosforylacji dla
regulacji funkcji miozyny w komorce nie jest jednak jasne [33]. Metodami cyto-
immunofluorescencji i mikroskopii elektronowej lokalizuje sie miozyne Il w obrebie
bruzdy podziatowej tworzacej sie podczas cytokinezy, w obrebie wiokienek na-
prezeniowych (ang. stress fibres) oraz pod btong komérkowa w strefie tylnej po-
ruszajacych sie komérek [1,36, 37,38].

Ostatnie lata przyniosty odkrycie miozyn zaliczanych do tak zwanych miozyn
niekonwencjonalnych. Nazwa ta obejmuje obecnie wszystkie odkryte biatka z nad-
rodziny miozyn nie wykazujace wysokiej homologii z miozyna Il i miozyng miesni
[3]. Do miozyn niekonwencjonalnych nalezg miozyny |, ktérych faricuchy ciezkie nie
tworza dimeréw. W obrebie czasteczki wystepuje wiec tylko jedna gtéwka i jedno
miejsce majace aktywnos¢ ATP-azowg zalezng od aktyny. C korice miozyn | maja
dodatkowe miejsce wigzania filamentow aktynowych lub miejscataczace sie z btong
komorkowa [3,14].

Trzy z obecnie scharakteryzowanych miozyn niekonwencjonalnych nie wykazujg
podobienstwa ani do miozyn I, ani do miozyn Il (miozyna V izolowana z mézgu
kregowcow [34, 35], produkty gendw MY02 drozdzy [3] i dilute myszy [22]).
tancuchy ciezkie biatek nalezacych do tej grupy tworzg dimery, ale nie tworzg
filamentow, gdyz ich "ogonki" zakonczone sg podjednostkg globularng o nieznanej
funkcji [3].

Dzisiejszy stan wiedzy nie pozwala najednoznaczna odpowiedz na pytagnia: jaka
jest rola poszczegoélnych biatek z nadrodziny miozyn w réznych formach ruchéw
komorek niemiesniowych i w jaki sposéb komarka reguluje ich aktywno$¢ w okre-
$lonym miejscu w cytoplazmie. Probe znalezienia na nie odpowiedzi stanowig do-
Swiadczenia przeprowadzone w ostatnich latach z wykorzystaniem metod
wspotczesnej biologii molekularnej na myksamebach Dictyostelium discoideum.

DICTYOSTELIUM DISCOIDEUM

Dictyostelium discoideum - gatunek nalezacy do sluzowcow komorkowych (Acra-
siale$) jestjednym z modelowych organizmoéw w badaniu mechanizmu ruchu amebo-
idalnego oraz mechanizmdw rozwoju i komunikacji miedzykomadrkowej. Gatunekten
charakteryzuje ciekawy itatwy do odtworzeniaw hodowli cykl rozwojowy. Amebowe
formy Dictyostelium zyja na powierzchni gleby i odzywiajg sie fagocytujac drozdze
i bakterie. W optymalnych warunkach dzielg sie raz na kilka godzin. Kiedy zasoby
pokarmowe wyczerpuja sie podziaty komérkowe zostajg zahamowane. Niektére
ameby zaczynajg, w warunkach gtodzenia, produkowaé i wydziela¢ na zewnatrz
CAMP - czynnik indukujacy chemotaktyczne ruchy innych ameb tego gatunku i
pobudzajacy je réwniez do produkcji cAMP. Skutkiem wydzielania cCAMP i wywo-
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tanej przez ten czynnik chemotaksji jest agregacja ok. 100 000 ameb prowadzgca do
powstania wielokomoérkowej, zdolnej do mchu, stmktury o charakterze pseudo-
plazmodium. Komérki wewnatrz pseudoplazmodium roznicujg sie i po ok. 30 h
wytwarzajg liczne ciata owocujace, w ktorych produkowane sa, zdolne do przezycia
trudnych warunkéw, spory [15]. Dictyostelium jest atrakcyjnym organizmem mo-
delowym w biologii molekularnej, gdyz jego genom jest stosunkowo prosty - tylko
ok. 10 razy wiekszy od genomu bakterii i 100 razy mniejszy od genomu cztowieka.
Wolnozyjgca amebowa forma jest haploidalna, co prowadzi do natychmiastowego
przejawiania sie¢ wprowadzanych mutacji. Wektory, ktérymi transformuje sie Dictyo-
stelium, ulegajg homologicznej rekombinacji z duzg czestoscig w stosunku do nie-
homologicznej integracji z chromosomem gospodarza [20,21,30,33]. Podobiefstwo
ameb Dictyostelium pod wzgledem rdznych form aktywno$ci mchowej do komdrek
zwierzatwyzszychjest przyczyna, dlaktérej gatunek tenjest chetnie wykorzystywany
w badaniach mechanizmu mchu i organizacji cytoszkieletu [5].

MIOZYNA Il W DICTYOSTELIUM - MUTANTY ZEROWE

W genomie Dictyostelium wystepuje pojedyncza, nie zawierajaca introndw, kopia
genu kodujacego tarficuch ciezki miozyny Il. Gen ten, nazwany mhcA, ma diugosc
6,3 kb. Sklonowany zostat w roku 1985 przez grupe kierowangprzez Jamesa Spudicha
i Artura de Lozanno [7]. W roku 1987 ci sami badacze stransformowali dziki szczep
Dictyostelium plazmidem zawierajgcym gen mhcA z delecjg 2.7 kb na koncu 3°.
Ekspresjatego skroconego genu w otrzymanej linii komarek Dictyostelium, nazwanej
hmm (od ang. heavy meromyosin) prowadzi do produkcji biatka o masie 140 kDa
bedacego odpowiednikiem uzyskiwanej w drodze proteolizy tzw. meromiozyny ciez-
kiej. Meromiozyna ciezka nie tworzy filamentéw in vitro, gdyz pozbawiona jest
wiekszej czesci "ogonka" [6]. Komorki linii hmm wykazujg jednak wiele form
aktywnosci mchowej. Pomszajg sie po podiozu i odpowiadajg chemotaktycznie na
cykliczne AMP [32,26]. Najwazniejsza zmiang fenotypowa obserwowang w ko-
mérkach hmm jest ich niezdolno$¢ do wzrostu w zawiesinie. W czasie cytokinezy nie
tworzy sie bmzda podziatowai komdrki nie dziela sie. Kariokineza niejest zaktécona,
powstajg komdrki wielojgdrzaste, ktore w koricu ulegaja rozpadowi. W komérkach
przyczepionych do podioza podziat jest mozliwy, cho¢ okres podwojenia zwieksza
sie do kilkunastu godzin. Komorki tak hodowane zachowujg zdolno$¢ do podziatow
dzieki skomplikowanemu mechanizmowi odrywania kawatkow cytoplazmy zjadrem
od wietojadrzastych migmjacych ameb (ang. traction-mediated, cytofission) [10].
Komorki hmm nie przechodzg petnego cyklu komérkowego (komérki agreguja,
tworzg wielokomérkowe pseudoplazmodium, ale nie tworzg ciat owocujgcych), cho-
ciaz ekspresja gendéw odpowiadajacych za przebieg cyklu rozwojowego nie jest
zaburzona [26]. Komdrki hmm w statym gradiencie cAMP migmja wolniej (z pred-
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Rys. 1. Modele czasteczek miozyn produkowanych przez mutanty Dictyostelium discoideum
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koscig 2,3 (im/s, a wiec niemal dwukrotnie mniejszg niz szczep dziki (5,9 |Linvs) [26])
i majg zmienione parametry chemotaksji (indeks chemotaksji zmniejszasie z wartosci
0,5 dla linii AX4 do wartosci 0,1 dla linii hmrri) [26]. Ksztatt poruszajacych sie
komaérek hmmjest mniej spolaryzowany. W sposb mniej spolaryzowany wytwarzane
sg rowniez filopodia i pseudopodia [32].

Bardzo podobne fenotypowo do komoérek hmm sg komorki, w ktérych ilosé
produkowanych taricuchéw ciezkich miozyny spada 0 95% w stosunku do komdrek
dzikich. Niskg ekspresje biatka uzyskuje sie poprzez transformacje wektorem eks-
presyjnym zawierajagcym odcinek kodujacy komplementarny do genu mhcA (na
matrycy tego wektora transkrybowany jest antysensowny RNA) [17,18,19].

Wytworzenie mutantéw nie produkujacych w ogdle miozyny Il (ang. nuli mutants)
dostarczyto nowych danych na temat roli tego biatka w komorce. Szczep dziki
Dictyostelium - AX4 stransformowano wektorem, w ktorym reporterowy gen fosfo-
transferazy neomycyny (G418R) dotagczony do promotora genu aktyny-15 Dictyo-
stelium otaczajg dwa krétkie fragmenty kodujacej sekwencji genu mhcA o dtugosci
0,7 kb nakoncu 5”i 0,9 kb na koricu 3°. Transformacja tym plazmidem doprowadzita
do wyselekcjonowania linii mhcA", w ktérej nie wykrywa sie w ogdle tancuchéw
ciezkich miozyny Il [21]. Duzym zaskoczeniem bytjuz sam fakt otrzymania zywych
mutantdw, w ktérych gen kodujacy tafncuch ciezki miozyny nie ulega ekspresji. Byt
to dowod, ze miozyna Il nie jest w Dictyostelium biatkiem niezbednym. Co wiecej,
okazato sie, ze mutanty mhcA' sg zdolne, tak samo jak komorki linii hmm, do wielu
form ruchu. Poruszajg sie po podtozu i odpowiadajg chemotaktycznie na cAMP,
tworzg filopodia i pseudopodia [20]. Zjawisko biegunowego przemieszczaniarecep-
toréw wkomérkach mhcA' nie zachodzi, natomiast wystepuje we wszystkich spolary-
zowanych, migrujacych komoérkach [10,25]. Przytaczanie do receptoréw btonowych
ligandéw - lektyn lub przeciwciat - wywotuje proces agregacji tych receptoréw (ang.
pattching), anastepnie przemieszczaniaich w kierunku tylnego biegunakomaérki (ang.
capping). W komorkach szczepu dzikiego Dictyostelium proces ten trwa ok. 10 minut.
Korteks komorki wykazuje zwiekszony stopien naprezenia w 2 minuty po przytgcze-
niu ligandéw do receptoréw. Po przemieszczeniu receptoréw do tylnego bieguna
komorki naprezenie korteksu powraca do wartosci spoczynkowej. Komarki mhcA~
majg mniejszy stopien naprezenia korteksu zaréwno przed, jak i po przyfaczeniu
ligandéw do receptordw, a proces ich przemieszczania w ogdle nie zachodzi [25].
Potwierdza to hipoteze, wedtug ktorej proces przemieszczania receptoréw zwigzany
jest z zalezng od miozyny aktywnoscig kurczliwg podbtonowej sieci aktynowej
komorki. Wytworzenie mutantéw mhcA' udowodnito rowniez, ze miozyna Il jest
niezbedna dla normalnego przebiegu cytokinezy. Komdrki mhcA', tak jak i komorki
hmm, nie rosng w zawiesinie i nie sg zdolne do przejscia pewnych faz cyklu rozwo-
jowego. Glodzone agregujg wolno, jednak procesy morfogenetyczne nie zachodzg w
agregacie normalnie, nie tworzg sie wiec ciatka owocujace i spory [20].
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Analiza fenotypu ameb Dictyostelium linii hmm i linii mhcA~ udowodnita, ze
miozyna |l jest konieczna tylko w procesie cytokinezy komorek Dictyostelium i w
procesie réznicowania i orientacji przestrzennej komérek wewnatrz struktury wielo-
komoérkowej. Byt to zaskakujacy wynik. Wiele proceséw ruchowych, w ktérych, jak
przypuszczano miozyna ma decydujace znaczenie, moze, jak sie okazato, odbywac
sie zupetnie bez jej udziatu [20,33].

W roku 1990 stransformowano linie mhcA' dzikim genem mhcA uzyskujac ko-
morki o fenotypie dzikiego szczepu wyjsciowego. Stanowito to dowdd, ze ob-
serwowane w komaérkach mhcA~ zmiany fenotypowe rzeczywiscie zwigzane byty z
wypadnieciem genu mhcA [8].

MIOZYNY ZREKOMBINOWANE W KOMORKACH DICTYOSTELIUM

Uzyskano nowe szczepy Dictyostelium produkujgce zrekombinowane formy tan-
cucha ciezkiego miozyny Il zamiast formy dzikiej. Metoda ukierunkowanej muta-
genezy wprowadzano do genu mhcA mutacje punktowe lub delecje w rejonie ko-
dujacym biatko (rys. 1). Obserwacja mutantéw zerowych pozwala wnioskowac o roli
badanego biatka w komdrce. Okreslenie lokalizacji i aktywnosci odpowiednio zre-
kombinowanego biatka in vivo przynosi informacje o sposobach regulacji aktywnosci
jego dzikiej formy.

Przez transformacje linii mhcA~ odpowiednimi wektorami prébowano sprawdzac
hipeteze zaktadajaca, ze fosforylacjajest gtownym mechanizmem modulacji aktyw-
nosci miozyny w Dictyostelium. W tym celu skonstruowano i nastepnie wprowadzono
do linii mhcA~ ponizej wymienione geny otrzymujac ekspresje odpowiadajacych im
biatek w stabilnych liniach komérkowych.

1. Gen myRLCBSmhcA (ang. regulatory light, chain binding site)[2%]

Zawieraon delecje 30nukleotydéw w obszarze kodujgcym odcinek odpowiadajgcy
za przytaczanie tancuchéw lekkich regulatorowych. Miozyna powstajaca w wyniku
ekspresji tego genu jest pozbawiona tej czesci gtowki, do ktdrej przytaczajg sie
fancuchy lekkie regulatorowe. Mutanty bedace nosicielami genu myRLCBS mhcA
prawie nie roznig sie fenotypowo od form dzikich. Przechodzg normalng cytokineze
i cykl rozwojowy. Procesy ruchowe réwniez nie sg zakidcone. Pozwolito to na
sformuowanie hipotezy, ze fosforylacja taficuchéw lekkich nie jest jedynym i nie-
zbednym sposobem regulacji aktywnosci miozyny w komaorce.

2. Gen myC34 z delecjg na koncu 3’ [24]

W wyniku transkrypcji tego genu ekspresji ulega biatko skrocone o peptyd o masie
34 kDanakoncu C. Pozostaty ogonek zawierawtym przypadku czes¢ odpowiedzialng
zatworzenie filamentéw miozynowych, nie zawiera natomiast fragmentu, w ktérego
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obrebie znajdujg sie 2 reszty treoninowe fosforylowane przez kinaze taricucha ciez-
kiego miozyny. Fosforylacja przez kinaze fafcucha ciezkiego miozyny ma wptyw na
proces wytwarzania krotkich filamentéw w cytoplazmie. Komorki produkujace tak
zmieniong miozyne nie sg wcigz zdolne do wzrostu w zawiesinie (cytokinezy),
przechodzg za to normalny cykl rozwojowy [24].

3. Gen my3XAla i gen my3XAsp [9]

W przypadku tych dwéch gendéw zastosowano inng strategie badania miejsc
fosforylacji. W biatku my3XAla podstawiono trzy reszty treoninowe, ktore sg
potencjalnymi miejscami fosforylacji, alaninami. Miozynaprodukowanaprzez szczep
my3XAla nie moze wiec by¢ fosforylowana w obrebie tancuchéw ciezkich. W biatku
my3XAsp te same reszty treoninowe podstawiono resztami kwasu asparaginowego.
Biatko my3XAsp, jak potwierdzajg testy in vitro, zachowuje sie jak fosforylowana
miozyna (ma podobny rozktad tadunku w czgsteczce).

Porownywano fenotyp komoérek my3XAla i my3XAsp. Komorki linii my3XAla sg
fenotypowo podobne do szczepu dzikiego, natomiast komdrki my3XAsp podobne sg
do mutantéw zerowych (niezdolne do cytokinezy w zawiesinie, przejscia cyklu
komadrkowego i biegunowego przemieszczania receptordéw). Stwierdzono, ze biatko
my3XAla wystepuje w formie $cisle zwigzanej z cytoszkieletem (nie ulega ekstrakcji
Tritonem X-100). Natomiast biatko my3XAsp wystepuje gtéwnie w formie nie-
zwigzanej z F-aktyng. Dane te potwierdzajg, ze biatko my3XAla zachowuje sie w
komdrce tak jak zdolna do tworzenia filamentow, defosforylowana miozyna, a
biatko my3XAsp jak fosforylowana, niezdolna do interakcji z aktyng miozyna. Mu-
tanty my3XAla nie mogg jednak regulowa¢ rozpadu filamentdw miozynowych w
korteksie, co jest prawdopodobnie przyczyng ich wolniejszego od komorek szczepu
dzikiego wzrostu (zaréwno w zawiesinie, jak i przyczepionych do podtoza)[9].

4. Gen myRLCBS/3XAla

Komérki, w ktorych gen ten ulega ekspresji, sg zdolne do wzrostu w zawiesinie,
ale nie do produkcji ciat owocujacych. R6znig sie wiec i od mutantdw my3XAla i od
mutantéw myRLCBS.

Przedstawione wyzej wyniki potwierdzity, ze procesy fosforylacji i defosforylacji
tancuchoéw ciezkich odgrywaja kluczowa role w kontroli aktywnosci skurczowej w
komorce przez lokalizacje miejsc tworzenia i rozpadu filamentéw miozynowych w
cytoplazmie.

Genetyczny dowod na ograniczong role miozyny Il w zjawiskach ruchowych
wywotat duze zainteresowanie badniami nad rolg, ktorg petnig w zjawiskach ru-
chowych, miozyny niekonwencjonalne. W genomie Dictyostelium wystepuje co-
najmniej 9 gendéw kodujacych rézne miozyny niekonwencjonalne. Wytworzono jak
dotagd mutanty Dictyostelium pozbawione jednego z gendw kodujacych miozyny |
(miozyne IB) [31]. Mutanty pozbawione tego genu nie majg upo$ledzonych proceséw
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cytokinezy i morfogenezy. Natomiast wspoétczynnik chemotaksji i predko$¢ migracji
tych komdrek w kierunku wiekszego stezenia cCAMP sg mniejsze niz w komorkach
szczepu dzikiego [31]. Mozna wnioskowa¢ wiec, ze poszczeg6lne geny dla miozyny
I kodujg biatka o roznej, Scisle okreslonej funkcji. W najblizszym czasie badanie
mutantéw, w ktérych unieczynniono réwnoczesnie kilka genéw dla miozyny |
miozyny Il, pozwoli zapewne na jeszcze doktadniejsza odpowiedz, jaka jest rola
poszczegolnych silnikéw molekularnych w skomplikowanej maszynerii wprawia-
jacej w ruch migrujaca komorke [33].

Autorzy doswiadczen prowadzonych metodami ukierunkowanej mutagenezy pod-
kreslajg jednak, ze analiza fenotypu mutantéw daje dowody jedynie posrednie. W
komérkach mutantéw zerowych biatko, ktérego brakuje, moze byé zastepowane
innym o podobnej funkcji. Tak wiec obserwacja, ze dany proces zachodzi w mutan-
tach zerowych nie jest jeszcze dowodem, ze badane biatko nie jest w ten proces
zaangazowane w komarkach szczepu dzikiego. Na przyktad mutanty zerowe Dictyo-
stelium nie produkujgce niektdrych biatek wigzacych aktyne (np. seweryny [2]) w
ogole nie wykazuja zmian fenotypowych w stosunku do szczepu dzikiego lub réznig
sie od nich tak niewiele, ze zmiany te mozna wykry¢ tylko przy uzyciu ilosciowej
komputerowej analizy predkosci i zmian ksztattu komérek (np. ABP-120 [4]). Jak sie
ostatnio okazato, fragmenty promotora aktyny 15 Dictyostelium uzywane rutynowo
w wektorach, ktérymi transformuje sie te ameby, zdolne sg do prowadzenia trans-
krypcji w obu kierunkach [16]. Prowadzi¢ to moze do pojawiania si¢ niezamierzo-
nych, ale waznych transkryptéw (np. antysensowego RNA) i wptywac na fenotyp
transformowanych komdrek. Whnioski z przedstawionych w tej pracy badan, z pew-
nosciag bardzo istotnych dla badaczy mechanizmow ruchu, muszg by¢ wiec formuto-
wane z krytycyzmem i ostroznoscig.
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Streszczenie. Hodowle na duzg skale komorek ludzkich i zwierzecych prowadzone sg gtéwnie w
celu uzyskania substancji biologicznie czynnych, takich jak szczepionki przeciwwirusowe, prze-
ciwciata monoklonalne, czynniki wzrostowe, enzymy metaboliczne, immunomodulatory. W bio-
technologii stosowane sa hodowle komorek w zawiesinie i hodowle komorek zdolnych do wzrostu
tylko po przyczepieniu do podtoza statego. Udoskonalenie technik majacych na celu zwiekszenie
dostepnej powierzchni do przyczepiania sie komérek przyczepno-zaleznych (hodowle na mikro-
nosnikach, w ztozach widknistych, w bioreaktorach typu "hollowfibers"), zwigzane jest z zaleca-
nym po roku 1990 stosowaniem do celéw terapeutycznych wytacznie produktéw prawidtowych
komorek.

Summary. Large-scale cultures of animal and human cells are carried on for obtaining the
biologically active substances as antivirus vaccines, monoclonal antibodies, growth factors, meta-
bolic enzymes, and immunomodulators. Cell cultures in the suspension and cultures of anchorage-
dependent cells are used in biotechnology. The necessity of using only products of normal cells in
medicine have led to the improvement of the techniques aiming at increasing of the accessible
surface for anchorage-dependent cells (culture on microcarriers, in fibrous ledges and in bioreactors
"hollow fibers").

Hodowle tkankowe znane sg od ponad stu lat. Poczatkowo nie miaty one prak-
tycznych zastosowan, jednak zdawano sobie sprawe, ze przetrzymywanie wyizo-
lowanych komérek poza organizmem moze byé przydatne w badaniach procesow i
zjawisk zachodzacych w zywych organizmach. Liczne badania zmierzaty w kierunku
zastgpienianaturalnych srodowisk, w ktdrych przetrzymywano wypreparowane tkan-
ki, pozywkami o znanym i powtarzalnym skladzie. Opracowano wiele takich pozy-
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wek, w tym pozywki zdefiniowane bez surowicy, co uczynito hodowle jedng z
podstawowych metod, wykorzystywanych w badaniach biologii komérki.

Hodowle pierwotne uzyskiwane sg albo z matych fragmentow tkanek zwierzecych,
tzw. eksplantow, z ktérych komorki wywedrowuja, dzielg sie mitotycznie i podejmujg
wzrost, albo poprzez mechaniczne lub enzymatyczne rozproszenie tkanki na poje-
dyncze komorki. Hodowle te utrzymywane saprzez okres kilku pokoleh komérek bez
pasazowania. Wzrost komorek jest kontynuowany az do utworzenia pojedynczej
warstwy na dostepnej powierzchni nosnika, po czym nastepuje zalezne od gestosci
zahamowanie wzrostu. W wyniku spontanicznej transformacji, transformacji wiru-
sami lub czynnikami chemicznymi komorki moga utracié te whasciwosc i stajg sie
zdolne do wzrostu w zawiesinie. Po pierwszym przeniesieniu komorek do innego
naczynia, czyli po pierwszym pasazu otrzymuje sie hodowle wtdrne, ktore w prawi-
dtowo dobranych warunkach utrzymywane sg przez okres 40-70 pasazy. Linie
komorkowa uznaje sie za ustalona, jesli utrzymuje sie ja nadal w hodowli po conaj-
mniej 70 pasazach. Czesto sgto transformowane linie komérek aneuploidalnych (rys.
1) [8, 23,41].

Uzyskanie linii komorkowych, zdefiniowanie i uproszczenie pozywek oraz opa-
nowanie technik hodowli komorek in vitro przyczynito sie do wzrostu zainte-
resowania tymi hodowlami dla wykorzystania ich do celéw biotechnologicznych.
Zwigzane to byto m.in. z gwattownym wzrostem zapotrzebowania na produkowane
przez komorki zwierzece i ludzkie substancje biologicznie czynne, takie jak: czynniki
wzrostowe, szczepionki przeciwwirusowe, przeciwciata monoklonalne, enzymy me-
taboliczne i inne.

Wsp6iczesnie prowadzone na szeroka skale hodowle komorek ludzkich i zwie-
rzecych zapoczatkowano ponad 20 lat temu w badaniach Capsticka i Telliga na
komérkach chomika (BHK), zwigzanych z poszukiwaniem szczepionki przeciwko
chorobie pyska i racic atakujgcej bydio i owce [2]. Badania te zakonczyly sie
sukcesem, a produkcja szczepionek przez hodowanie na duzg skale komdrek w
bioreaktorach zostata stosunkowo dobrze opanowana. Jako przykfady mozna przy-
toczy¢ szczepionki przeciwko chorobie Heinego-Medina, odrze, ospie, grypie, zokej
febrze, rozyczce, Swince, wsciekliznie [2,14,30,41].

Wzbogacenie sie biotechnologii o komérki heterokariotyczne i transfekowane
zrekombinowanym DNA rozszerzyto mozliwosci wykorzystania masowych hodowli
komdrek zwierzecych. Liczne produkty tych komérek znalazty zastosowanie w
medycynie w celach terapeutycznych (tab. 1). Insulina byta jednym z pierwszych
biatek wyprodukowanych na duzg skale i wykorzystywanym w leczeniu cukrzycy.
Stosowane sg interferon @i interferon y w leczeniu nowotwordéw, erytropoetyna w
leczeniu anemii, tkankowy aktywator plazminogenu wterapii takich choréb, jak zawat
sercai zator ptuc. Czynnik V111 krzepniecia krwi jest najdtuzszym zsyntetyzowanym
biatkiem na matrycy zrekombinowanego DNA, stosowanym w leczeniu hemofilii [3,
4,5,41].
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Rys. 1. Izolacja i hodowla komorek zwierzecych dla celéw biotechnologicznych

Wykorzystanie komoérek heterokariotycznych umozliwito produkcje pzeciwciat
monoklonalnych stosowanych do oczyszczania i identyfikowania biatek produko-
wanych i wydzielanych przez komdrki, w diagnostyce do wykrywania choréb za-
kaznych, tkanek nekrotycznych, nowotwordw, w terapii do neutralizacji endotoksyn,
do supresji immunologicznej po transplantacji organéw [22, 23,35,45].

Istotne jest, aby produkty te wykazywaty farmakologiczng aktywnosc i nie dawaty
efektow ubocznych w terapii. Mozliwe jest to jedynie wtedy, gdy wydzielane sg one
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TABELA 1. Wybrane produkty komorek ssakéw i ich wykorzystanie (zmodyfikowane wg [41])

Produkt Wykorzystanie

Antytrombina czynnik fibrynolityczny
GM-CSF, M-CSF  czynnik przeciwnowotworowy, czynnik przeciwzapalny, immunomodulator
Erytropoetyna czynnik przeciwanemiczny

Czynnik VIII hemofilia
Ludzki hormon kartowato$é
wzrostu

Interferon beta czynnik przeciwnowotworowy, czynnik przeciwwirusowy
Interferon gamma czynnik przeciwzapalny, immunomodulator

Interleukina-1 czynnik przeciwnowotworowy, czynnik przeciwzapalny, immunomodulator
Interleukina-3 czynnik przeciwnowotworowy, czynnik przeciwzapalny
Interleukina-10  reumatoidalne zapalenie stawow

PDGF czynnik przeciwzapalny, gojenie ran

Biatko C czynnik przeciwtrombolityczny

Dysmutaza czynnik przeciwzapalny

ponadtlenkowa

Tkankowy czynnik fibrynolityczny

aktywator

plazminogenu

Urokinaza czynnik fibrynolityczny

przez komorki prawidtowe, z ktérych wiekszos¢ wykazuje wzrost zalezny od przy-
czepienia do podtoza. Biatkate podlegajgbowiem potranslacyjnej modyfikacji dobu-
dowywania reszt cukrowcowych, tzw. glikozylacji, zachodzacej w siateczce endo-
plazmatycznej i w aparacie Golgiego. Biatka wytwarzane przez komorki trans-
formowane nowotworowo sg inaczej glikozylowane, natomiast organizmy prokario-
tyczne nie potrafig glikozylowac syntetyzowanych biatek, dlatego stosowanie ich w
medycynie w celach leczniczych jest obecnie wykluczone [42].

Istotne jest takze, ze stosowanie produktéw biatkowych, wykazujacych duze
réznice w sekwencji aminokwasOw w poréwnaniu z biatkami wytwarzanymi przez
organizm przyjmujacy lek moze aktywowaé komarki uktadu immunologicznego nie
tylko przez stymulacje wytwarzania przeciwciat skierowanych przeciwko poda-
wanym substancjom, ale takze wywotywaé choroby autoimmunologiczne.

Wiekszos$¢ produktow syntetyzowanych na matrycy zrekombinowanego DNA
podawanych w terapii jest identyczna pod wzgledem budowy z natywnym pro-
duktem. Jednak np. w przypadku podawania krélikom ludzkiej erytropoetyny, ludz-
kie biatko wywotuje wytwarzanie przeciwciat i reakcje krzyzowg z endogenng kro-
licza erytropoetyna. Doniesienia takie muszg by¢ brane pod uwage, gdy planowane
jest genetyczne modyfikowanie biatek ludzkiego pochodzenia dla celéw terapeu-
tycznych [43].

Na potrzeby biotechnologii wykorzystuje sie dwa rodzaje hodowli:

a) hodowle komorek rosngcych w zawiesinie ( komérki nowotworowe, komorki
limfoidalne),
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b) hodowle komérek zdolnych do wzrostu jedynie po przyczepieniu do podioza
statego (fibroblasty, komorki epitelialne, mieSniowe i inne).

Ze wzgledu na nieoptacalnos¢ hodowli pierwotnych spowodowang koniecznoscig
stosowania duzej liczby naczyr hodowlanych, dazy sie do pracy z ustalonymi liniami
komorkowymi. Obecnie wykorzystuje sie kilkanascie ustalonych linii komérkowych
ssakow (tab. 2). Najbardziej uniwersalng, powszechnie stosowang ustalong linig
komorkowajest CHO. Komorki tej linii wykazuja wysoki potencjat wzrostowy, duza
odporno$¢ na mechaniczne uszkodzenia, duzg tolerancje na zmiany cisnienia osmo-
tycznego oraz charakteryzujg sie wysokim stopniem amplifikacji i ekspresji zre-
kombinowanych genéw [42].

Znaczna liczba linii komérkowych stosowanych w biotechnologii do roku 1990
nie wymagata do wzrostu przyczepienia do podtoza i mogta rosng¢ w formie zawie-
siny. Hodowle tych komorek sa prowadzone podobnie do hodowli mikroorganizméw
przemystowych, stad tez fatwiejsze jest wich przypadku powiekszanie skali hodowli.

Do hodowli komorek w zawiesinie stosuje sie bioreaktory z mieszaniem pneu-
matycznym lub mechanicznym (rys. 3A). W celu uzyskania wysokich gestosci
komarek prowadzi sie hodowle metoda ciggtg w systemach bedacych potgczeniem
bioreaktora z separatorem (ukiad perfuzyjny) [2, 17, 23, 36]. Jako separatory wy-
korzystuje sie moduty mikro- i ultrafiltracyjne, ktdre sg szeregiem membran z two-
rzyw sztucznychicelulozy. Dziekitemu systemowi zaréwno komorki, jaki substancje
wielkoczagsteczkowe sg utrzymywane przez caty czas w ukladzie hodowlanym, co
zwieksza wydajnos¢ otrzymywania produktéw o wysokim stopniu czystosci i obniza
koszty produkc;ji.

Budowa i zasady dziatania bioreaktorow do hodowli zawiesinowych zostaty
opisane w pracy W. Grajka " Doswiadczalne i przemystowe systemy hodowli ko-
morek zwierzecych. Il. Hodowle zawiesinowe" opublikowanej w Biotechnologii
2(21)93: 22-34 [17].

Komorki whodowli zawiesinowej sg czesto narazone na stres mechaniczny wywo-
fany turbulencja cieczy wbioreaktorze [11], dlatego wprowadzono hodowle komdérek
uwiezionych w strukturze ciat statych o charakterze mikrokapilar lub usieciowanych
biopolimeréw. Jedng z metod immobitizacji komérek jest ich mikrokapsutkowanie w
polimerach np. alginianowych, zelatynowych, agarozowych, w polimerze winy-
lowym (rys. 2) [1, 12, 20, 34, 35,40]. Komorki zawiesza sie w sterylnym roztworze
np. alginianu sodowego i zawiesing wprowadza sie do rozpylacza. Nastepnie zawie-
sing rozpyla sie do buforu zawierajagcego CaCl2. W wyniku kontaktu alginianu
sodowego zjonami wapnia nastepuje natychmiastowa zelitlkacja alginianu. Komorki
zostajg uwiezione w mikrokapsutkach o $rednicy 0,5-2 mm. Mikrokapsutki wpro-
wadza sie do typowego bioreaktora (rys. 3B). Optymalne warunki do wymiany
substancji odzywczych i gazéw sg zwigzane ze stopniem porowatosci $cian mikro-
kapsutek. Istotne jest zatem uzycie odpowiedniego stezenia alginianu sodowego
(0,8%) [35].
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TABELA 2. Wybrane ustalone linie komdrkowe W mikrokapsutkachhoduje sig gtow-
ssakow wykorzystywane w biotechnologii i ich nie komorki heterokariotyczne wyko-

pochodzenie (zmodyfikowane wg [42]) L LT
rzystywane do produkcji przeciwciat

Liniakomdrkowa Pochodzenie monoklonalnych. Komérki w takiej ho-
L mysia tkanka taczna dowli osiqg:_:qu gestos¢ do 1_08 komé—
HelLa ludzki rak szyjki macicy rek/ml, czyli ponad stukrotnie wyzszg
PK nerka $wini o niz w klasycznej hodowli zawiesinowej.
CHO jajnik chomika chifiskiego W niektérychkrajach od 1990 r. moz-
MDBK nerka bydta t p d ie iedvni
MDLK nerka psa na stosowa w medycynie jedynie pro-
VERO nerka matpy dukty komérek prawidtowych wykazu-
CRFK nerka kota jacych wzrost zalezny od przyczepie-
BHK nerka chomika syryjskiego nia do podtoza statego. Jak wczesniej
MRC ludzkie phico wspomniano, jest to zwiazane z odmien-
Balb/3T3 mysia tkanka tagczna P 5 4

nymi szlakami obrdbki potranslacyjnej
biatek w komoérkach prawidtowych i
nowotworowych [42]. Spowodowato to,
ze zaczeto udoskonalac techniki hodowli komorek prawidtowych, ktérych wzrostjest
ograniczony przede wszystkim przez obszar dostepnej powierzchni naczynia hodo-
wlanego. Pierwsze hodowle na szeroka skale komorek, ktdrych wzrost zalezy od
przyczepienia do podtoza byty prowadzone w obracanych butlach typu Winchester,
ktérych wewnetrzne Sciany obrastaty populacje komérek, a ich obrotowy ruch poz-
walat na wymiane pozywki i tlenu. Hodowle w takich butlach byty nieekonomiczne
i wymagaty duzych pomieszczen.

Kolejnym udoskonaleniem byto wprowadzenie mikronos$nikow dla zwiekszenia
powierzchni osadzania komérek [4, 7, 10, 11, 15,23, 24, 25,28, 30, 31, 33, 39] . W
takich warunkach zwigkszony jest stosunek powierzchni zajmowanej przez komarki
do objetosci dostarczanej im pozywki [18]. Wysokie koszty srodowiskahodowlanego,
a szczegoOlnie surowicy, ktéra tradycyjne pozywki muszg by¢ uzupetniane, spowo-
dowaly, ze ostatnio zastepuje si¢ jg dodatkiem BSA, transferyny, insuliny lub BSA,
EGF i innych czynnikéw, co tylko w niewielkim stopniu obniza wydajno$¢ hodowli
(ok. 10%) [9,32,45].

Nos$niki stosowane w hodowli powinny speinia¢ nastepujgce warunki:

« Srednica mikrokulek powinna wynosié¢ 150-200 mikrometréw.

» Nosniki powinny posiada¢ niezbyt wysokg gestos¢ wiasciwa.

 Powierzchnia nos$nika powinna by¢ chemicznie obojetna.

Opisano wiele materiatdw uzywanych do produkcji mikrokulek. Wazne jest, aby
biatka wydzielane przez komorki, tj. fibronektyna, laminina, kolagen, wykazywaty
wysokie powinowactwo do powierzchi no$nika. Najczesciej wykorzystuje sie kulki
dekstranowe, celulozowe, sefarozowe zmodyfikowane przez podstawienie dodatnio
natadowanych grup N,N-etyloaminoetylenowych (DEAE), dzieki czemu mozliwe
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Rys. 2. Mikrokapsutkowanie komérek (zmodyfikowane wg [35])

jest uzyskanie wyzszych gestosci komorek na nos$niku [1,18, 23, 33]. Stosowane sg
takze kulki z tworzyw sztucznych [5].

Dobrymi materiatami do produkcji mikrokulek sg takze poliuretan, zelatyna Culti
- Spher G, polistyren, poliakrylamid, charakteryzujace sie makroporowatg strukturg
wydajnie zwiekszajaca dostepng powierzchnie przyczepu komdrek.

Opisano takze wrazliwy na zmiany temperatury polimer (poli-N-izopropylakryl-
amid) pokryty kolagenem. Jego zaletg jest mozliwos¢ oddysocjowania komérek od
podtoza przez obnizenie temperatury ponizej temperatury krytycznej: 32°C, w ktorej
polimer ten wystepuje w formie rozpuszczalnej w wodzie [37].

Kulki mikronosnika z zaadsorbowanymi na powierzchni komérkami wprowadza
sie do typowego bioreaktora z mieszaniem mechanicznym lub pneumatycznym [7,
10,11,23]. Optymalna szybko$¢é mieszania w bioreaktorze nie powinna przekraczaé
50 obr./min [2]. Przy zbyt wysokich obrotach mieszadta dochodzi do wymywania
komorek z kulek mikrono$nika oraz mechanicznego uszkodzenia komdrek przez sity
$cinajace, natomiast przy niskich predkosciach obrotowych nastepuje sklejanie sie
kulek nosnika.
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Rys. 3. Schematyczne diagramy bioreaktoréw do hodowli komdrek sssakow (zmodyfikowane
wg [23]): [A] - bioreaktor z mieszaniem mechanicznym, [B] - bioreaktor z mieszaniem mecha-
nicznym z komoérkami w mikrokapsutkach, [C] - bioreaktor ze ztozem ceramicznym, [D] - bio-
reaktor z wydrgzonymi wioknami

Alternatywe do hodowli komoérek przyczepionych do mikrono$nika stanowi
hodowla w bioreaktorze typu mikrokapilar hollowfibers (rys. 3D) [18, 22, 23, 27].
Bioreaktor ten charakteryzuje sie obecnoscig kapilar lub ptaskich arkuszy, ktérych
$ciany zbudowane sg z porowatych materiatéw przepuszczajgcych selektywnie okre-
$lone czasteczki. Dzigki temu zachodzi wymiana skfadnikéw odzywczych. Komorki
przyczepiajgsie do zewnetrznej powierzchni mikrokapilar, podczas gdy wich wnetrzu
przeptywa strumien natlenionej pozywki. Mozliwo$¢ stosowania selektywnych mem-
bran pozwala na wybidrcze zageszczanie metabolitow (przeciwciat, hormondw).

Do hodowli komorek, ktérych wzrost jest zalezny od przyczepienia do podtoza,
stosuje sie takze bioreaktory wypetnione materiatem ceramicznym (rys. 3C) [23]. W
bioreaktorze takim umieszczonajest cylindryczna, ceramiczna matryca z duza liczbg
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TABELA 3. Dostepne systemy do masowych hodowli komérek zwierzecych

System hodowlany

Fermentatory (systemy jednorodne)

Rodzaj hodowli

Gestos¢ hodowli [kom/ml]

Ruchomy zbiornik zawiesinowa 7x106

na nosnikach 0,2-1x 106
Zbiorniki napowietrzane air-lift zawiesinowa 5-10 x 107
(hodowle w mikrokapsutkach) na nosnikach 3-10 x 106
Systemy membranowe (niejednorodne)
Wydrgzone witdkna zawiesinowa 1x108

na nos$nikach 107408
Ptaskie membrany zawiesinowa 1x 107

na nosnikach 1,35x106
Systemy o statych podtozach (niejednorodne)
Podtoza ceramiczne zawiesinowa 2-3 x 107

na nosnikach 4,2x106
Kulki szklane na nosnikach 1x 106
Systemy o ptynnych podtozach (jednorodne)
Podtoza porowate zawiesinowa 6 x 107

na no$nikach 10708

jednolitych kanatéw przebiegaj acyclipodtuznie przez cylinder. Komorkiprzyczepiaja
sie do powierzchni $cianek kanatow, przez ktdrych wnetrze ptynie pozywka.

Opis budowy bioreaktoréw stosowanych do hodowli komérek przyczepno-zale-
znych zostat zamieszczony w pracy W. Grajkai D. Lukaszyniskiego "Doswiadczalne
i przemystowe systemy hodowli komérek zwierzecych. I. Hodowle komdrek rosng-
cych na nos$nikach", opublikowanej w Biotechnologii 2(21)93; 8-21[18].

Systemy dostepne do hodowli na szerokg skale oraz uzyskiwane w nich za-
geszczenie komérek na jednostke objetosci bioreaktora zostaty zestawione w tabeli
3. Pojemnosci stosowanych bioreaktoréw wahaja sie w granicach od 1 litra do 20000
litrow [26].

W hodowlach tradycyjnych gesto$¢ uzyskanych komoérek nie przekracza 106
komorek/ml. W specjalnych uktadach sprzyjajacych duzemu zageszczeniu komdrek
mozna uzyskaé namnozenie 107—208 komaorek/ml.

Uzyskanie gestosci komérek zblizonej do gestosci w tkankach zwierzecych wy-
noszacej ok. 2x109 komarek/ml w hodowlach in vitro jestjeszcze nieosiggalne [8].

Powiekszanie skali hodowli przez modyfikacje systemoéw hodowlanychumozliwia
uzyskiwanie wyzszej wydajnosci produkcji substancji biologicznie czynnych.

Jednym z pozytywnych aspektéw hodowli komérek zwierzecych i ludzkich na
duzg skalejest uchronienie od $mierci milionéw zwierzat, gtdwnie myszy i szczurow,
wykorzystywanych jako "naturalne bioreaktory" do produkcji m.in. przeciwciat mo-
noklonalnych. W jamie otrzewnowej tych organizméw prowadzone byty hodowle
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komorek heteriokariotycznych. Do otrzymania 1 kg oczyszczonych przeciwciat ko-
nieczne jest pobranie wysieku z ok. 1 000 000 myszy. W terapii nowotworéw
jednemu pacjentowi podaje sie ok. 300 mg przeciwciat rocznie. Przy zatozeniu, ze tg
metodg leczonych jest 10 000 os6b zuzywa sie 3 kg biatka pobranego z jamy
otrzewnowej 3 min myszy. Hodujac komarki heteriokariotyczne w bioreaktorze o
pojemnosci 10 000 litrdw takg ilos¢ przeciwciat monoklonalnych mozna uzyskaé w
ciggu 10 dni [2, 23]. Przykiad ten ilustruje potrzebe udoskonalania technik hodowli
na duza skale zwlaszcza w celu zwiekszenia produktywnosci komérek wydzie-
lajacych substancje biologicznie czynne, stosowane w celach terapeutycznych.
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Streszczenie: Przedstawiono gtéwne kierunki badan zwigzanych z hodowlg naskérka i skory
ludzkiej. Opisano nowe metody stosowane w hodowli keratynocytéw i skoéry in vitro oraz
wykorzystywanie takich hodowli do przeszczepéw w przypadkach uszkodzer i choréb skéry, a
takze mozliwos$¢ zastepowania nimi zwierzat laboratoryjnych w rozmaitych testach biotechnolo-
gicznych.

Stowa kluczowe: hodowle organotypowe skory, keratynocyty, przeszczepy.

Summary. The research concerning human epithelium and skin cultivation in vitro are discussed.
New technics developed for keratinocytes and organotypic skin cultures are described. The efficiacy
of skin equivalents from cultures in vitro for the treatment of burn wounds and skin surgery as well
as for testing toxic compounds is considered.

Key words: skin culture, keratinocytes, skin grafts.

l. WSTEP

W ostatnim dziesiecioleciu nastgpit rozwdj nowych technik hodowli in vitro
komoérek i organdw zwierzecych. Mozliwos$¢ uzyskiwania masowych hodowli z
niewielkich wycinkéw tkanek, postep w poznaniu biologii wielu typéw komorek, a
takze umiejetno$¢ modyfikowaniaich zachowania sie w hodowlach, doprowadzity do
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wzrostu zainteresowania praktycznym wykorzystaniem tych osiggnie¢ w medycynie
i biotechnologii.

Skora, najwiekszy "narzad" (1,5 do 2 m2) organizmu cztowieka zbudowana jest
z wielowarstwowego nabtonka ptaskiego, tzw. naskorka i skory wiasciwej. Fibro-
blasty, komérki najliczniej wystepujace w skoérze wihasciwej, produkujg kolagen i
elastyne, sktadniki macierzy miedzykomdrkowej. Inne typy komdérek obecnych w
skorze, tj. melanocyty, limfocyty T, makrofagi - tzw. komorki Langerhansa i neuro-
wydzielnicze ciatka Merkla, nie sg bezposrednio odpowiedzialne za budowe pod-
stawowej struktury skory (rys. 1).

Komorki tkanki tagcznej pochodzace ze zdrowej tkanki zazwyczaj fatwo dajg sie
hodowa¢ in vitro. Sposréd komorek nabtonkowych opracowano metody hodowli
keratynocytow skéry, nabtonkéw drdg moczowych, gruczotu krokowego, jamy ustnej
i pochwy oraz rogowki oka. Naskorek jest tkankg szczegdlnie dogodna do hodowli,
poniewaz w ponad 90% sklada sie zjednego rodzaju komdrek - keratynocytow (rys.
2). Keratynocyty w hodowli, w odpowiednich pozywkach, zachowujg sie stabilnie nie
tracac zdolnosci do proliferacji i réznicowania.

Mozliwo$¢ hodowania in vitro komérek skory sprawita, ze w ostatnich latach
podjeto badania, ktére doprowadzity do wytwarzania substytutow (ekwiwalentow)
naskorka i skory. Uzywane sg one do przeszczepdéw w przypadku rozlegtych ran
oparzeniowych, gdy obszar (procent) uszkodzonej powierzchni skory jest zbyt duzy,
aby mozliwe byto spontaniczne zagojenie sie rany lub zastosowanie autoprzeszcze-
pow z nieuszkodzonych czesci ciata. Réwniez, gdy ranajest gtebokai zniszczony jest
nie tylko naskdrek, ale takze mieszki wtosowe i gruczoty potowe z keratynocytami
zdolnymi do odtworzenia naskorka, konieczne jest dostarczenie nowych komdrek
[15,48]. Skére wyhodowang invitro wykorzystuje sie takze w innych przypadkach,
np. patologicznych zmian skéry. Produkowanie in vitro ekwiwalentéw skory zbli-
zonych pod wzgledem morfologicznym i czynnosciowym do skory pozwala na
zastepowanie rozmaitych testow (np. dotyczacych substancji zracych) wykonywa-
nych dotychczas na zwierzetach laboratoryjnych testami na hodowanej in vitro
skorze.

II. WYKORZYSTYWANIE HODOWLI NASKORKA
W LECZENIU OPARZEN | CHOROB SKORY

Il. 1L Metody hodowli in vitro ludzkich keratynocytow

Pionierem i inicjatorem wykorzystania hodowli komorek naskoérka do prze-
szczepow byt Howard Green z Harvard Medical School. W latach siedemdziesiatych
opracowat on metode i warunki hodowli keratynocytow skory myszy, ktdrg pdZniej
przystosowano do hodowli komérek ludzkiego naskoérka [15,18,43]. Opiera sie ona
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Rys. 1 Schemat budowy skoéry ludzkiej: 1- warstwa zrogowaciata naskérka; 2 - warstwy zy-
wych komorek naskérka; 3 - warstwa brodawkowata skory wiasciwej; 4 - warstwa siateczkowa-
ta skory wilasciwej; 5 - podskérna tkanka tluszczowa; 6 - wios; 7 - gruczot potowy;
8 - naczynia krwionosne; 9 - gruczot tojowy; 10 - mieszek wiosowy, 11 - melanocyt;

12 - komérka Langerhansa

na izolacji keratynocytow ze zdysocjowanej tkanki pacjenta (ok. 2 cmz), wydajnym
namnozeniu ich in vitro, a nastepnie stworzeniu warunk6w sprzyjajacych ich prawi-
dtowemu réznicowaniu i uwarstwieniu. Pobrang przez biopsje tkanke oddziela sie
skalpelem od tkanki podskérnej, tnie, a nastepnie trawi kilkakrotnie trypsyna. Uzys-
kana zawiesine komérek umieszcza sie w pozywce (np. Dulbecco MEM) z dodatkiem
10-20% surowicy ptodowej, hydrokortyzonem, toksyna przecinkowcéw cholery (dla
pobudzaniawzrostu), naskorkowym czynnikiem wzrostowym (EGF) oraz mieszaning
innych czynnikéw wzrostowych (insulino-podobnych czynnikéw wzrostu - IGF).
Dodaje sie rowniez w odpowiedniej (wystarczajacej do pokrycia 1/3 powierzchni
naczynka) ilosci zawiesine zabitych przez napromieniowanie UV fibroblastow my-
sich ustalonej linii komoérkowej 3T3. Stanowig one tzw.feeder-layer, czyli warstwe
odzywcza. Stwierdzono, ze fibroblasty produkujg czynniki pobudzajgce wzrost ko-
morek naskérka i czynniki hamujgce namnazanie sie fibroblastéw ludzkich zanie-
czyszczajgcych materiat. Dalsze szczeg6towe badania wykazaty, ze aktywno$é sprzy-
jajaca wzrostowi keratynocytéw zwigzana jest z obecnoscig samych komorek fibro-
blastéw (z powierzchnig ich bton plazmatycznych), anie tylko z produktami wydzie-
lanymi przez komdrki. Aktywnos$¢ takg wykazuje réwniez utrwalona aldehydem
glutarowym warstwa odzywecza fibroblastéw, a nie wykazuje uwarunkowane medium
zhodowli fibroblastow [43,49]. Komorki 3T3 sg pdZniej wypierane z hodowli przez
namnazajace sie keratynocyty. W zaleznosci od potrzeb moznaregulowaé¢ wydajnos¢
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hodowli przenoszac komorki, po
poddaniu trypsynizacji, ze zlew-
nych hodowli (po ok. 4-5 dniach)
do nowych naczyn; nastepuje
tworzenie nowych kolonii. Jesli
przeznaczeniem hodowli jest u-
zycie jej do przeszczepu, hodow-
le kontynuuje sie przez kilkana-
Scie dni, az do uzyskania wielo-
warstwowej struktury. Aby od-
dzieli¢ wyhodowany nabtonek
od dna naczynia, uzywa sie enzy-
mu dispazy, ktdra niszczy pola-
czenia komorek z dnem naczynia
lub btong podstawng, nie nisz-
czac potaczen komorka-komorka
(rys. 3). Pierwsze hodowle uzy-
Rys. 2. Schemat budowy naskorka; morfologia po-  skane przez Greena byty niedo-

szczegOlnych warstw keratynocytéw: 1 - btona pod- skonatymi kopiami naturalnego
stawna; 2 - warstwa podstawna; 3 - warstwa kolczy- . . .

sta; 4 - warstwa ziarnista; 5- warstwa zrogowacia- naskorka. Miaty nieregularng
fa: 6- strzalka wskazuje kierunek przesuwania sie  Strukture, brak byto warstwy zro-

warstw keratynocytow gowaciatej, ziarnistej, btony pod-

stawnej oraz byty niezdolne do

syntezy niekt6érych keratyn. Mi-

mo to sprawdzity sie one w prébach klinicznych. Zastosowane u poparzonych dzieci

pozwolity na odtworzenie skory zniszczonej przez oparzenia obejmujace ok. 50%

powierzchni ciata. Od czasu badan Greena metody hodowli naskérka ulegty ulepsze-

niu i nadal sg udoskonalane. Zostaty opracowane specjalne pozywki dla keratynocy-

téw, jak np. MCDB 153 (KDM), Kératinocyte FSM. Mozliwe sg hodowle

keratynocytow bez warstwy odzywczej, ktorg w omawianym modelu stanowity
fibroblasty linii 3T3 [33,34].

U.2. Rodzaje przeszczepdw komorek naskorka

a) Hodowle komdrek wiasnego nabtonka

Obecnie hodowle komorek autologicznego naskorka stosuje sie do przeszczepow
w leczeniu ran oparzeniowych w wielu specjalistycznych klinikach w USA, Wielkiej
Brytanii i wielu krajach Europy [48].

Autologiczny, wyhodowany in vitro naskérek przenoszony jest narane jako 2-8
warstwowy ptat przypiety do gazy (petrolatum gauze). Przeszczepy, ktore nie sg
odrzucane, zapobiegajg $cigganiu sie rany i nie wykazujg zwiekszonej kruchliwosci.
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Gtowna przyczyna nieprzyjmowania sie tego typu przeszczepdw jest nieprzyczepie-
nie sie keratynocytow do tozarany. W przypadku stosowanychjuz wczesniej cienkich
przeszczepow skory (ok. 3 mm grubosci: naskérek i nieco grubsza warstwa skory
wiasciwej) potgczenie nastepuje pomiedzy skorg whasciwg przeszczepu a skérg wia-
$ciwg dna rany. Nastepuje penetracja fibroblastéw, wzmocnienie przeszczepu kola-
genami, a sam naskorek nie bierze w tym potgczeniu udziatu. Wyhodowany in vitro
naskorek przylega bezposrednio do dna rany, co umozliwiajego lepsze odzywianie,
z drugiej jednak strony zmusza do wyksztatcenia innych struktur zakotwiczajgcych
niz te, ktdre powstajg w klasycznych przeszczepach. Bardzo istotne wydaje sie tez
odpowiednie chirurgiczne przygotowanie toza rany: wczesne wyciecie tkanki mar-
twiczej, czasowe pokrycie rany alloprzeszczepami i prawie catkowita eliminacja
drobnoustrojéw [5,48]. Analizy histologiczne dalszych losdéw przeszczepow wyka-
zaly, ze juz jeden tydzien po przeszczepie epiderma roznicowata sie w wielowarst-
wowy naskdrek. Po nastepnych dwu tygodniach rozwijaty sie hemidesmosomalne
potaczenia skéry z naskorkiem, btong podstawng i widkna zakotwiczajgce. Melano-
cyty, stanowiace 1-2% komdrek przeniesionych z hodowli, zaczynaty produkowac
nabtonkowa melanine po 6-8 tygodniach. Probki biopsyjne pobrane po 4-5 latach od

Rys. 3. lzolacja i hodowla ludzkich keratynocytdw wg metody H. Greena: 1- pobranie przez
biopsje wycinka zdrowej skdry; 2 - oddzielenie naskérka od skdry wihasciwej i tkanki podskérnej;
3 - trawienie enzymatyczne - trypsyna/EDTA; 4 - zawiesina pojedynczych komorek; 5 - hodow-

la keratynocytéw; 6 - przeszczep wyhodowanego in vitro autologicznego nabtonka
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przeszczepu wykazywaty podobng do skory architekture, z odtworzonym unaczynie-
niem i wyksztalconymi w petni warstwami: brodawkowatg i siatkowatg [15,48].

b) Hodowle komérek allogenicznego nabtonka

Zastosowanie tego typu hodowli jest obecnie przedmiotem badan laboratoryjnych
i klinicznych. Gdyby udato sie osiggna¢ trwate przyjecie przeszczepow allogenicz-
nychmozliwe bytoby stworzenie banku tkanek i moznabytoby od razu pokrywac rane
gotowym juz naskoérkiem pomijajac koniecznos$¢ czasowego zabezpieczania rany w
czasie trzech tygodni oczekiwania, wymaganych dlauzyskania odpowiedniego wzro-
stu wiasnych komérek w hodowli. Pierwotnie sagdzono, ze hodowane in vitro keraty-
nocyty moga traci¢ powierzchniowe antygeny HLA-DR. Okazato sie jednak, ze
antygeny te ponownie ulegajg ekspresji w hodowli i badania majace na celu prze-
trwanie allogenicznych przeszczepdw na ranie petnej grubosci zakonczyty sie niepo-
wodzeniem [48].

¢) Techniki tgczone: uzycie alloprzeszczepu skory i wyhodowanego in vitro autogennego
nabtonka

Powierzchnia rany oparzeniowej, na ktorg ma by¢ przeniesiony przeszczep, jest
zwykle silnie zanieczyszczonaprzez mikroorganizmy, aprzeszczepy tkankowe sg na
niebardziej wrazliwe niz zwykle przeszczepy skéry. Wymaganajestprawie catkowita
eliminacja drobnoustrojéw w ranie. Jedng ze stosowanych w tym celu technik jest
wstepne uzycie zamrozonej skory pobranej ze zwiok. Skoratakawszczepia sie z duzg
wydajnoscia, ajej obecno$¢ na ranie moze chronic przed infekcjami bakteryjnymi,
zmniejszy¢ liczbe bakterii na lezacej ponizej warstwie ziarnistej, wzmagac unaczy-
nienierany oraz stanowi ona substrat utatwiajacy przyczepienie i formowanie struktur
btony podstawnej. Obce przeszczepy sgjednak szybko niszczone przez uktad odpor-
nosciowy biorcy (nie jest znany czas przezywalnosci allogenicznej skory), totez
uprzedzajac ten proces mozna usung¢ z przeszczepu warstwe naskorka i na pozosta-
wiong skore przeszczepi¢ autologiczng hodowle. Usuniecie nabtonka usuwa komorki
Langerhansa, aimmunogennos¢ przeszczepujestrowniez ostabionaprzez zamrazanie
[48].

11.3. Zastosowanie przeszczepdw komorek naskorka
wyhodowanych in vitro do leczenia chordb skory

Hodowle naskérka oprécz wykorzystania do leczeniaran oparzeniowych znalazty
zastosowanie w innych przypadkach leczenia chorob czy uszkodzer skéry wymaga-
jacych regeneracji naskdrka. Wyhodowany in vitro naskdrek stosowany jest przy
odtwarzaniu naskorka po wycieciu bliznowcéw czy duzych blizn powodujacych
ograniczenia ruchu, w leczeniu przewlektych owrzodzen konczyn zwigzanych z
cukrzycg lub nieprawidtowym krazeniem u oséb starszych, w leczeniu bielactwa,
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wrodzonej wady zwanej olbrzymim, owtosionym znamieniem, w ktérej nieprawidto-
we melanocyty moga ulega¢ ztosliwym przemianom. Komdrki $luzéwki z drdg
moczowych wykorzystuje sie w leczeniu wrodzonychwad w budowie pracia, komorki
zjamy ustnej do regeneracji nablonka ust [10,15].

IIl. ORGANOTYPOWE HODOWLE SKORY

. 1 Metody hodowli skory

Gtowng przyczyng niepowodzen w stosowaniu przeszczepdw naskdrka jest nie-
przyczepianie sie transplantatu do toza rany, zwigzane najprawdopodobniej z pier-
wotnym brakiem skéry wiasciwej wprzeszczepie. Podjeto zatem proby wyhodowania
in vitro calej skory. Sa to hodowle organotypowe nowej generacji. Dawniej przez
hodowle organotypowe rozumiano izolowanie okreslonych narzadéw lub ich frag-
mentow (kryterium ograniczajacym bya wielko$¢ - powstawata martwica centralna
itp.) i przetrzymywanie ich poza organizmem w okre$lonych warunkach umozliwia-
jacych zachowanie niezmienionej budowy i funkcji. Obecnie mozliwe jest odtwarza-
nie w warunkach in vitro modelu komdrkowego, ktéry wykazuje wihasciwosci
organu, z ktérego one pochodza. Tak tworzy sie sztuczne zyty i male zraziki watroby.
W przeciwienstwie do hodowli komdrkowych, gdzie gtéwnym celem jest osiggniecie
szybkiej proliferacji komorek, whodowlach organotypowych kluczem do osiggniecia
sukcesu jest ograniczanie proliferacji i zachowanie zywotnosci komdrek.

Badania nad organotypowymi hodowlami skory rozpoczeta Bell w 1981 r. na
skorze szczurdw [2]. Skéra wyhodowana in vitro, tzw. LSE (ang. living skin equiva-
lent) lub LDE (living dermal equivalent) w najprostszych przypadkach sktada sie z
trzech komponentéw [2,3,12,13,29]:

a) Kolagenu, sterylnie ekstrahowanego ze Sciegna bydlecego. Kolagen ten jest
pézniej zastepowany przez naturalny, wytwarzany przez fibroblasty skéry ludzkiej
[11]. Stanowi onrusztowanie dlatréjwymiarowej hodowli skdry, anajnowsze badania
wykazaty, zejest onréwniez czynnikiem wplywajacym nardznicowanie keratynocy-
tow. Im wieksze stezenie kolagenu, tym lepsze wyksztatcenie poszczegdlnych warstw
naskorka w hodowli in vitro [1,37,40]. Ponadto kolagen zapobiegahiperproliferacji
fibroblastow tak, jak to ma miejsce na niebiologicznym podtozu [3]. W ztozonych
przeszczepach skéry kolagen jest czasem zastepowany chemicznymi analogami ma-
cierzy miedzykomorkowej, np. kopolimerem kolagen - glikozaminoglikan czy tez
biodegradujgcym sie kwasem poliglikolowym [48,50].

b) Fibroblastow skdry ludzkiej, ktore izoluje sie z whasnej skéry pacjenta lub,
jesli wyhodowany in vitro substytut skéry ma stuzy¢ jako model w badaniach
laboratoryjnych, pochodzg one z ptodowego lub noworodkowego napletka (dawcy
badani sg w kierunku czynnikéw zakaznych, rozmaitych patogenéw, nienormalnego
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kariotypu czy rakotworczosci). Tkanke trawi sie trypsyna i kolagenaza, a nastepnie
pasazuje w pozywce Eagle’aw modyfikacji Dulbecco z 10-20% dodatkiem surowicy.
Fibroblasty miesza sie z kolagenem az do utworzenia siatki kolagenowej w hodowli
fibroblastéw. Mieszanina ta stanowi substrat do hodowli keratynocytow.

C) Keratynocytow skory, ktére analogicznie jak fibroblasty, w zaleznosci od
przeznaczeniahodowli, moga pochodzi¢ od pacjenta lub z napletka. Hodowle prowa-
dzi sie w MSBM (minimal supplement basal medium) lub w specjalnych pozywkach
opracowanych i przeznaczonych do hodowli skéry. Keratynocyty wzrastajg na sub-
stracie az do osiggniecia ciggtej warstwy (ok. 4 dni). Dalszahodowlaprowadzonajest
na granicy luz pozywka-powietrze. Stwarza to lepsze odwzorowanie warunkdw
panujacych invivo, aprzezto lepsze uwarstwienie (obecno$é wyksztatconych warstw:
bazalnej, suprabazalnej, kolczystej, ziarnistej i zrogowaciatej). Hodowle na granicy
faz tzw. ALI (ang. air-liquid, interface) wprowadzone zostaty przez Thao w potowie
lat osiemdziesigtych. W tych warunkach dochodzi do uzyskiwaniatrojwymiarowych,
wielowarstwowych struktur, gdyz komérki dzielg sie tylko z jednej strony struktury
roznicujac i dojrzewajac w miare przesuwania sie ku powierzchni zewnetrznej.
Czasem do ztozonych przeszczepéw wyhodowanych in vitro wigczane sg rowniez
preadipocyty i adipocyty (z kolagenem na btonie nitrocelulozowej) - jest to odpo-
wiednik hipodermy [38] (rys. 4). Opracowano specjalne naczyniahodowlane umozli-
wiajace prowadzenie organotypowych tréjwymiarowych hodowli skéry. Jeden z
takich prostych uktadéw jest przedstawiony na rysunku 5. Zapewnia on tatwg
wymiane pozywki oraz wzrost keratynocytdw na granicy luz tkanka - atmosfera
gazowa.

Skéra wyhodowana in vitro byta poddawana szczeg6towej analizie: badano jej
ultrastrukture, whasciwosci kinetyczne, biochemicznei funkcjonalne. Stwierdzono, ze
podczas hodowli konstrukcjata podlega stopniowemu przejsciu od fenotypu "hodow-
lanego" do organotypowego, okreslonego przez zmiany zawarto$ci keratyny, biosyn-
teze lipidow, organizacje morfologiczng i funkcje. Czas przejscia do koncowej,
funkcjonalnej charakterystyki moze by¢ zmieniany przez warunki hodowli [3,11,29].

Jak dotad gtéwne roznice LSE w stosunku do naturalnej, dojrzatej skory ludzkiej,
to:

pod wzgledem biochemicznym: obecno$é pewnych typéw keratyn (K6, KI6)
zwigzanych ze stadiami hiperproliferacyjnymi nabtonkai keratyny K19 wystepujacej
w preparowanej sztucznie skérze, a nie wystepujacej w naturalnej; wysoka zawarto$¢
lipidow oraz wyzsza zawartos¢ trojgliceryddw zwigzana z nienormalnymi przemia-
nami lipidéw (jako wynik obecnos$ci rozpuszczalnych w lipidach sktadnikéw surowi-
cy); obecnos¢ tenascyny w matriks (w dojrzatej skorze ludzkiej wystepuje jedynie w
tkance podskornej) [11];

pod wzgledem morfologicznym: nieciggta btona podstawna, nie w petni wyksztat-
cona warstwa zrogowaciata;
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Rys. 4. Etapy prowadzace do organotypowej hodowli skory: 1- pierwotna hodowla keratynocy-

tow; 2 - pierwotna hodowla fibroblastow; 3 - kolagen; 4 - hodowla fibroblastdw w kolagenie;

5 - przeniesienie komdrek nablonkowych na hodowle fibroblastdw w kolagenie; 6 - organotypo-
wa hodowla skory

pod wzgledem funkcjonalnym: wieksza i gwattowniejsza przepuszczalno$¢ dla
réz- nych zwigzkow (dla niektorych, jak np. testosteron, LSE symuluje mechanizmy
wystepuj ace w naturalnej skorze), wtym prawie trzydziestokrotnie wyzsza przepusz-
czalno$¢ dla wody niz rutynowo obserwowana dla skéry ludzkiej [9,13].

Dane te wskazujg, ze podczas gdy zachowana jest prawidtowa morfologia i wiele
sktadnikéw pojawia sie w odpowiednim miejscu i w odpowiedniej ilosci, sztuczna
skora wcigz nie jest w petni funkcjonalna. Dalsze modyfikacje srodowiska fizyczne-
go, kontrola wilgotnosci, a takze zmiany dotyczace pozywki moga doprowadzi¢ w
przysztosci do osiggniecia petnej funkcjonalnosci.

LSE wykazuje bardzo duze podobienstwo do $wiezo gojacego sie nabtonka i
cienkichprzeszczepéw skéry. Sugeruje to, ze obserwowane roznice nie sa artefaktem,
lecz sg zwigzane z naturalnym procesem regeneracji tkanki [3, 29, 31].

HI.2. Zastosowanie LSE w transplantologii

W prébach klinicznych ztozone przeszczepy skory sg atakowane przez bakterie i
enzymy (gtéwne zagrozenie to kolagenaza), niebezpieczne i trudne do wykrycia sg
takze wewnatrzprzeszczepowe infekcje. W rezultacie catkowite przyjecie ocenia sie
na 50% transplantacji. Dalsze badania idg w kierunku ulepszenia przylegania prze-
szczepu do rany, wrastania fibroblastow i przyczepiania sie keratynocytéw. Bada sie
takze mozliwos$¢ lokalnego stosowania czynnikdw przeciwbakteryjnych [48].
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Rys. 5. Uktad doswiadczalny do organotypowej hodowli skéry: 1- komorki thuszczowe w zelu
kolagenowym; 2 - fibroblasty w zelu kolagenowym; 3 - keratynocyty na zelu kolagenowym; 4 -
zel kolagenowy; 5 - pozywka ptynna

IV. WYKORZYSTANIE HODOWLI NASKORKA
| SKORY JAKO MODELI DO BADAN

Drugg bardzo wazng cechg hodowli komdérkowych i organotypowych, takze ho-
dowli naskdrka i skory, jest mozliwos¢ wykorzystania ich jako modeli do najrozniej-
szychbadani testéw. Dostarczato nowych wiadomosci i wskazowek o fizjologii skory
i w konsekwencji prowadzi do dalszego udoskonalania metod hodowli.

IV. 1 Naskdrek wyhodowany in vitro

Podjeto badania majace na celu wyjasnienie, kiedy i jakie czynniki wptywaja na
roznicowanie i uwarstwianie sie keratynocytow. Jest to wazne z punktu widzenia
celu, ktéry zamierza si¢ osiagna¢: czy jak najwiekszg wydajnos¢, czy tez regularne,
uwarstwione struktury przeznaczone do przeszczepéw. Stwierdzono, ze czynnikiem
limitujagcym moze by¢ wielko$¢ substratu, kiedy kontakt z substratem jest ograniczo-
ny, hamowanajest synteza DNA i stymulowanajest ekspresja inwolukryny (markera
réznicowania ludzkich keratynocytow) [45,51]. Rowniez wielko$¢ i ksztatt komdrek
moga wptywaé na proliferacje i réznicowanie w warunkach, gdy powierzchnia
substratu jest ograniczona (na btonie podstawnej lub plastiku), komorki wieksze maja
mniejszy obszar powierzchni wigczonej w adhezje komérka-substrat niz mniejsze
komorki [43]. Zmniejszenie proporcji powierzchni btony wigczonej w adhezje z
substratem moze prowadzi¢ do zmniejszenia ilosci receptorow i wymigrowywania z
warstwy podstawnej. Z kolei uwarstwianie hodowli mozna regulowac przez stezenie
jonéw wapniowych [17, 44]. W niskich (0,1 mM) stezeniach wapnia keratynocyty
formujg pojedyncza warstwe, w wyzszych (1,2 mM) uwarstwiajg sie w ciggu 24
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godzin. Wykazano, ze jest to zwigzane z reorganizacjg sktadnikow desmosomalnych
[46]. Po dodaniu wapnia glikoproteiny i biatka ztgcz komoérkowych zaczynajg sie
pojawia¢ na brzegu komorki. Stratyfikacja pojawia sie w wyniku zatamania sie
desmosoméw na powierzchniach lateralnych i odtwarzaniu na powierzchniach kon-
taktu pomiedzy komdrkami bazalnymi i suprabazalnymi, a nie przez przeorgani-
zowanie istniejacych desmosomoéw. Badania ilosci i rozmieszczenia aktyny i zwia-
zanych z nigbiatek (gelsolina, winkulina, talina, a-aktynina) wykazaty istotne réznice
w komdrkach poszczegblnych warstw [21]. Ostatnio pojawity sie réwniez doniesienia
0 mozliwosci hodowania komorek mieszkéw wtosowych. Dotad przeszczepy wyho-
dowane in vitro pozbawione byty zaréwno wioséw, jak i gruczotéw potowych i
fojowych. Doswiadczenia na myszach pokazaty, ze udaje sie utrzymywac przy zyciu
1namnazac te komorki in vitro, a po wszczepieniu przyjmuja sie i wyrastaja z nich
normalne wiosy [22,25,47].

Hodowle komdrek naskdrka i skéry mozna takze wykorzysta¢ do badan waznych
dla medycyny np. badania kanatow lateralnej dyfuzji w stratum corneum za pomoca
z0kcieni lucyferowej. Barwnik ten znaczy drogi metaboliczne dla ruchu w plasz-
czyznie btony matych czastek, w tym réwniez o potencjalnej waznosci, jak np. leki
lub niektore patogeny [23]. Mozna takze bada¢ mechanizmy adherencji drobnoustro-
jow mogacych wywotywaé zakazenia skory i dziatanie lekow na te drobnoustroje, a
takze testowac nowe leki.

Prowadzenie kokultur komorek skéry rowniez dostarcza istotnych informacji i
wskazéwek [4, 11, 39, 41]. Rany zamykane substytutami skory byty pierwotnie
niepigmentowane. Okazuje sie, ze przez dodanie melanocytéw do hodowli komérek
przeszczepianej skory osiggnieto normalng pigmentacje po zagojeniu. Badania labo-
ratoryjne potwierdzity, ze niezréznicowane keratynocyty kontrolujg wzrost, morfolo-
gie i ekspresje antygenow melanocytow podczas kontaktu komorka-komorka (mela-
noma moze by¢ w Swietle tych badan wynikiem utraty kontaktu melanocytow z
niezréznicowanymi keratynocytami) [4, 7,41]. Zaobserwowano réwniez, ze keraty-
nocyty wykazuja Sciste uorganizowanie w kontakcie z komoérkami tluszczowymi
podczas kokultywacji z preadipocytami [26]. Model naskérkawyhodowanego invitro
moze by¢ tez uzyteczny do badania unaczyniania (np. rogéwki oka). Opisano do-
$wiadczenia wskazujace, ze formowanie kapilaropodobnych struktur przez komérki
kapilar nabtonkajest zalezne od obecnosci pozakomérkowej macierzy produkowanej
przez keratynocyty [27]. Pewien wptyw maréwniez stopieri wilgotnosci srodowiska
- wranach pokrytych adhezywnym poliuretanem rozwéj naczyn zachodzit w bardziej
uporzadkowany sposob, a procent catkowitej powierzchni pokrytej przez naczynia
byt wiekszy niz w ranach suchych, pokrytych suchg gazg i eksponowanych na
powietrze [8].
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IV.2. Skéra wyhodowana in vitro

Odpowiedz biologiczna 2 cm LSE wykazuje liczne podobienstwa do naturalnej
ludzkiej skdry. Mozna zatem testowaé rézne czynniki chemiczne mogace powodowac
podraznienia skory lub rogowki oka i oceniac ich toksycznos¢ przez badanie zalezne-
go od dawki uwalnianiaprozapalnych mediatoréw: prostaglandyny E2, prostacykliny,
interleukiny 1 w poréwnaniu do znanych "podrazniaczy" jak np. SDS [12]. Mozna
sprawdzac przepuszczalno$¢ i mechanizmy przezskdrnej absorbcji dlaréznych zwia-
zk6éw chemicznych: wody, kofeiny, hydrokortyzonu, estradiolu, testosteronu, kwasu
benzoesowego. Mozna testowac substancje state, nierozpuszczalne w wodzie, ciecze,
emulsje i kremy miejscowo aplikowane na wyeksponowang na powietrze powierzch-
nie. W wiekszosci przypadkdéw organotypowe hodowle skdry sg bardziej przepusz-
czalne niz naturalna, dojrzata skéra ludzka [3,13,16,21].

Na tym modelu mozna poréwnywac proliferacje i réznicowanie prawidtowych i
nowotworowo zmienionych komérek, np. komorek linii karcinoma A431, a takze
wptyw réznych zwigzkow nate procesy [20,30]. Bada sie produkty wydzielane przez
komorki, ekspresje genéw w poszczeg6lnych stadiach rozwoju i wiele réznych
czynnikéw [35, 36]. W niektdrych krajach LSE zostaty dopuszczone zamiast testow
wykonywanych dotychczas na zwierzetach, np. w USA do okreslenia czasu "catko-
witego zniszczenia tkanki", ktdra to cecha decyduje o zaliczeniu substancji zracych
do okreslonej grupy zagrozenia podczas transportu (test Corrositex firmy In Vitro
International) [14].
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WPROWADZANIE CZASTECZEK DO KOMOREK
W DRODZE ODWRACALNEJ PERFORACJI BLON

LOADING OF CELLS WITH MACROMOLECULES
BY REVERSIBLE PERFORATION OF PLASMA MEMBRANE

Wiodzimierz KOROHODA, Zbigniew MADEJA

Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakdw

Streszczenie: W artykule przedstawiono mozliwosci wprowadzania czasteczek do komdrek w
drodze odwracalnej perforacji bton. Oméwiono metody permeabilizacji bton w wyniku dziatania:
szoku osmotycznego, wirusow, toksyn, substancji syntetycznych, ATP, mechanicznego uszkadza-
nia btony przez kulki szklane oraz odwracalng internalizacje bton przez wywotane siarczanami
zaokraglanie sie komorek.

Stowa kluczowe: wprowadzanie makroczasteczek do komorek, perforacja bton, cytometrig obra-
zowa.

Summary: In the paper are discussed methods of cell loading with macromolecules by reversible
perforation of plasma membrane. Cells can be reversibly permeabilized by osmotic shock, viruses,
toxins, synthetic substances and ATP. Reversible, mechanical injury of plasma membrane permits
introducing macromolecules directly into cytoplasmic matrix whereas cell rounding stimulates fast,
bulk endocytosis.

Key words: cell-loading technique, membrane perforation, image cytometry.

Integralno$¢ struktury i funkcji btony komérkowej jest warunkiem homeostazy
komadrkowej i zdolnosci komérek do regulacji metabolizmu. Wiele czesto stosowa-
nych testow witalno$ci komorek, takich jak: testy ekskluzji ujemnie natadowanych
barwnikdéw (zielen lizaminowa lub b¥ekittrypanu wzglednie bromek etydyny), atakze
testdw zwigzanych z okreslaniem wyciekania z cytoplazmy enzymoéw (np. test z
dwuoctanem fluoresceiny) w rzeczywistosci sprowadza sie do badania funkcji bton
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komarkowych. Zniszczenie struktury btony najej wzglednie duzym obszarze prowa-
dzi do wyciekaniazkomérek nukleotydow, enzyméw anawet kwaséw nukleinowych.
Rownoczesnie zachodzi niekontrolowany naptyw do komorki jonow, przede wszyst-
kim wapniowych, co prowadzi do aktywacji kinaz biatkowych i enzymoéw pro-
teolitycznych, a w koncowym wyniku do lizy komdrki. Zewnetrzne stezenie jonéw
wapniowych (ok. 2 x 1CT3M) jest zwykle ok. dziesie¢ tysiecy razy wieksze niz ich
stezenie w cytoplazmie (ok. 1CT7M) [3, 20,22].

Komérka zachowujac integralno$¢ btony plazmatycznej broni sie przed zbyt
wielkimi zmianami w $rodowisku, mogacymi zaktdci¢ jej funkcje. Obce makro-
czasteczki, np. biatka, wielocukry lub kwasy nukleinowe, jesli wnikajg do cytoplazmy
w drodze endocytozy, pozostajg w endosomach, oddzielone btong od macierzy
cytoplazmatycznej. Do macierzy wnikajg dopiero produkty degradacji tych makro-
czagsteczek.

W biologii molekularnej, komorkowej i biotechnologii czesto spotykamy sie z
potrzebg wprowadzenia do macierzy cytoplazmatycznej komérki eukariotycznej czg-
steczek zwigzkdw, ktére do niej normalnie nie wnikaja. W terapii genowej wzglednie
w inzynierii komoérkowej zachodzi potrzeba wprowadzenia do cytoplazmy frag-
mentéw obcego DNA lub RNA i obcych dla komérki biatek, pomijajac procesy
endocytozy. Rowniez w wielu badaniach z zakresu biologii komérki wprowadza sie
do cytoplazmy biatka znakowane fluorescencyjnie, fluorescencyjne wskazniki ste-
zenia jondw (np. wapniowych, magnezowych, potasowych, wodorowych), wzgle-
dnie fluorescencyjnie znakowane sondy dla mRNA okres$lonych biatek [8,9,10,14].

Opracowano wiele rozmaitych metod wprowadzania makroczgsteczek oraz barw-
nikdw do macierzy cytoplazmy, czesto z pominieciem endocytozy. Do najczesciej
stosowanych naleza:

a) mikroiniekcja za pomocg mikropipet [5,13];

b) elektro- i ontoforeza i elektroporacja bton - wprowadzanie czasteczek obda-
rzonych fadunkiem elektrycznym z wykorzystaniem pradu elektrycznego [7,8];

c) wprowadzanie barwnikéw, normalnie nie przenikajacych przez btony, w formie
ich acylowych pochodnych; po odszczepieniu taricuchéw acylowych przez wew-
natrzkomorkowe esterazy barwniki zostajg uwiezione w cytoplazmie;

d) wprowadzanie makroczagsteczek w krysztatach pirofosforanéw; po ich wni-
knieciu do komorki w drodze endocytozy btona endosomu zostaje zniszczona, gdy
pod wptywem kwasnego odczynu po potgczeniu endosomdw z lizosomami zostajg
rozpuszczone pirofosforany wapnia i lokalnie wzrasta stezenie jonéw wapniowych, a
makroczasteczki wnikajg do macierzy cytoplazmy (metoda ta zostata wykorzystana
w badaniach onkogenéw);

e) putapkowanie czasteczek w cieniach erytrocytow lub w liposomachi fuzjowanie
cieni lub liposomoéw z komdrkami (metody te zostaty opisane w arykule M. Michalik
w tym tomie);

f) odwracalna permeabilizacja i perforacja bton komérkowych.
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Artykut niniejszy jest poswiecony metodom wymienionym tutaj jako ostatnie, tzn.
metodom zwigzanym z kontrolowang podczas doswiadczeniaperforacjg bton komor-
kowych. Metody te sg coraz czesciej wykorzystywane w rozmaitych badaniach z
zakresu biologii komérki, genetyki i biotechnologii. Odznaczajg si¢ prostota, wyma-
gaja bardzo mato czasu i moga by¢ stosowane z powodzeniem do wprowadzania
zarébwno barwnikéw i zwigzkéw o masie od kilkuset do kilku tysiecy Da, jak i
makroczasteczek o masie od kilkudziesieciu do kilku tysiecy kDa réwnoczes$nie do
duzej liczby komorek. Ich wada byta trudno$é okreslenia ilosci substancji wpro-
wadzonej do komorki oraz fakt, ze rozmaite komérki tej samej populacji zostaja
obtadowane w réznym stopniu badang substancjg. Ograniczenie to w znacznym
stopniu stracito naznaczeniu w ostatnich kilku latach w wyniku wprowadzenia metod
obrazowej cytometrii (ang. image cytometry) umozliwiajacej okreslenie ilosci sub-
stancji wprowadzonejdo pojedynczych komorek, jesli badana substancjajest wyzna-
kowana fluorescencyjnie lub ma charakterystyczne maksima absorbcji Swiatta w jego
widzialnym zakresie.

l. PERMEABILIZACJA BLON
W DRODZE SZOKU OSMOTYCZNEGO

Wykorzystywanie szoku osmotycznego do wprowadzania do komorek substancji,
ktére normalnie nie przenikaja przez btony, nalezy do najstarszych metod perme-
abilizacji bton. Juz w 1978 r w pracowni Pardee [4] wykazano, ze komo6rki BHK
21/cl3 mozna uczyni¢ odwracalnie przepuszczalnymi dla nukleotydéw i biekitu
trypanu przez inkubacje w hipertonicznym $rodowisku, w pozywce Eagle’a MEM
(minimal essential medium) bez surowicy, zawierajacej 4,2 g NaCl w 100 ml ptynu
(piec razy wiecej niz w normalnej pozywce). W tych warunkachpo 40-50 min w 37°C
ok. 95% komorek byto zabarwionych btekitem trypanu. W komorkach tych zacho-
wana byta synteza DNA i RNA. W obecnosci hydroksymocznika nastepowato zaha-
mowanie syntezy DNA, ktérg mozna byto przywr6ci¢ dodajac znakowanych trytem
deoksynukleotyddw. Takze trifosforan arabinozydu cytozyny nie wnikat do komdrek
w kontrolnych warunkach, natomiast hamowat synteze DNA i zabijat komorki per-
meabilizowane. Komorki inkubowane w $rodowisku hipertonicznym po przenie-
sieniu do izotonicznego srodowiska uszczelniaty swe btony i byty zdolne do podjecia
WZrostu.

Srodowisko hipertoniczne wykorzystywano takze do wprowadzania biatek do
komorek BHK 21, mysich fibroblastdw i komarek mysiej erytroleukemii. Inkubujac
komérki w hipertonicznym plynie z glicerolem (1,2 M), a nastepnie w plynie z
L-lizofosfatydylocholing (75 pg/ml) mozna byto wprowadzi¢ do komorek peroksy-
daze z chrzanu (45 kDa), toksyny dyfterytu (21 kDa) i przeciwciata przeciwko
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antygenom SV 40T. Wcze$niejsza inkubacja komorek w hipertonicznym roztworze
glicerolu wg Nomury i wsp. [19] chronita komorki przed zniszczeniem podczas
trwajacej 10 minut inkubacji w obecnosci lizofosfatydylocholiny i wprowadzanych
do komorek biatek. Okoto 20% komérek tak permeabilizowanych i zabarwionych
btekitem trypanu okazywato sie zdolnymi do podjecia wzrostu po przeniesieniu do
warunkoéw kontrolnych.

II. PERFORACJA BLON PRZEZ WIRUSY, TOKSYNY
I SUBSTANCJE SYNTETYCZNE

Najczesciej stosowanym wirusem do perforacji bton jest wirus Sendai, wyko-
rzystywany takze do fuzjowania komdrek. Stosowane sg réwniez niektére para-
myksowirusy, wirus choroby Newcastle, wirusy grypy. Sposrod toksyn czesto sto-
sowane sg toksyny gronkowca ztocistego, toksyny z Entamoeba histolytica wywo-
tujgcej czerwonke oraz toksyna wytwarzana przez pszczoty - melittina [1, 11,12,-
17,18]. Z syntetycznych zwiazkéw wykorzystuje sie poli-L-lizyne, detergenty (np.
TritonX 100), nystatyne (te ostatnig tylko do komdrek zwierzecych zawierajagcych w
btonach zwiazki sterolowe). Wymienione powyzej czynniki uzywane sg zazwyczaj
do wprowadzania do komoérek barwnikéw o masie ponizej 1 kDa w $rodowisku o
niskim stezeniu jonéw wapniowych (ponizej 10 pM). Przeniesienie komérek do
ptyndw zawierajacych jony wapniowe w stezeniu 0,5-2 mM hamuje perforacje bton
i powoduje ich uszczelnienie [20].

l1l. PERMEABILIZACJA BLON PRZEZ POZAKOMORKOWY
ADENOZYNOTRIFOSFORAN (ATP)

Jednym z fizjologicznych czynnikéw umozliwiajacych permeabilizacje bton jest
pozakomorkowy ATP4- (2 mM) w $rodowisku zasadowym (pH 8-8,5) w tem-
peraturze 37°C. W tych warunkach do cytoplazmy, np. makrofagéw, wnikajg fluo-
rescencyjne barwniki, np. zotcien lucyferowa i Fura-2 (831 Da). Dziesieciominutowa
inkubacjawystarcza do obtadowaniakomdrek wymienionymi barwnikami, akomarki
te po przeniesieniu do pozywki kontrolnej zachowuja petng zywotnos¢ [15,21,26,27].
Jak donies$li Siti wsp. [24,25], pozakomorkowy ATP moze wywotywac odwracalne
zaokraglanie sie ludzkich hepatocytéw, czemu towarzyszg zmiany przepuszczalnosci
bton plazmatycznych dla elektrolitow. Efekt ATP na ksztatlt komérek okazat sie
zalezny od kinazy biatkowej C i mogt by¢ hamowany przez staurosporyne.
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V. ODWRACALNA INTERNALIZACJA BLON
PRZEZ WYWOLANE SIARCZANAMI ZAOKRAGLANIE SIE
KOMOREK

W obecnosci jonow s04°" nastepuje zaokraglanie sie komdrek i odrywanie sig ich
od podtoza. Towarzyszy temu wzrost stezenia 1,2-diacyloglicerolu (DAG) i 1,4,5-tri-
fosforanu inozytolu (IP3), wzrost aktywnosci kinazy biatkowej C (PKC), wzrost pH
cytoplazmy (alkalizacja) oraz gwattowna internalizacja bton [2, 23]. Gwattowna
endocytoza prowadzi do internalizacji podczas kilku minut duzej ilosci fluorescen-
cyjnie znakowanych makromolekut o masie 2 MDa i wiekszej. Metoda ta, opra-
cowana w latach dziewieédziesigtych, wcigz jest udoskonalana i prawdopodobnie w
potgczeniu z putapkowaniem makromolekut w krysztatach pirofosforanu wapnia
bedzie wykorzystywana do wprowadzania do macierzy cytoplazmatycznej duzych
fragmentdw DNA i duzych biatek.

V. ODWRACALNA PERFORACIJA
BLON PRZEZ MECHANICZNE USZKADZANIE

Podczas odrywania komorek od podtoza statego, szkta lub plastyku zaréwno za
pomocg enzymOw (trypsyny, pronazy lub kolagenazy), jak i mechanicznego od-
rywania guma silikonowa (tzw. ang. rubber police-man) z komérek wyciekaja jony,
aminokwasy i nukleotydy [6]. Zjawisko to wykorzystano do wprowadzania do ko-
morek makromolekut przez mechaniczne wywotywanie "ran" w btonach plazmaty-
cznych komérek. McNeil i wspo6tpracownicy wykorzystali to zjawisko do wpro-
wadzania makroczasteczek do komorek podczas ich odrywania od podtoza gumg
silikonowa [16]. PézZniej autorzy ciudoskonalili te metode i perforowali komorki nadal
przyczepione do podtoza statego wykorzystujac kulki szklane, takie jakich uzywa sie
jako nos$nikéw do hodowli komérek prawidtowych w biotechnologii (por. art. J.
Drukaty i J. Sroki w tym tomie). Stosujgc kulki o $rednicy 450 pm mozna byto
wprowadzaé do komorek barwniki fluorescencyjne. Do okreslenia wydajnosci perfo-
racji i wielkosci porow w btonie wykorzystuje sie znakowane fluorescencyjnie de-
kstrany o znanych masach czasteczkowych. Stosujac te metodyke wykazano, ze
mozna byto obtadowywac¢ komorki dekstranem o masie 150 kDa zachowujac petng
zywotno$é komorek [16]. Autorzy tego krétkiego przegladu stosujg te metode do
wprowadzania makromolekut do komdrek podczas ¢wiczen ze studentami, wyko-
rzystujac przy tym rozmaite komorki rosngce na podtozach statych. Jak stwier-
dziliSmy, metoda ta pozwala na obtadowanie komdrek (nawet komorek nabton-
kowych, do ktérych trudno wprowadza¢ makromolekuty innymi metodami) aktyna
znakowana fluorescencyjnie i rozmaitymi barwnikami nie wnikajacymi do komérek
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w warunkach kontrolnych. Wadg tej metody, umozliwiajgcej szybkie obtadowanie
catych populacji komérek w hodowli badanymi makroczasteczkami, byta trudnosc¢
okresleniailosci substancji wprowadzanych do pojedynczych komérek i duze roznice
w stopniu obtadowania miedzy poszczeg6lnymi komorkami. Ograniczenieto stato sie
w ostatnich dwoch latach mato istotne, gdyz techniki obrazowej cytometrii umozli-
wity rownoczesne $ledzenie wielu komérek i okreslanie w kazdej z nich ilosci
wprowadzonej substancji wzglednie ilorazowe okre$lenie badanych substancji fluo-
rescencyjnymi wskaznikami.

ZAKONCZENIE

Wymienione wtym artykule metody prawdopodobnie nigdy nie bedg mogty zosta¢
zastosowane w terapii in vivo, w przeciwienstwie do metod, w ktérych wykorzystuje
sie fuzje z proteoliposomami do wprowadzania biatek i kwasow nukleinowych do
okreslonych komérek w organizmie (por. art. M. Michalik w tym tomie). Jednak ze
wzgledu na prostote i bardzo duzg wydajno$¢, metody odwracalnej perforacji bton
moga okaza¢ sie bardzo przydatne w badaniach podstawowych oraz w inzynierii
komorkowej wykorzystywanej w biotechnologii. Ograniczenia tych metod, ktore
spowodowaty, ze nie byly one zbyt czesto wykorzystywane, tracg w ostatnich kilku
latach na znaczeniu w wyniku wprowadzania obrazowej cytometrii.
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DO KOMOREK PRZEZ FUZJE Z LIPOSOMAMI
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INTRODUCTION OF MACROMOLECULES INTO CELLS
BY ERYTHROCYTE GHOST MEDIATED FUSION
AND LIPOSOME FUSION

Marta MICHALIK

Zaktad Biologii Komorki Instytutu Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw

Streszczenie: Przedstawiono metody wprowadzania makroczasteczek do komaérek, z minimalng
degradacja tych czasteczek w procesie endocytozy, przez fuzje komaérek z cieniami erytrocytow i
liposomami. Omoéwiono metody obtadowywania cieni erytrocytow makroczasteczkami oraz fuzje
tych cieni zkomdrkami docelowymi. Opisano r6zne metody wytwarzania sztucznych pecherzykéw
fosfolipidowych i putapkowania w nich aktywnych biologicznie makroczasteczek, a takze metody
wybiodrczego wigzania liposomow z komérkami docelowymi, ich skutecznej fuzji z komérkami
oraz uwalniania makroczasteczek do cytoplazmy. Zaprezentowano zastosowanie obu metod wpro-
wadzania makroczasteczek przez fuzje do komorek w hodowlach invitro i in vivo oraz perspektywy
ich wykorzystania.

Stowa kluczowe: fuzja, cienie erytrocytéw, liposomy, wprowadzanie makroczasteczek.

Summary: Two methods of introduction of macromolecules into cells, without degradation of
molecules by endocytosis, such as red blood cell ghost mediated fusion and liposome fusion were
presented. The methods of trapping macromolecules in erythrocyte ghosts and their subsequent
fusion with the target cells were discussed. Different methods of making artificial phospholipid
vesicles and encapsulation of biologically active molecules as well as methods of preferential
binding of liposomes to the target cell, their effective fusion and the liposome delivery of the
aqueous contens of the vesicles to the cell cytoplasm have been described. The practical use and
future prospects of both methods of fusion mediated delivery of macromolecules into cells in vitro
and in vivo were discussed.

Key words: fusion, erythrocyte ghost, liposome, introduction of macromolecules.
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l. WSTEP

Badania z zakresu biologii molekularnej, biologii komorki i biotechnologii wyma-
gajaczesto wprowadzaniamakroczasteczekdo cytoplazmy komorek eukariotycznych
z minimalng degradacja tych czasteczek w procesie endocytozy. Dlatego w wielu
pracowniach podjeto préby opracowaniaréznych metod skutecznego wprowadzania
do komorek makroczasteczek. W poprzedzajgcym artykule W. Korohoda i Z. Madeja
przedstawili metody wprowadzania makroczasteczek wykorzystujgce odwracalng
perforacje bton komérkowych. W tym artykule omdwione zostang metody wyko-
rzystujace fuzje komorek z cieniami erytrocytow i liposomami obtadowanymi ma-
kroczasteczkami.

Il. WPROWADZANIE MAKROCZASTECZEK DO KOMOREK
PRZEZ FUZJE Z CIENIAMI ERYTROCYTOW

Metode te po raz pierwszy zastosowat Furusawa i wsp. [25] do wprowadzenia
zewnatrzkomoérkowych biatek (hemoglobiny) do pojedynczych komérek w hodo-
wanej in vitro linii owodniowych fibroblastéw ludzkich. Autorzy wykazali, ze nie
majgce jader ani cytoplazmy cienie ludzkich erytrocytow tatwo fuzjujaz tibroblastami
w obecnosci wirusa Sendai (HVJ). Jak wykazano wczesniej, do cieni erytrocytéw
ssakow mozna stosunkowo tatwo wprowadza¢ czasteczki roznych biatek o masie
czasteczkowej do 180 kDa [46], co wskazuje, ze cienie erytrocytow moga byc¢
doskonatym narzedziem do wprowadzania do komdrek zewnatrzkomérkowych sub-
stancji [25]. Od konca lat siedemdziesigtych zaczeto metode te wykorzystywacé w
wielu pracowniach do wprowadzania rozmaitych makroczasteczek (biatek, wielo-
cukrow, DNA, RNA) do komérek docelowych zaréwno prawidtowych, jak i nowo-
tworowych [7,58, 71,92,108].

Metoda wprowadzania makroczasteczek do komorek przez fuzje z cieniami ery-
trocytow obejmuje dwa zasadnicze kroki:

1) zamykanie makroczasteczek we wnetrzu cieni erytrocytow [ang. entrapping -
putapkowanie];

2) fuzjowanie cieni erytrocytéw, z zawartymi w ich wnetrzu makroczasteczkami,
z komdrkami docelowymi (rys. 1).

ILI. Zamykanie makroczasteczek we wnetrzu cieni erytrocytéw

Zamykanie makroczasteczek w cieniach erytrocytéw (putapkowanie) przepro-
wadza sie umieszczajgc w roztworze hypotonicznym mieszaning erytrocytow i ma-
kroczasteczek, ktore majg by¢ wprowadzone do komérek. Zachodzi wéwczas he-
moliza erytrocytow, w btonach erytrocytéw tworzga sie pory o Srednicy 200-500 A,
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Rys. 1. Schemat wprowadzania makroczasteczek do komaorek za posrednictwem cieni erytrocytow:
A - zamykanie makroczasteczek we wnetrzu cieni erytrocytéw; B - wigzanie cieni erytrocytéw z
komorkami docelowymi, ich fuzja i uwolnienie makroczasteczek do macierzy cytoplazmatycznej

hemoglobina jest uwalniana z komérek, a do cieni erytrocytéw dyfundujg makro-
czasteczki obecne w roztworze. Przeniesienie mieszaniny cieni erytrocytow i ma-
kroczasteczek do roztworu izotonicznego powoduje “zasklepienie" cieni erytrocytow
z zawartymi w ich wnetrzu makroczasteczkami [46, 56, 108]. Stezenie makro-
czasteczek w cieniach erytrocytow jest wprost proporcjonalne do stezenia tych cza-
steczek w roztworze hypotonicznym, przy czym mniejsze czasteczki sg tatwiej pu-
tapkowane niz czasteczki o wiekszej masie czgsteczkowej. Yamaizumi i wsp. anali-
zujac wprowadzanie do cieni ludzkich erytrocytow czasteczek biatek o réznych
masach czasteczkowych wykazali, ze czasteczki ludzkiej immunoglobuliny G (1gG
- 150kDa), albuminy surowicy bydlecej (B SA-67 kDa) i fragment A toksyny btonicy
(20 kDa) byty putapkowane do cieni erytrocytéw w stezeniu odpowiednio 33, 50 i
100% stezenia wyjsciowego czasteczek w roztworze [108]. Przy stezeniu zawiesiny
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8x106 czgsteczek niehistonowego biatka jagdrowego z grasicy cielecej (HMG1 -ang.
high mobility group 1) o masie czast. 26 kDa, 2x106czasteczek BSA (67 kDa), 8x105
IgG (150 kDa) i tylko 105 czasteczek ferrytyny (450 kDa). 1lo$¢ zaputapkowanych
czasteczek biatek malata wraz ze wzrostem ich masy czasteczkowej. Biatka 0 masie
wiekszej niz 500 kDa nie byty w ogdle putapkowane do cieni erytrocytow. Mate
czasteczki kwasow nukleinowych: tRNA, mRNA oraz DNA do ok. 400 bp mogty by¢
wprowadzane do cieni erytrocytéw w ilosci 5x104 czast./komérke. Wykazano row-
niez, ze zamykanie biatek w cieniach erytrocytéw zachodzi z wieksza wydajnoscia,
gdy w roztworze hypotonicznym obecne sg kwasne aminokwasy [108].

Opisana metoda putapkowania makroczasteczek do cieni erytrocytow, jakkolwiek
umozliwiawprowadzanie do komoérek biologicznie aktywnych czasteczek, jestjednak
mato wydajna do wprowadzania biatek o0 masie czasteczkowej powyzej 500 kDa lub
kwasoéw nukleinowych powyzej 1 kb. Tak duze czgsteczki mozna wprowadzaé do
whnetrza bton erytrocytow przez przygotowanie mieszaniny wybranych czasteczek z
izolowanymi btonami erytrocytdw lub erytrocytami w obecnosci niejonowego deter-
gentu w stezeniu wyzszym niz krytyczne stezenie micelizacji (np. przy zastosowaniu
oktyloglukozydu - ponad 26 mM). Nastepnie mieszanine te rozciencza sie 7-krotnie
izotonicznym roztworem PBS i odwirowywuje utworzone pecherzyki blon. W tej
preparatyce ilos¢ makroczasteczek zawartych w powstatych pecherzykach nie jest
proporcjonalna do stezenia tych czasteczek w zawiesinie wyjsciowej ijest zazwyczaj
niska, od 3% do 15%. Stosujac odpowiednio duze wyjsciowe stezenie wprowadza-
nych makroczasteczek moznajednak uzyskaé zadowalajace ilosci zaputapkowanych
w cieniach erytrocytow czasteczek biatek, wielocukréw lub kwaséw nukleinowych
[108].

I1.2. Fuzja cieni erytrocytow z komdrkami

Fuzjowanie cieni erytrocytow z komoérkami docelowymi wywotywano zazwyczaj
HVJ (wirusem Sendai) w $rodowisku o pH 7,0-7,8 [25,56,108]. Wykazano, ze aby
maksymalnie ograniczy¢ zespalanie komdrek docelowych miedzy sobg i uzyskac
wysokga skutecznos$¢ wprowadzania makroczasteczek z cieni erytocytow do komérek,
nalezy tak dobraé stezenie cieni erytrocytéw, aby byto ono ponad 100 razy wieksze
niz komarek docelowych. Stezenie HVJ (wirusa Sendai) powinno wynosi¢ 500-1000
HAU/mI [56, 108]. W takich warunkach ponad 90% komoérek réznego typu ulega
fuzjowaniu z cieniami erytrocytow. Jedynie leukocyty nie fuzjujg z cieniami ery-
trocytow w obecnosci wirusa Sendai, ale zespalanie tych komérek mozna wywotaé
glikolem polietylenowym (PEG) lub PEG w potgczeniu z poliargining lub lektyng
[108]. Glikol polietylenowy najlepiej stosowac w stezeniu ponad 25% [42]. Dobrymi
czynnikami wywotujacymi luzje komdrek roznych typow z cieniami erytrocytéw in
vitro, okazaty sie rowniez inne wirusy np. wirus grypy, VSV (Vesicular Stomatitis
Virus), SFV (Semliki Forest Virus) [116].
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W obecnosci wirusa Sendai lub glikolu polietylenowego moznarowniez fuzjowac
komarki w hodowlach in vitro z pecherzykami bton erytrocytarnych, w ktorych
zamkniete sg czasteczki o masach czagsteczkowych powyzej 500 kDa. Pozwala to na
wprowadzanie "duzych" makroczasteczek do wybranych komorek, ale wydajnosé tej
metody wynosi tylko ok. 10% [52]. Tak niska wydajno$¢ fuzji spowodowana jest
"wyptukaniem" z bton erytrocytéw lipiddw, podczas traktowania ich niejonowym
detergentem przy wprowadzaniu makroczasteczek. Aby zwiekszy¢ czestotliwosé
fuzjowania takich pecherzykéw erytrocytarnych i komoérek docelowych Kaneda i
wsp. przeprowadzili najpierw zespalanie cieni erytrocytow, z zaputapkowanymi
makroczasteczkami, z liposomami zawierajgcymi gangliozydy w swych btonach
(czynnikiem fuzjujacym byt HVJ), a nastepnie z komoérkami docelowymi. Uzyskali
wprowadzenie czasteczek duzych biatek, np. znakowanej fluorescencyjnie IgM
(FITC-IgM) do rozmaitych komorek docelowych (mysie komorki Ltk- i EAT, cho-
micze CHO-K1, ludzkie HelLa-S3) i wykazali, ze opisang metodg mozna wprowadzac
do komoérek czasteczki DNA do wielkosci ok. 15 kbp oraz czasteczki biatek o masie
czasteczkowej ponad 500 kDa z wydajnoscig prawie 100% [52].

DNA byto réwniez wprowadzane do komorek z wykorzystaniem cieni erytrocy-
téw przy zastosowaniu innej metody. Zawiesina DNA byta mieszana z cieniami
erytrocytow lub erytrocytami, a nastepnie mrozona i rozmrazana. Utworzone cienie
erytrocytow z zawartymi wewnatrz czasteczkami DNA byty nastepnie fuzjowane z
komorkami w obecnosci wirusa HVJ lub PEG [47].

IL3. Zastosowanie fuzji cieni erytrocytéw
do wprowadzania makroczasteczek do komorek

W drodze fuzji cieni erytrocytow zkomdrkami docelowymir6zne makroczasteczki
(najczesciej biatka) sa wprowadzane do wielu typéw komoérek. Wprowadzanie do
komoérek odpowiednio znakowanych biatek umozliwito badanie funkcji i lokalizacji
wielu wewnatrzkomdrkowych sktadnikéw komdrki, stabilnosci biatek wewnatrz ko-
morki oraz wewnatrzkomérkowego mechanizmu transportu niektérych biatek.
Yamaizumi i wsp. wykorzystali te metode, aby wykaza¢ wewnatrzkomorkowg neu-
tralizacje aktywnosci enzymatycznej fragmentu Atoksyny btonicy przez przeciwciato
przeciwko temu fragmentowi A [108]. Doxsey i wsp. badali funkcje klatryny, wpro-
wadzajac do komérek CV-1, w drodze fuzji cieni erytrocytéw z tymi komorkami,
monoklonalne przeciwciata przeciw klatrynie. Wykazali, ze biatko to w komoérkach
CV-1 jest zaangazowane w procesie endocytozy, zaréwno w endocytozie receptoro-
wej jak i endocytozie fazy ptynnej [16]. W pracowni T. Uchidy wykorzystywano
wprowadzanie do komdrek za posrednictwem cieni erytrocytow biatek jadrowych,
takich jak neoplazmina lub niehistonowe chromosomowe biatko z watroby szczura
wzglednie HMG1 z grasicy cielecej do badania mechanizmu transportu tych biatek.
Wykazano, ze wprowadzona do cytoplazmy komérek ssakéw w hodowli in vitro
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jadrowa neoplazmina z oocytow ropuchy afrykanskiej Xenopus leavis jest aktywnie
transportowana do jader tych komérek [107].

Najwazniejsze zalety przedstawionej metody wprowadzania makroczasteczek do
komorek poprzez fuzje z cieniami erytrocytdw to prosta metodyka nie wymagajgca
skomplikowanej aparatury, mozliwo$¢ réwnoczesnego wprowadzania makroczas-
teczek do wielu rodzajow komorek in vitro oraz tatwos¢ ilosciowych badan i stan-
daryzacji jednostkowych porcji wprowadzanych makroczasteczek.

I1.  WPROWADZANIE MAKROCZASTECZEK
DO KOMOREK PRZEZ FUZJE Z LIPOSOMAMI

Druga metoda, ktéra umozliwia wprowadzanie makroczasteczek do komorek za
posrednictwem fuzji, wykorzystuje sztuczne pecherzyki fosfolipidowe, tzw. lipo-
somy. Chociaz liposomy, zaréwno jedno (ang. small unilamellar vesicles- SUV), jak
i wielowarstwowe (ang. multilamellar vesicles - MLV), od dawna byly wyko-
rzystywane do badan struktury i funkcji bton plazmatycznych [73], nie umiano ich
skutecznie wykorzystywaé do putapkowania makroczasteczek. Dopiero wprowa-
dzenie z koricem fat siedemdziesigtych metod wytwarzania duzych liposomdw (‘ang.
large unilamellar vesicles - LUV) o $rednicy 0,2-4,0 pm, w ktérych hydrofitowe
wnetrze otoczone jest jedng btong lipidowa, dato mozliwos¢ wykorzystania ich do
wprowadzania do komoérek makroczasteczek w biologicznie aktywnej formie, za-
rowno do komérek w hodowlach in vitro, jak i in vivo [14, 22, 23,41, 69, 80].

Metoda wprowadzania do komoérek makroczasteczek za posrednictwem lipo-
somow wymaga:

1) skutecznego wprowadzenia makroczasteczek (gendéw) do liposomow, tzw.
putapkowania makroczasteczek, bez utraty ich aktywnosci biologicznej  [ang.
encapsulation],

2) wybidérczego zwigzania liposomow z komérkami docelowymi,

3) zachodzacej z wysoka wydajnoscig fuzji liposomow z komdrkami docelowymi
i uwolnienia wprowadzanych makroczasteczek do cytoplazmy komorki docelowej,
a gdy wprowadzanymi makroczasteczkami sg geny:

4) doktadnej i efektywnej ekspresji wprowadzonej informacji genetycznej (rys. 2).

Ill. 1. Wprowadzanie makroczgsteczek do liposomow - putapkowanie

Opracowano kilka odmiennych metod wytwarzania liposoméw i putapkowania
w nich makroczasteczek, przede wszystkim genow, ktore maja by¢ przenoszone do
komorek:

a) metoda dializy detergentu,
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b) metoda odparowywania odwrdconej fazy [ang. reverse phase evaporation -
REV],
c) metoda chelatowania Ca+ -EDTA.

DLI.a. Metoda dializy detergentu

Jedna z wcze$niej opracowanych metod putapkowania makroczasteczek do lipo-
somOw oparta byta na mieszaniu fosfolipidéw rozpuszczonych w buforze zawie-
rajagcym detergent z zawiesing makroczasteczek, ktére miaty by¢ putapkowane. Gdy
stezenie uzytego detergentu byto nizsze od krytycznego stezenia micelizacji, naste-
powato spontaniczne formowanie pecherzykow fosfolipidowych zawierajacych we-
whnatrz fazy wodnej zaputapkowane czasteczki np. DNA lub biatka [41]. Z zawiesiny
liposoméw usuwano detergent przez dialize. tatwym do oddializowania i dlatego
powszechnie uzywanym detergentem byt b-D-oktyloglukopiranozyd (OG). Dopiero
wprowadzenie wymiennikow (SM-2 Biobeads) o wysokim powinowactwie do czg-
steczek hydrofobowych umozliwito stosowanie niejonowych, Zle sie dializujagcych,
ale bardzo skutecznych detergentéw, takichjak TritonX-100 czy NonidetP-40 [37].
Zastosowanie tych detergentéw iusuwanie ich przez adsorpcje nanos$nikach znacznie
podniosto wydajno$¢ tworzenia liposoméw obtadowanych zwigzanymi makrocza-
steczkami [66].

I11.1.b. Metoda chelatowania Ca2+~EDTA

Inng metode putapkowania makroczasteczek opracowat Papahadjopoulos i wsp.
[82]. Autorzy ci zawiesine czasteczek fosfatydyloseryny (ujemnie natadowanych
fosfolipidow) w wodnym roztworze NaCl poddawali dziataniu ultradZzwiekdw. Pow-
stawaty wéwczas kuliste, mate pecherzyki fosfolipidowe, o Srednicy 200-500 A. Po
dodaniujonow Ca2+(w stezeniu 10mM), w wyniku interakcji ujemnie natadowanych
fosfolipidéw z jonami Ca2+ tworzyly sie owalne pecherzyki z hydrofilowym wne-
trzem otoczone jedng dwuwarstwowg btong lipidowa, ktdre ulegaty agregaciji i fuzji
tworzac ze sferycznych pecherzykéw duze (200-1000 nm), wielowarstwowe struktu-
ry o cylindrycznym ksztatcie. Struktury te ulegaty stopniowo zwijaniu w $limakowate
cylindry lipidowe. Dodanie stezonego roztworu EDTA (150 mM) do tych preparatow
powodowato wytworzenie duzych, jednowarstwowych, zamknietych liposoméw
(LUV), o $rednicy 0,2-4,0 |im. Dodanie zawiesiny makroczasteczek (DNA, RNA)
do roztworu, w ktorym znajdowaty sie slimakowate cylindry lipidowe pozwalato na
whbudowywanie tych makroczgsteczek do wnetrza LUV [82]. Takie liposomy z
zaputapkowanymi czasteczkami DNA lub RNA wykazywaty wiekszg stabilnos¢ niz
inne typy liposoméw. Stabilnos$¢ liposoméw fosfatydyloserynowych mozna byto
jeszcze zwiekszyc¢ przez wprowadzenie do btontych liposoméw cholesterolu [22,23].
Opisana metoda umozliwita putapkowanie czasteczek DNA czy RNA bez utraty ich
aktywnosci biologicznej, ale niestety wydajnos¢ jej wynosita 1-10% [65, 83, 117].
Gould-Fogerite i Mannino wprowadzili modyfikacje tej metody [30]. Badacze ci
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Rys. 2. Schemat wprowadzania makroczasteczek do komorek za posrednictwem liposoméw: A -
wytwarzanie liposoméw i putapkowanie makroczasteczek; B - wigzanie liposoméw z komoérka-
mi docelowymi; C - fuzja liposomdéw z komdrkami docelowymi i uwolnienie wprowadzanych
makroczasteczek do macierzy cytoplazmatycznej; D - skuteczna ekspresja wprowadzonego genu

precypitat wapniowo-fosfolipidowy i materiat, ktéry miat by¢ wprowadzany do
utworzonych liposoméw (DNA), umieszczali w woreczkach dializacyjnych, ktore
rotowaty przez 24 godziny wewnatrz pojemnika wypetnionego buforem zEDTA (10
mM). State mieszanie zawiesiny i swobodny dostep EDTA do mieszaniny dializowa-
nej metoda rotacyjna pozwolity na podniesienie wydajnosci putapkowania makro-
czasteczek do liposoméw do ok. 40% [30].

Dl.l.c. Metoda odparowywania odwréconej fazy

Inng metode przygotowania liposomow i putapkowania w nich makroczasteczek
opracowali Szoka i wsp. [102]. Autorzy ci mieszanine fosfolipidéw rozpuszczonych
w duzej objetosci niepolarnego rozpuszczalnika organicznego (np. isopropyloeter,
dietyloeter) i zawiesiny makroczasteczek (DNA) poddawali dziataniu ultradzwiekow.
Nastepnie rozpuszczalnik organiczny usuwali przez odparowywanie w obrotowym
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wyparniku, przy obnizonym ci$nieniu (700-750 mm Hg), w temperaturze 37°C. W
tych warunkach powstawaty duze, o Srednicy 100-500 nm, jedno lub kilkuwarstwowe
liposomy z zawartymi w nich czasteczkami DNA. Zaletg opisanej metody jest moz-
liwos¢ wytwarzania liposoméw z mieszaniny réznych fosfolipidéw, a nie tylko
fosfolipidow o ujemnym fadunku, oraz stosunkowo wysoka wydajno$¢ putapkowania
makroczasteczek, ktéra wynosita 40-50% [24,52,102].

m.2. Wigzanie liposoméw z komoérkami docelowymi

Dmgi etap wprowadzania makroczasteczek do komdrek przez fuzje komorek z
liposomami polega na wigzaniu liposoméw zawierajacych biologicznie aktywne
makroczasteczki z komérkami docelowymi. Badania prowadzone na réznych ko-
mérkach w hodowlach in vitro wykazaty, ze liposomy zbudowane wylacznie z
lipiddbw moga taczy¢ sie z btonami plazmatycznymi komoérek docelowych dzieki
interakcji fosfolipidow obu rodzajow bton. Wigzanie to jednak zachodzi z bardzo
niska wydajnoscig. Ponadto liposomy wigza sie ze wszystkimi dostepnymi komor-
kami, nie odrézniajac whasciwych komérek docelowych [41, 66]. Liposomy wpro-
wadzane in vivo poprzez iniekcje do organizmu sg szybko usuwane z krwioobiegu
przez makrofagi systemu retikuloendotelialnego (RES), co uniemozliwia skuteczne
wprowadzanie zaputapkowanych makroczasteczek do okreslonego typu komérek w
tkance [21,41]. Dlatego w wielu pracowniach podjeto préby zwiekszenia specyficz-
nosci wigzania liposoméw z btonami komérek docelowych przez:

a) zmiany skiadu bton liposomow,

b) wprowadzanie do bton liposomoéw czasteczek, ktére specyficznie wigza sie z
receptorami bton komorek docelowych,

) wytwarzanie proteoliposoméw (wirosomow).

I11.2.a. Zmiany sktadu bton liposomow

Wigzanie liposomow z btonami komérek docelowych mozna modyfikowac po-
przez zmiany sktadu fosfolipidowego bton liposoméw. Wytwarzanie liposomow z
fosfolipidéw o fadunku dodatnim zwieksza wigzanie tych liposoméw z anionowa
powierzchnia bton wiekszosci komérek [78]. Jakkolwiek nie wptywa to na spe-
cyficzno$¢ wigzania liposom - komorka docelowa, poprawia skuteczno$¢ wigzania
liposoméw z komdrkami w hodowlach in vitro [18, 57, 64, 120]. Zwiekszenie
docelowos$ci wprowadzania makroczasteczek zawartych w liposomach mozna uzy-
skaé przez wprowadzanie do btonliposomow specyficznychlipiddw, ktére wybioérczo
wigza sie z receptorami na btonach komorek. Na przyktad hepatocyty i limfocyty
Sledzionowe moga tatwo wigzac liposomy majace w dwuwarstwie lipidowej czas-
teczki laktozyloceramidu [31].
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n.2.b. Wprowadzanie do bton liposoméw czasteczek, ktdre specyficznie wiaza sie
z receptorami bton komorek docelowych

Zwiekszenie specyficznosci wigzania liposomoéw z komérkami docelowymi moz-
nauzyskac przez wprowadzenie do bton liposoméw odpowiednich przeciwciat mono-
lub poliklonalnych [63,91,99,110] lub biatkowych ligandéw dla powierzchniowych
receptorow bton komérek docelowych [29,32,43,50]. Przeciwciata (lub inne biatka)
moga by¢ wprowadzane do bton liposoméw albo przez wigzanie ich na powierzchni
bton juz utworzonych liposoméw [32], albo przez wbudowanie do bton liposomow
podczas ich wytwarzania i putapkowania makroczasteczek [38].

Dla zwiekszenia specyficznosci wiazania liposomdw z komoérkami docelowymi
stosowano takze czasteczki weglowodandéw, ktore dotgczano do dwuwarstwy lipi-
dowej liposoméw w postaci glikolipidow lub glikosfingolipidéw [31, 75, 113].
Wykazano réwniez, ze wbudowanie glikolipidéw lub polietyleno-glikolowych po-
chodnych fosfolipidéw do bton liposoméw powoduje in vivo znaczne zmniejszenie
wytapywania tych liposomow przez komérki systemu retikuloendotelialnego [1,40]
i zwieksza wigzanie liposoméw z komdrkami docelowymi (np. nowotworowymi) w
organizmie [86,118].

Wigzanie liposomoéw do okreslonego typu komorek docelowych mozna zwigkszy¢
przez wprowadzenie do bton liposoméw specyficznych ligandéw, dla ktérych recep-
tory znajduja sie na btonach komorek docelowych [15, 76]. Stavridis i in. uzyli
transferyny kroliczej, aby zwiekszy¢ specyficzno$¢ przenoszenia przez liposomy
czasteczek DNA do prekursorawych komorek erytroidalnych, ktére nabtonie komér-
kowej maja receptory dla transferyny. Czasteczki transferyny wiazano z btonami
liposoméw za pomoca DMSI (dimetylosuberimidu) przez wigzanie grup aminowych
stearyloaminy z bton liposomoéw z grupami karboksylowymi transferyny [97]. Wpro-
wadzenie specyficznych ligandéw do bton liposomdw wymaga czasem uprzedniej
modyfikacji tych ligandéw. Torchilin i wsp., aby wprowadzi¢ do bton liposoméw
hydrofilowg czasteczke a-chymotrypsyny, zwiekszali hydrofobowos$¢ tego biatka
przez acylacje grup aminowych. Takie zmodyfikowane biatko po zwigzaniu z btong
liposoméw zachowywato swa aktywnos$é enzymatyczng [76,106].

111.2.C. Wytwarzanie proteoliposoméw (wirosomow)

Znaczne zwiekszenie specyficznosci wigzania liposomow z komoérkami doce-
lowymi osiggnieto, gdy czysto lipidowe liposomy zastgpiono proteoliposomami [11,
41, 66, 108]. Biatka izolowane z ostonek wiruséw, zwykle glikoproteiny wiruséw
otoczkowych (wirusa Sendai lub wirusa grypy), ktére wykazujg wysoka aktywnos¢
wigzania z btonami komérek zwierzecych, wprowadzano do bton liposoméw, zakot-
wiczaj ac transmembranowe fragmenty czasteczek o konformacji a-helisy tych biatek
w hydrofobowym obszarze dwuwarstwy lipidowej liposoméw. Wirusowe biatka
mozna wbudowywac do bton liposomow podczas ich wytwarzania metoda dializy
detergentu, REV albo chelatowania Ca2+-EDTA. Otrzymane proteoliposomy (nazy-
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wane zwykle wirosomami) nie tylko zwigkszajg specyficzno$¢ wigzania liposomow
z komdrkami docelowymi, ale znacznie zwigkszajg skutecznos$¢ przenoszenia zapu-
tapkowanych makroczasteczek do komorek, gdyz zwigzane z liposomami wirusowe
glikoproteiny odgrywajg istotng role jako czynnik fuzjujgcy miedzy btonami lipo-
somow i komorek docelowych. Na przyktad wirosomy (syntetyzowane metoda dia-
lizy detergentu z mieszaniny fosfolipidoéw, cholesterolu, glikoprotein ostonki wirusa
HVJ) zawierajgce wewnatrz fragment A toksyny bionicy fatwo fuzjowaly z ko-
morkami docelowymi wprowadzajagc makroczasteczke btonicy do komdrek i wy-
wotujac Smier¢ ponad 98% komorek w hodowli in vitro. Natomiast syntetyzowane tg
samag metodg czysto lipidowe liposomy wprowadzaty fragment A toksyny btonicy i
wywotywaty $mier¢ zaledwie w 20% populacji komorek, przy uzyciu 10-krotnie
wyzszego stezenia wprowadzanych makroczasteczek [109].

I11.3. Fuzja liposoméw z komérkami docelowymi
i wprowadzanie makroczasteczek do komdrek docelowych

Zwigzanie liposomoéw z btonami komérek docelowych nie zapewnia jeszcze sku-
tecznego wprowadzania do komorek, transportowanych przez liposomy makrocza-
steczek. Wiekszo$¢ matych liposoméw (SUV) zaadsorbowanych na btonach komor-
kowychjest endocytowana przez komorki, ulega fuzji z lizosomami i degradacji przez
enzymy lizosomowe. Duze liposomy (LUV) zwigzane z btonami komdrek docelo-
wych nie sg zwykle endocytowane przez te komdrki, natomiast spontaniczne fuzje
tych liposoméw z komoérkami zachodza bardzo rzadko. Dlatego w wielu pracowniach
podjeto préby opracowania metod wydajnego fuzjowania i skutecznego uwalniania
makroczasteczek do cytoplazmy komdrek docelowych. Do stosowanych metod nale-
73

a) wykorzystanie zwigzkdw lizosomotropowych,

b) stosowanie destabilizujgcych sie liposomow,

c) stosowanie komplekséw kationowo-lipidowych,

d) wprowadzanie skutecznych czynnikow fuzjujacych.

m.3. a. Wykorzystanie zwigzkdw lizosomotropowych

Mate liposomy zazwyczaj sg endocytowane przez komorki, do ktérych zostaty
zwigzane. Aby przeciwdziata¢ trawieniu przez enzymy lizosomowe wprowadzonych
do komdrek makroczasteczek, stosowano preinkubacje komoérek docelowych ze
zwiagzkami lizosomotropowymi (np. chlorochina-chloroquine), ktére hamujg aktyw-
nos¢ enzymow lizosomowych, zwiekszajac w ten sposéb efektywnos$¢ fuzji [22,34].

111.3.b. Stosowanie destabilizujacych sie liposoméw

Zwigkszenie skutecznosci wprowadzania do komoérek zaputapkowanych w lipo-
somach czasteczek mozna uzyska¢ przez wytwarzanie liposoméw, ktére zmieniaja
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swa stabilno$¢ wraz ze zmiang temperatury (liposomy temperaturo-wrazliwe) lub pH
Srodowiska (liposomy pH-wrazliwe) wzglednie w obecnosci specyficznych enzymoéw
[40, 41, 81, 120]. Destabilizujgce sie w zetknieciu z komorka docelowg liposomy
powoduja uwolnienie zawartych w nich czasteczek do Srodowiska bezposrednio
otaczajagcego komorke, umozliwiajac uwolnionej substancji oddziatywanie z btona
komérkowa lub wnikanie do komérki docelowej. Liposomy temperaturo-wrazliwe
wykorzystywane sg do przenoszenia do okreslonych komorek in vivo réznych drob-
noczasteczkowych lekéw, przede wszystkim lekéw antynowotworowych [44,45,81,
105], nie nadajg sie jednak do wprowadzania do komoérek makroczasteczek. Do
przenoszenia makroczasteczek do komérek docelowych wykorzystuje sie natomiast
pH-wrazliwe liposomy, ktore ulegajg destabilizacji przy obnizeniu pH. Takie lipo-
somy wytwarzane sg zwykle z czasteczek fosfatydyloetanoloaminy i palmitylo-
homocysteiny, kwasu oleinowego lub diacylobursztynyloglicerolu jako mate jed-
nowarstwowe pecherzyki (SUV), ktére spontanicznie luzjujg z innymi lipidami w
niskim pH. Mate pH-wrazliwe liposomy z zaputapkowanymi makroczgsteczkami po
zwigzaniu z btong komérki docelowej sg endocytowane i w kwasnym pH endosomu
uwalniajg makroczasteczki do cytoplazmy komorki. Wykorzystywane byty do wpro-
wadzania wielu lekéw, DNA, RNA, kalceiny, FITC dekstranu do r6znych komorek
invitro iinvivo [9, 59, 61, 67,114].

111.3.C. Stosowanie komplekséw kationowo-lipidowych

Do zwiekszenia wydajnosci wprowadzania do komérek czasteczek DNA zapu-
tapkowanych w liposomach stosowano rézne syntetyczne lipidy kationowe, takie jak
lipofektyna (DOTMA) lub lipopoliamina [19, 60] oraz kationowe detergenty (np.
czwartorzedowy detergent amonowy) [87]. NajczeSciej uzywana jest lipofektyna,
czyli mieszanina w stosunku 1:1 fosfatydyloetanoloaminy i kationowego lipidu
DOTMA (DOTMA = chlorek N-[-(2,3-dioleiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamo-
niowy). Zwigzki te wprowadzone do bton liposoméw (SUV) spontanicznie kom-
pleksujg z zawartymi w liposomach czgsteczkami DNA. Wykazano, ze kompleksy
lipofektyna-DNA majg wysokie powinowactwo do komoérek i mogg wywotywaé
kierunkowe fuzje z btonami komérek w hodowlach, zwiekszajac uwalnianie DNA do
komoérek oraz jego ekspresje [5, 19]. Mechanizm wprowadzania zewnatrzkomor-
kowego DNA do komérek docelowych za pomocag komplekséw kationowo-lipi-
dowychjest nieznany. Wiadomo, ze zastosowanie lipofektyny powoduje wielokrotny
(nawet stukrotny) wzrost efektywnosci wprowadzania DNA do komoérek w po-
réwnaniu z innymi metodami [18,19].

111.3.d. Wprowadzanie skutecznych czynnikéw fuzjujacycli

Duze liposomy zwigzane z btonami komdrek docelowych zwykle nie sg en-
docytowane przez te komorki, a spontaniczne fuzje tych liposoméw z komdrkami
zachodzg bardzo rzadko. Stad konieczno$¢ wprowadzania czynnika fuzjujacego.
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Najlepszymi czynnikami fuzjujgcymi okazaty sie wirusy otoczkowe (enveloped viru-
ses), ktdre moga ulegac fuzji z blonami komdrkowymi w dwojaki sposéb. Wirusy,
takie jak SFV [34, 116], VSV [116], wirus grypy [17, 79], po zwigzaniu z po-
wierzchnig komorki sa endocytowane i w kwasnym srodowisku pecherzyka endo-
cytotycznego otoczka wirusowa fuzjuje z btong pecherzyka. W przeciwienstwie do
tych wirusoéw paramyksowirusy, takie jak HVJ (wirus Sendai), wigzg sie z powierz-
chnig komorki, a nastepnie fuzjuja z btong plazmatyczng komoérki w obojetnym lub
lekko zasadowym S$rodowisku [104]. Za fuzje otoczki wirusa z btong komdrkowa
odpowiedzialne sg "sterczace" glikoproteiny otoczki (ang. spike glycoproteins).
Wprowadzenie tych biatek do bton liposoméw (stosowanie wirosomoéw) lub faczenie
sie wiruséw otoczkowych z lipidowymi liposomami umozliwia fuzje liposomoéw z
btonami komdrek docelowych i wprowadzenie makroczasteczek do cytoplazmy
komérek. Jednym z biatek o dobrze poznanej strukturze, ktore posredniczy w fuzji
bton, jest hemaglutynina wirusa grypy (HA) [115]. Biatko to jest trimerem ztozonym
z trzech identycznych podjednostek, z ktorych kazda zawiera peptyd fuzjujacy
majacy wiele hydrofobowych aminokwaséw. W kazdym monomerze mozna wy-
roznic¢ globularng gtéwke i fibrylarny trzonek. W obojetnym pH peptyd fuzjujacy w
kazdym monomerze zlokalizowany jest w fibrylarnym trzonku w odlegtosci ok. 30 A
od miejsca zakotwiczenia biatka do otoczki wirusa. Miejsce wigzaniareceptorowego
biatka z btong komdrki znajduje sie w kazdym monomerze w globularnej gtdwce, ok.
100 A od peptydu fuzjujacego. Po zwigzaniu HA wbudowanej do btony liposomu z
receptorem na btonie komorki docelowej nastepuje zmiana struktury tego biatka.
Peptydy fuzjujgce zostajg odstoniete i przesuniete w strone domeny gtowowej, a
réwnoczesnie nastepuje oddysocjowanie od siebie potagczonych dotad globularnych
gtéwek. Nastepnie zachodzi agregacjakilku trimeréw HA i wytworzenie miedzy nimi
otworu fuzjujgcego (ang.fusion pore). Zaproponowano dwa modele otwordéw fuzju-
jacych. W pierwszym z nich trimery Kilku czgsteczek HA otaczajgcych utworzony
otwor ustawione sa pionowo miedzy btong liposomu a btong komorki docelowej.
Peptydy fuzjujace wyscielajg wnetrze otworu fuzjujagcego i wspomagajg mieszanie
lipidow obu bton [17, 115]. Drugi zaproponowany model zaktada, ze uczestniczace
w tworzeniu otworu czasteczki HA nie sg prostopadte do bton, ale przechylone, a
peptydy fuzjujace tgcza sie zarowno zbtongliposomu, jaki btongkomaorki docelowej,
umozliwiajac fuzje obu bton [98, 115]. Po fuzji btony liposomu z btong komarki
docelowej zawarto$¢ liposomow zostaje uwolniona do cytoplazmy komorki.

I11.4. Wykorzystanie metody wprowadzania makroczasteczek
przez fuzje z liposomami

Jak wykazano w wielu pracowniach, metoda fuzji liposoméw z komdrkami
umozliwia wprowadzanie aktywnych biologicznie makroczasteczek do rozmaitych
komorek zwierzecych w hodowlach in vitro [5,49, 59, 100], do protoplastow roslin
wyzszych i grzybdw [8, 23, 74]. Jest ona obecnie szeroko stosowana do badan nad
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wewnatrzkomorkowa aktywnoscig roznych makroczasteczek: biatek, wielocukréw,
DNA, RNA [11, 36, 50, 93], do wprowadzania do rozmaitych komérek réznych
enzymow, wiruséw, czynnikéw transkrypcyjnychlub elektoréw allosterycznych [53,
55, 67, 69]. Najczesciej wykorzystywana jest do wprowadzania okreslonych genéw
do komorek docelowych i badania ekspresji wprowadzanych genéw [18,72,85,101,
103, 120]. Daje tez mozliwo$¢ rownoczesnego wprowadzania do tych samych ko-
morek docelowych czasteczek biatek i DNA [51, 53, 104]. Najwazniejszg zaleta
przedstawionej metody jest mozliwo$¢ wprowadzania okreslonych makroczasteczek
do wybranych komoérek docelowych in vivo [12,39, 51, 75,114]. Kilka przyktadow
skutecznego wprowadzania zewnatrzkomaérkowych genéw do okreslonych komarek
in vivo poprzez fuzje tych komarek z liposomami obtadowanymi czasteczkami DNA
przedstawiono w tabeli 1. Wyniki przedstawionych w tabeli prac oraz innych prac z
ostatnich lat wskazuja na mozliwos¢ wprowadzania zewnatrzkomérkowych genéw
do komorek in vivo i skutecznej ich ekspresji w tych komérkach, co daje szanse na
zastosowanie liposomow do terapii genowej [101,104].

Ostatnio wykazano, ze liposomy umozliwiajg wprowadzanie do komoérek nowo-
tworowych chemoterapeutykow (cytostatykow) o dziataniu przeciwnowotworowym
[28, 55, 90, 94,111,112,121]. W wielu pracowniach za pomocg fuzji z liposomami
wprowadzano do rozmaitych komdrek in vitro oraz do réznych tkanek zwierzecych
invivo antybiotyki (bleomycyna, daunorubicyna, doksorubicyna, mitomycyna) [4,6,
20, 26, 84], antymetabolity (cytarabina, fluoropirymidyna, merkaptopuryna) [2, 10,
13, 33, 95], zwiazki alkilujace (cisplatyna, chlormetina) [44, 54, 77], produkty
pochodzeniaroslinnego (winblastyna, paclitaxel) [70, 89,118] oraz biatka: asparagi-
naza [68], interferon [48,119], interleukina-2 [3,62] uzyskujac bardzo dobre rezultaty
w specyficznos$ci przenoszenia danych zwigzkéw i skutecznosci ich dziatania na
okreslone komorki. Badania te wskazujg na uzytecznos¢ liposoméw jako przenosni-
kéw chemoterapeutykow do ludzkich tkanek nowotworowych in vivo. Metoda wpro-
wadzania czasteczek do komdrek za posrednictwem liposoméw jestjuz sprawdzana
w prébach klinicznych leczenia pacjentéw z chorobg nowotworowa [27, 55, 88].
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HODOWLE ZWIERZECYCH KOMOREK
NOWOTWOROWYCH JAKO ZRODLO
PEPTYDOWYCH CZYNNIKOW WZROSTOWYCH

CULTURES OF TUMOR ANIMAL CELLS
AS A SOURCE OF PEPTIDE GROWTH FACTORS

Andrzej KLEIN, Dobromita CHECIOWNA

Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet
Jagiellonski

Streszczenie: Peptydowe czynniki wzrostowe, rodzina hormonéw plejotropowych regulujgcych
wzrost i roznicowanie komdrek ssakéw, sg obecnie jednym z najbardziej poszukiwanych produ-
ktow biotechnologicznych. Uzyskiwane sg najczesciej w drodze rekombinacji genéw do komérek
bakterii lub drozdzy. Jednak nie wszystkie otrzymane tg metoda czynniki moga by¢ wykorzystane
w praktyce, przede wszystkim ze wzgledu na ich nieprawidtowg obrobke potranslacyjng. Alterna-
tywajest synteza rekombinowanych czynnikdw wzrostowych przez komérki prawidtowe ssakdw
lub autokrynna produkcja tych peptydéw przez zwierzece lub ludzkie komérki nowotworowe.

Stowa kluczowe: biotechnologia czynnikdw wzrostowych, komorki nowotworowe.

Summary: Peptide growth factors, the family of pleiotropic hormons engaged in the regulation of
growth and differentiation of mammalian cells are the most important biotechnology products.
The factors are commonly obtained by the recombinant DNA technology using bacterial or yeast
cells. However, not all of the bacterial or yeast products may be utilized in practice, mainly
considering its incorrect posttranslational maturation process. Alternative is the synthesis of
recombinant growth factors by normal mammalian cells or autocrine production of these peptides
by tumor animal or human cells.

Key words: biotechnology of growth factors, tumor cells.

Nazwa "czynniki wzrostowe" (ang. growth factors) obejmuje liczng grupe poli-
peptydow inicjujacych w komérkach docelowych swoista odpowiedz hipertroficzng
lub hiperplastyczna [1]. Grupata obejmuje dzisiaj ponad trzydziesci roznych zwigz-
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kéw, catkowicie scharakteryzowanych chemicznie. Ze wzgledu na podobiefstwo
strukturalne lub funkcjonalne wyrdéznia sie wiele rodzin czynnikéw wzrostowych
(tab. 1). Chociaz trudno podaé precyzyjng i spojna wewnetrznie definicje dla tak
licznej i niejednorodnej strukturalnie grupy zwiazkéw, wyrdzni¢ moznaprzynajmniej
trzy wspolne cechy charakterystyczne:

*plejotropowy (wielokierunkowy) efekt dziatania,

« konserwatywng ewolucyjnie strukture,

« okre$long sekwencje dziatania w warunkach fizjologicznych.

Kazdy z czynnikéw inicjuje zroznicowana, zalezng od tkanki docelowej odpowiedz
komérkowa. TGFp na przykiad jest stymulatorem wzrostu komaérek mezenchymal-
nych, inhibitorem wzrostu wiekszosci komorek epitelialnych, stymulatorem réznico-
wania epitelialnych komoérek oskrzeli, a inhibitorem réznicowania adipocytow i
miocytéw [2,3]. Jedna z istotnych cech charakterystycznych dlapeptydowych czyn-
nikow wzrostowych jest ich niezwykle konserwatywna ewolucyjnie struktura pier-
wszorzedowa.

Przyktadowo, roznice w sekwencji aminokwasowej IGF | dotychczas poznanych
przedstawicieli ssakdw nie przekraczajg 6%, astruktura IGF | cztowieka, krowy, Swini
i Swinki morskiej jest identyczna [4]. Poznano wiele przyktadéw wspétdziatania
czynnikéw wzrostowych w fizjologicznej kontroli wzrostu i réznicowania komérek,
ale chyba najlepszym jest udziat czynnikow hematopoetycznych i interleukin w
procesie dojrzewania komorek krwi [5]. Podstawowe wiadomosci o czynnikach
wzrostowych zostaty opisane w monografii "Peptydowe czynniki wzrostowe" [6].

Odkrycie czynnikdw wzrostowych i rozwdj biochemii tej grupy zwigzkow sg
nierozerwalnie zwigzane z ciggtym doskonaleniem technik hodowli komorek zwie-
rzecych i ludzkich. Historia hodowli komorek zwierzecych in vitro liczy juz ponad
100 lat. Opanowanie hodowli ustalonych linii komérkowych (1952), opracowanie
pierwszych syntetycznych pozywek hodowlanych (1955), udane eksperymenty z
hodowlg w ptynach bezsurowiczych (1965) umozliwity zastosowanie hodowli tych
komorek w procesach biotechnologicznych. Opracowanie wydajnych metod hodowli
oraz postep w dziedzinie konstrukcji bioreaktoréw znacznie utatwity ich wykorzysta-
nie do produkcji wielu aktywnych biologicznie biatek na skale laboratoryjna i prze-
mystowa [7,8]. Inspiracja dla ciggtego doskonalenia tej dziedziny biotechnologii jest
ogromne zapotrzebowanie na szczepionki antywirusowe, przeciwciata, enzymy, hor-
mony czy czynniki wzrostowe dla celéw: badawczych, diagnostycznych i terapeuty-
cznych.

Dobrym przyktadem jest popyt na czynniki wzrostowe stosowane w terapii trudno
gojacychsie raniowrzodzen, gtdwnie w przypadku takich choréb, j ak: reumatoidalne
zapalenie stawow, cukrzyca lub niedokrwienie. Analizy demograficzne wskazuja, ze
stale ro$nie populacjaludzi starych, szczeg6lnie narazonych na chroniczne zaburzenia
procesu gojenia ran. Czestotliwo$¢ owrzodzen konczyn, jako wynik niewydolnosci
krazenia, wzrasta, a wraz z nig wydtuza sie czas pobytu w szpitalu. Wynikte stad
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TABELA 1 Peptydowe czynniki wzrostowe

Nazwa wjezyku polskim Stosowany skrét
Czynnik wzrostu nerwu NGF
Epidermalny czynnik wzrostowy/transformujacy czynnik wzrostowy typua EGF/TGFa
Ptytkowe czynniki wzrostowe (AA, AB, BB) PDGFs
Insulino-podobne czynniki wzrostowe IGFs
Fibroblastyczne czynniki wzrostowe FGFs
Czynnik wzrostu hepatocytow HGF
Transformujace czynniki wzrostowe typu P TGFps
Czynnik wzrostowy komdrek macierzystych SCF
Czynniki stymulujace wzrost kolonii CSFs
Erytropoetyna Epo
Interleukiny ILs
Czynniki martwicy nowotworu TNFs

dodatkowe koszty leczenia w Europie i Stanach Zjednoczonych w 1990 r.Technology
Management Group szacowato na ponad 400 milionéw, aw 1995 r. na ponad miliard
dolaréw [9]. Nic wiec dziwnego, ze obecnie dziataponad 100 producentéw czynnikow
wzrostowych, z czego 1/3 testuje je klinicznie w procesach odnowy tkanek miekkich.

Czynniki wzrostowe byty pierwotnie pozyskiwane na skale preparatywna (takze
dla celéw handlowych) prawie wylgcznie z homogenatéw tkankowych, drogg zmud-
nej procedury oczyszczania.~Ze wzgledu na ogromna aktywnos$¢ biologiczng czynni-
kéw wzrostowychrzedu 10 -10” mol/lizwigzangztym ograniczongsynteze tych
zwigzkéw in vivo, uzyskanie miligramowych ilosci z tkanek zwierzecych i ludzkich
jest niezwykle trudne i kosztowne. Dlatego obecnie gtéwnym Zrodtem czynnikéw
wzrostowych sg hodowle komoérkowe, a procedura ich pozyskiwania opiera sie na
ré6znych metodach biotechnologicznych.

Czynniki wzrostowe podobnie jak inne biotechnologiczne produkty biatkowe
moga by¢ z grubsza zakwalifikowane do trzech kategorii:

a) uzyskanych technologig rekombinowanego DNA,

b) otrzymanych z hodowli komdérek mieszaricowych (ang. hybridoma), ktore
powstajg w wyniku fuzji komdrek homologicznych lub heterologicznych,

¢) izolowanych z hodowli ciggtych, ustalonych linii komoérek prawidtowych lub
transformowanych.

Wyb6r produkowanych obecnie rekombinantowych czynnikdw wzrostowych na
podstawie oferty handlowej firm Boehringer Mannheim GmbH i SIGMA przedsta-
wiono w tabeli 2. Ceny uzyskiwanych tg drogg czynnikéw wzrostowych oscylujg w
zakresie od kilku do kilkuset dolarébw za 1 mg i sg kilkakrotnie nizsze od cen
czynnikéw izolowanych z tkanek. Najczesciej do celéw biotechnologicznych wyko-
rzystywane sg komorki bakterii, przede wszystkim ze wzgledu na stosunkowo nie-
wielkie wymagania hodowlane i wyzszg opfacalnos¢ procesu technologicznego.
Niestety, wiele klonowanych biatek zwierzecych i ludzkich jest niewtasciwie obra-
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TABELA 2. Czynniki wzrostowe produkowane w drodze rekombinacji genéw

Rodzaj komorki transfekowanej

bakteryjna drozdzowa zwierzeca
aibFGF IL-2 HGF
EGF IL-3 TGFp
IGFliii IL-4 EPO
PDGF (AA, AB,BB)* IL-5 PDGF
TGFoc M-CSF IL-2
GM-CSF* GM-CSF

IL-laip TNFa

IL-2*

IL-3*

IL-4*

IL-5*

IL-6*

IL-7*

TNF a i p*

* - peptydy produkowane w formie nieglikozylowanej

biana przez komorki bakteryjne. Czesto aktywna formatych biatek wymaga specyfi-
cznych modyfikacji potranslacyjnych, ktdre mogg wptywac na ich aktywnos¢, okres
pottrwania, immunogennos$¢ i zdolno$¢ docierania do wihasciwych tkanek docelo-
wych. Stad mozliwosci zastosowan diagnostycznych i terapeutycznych rekombina-
ntowych czynnikéw wzrostowych produkowanych przez bakterie sg ograniczone
gtéwnie do najprostszych strukturalnie polipeptydéw, takich jak: EGF/TGFa, FGFs
czy IGFs.

Znacznie blizsze doskonatosci sgrekombinantowe produkty drozdzy, ale niektdre
czynniki wzrostowe wymagaja unikalnej modyfikacji potranslacyjnej, charakterysty-
cznej tylko dla komorek ssakéw. Przykiadem moze by¢ TGFp, ktoéry w formie
natywnej jest biatkiem nieglikozylowanym, ale w organizmach zwierzat i ludzi
wystepuje gtéwnie w postaci nieaktywnego kompleksu glikoproteinowego.

Prekursor TGFp jest syntetyzowany jako pre-pro-biatko zawierajgce hydrofobowg
sekwencje sygnatowsg i trzy potencjalne miejsca glikozylacji w obszarze sekwencji
"pro". Po odszczepieniu sekwencji sygnatowej (hydroliza wigzania miedzy Gly29 i
Leu30) i translokacji przez btony ziarnistej siateczki endoplazmatycznej nastepuje
stopniowa glikozylacja probiatka, w ktorej wyniku tworzone sg trzy usialylowane
fancuchy weglowodanowe. Dopiero teraz nastepuje proteolityczne rozszczepienie
pro-biatka (390 aminokwaséw) na C-koricowg sekwencje TGFp (112 aa) i N-koricowg
sekwencje (278 aa) LAP (ang. latency-associated peptide), ktore tgcznie tworzg
nieaktywny kompleks o masie czgsteczkowej 110 kDa (rys. 1) [10]. Poniewaz prawie
wszystkie typy komodrek ssakow majg receptory dla TGFp, nic dziwnego, ze w
warunkach fizjologicznych czynnik ten jest zawsze wydzielany w postaci nieaktyw-
nego kompleksu. Wykazano bezspornie, ze glikozylacja prekursora TGFp spetnia
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Rys. 1. Schemat tworzenia nieaktywnego kompleksu LAP-TGF(3 oraz niefizjologicznej (zakwa-
szenie do pH 2) i fizjologicznej (trawienie plazming) aktywacji tego kompleksu

szereg istotnych funkcji biologicznych. Miedzy innymi zabezpiecza czynnik przed
zbyt szybka degradacjg enzymatyczng (T /2 dla desialylowanego kompleksu TGFp-
LAP wynosi 1-2 min i jest prawie 100-krotnie mniejszy od T 1/2dla w petni glikozy-
lowanego kompleksu) oraz prawdopodobnie umozliwia prawidtowg aktywacje kom-
pleksu (uwalnianie TGF(3) [11]. Nie ulega watpliwosci, ze te wtasciwosci odgrywajg
decydujaca role w przydatnosci czynnika wzrostowego do ewentualnego zastosowa-
nia praktycznego, np. w terapii.

W technice laboratoryjnej wyr6znia sie zazwyczaj: hodowle pierwotne, hodowle
ustalonych linii komérek prawidtowych i hodowle komdrek neoplastycznych (komo-
rek nowotworowych lub ustalonych linii komérek transformowanych), rézniace sie
wymogami $rodowiskowymi (sktad pozywki, rodzaj podtoza hodowlanego) i zdolno-
$cig namnazania (szybkos¢ proliferacji, przezywalnos¢ w hodowli). Zalety hodowli
wiekszosci komdrek nowotworowych to:

a) praktycznie nieograniczona zdolnos¢ do pasazowania (nawet setki pasazy),

b) zdolnos¢ do wzrostu w ptynach bezsurowiczych (a nawet bezbiatkowych), co
znacznie utatwia oczyszczanie produktow,

¢) zdolno$¢ do wzrostu niezaleznego od przyczepienia do podtoza, umozliwiajgca
prowadzenie hodowli w zawiesinie,

d) brak zaleznego od gestosci zahamowania kontaktowego, wzrost wielowarstwo-
wy i znaczne zageszczenie komorek w danej objetosci hodowlanej.
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Nic wiec dziwnego, ze mimo pewnych wad (zmienno$¢ cech genetycznych owo-
cujaca czesto zmiang ich odpowiedzi na czynniki regulacyjne, spadek efektywnosci
syntezy pozadanych produktéw czy prawdopodobne btedy glikozylacji) komorki
nowotworowe moga by¢ atrakcyjne z biotechnologicznego punktu widzenia.

Dobér odpowiedniego oprzyrzadowania do hodowli okre$lonego typu komdrek
ma olbrzymie znaczenie dla optymalizacji wydajnosci i minimalizacji kosztow dane-
go procesu biotechnologicznego. Przydatnos¢ stosowanej techniki hodowli komérko-
wej dla celow biotechnologicznych okreslajg gtéwnie trzy parametry:

» mozliwa do osiggniecia (w danych warunkach) gestos¢ hodowli (od 105 komé-
rek/cm3- dla hodowli na statym podtozu, do 108 komoérek/cm3 - dla bioreaktoréw
typu hollow-fiber),

» wydajnosc syntezy,

« fatwos¢ oczyszczania pozadanego produktu.

Optymalizacja tych parametrow jest zalezna przede wszystkim od rodzaju stoso-
wanych komorek.

Zdolnos¢ komorek nowotworowych do wzrostu w ptynach bezsurowiczych wska-
zywata, ze ich proliferacjajest niezalezna od egzogennych czynnikdw regulacyjnych,
a zjawisko to okreslane jest czesto mianem autostymulacji wzrostu. Do$wiadczenia
przeprowadzone na komorkach fibroblastow transformowanych wirusem migsaka
myszy (MSV) pozwolity DeLarco i Todaro [12] na sformutowanie hipotezy autokryn-
nej regulacji wzrostu komoérkowego. Opierata sie ona na zatozeniu, ze niektére
komorki nowotworowe syntetyzujg i wydzielajg do otoczenia czynniki wzrostowe,
na ktorych dziatanie odpowiadajg za pomocg swoistych dla tych czynnikéw recepto-
row btonowych. Produkcja wiasnych czynnikow wzrostowych prowadzi do unieza-
leznienia sie tych komaérek nowotworowych od fizjologicznej kontroli proliferacji, a
w nastepstwie tego do nowotworowego wzrostu tkanki. Dobrym przyktadem na
zwigzane z procesem nowotworzenia uniezaleznianie sie komorek od egzogennej
kontroli wzrostu jest zmiana wymagar hodowlanych, nastepujaca w trakcie progresji
ludzkiego czerniaka.

Kolejne stadia tego nowotworu charakteryzujg sie coraz mniejszym zapotrzebo-
waniem na egzogenne stymulatory wzrostu, a najbardziej ztosliwa postaé nowotworu
(czerniak przerzutowy) jest zupetnie od nich niezalezna [13]. Réwnocze$nie komorki
czerniaka przerzutowego syntetyzuja i wydzielajg do otoczenia siedem réznych
czynnikow wzrostowych (bFGF, TGFa, TGFp, PDGF, EL-la, IL-6, IL-8 i MGSK¥*),
ktore zapewniaja im autonomie wrostowg. Wiekszo$¢ komdrek nowotworowych
czerniaka syntetyzuje i wydziela peptydy nalezace do znanych rodzin czynnikéw
wzrostowych: komérek nerwowych (NGF), komérek somatycznych (EGF/TGFa,
PDGF, IGFs, FGFs, HGF, TGF(3) czy komdrek krwi (czynniki hematopoetyczne,
interleukiny). Na podstawie doniesien z ostatnich 5 lat, mozna stwierdzi¢, ze komérki

*slabo poznany czynnik wzrostowy komérek
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TABELA 3. Czynniki wzrostowe syntetyzowane przez wybrane komorki nowotworowe

Rodzaj komorek

Typ czynnika

Pismiennictwo

125

Rak piersi IGF I, IGF H, PDGF, TGFp [14]
Rak ptuc IGF I, IGF H, TGFa, HGF [15-17]
Rak trzustki IGF I, TGFa [18]
Rak prostaty TGFP [19]
Rak przewodu pokarmowego EGF (TGFa) [20,21]
Rakjajnikow M-CSF, TNF-a [22,23]
Biataczkamieloidalna SCF, IL-2, IL-6, GM-CSF [24,25]
Neuroblastoma 2A PDGF, TGFp [26]
Czerniaki TGFa, TGFp, PDGF, bFGF IL-la, [13, 27]
IL-6, IL-8

Glejaki aFGF, bFGF, TGFP [28]
Hep G2 IGF I, IGF II, TGFP [29]

nowotworowe syntetyzujg i wydzielajg do otoczeniapraktycznie wszystkie znane dzi$
typy czynnikéw wzrostowych (tab. 3).

Autokrynna produkcja czynnikéw wzrostowych nie jest wytaczng domeng komo-
rek neoplastycznych, wiele prawidtowych komdrek embrionalnych, atakze komérki
dojrzate tkanek ulegajacych statej odnowie, podlegajg autokrynnej regulacji wzrostu.
Prowadzenie masowych hodowli tych komdrek jest jednak znacznie trudniejsze i
bardziej kosztowne od komorek nowotworowych. Mimo to stosowanie komorek
nowotworowych do produkcji czynnikéw wzrostowych jest obecnie bardzo ograni-
czone. Wiegkszos¢ doniesief naten temat to prace o syntezie czynnikéw wzrostowych
w ilosciach wystarczajacych wyfacznie do ich charakterystyki biochemicznej,uzyski-
wanych gtéwnie zhodowli ustalonych linii komdrek nowotworowych, prowadzonych
na statym podtozu [30-34].

Realizowane od kilku lat w Pracowni Biochemii Wzrostu Komdérkowego IBM UJ
badania autokrynnej regulacji transformowanych chemicznie i wirusowo komdrek
szczurzych pozwalajg zywic¢ nadzieje na uzycie wybranych linii tych komérek w
biotechnologii czynnikéw wzrostowych, przynajmniej na skale techniczna (tj. w
ilosciach miligramowych). Stwierdzilismy, ze zaréwno komérki transformowane
chemicznie (watrobiak Morissa 7777), jak i wirusowo (ustalone linie komérek XC,
GCA i W 12) podlegajg autokrynnej regulacji wzrostu [35-40].

Przyktadowsg charakterystyke wzrostu ustalonej linii miesaka szczurzego (komérki
XC) przedstawiono na rysunku 2. Komorki te rosng w ptynach bezsurowiczych,
zar6wno na statym jak i w pdtptynnym podiozu. Co wiecej przyrost liczby komdrek
czy liczby kolonii jest w tych warunkach proporcjonalny do poczatkowej liczby
komorek. Fakt ten, jak i zblizona do hodowli w obecnos$ci 5% surowicy dynamika
wzrostu Swiadczg o catkowitej praktycznie autonomii wzrostowej, zapewnianej przez
produkcje wiasnych czynnikéw wzrostowych. Obserwowane w hodowlach o duzej
gestosci zatamanie wydajnosci tworzenia kolonii (rys. 2 b) jest prawdopodobnie
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Rys. 2. Zalezny (a) i niezalezny (b) od przyczepienia do podtoza wzrost komoérek XC; warunki
doswiadczenia: (a) - okres inkubacji 3 dni, poczatkowa liczba komérek 4 x 103, (b) - okres in-
kubacji 10 dni, poczatkowa liczba komorek 0,5-90 x 103, MEM - podstawowy ptyn Eagla,
DMEM/F12 - plyn Eagla w modyfikacji Dulbecco/ptyn HAMs F12 (1 :1), DMEM/F12T,
DMEM/F12S, DMEM/F12A, DMEM/F12+, DMEM/F12CS, DMEM/F12BS -odpowiednio
ptyn DMEM/F12 z dodatkiem: transferyny (5 |ag), Na2SCs3 (10 nM), albuminy (0,5 mg), transfe-
ryny+selenu+albuminy, surowicy cielecej (5%) i surowicy bydlecej (5%)
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Rys. 3. Schemat minireaktora do hodowli zwierzecych komérek nowotworowych w pétptynnym
podiozu z wykorzystaniem wstepnego frakcjonowania ptynu hodowlanego metoda ultrafittracj
i przez btony firmy Amicon

wynikiem efektu cytotoksycznego szybko (w tych warunkach) metabolizujgcych
komorek. Zaobserwowano, ze ptyn uwarunkowany komérek X C zawiera co najmniej
dwa lub trzy r6zne czynniki wzrostowe o wiasciwosciach zblizonych do peptyddéw z
rodzin: EGF/TGFa, IGFs i FGFs [41]. Mozliwos$¢ uzyskania w stosunkowo krétkim
czasie (10-12 dni) gestych (107—208 komorek/ml) hodowli komérek XC, rosnagcych
w pOtptynnym agarze oraz mozliwo$é stosowaniawzglednie prostych (tanich) ptynow
hodowlanych sg zachetg dla wykorzystania takiego uktadu do produkcji czynnikéw
wzrostowych. Duze prawdopodobienstwo uzyskania kilku czynnikéw wzrostowych
w wynikujednej, wspolnej pro- cedury oczyszczaniajest dodatkowym atutem uzycia
tych komorek nowotworowych do celdw biotechnologicznych. Obecnie prowadzone
sg prace konstrukcyjne nad minireaktorem (V = 1,2 1) przystosowanym do ciggtej
hodowli komérek nowotworowych w potptynnym podtozu, wyposazonym w uktad
wstepnego frakcjonowania sktadnikéw ptynu hodowlanego metoda diafiltracji (rys.
3). Doswiadczalna weryfikacja zatozen konstrukcyjnych i optymalizacja procesu
technologicznego zadecydujg o ewentualnym rozszerzeniu prac na skale techniczna.



128 A. KLEIN, D. CHECIOWNA

PISMIENNICTWO

[1] JAMES R, BRADSHOW RA. Polypeptide growth factors. Annu Rev Biochem 1984; 53:
259-292.

[2] LY ONS RM, MOSES HL. Transforming growth factors and the regulation of cell proliferation.
EurJBiochem 1990; 187: 467-473.

[3] MOSSAGUE J, CHEIFEZ S, LAIHO M, RALPH DA, WEIS FMB, ZENTELLA A. Trans-
forming growth factor-(I. Cancer Surv 1992; 12: 81-103.

[4] LEROITH D, KAVSAN VM, KOVAL AP, ROBERTS CT. Phylogeny of the insulin-like
growth factors (IGFs) and receptors: a molecular approach. Molec Repr Develop 1993; 35:
332-338.

[5] FURMAN WL, CRIST WM. Biology and clinical applications of hemopoietins in pediatric
practice. Pediatrics 1992; 90: 716-728.

[6] KLEIN A. Peptydowe czynniki wzrostowe. Post Biochem 1993; 20 (suppl nr 1): 1-95.

[71 GRAJEK W, EUKASZYNSKID. Doswiadczalne i przemystowe systemy hodowli komédrek
zwierzecych. I. Hodowle komérek rosngcych na nosnikach. Biotechnologia 1993; 2: 8-21.

[8] GRAJEK W, LUKASZYNSKI D. Doéwiadczalne i przemystowe systemy hodowli komédrek
zwierzecych. 1. Hodowle zawiesinowe. Biotechnologia 1993; 2: 22-34.

[9] MEYER-INGOLD W. Wound therapy: growth factors as agents to promote healing. TIBTECH
1993;11:387-392.

[10] LYONS RM, GENTRY LE, PURCHIO AF, MOSES HL. Mechanism of activation of latent
recombinant transforming growth factor (3L by plasmin. J Cell Biol 1990; 110: 1361-1367.
[11] WAKEFIELD LM, WINOKUR TS, HOLLANDS RS, CHRISTOPHERSON K, LEVINSON
AD, SPORN MB. Recombinant latent transforming growth factor-p 1 has a longer plasma
half-life in rats than active transforming growth factor-P 1and a different tissue distribution. J

Clin Invest 1990; 86: 1976-1984.

[12] DE LARCO JE, TODARO GJ. Growth factors from murine sarcoma virus-transformed cells.
Proc Natl Acad Sci USA 1978; 75:400171005.

[13] SHIH IM, HERLYN M. Role of growth factors and their receptors in the development and
progression of melanoma. J Invest Dermatol 1993; 100: 1965-2035.

[14] LIPPMAN ME, DICKSON RB.Mechanisms of growth control in normal and malignant breast
epithelium. Recent Progr HormRes 1989; 45: 383140.

[15] JAQUES G, HAVEMANN K. Insulin-like growth factors in lung cancer cell lines, [w]
Molecular and cellular biology of insulin-like growth factors and their receptors. Plenum Publ
Coip New York 1989; 247-260.

[16] YAMAGUCHI K, IMANISHI KI, MARUNO K, MIYAKE Y, SHIMOSATO Y, ABE K.
Lung cancer and autocrine growth factors. CHEST 1989; 96: 29S-31S.

[17] TSAO MS, ZHU H, GIAID A, VIALLET J, NAKAMURA T, PARK M. Hepatocyte growth
factor/scatter factor is an autocrine factor for human normal bronchial epithelial and lung
carcinoma cells. Cell Growth Different 1993; 4: 571-579.

[18] OHMURA E, OKADA M, ONODA N, KAMIYA Y, MURAKAMI H, TSUSHIMA T,
SHIZUME K. Insulin-like growth factor I and transforming growth factor a as autocrine growth
factors in human pancreatic cancer cell growth. Cancer Res 1990; 50: 103-107.

[19] STEINER MS, BARRACK ER. Transforming growth factor-pi overproduction in prostate
cancer: effects on growth in vivo and in vitro. Molec Endocrinol 1992; 6: 15-25.

[20] ITO R, KITADAI Y, KYO E, YOKOZAKI H, YASUI W, YAMASHITA U, NIKAI H,
TAHARAE. Interleukin la acts as an autocrine growth stimulator for human gastric carcinoma
cells. CancerRes 1993; 53:4102-4106.



BIOTECHNOLOGIA CZYNNIKOW WZROSTOWYCH 129

[21] YOSHIDA K, KYO E, TSUJINO T, SANO T, NIIMOTO M, TAHARA E. Expression of
epidermal growth factor, transforming growth factor-a and their receptor genes in human gastric
carcinomas; implication for autocrine growth. Jpn J Cancer Res 1990; 81: 43-51.

[22] RAMAKRISHNAN S, XU FJ, BRANDT SJ, NIEDEL JE, BAST RC jr, BROWN EL.
Constitutive production of macrophage colony-stimulating factor by human ovarian and breast
cancer cell lines. J Clin Invest 1989; 83: 921-926.

[23]WU S,BOYER CM, WHITAKER RS, BERCHUCK A, WIENER JR, WEINBERG JB, BAST
RC Jr. Tumor necrosis factor a as an autocrine and paracrine growth factor for ovarian cancer:
monokine induction of tumor cell proliferation and tumor necrosis factor a expression. Cancer
Res 1993;53:1939-1944.

[24] PIETSCH T. Paracrine and autocrine growth mechanisms of human stem cell factor (c-kit
ligand) in myeloid leukemia. NouvRev FrHematol 1993; 35: 285-286.

[25] PIERCE JH. Oncogenes, growth factors and hematopoietic cell transformation. Biochem
Biophys Acta 1989; 989: 179-208 .

[26] van den EIINDEN-van RAAIJ AJM, KOORNNEEF I, van OOSTWAARD TMJ, FEYEN A,
KRUNER W, de LAAT SW, van ZOELEN EJJ. Purification of a growth factor related to
platelet-derived growth factor and a type @ transforming growth factor secreted by mouse
neuroblastoma cells. A general strategy for the purification of basic polypeptide growth factors.
Biochem J 1989; 257: 375-382.

[27] SCHADENDORF D, MOLLER A, ALGERMISSEN B, WORM M, STICHERLING M,
CZARNETZKIBM. IL-8 produced by human malignant melanoma cells in vitro is an essential
autocrine growth factor. J Immunol 1993; 151: 2667-2675.

[28] TAKAHASHI JA, MORI H, FUKUMOTO M, IGARASHIK, JAYE M, ODA'Y, KIKUCHI
H, HATANAKA M. Gene expression of fibroblast growth factors in human gliomas and
meningiomas: determination of cellular source of basic fibroblast growth factor mRNA and
peptide in tumor tissue. Proc Natl Acad Sci USA 1990; 87: 5710-5714.

[29] ZVIBEL I, HALAY E, REID LM. Heparin and hormonal regulation of mRNA synthesis and
abundance of autocrine growth factors: relevance to clonal growth of tumors. Molec Cell Biol
1991; 11: 108-116.

[30] RUTKA JT, ROSENBLUM ML, STERN R, RALSTON HJ, DOUGHERTY D, GIBLINJ,
DEARMOND S. Isolation and partial purification of growth factors with TGF-like activity from
human malignant gliomas. JNeurosurg 1989; 71: 875-883.

[31] van ZOELEN EJJ, WARD, van OOSTWAARD TMJ, NIEUWLAND R, van der BURG B,
van den EIJNDEN, van RAAIJ AJM, MUMMERY CL, de LAAT SW. ldentification and
characterization of polypeptide growth factors secreted by murine embryonal carcinoma cells.
Develop Biol 1989; 132: 272-283.

[32] van ZOELEN EJJ, KOORNNEEF I, HOLHUIS JMC, WARD-van OOSTWAARD TMJ,
FEIJEN A, de POORTER TL, MUMMERY CL, van BUUL-OFFERS SC. Production of
insulin-like growth factors, platelet-derived growth factor, and transforming growth factors and
their role in the density-dependent growth regulation of a differentiated embryonal carcinoma
cell line. Endocrinology 1989; 124: 2029-2041.

[33] CAREY BM, DOOLEY M, WEEDLE R, CLYNES M. Production of autostimulatory growth
factors by the human carcinoma line, RPM 12650. In Vitro Cell Dev Biol 1993; 29A: 153-160.

[34] ZHOU J, GAO G, CRABB JW, SERRERO G. Purification of an autocrine growth factor
homologous with mouse epithelin precursor from a highly tumorigenic cell line. J Biol Chem
1993; 268: 10863-10869.

[35] KLEIN A, KOSZ -VNENCHAK M, MADEJA Z, SZUSTER A. Anchorage-independent
growth of RSV-transformed rat (GCA, W 12 and XC) cells. Folia Histochem Cytobiol 1989;
27: 11-18.

[36] GUZIK K, KLEIN A. On the autocrine growth regulation of Morris hepatoma cells. Folia
Histochem Cytobiol 1989; 27: 209-218.



130 A. KLEIN, D. CHECIOWNA

[37] MADEJA Z, KLEIN A. Growth properties of RSV-transformed rat sarcoma (XC) cells. Folia
Histochem Cytobiol 1990; 28: 203-210.

[38] GUZIK K, KLEIN A. Serum changes the response of cultured Morris hepatoma 7777 cells to
autocrine growth factors. Int J Cancer 1990; 46: 145-150.

[39] GUZIK K, KLEIN A. Transforming growth factor-[11 stimulates proliferation of Morris
hepatoma cells in serum-free soft agar culture system supplemented with EGF and insulin.
Cancer Lett 1990; 54: 51-56.

[40] KLEIN A, MADEJA Z, GUZIK K. 3H-thymidine incorporation method versus colony forming
assay in the determination of anchorage-independent cell growth ofrat sarcoma (XC) and Morris
hepatoma 7777 (MH) cells. Folia Histochem Cytobiol 1991; 29: 75-80.

[41]MADEJA Z, KLEIN A. Anchorage-dependent growth factor(s) produced by rat sarcoma (XC)
cells. Folia Histochem Cytobiol 1992; 30: 97-102.

A. Klein, D. Checiéwna
Instytut Biologii Molekularnej UJ,
31-120 Krakéw, Al. Mickiewicza 3.



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 21, SUPLEMENT NR 3, 1994 (131-141)
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Streszczenie. Komorki nowotworowe transplantowane syngenicznym myszom wyzwalajg krétko-
trwatg odpowiedz immunologiczng, niewystarczajaca do odrzucenia nowotworu, ktdra jednak
moze by¢é wzmocniona przez odpowiednie szczepionki. Stosujac adiuwanty, uzyskuje sie modu-
lacje mechanizméw obronnych, prowadzacych do bardziej skutecznej odpowiedzi przeciwno-
wotworowej. Nowe techniki immunologiczne konstrukcji szczepionek przeciwnowotworowych
napawajg optymizmem. Jako szczepionki w adoptywnej terapii raka, poczatkowo zastosowano
zmodyfikowane komadrki nowotworowe lub limfocyty naciekajace nowotwdr, po dokonaniu trans-
feru genéw réznych cytokin. Odrzucanie nowotworu zalezato jednak od poziomu wytwarzania
cytokin przez genetycznie zmodyfikowane komorki, ktére powodowato parakrynng stymulacje
gospodarza.

Stowa kluczowe: immunoterapia, nowotwor, gen.

Summary. Syngeneic tumors transplanted into immunocompetent mice elicit a short-life anti-tumor
immune response, insufficient to mediate tumor rejection. This immunity can be boosted by
vaccination. The manipulation of the immune systemin anti-tumor response may be more effective
only in the adjuvant modality. New immunological techniques have combined to produce consid-
erable optimism for the future of tumor vaccines. To cancer therapy were used also modified tumor
cells as cancer vaccines. In initial studies gene transfer was used to introduce other genes to cultured
tumor cells to generate gene-modified tumor cell vaccines and to tumor-infiltrating lymphocytes
for adoptive cancer therapy. Tumor cells induced by gene transfer to secrete a number of different
cytokines may be rejectedby syngeneic host. Rejection of tumor depends on a high level of cytokine
production by the gene modified cells which due to paracrine stimulation of host.
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WSTEP

Osobnicza odpowiedZ przeciwnowotworowa moze by¢ spowodowanaprzez anty-
geny nowotworowe, ktdre sgrozpoznawane jako obce przez system immunologiczny
gospodarza. Muszg by¢ spetnione jednak podstawowe dwa warunki:

po pierwsze - nowotwoOr musi posiada¢ nowe antygeny lub neo-epitopy nie
wystepujace na normalnych komérkach;

po drugie - system obronny musi by¢ odpowiednio aktywowany do odpowiedzi
na te nowe antygeny [1,4,7,35,38,53].

Poszukiwanie szczepionki przeciwnowotworowej jest starg koncepcjg i zarazem
marzeniem lekarzy od czasu odkrycia odpornosci przeciwzakaznej. Jednak do wia-
Sciwej konstrukcji takiej szczepionki niezbednajest znajomos$¢ mechanizmoéw obréb-
Ki i prezentacji antygenu [9,10,36,42,48].

Juz 40 lat temu zauwazono, ze myszy immunizowane zabitymi komérkami nowo-
tworowymi mogty by¢ chronione przed rozwojem niektorych transplantowanych
nowotworow u syngenicznych zwierzat [32,34,36]. Chemicznie modyfikowane lub
zakazone wirusem komorki nowotworowe [32,38] mogty réwniez stanowic¢ ochrone
przed niezmodyfikowanymi komérkami nowotworowymi i w pewnych przypadkach
stymulowac¢ odpornos¢ przeciwnowotworowa. Jednak zabiegi te byty skuteczne jako
szczepionki tylko wtedy, gdy immunizacje przeprowadzono na kilka dni przed trans-
plantacjg komdérek nowotworowych syngenicznym zwierzetom. Komorki nowotwo-
rowe implantowane do syngenicznych biorcow czesto wywolywaty krotkotrwatg
przeciwnowotworowg odpowiedz immunologiczna nie prowadzac zazwyczaj do od-
rzuceniaprzeszczepu guza, lecz wywotujac stan swoistej tolerancji immunologiczne;j.
Sporadycznie dochodzito réwniez do odrzucania przeszczepu guza. W pozniejszej
jednak fazie wystepowata jedynie tolerancja immunologiczna, a szczepienie byto
nieefektywne.

Wydaje sig, ze zasadniczo dwie strategie oparte na immunoterapii komoérkowej
moga by¢ wykorzystane w zwalczaniu raka: adoptywna immunoterapia, ktéra doty-
czy ekspansji reagujacych z nowotworem limfocytow in vitro po ich reinfuzji do
gospodarza [44]; alternatywna strategia dotyczy aktywnej immunoterapii [52], kt6ra
przewiduje immunizacje komérkami nowotworowymi w nadziei na powstanie nowej
lub wzmozonej odpowiedzi immunologicznej przeciw antygenom nowotworowym,
w ktdrej wyniku dochodzi do systemowej odpowiedzi przeciwko tkance nowotworo-
wej [4,20,36].

Szczepionki przeciwnowotworowe przygotowywano w rozmaity sposéb, najcze-
Sciej jednak napromieniowywano komaorki nowotworowe [34], anastepnie podawano
razem z adiuwantami, np. z BCG w celu wywotania silnej odpowiedzi immunologi-
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cznej. Napromieniowane komorki nowotworowe moga wyzwala¢ ochronng odpo-
wiedz immunologiczng, a takze znana jest dluga lista adiuwantow [2,3,26,27,28,
29,46,51,52], ktére moga wzmacnia¢ odpowiedz immunologiczng oddziatujgc na
komarki systemu immunologicznego. Jednak powstajgca odpowiedz jest relatywnie
staba i dlatego jest nieefektywna przeciw ustalonym nowotworom.

Inng formg stosowania aktywnej immunoterapii jest zastosowanie genetycznie
zmodyfikowanych komérek nowotworowych. Nowg generacje genetycznie zmodyfi-
kowanych komérek nowotworowych wykorzystanych do konstrukcji szczepionek
przeciwnowotworowych uzyskano w drodze mutagenezy prowadzgcej do wytworze-
nia immunogennych wariantéw komorek nowotworowych, ktore uzyte do immuni-
zacji mogtyby generowac powstanie odpowiedzi odpornosciowej przeciwko natu-
ralnym, nieimmunogennym wariantom raka [41].

Do przygotowania bardziej skutecznych szczepionek przeciwnowotworowych
wykorzystano transfer gendéw [5,11,12,22], zakazenie wirusem infekcyjnym [32],
badZ mutageneze [30].

Najnowsze techniki prowadza do wywotania zmodyfikowanej odpowiedzi odpo-
rno$ciowej drogg inzynierii genetycznej komorek, powodujac sekrecje cytokin przez
komorki nowotworowe. Wymieniona strategia prowadzi do lokalnych zmian w $ro-
dowisku immunologicznym nowotworu, co moze prowadzi¢ zaréwno do wzmocnie-
nia prezentacji antygenéw nowotworowo-swoistych lub tez do wzmaocnienia procesu
aktywacji limfocytéw nowotworowo-swoistych.

Osiggniecia, jakich dokonano w izolowaniu i oczyszczaniu weglowodanow i
peptyddw oraz antygendw nowotworowych, réwniez znacznie poszerzyty mozliwosci
konstruowania szczepionek przeciwnowotworowych prowadzgcych do wzrostu ak-
tywnosci pomocniczych i cytotoksycznych limfocytow-T [27,46].

Zaledwie kilkanascie antygendw nowotworowych zwigzanych jest z transforma-
cjai kodowanych przez wirusy, wiekszo$¢ antygendw to autoantygeny z ograniczong
redystrybucjgna normalnychtkankach lub normalne zmutowane antygeny. Poniewaz
u gospodarza nowotworu wystepuje czesciowa lub catkowita tolerancja w stosunku
do tych antygenow, gtéwne zainteresowanie skupia sie na pobudzeniu organizmu do
wzrostu immunogennosci antygenéw nowotworowych. Stan taki mozna osiggna¢
przez:

a) kowalentne wigzanie (koniugowanie) zimmunogennymi biatkami nosnikowymi
dlaindukcji aktywnosci pomocniczych limfocytéw-T (Th) oraz efektywnej odpowie-
dzi przeciwciat,

b) ekspresje biatek lub peptydow w wirusowych lub mykobakteryjnych wektorach
uzytych do indukcji limfocytow cytotoksycznych, komorek Th oraz przeciwciat [49],

c) uzycie silnych adiuwantéw immunologicznych zdolnych do pobudzenia wszy-
stkich elementéw uktadu odporno$ciowego [2,29,51,52].

Do przygotowania szczepionek przeciwnowotworowych uzywa sie catych komo-
rek [34,52], atakze tworzy sie szczepionki antyidiotypowe zawierajgce przeciwciata
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monoklonalne (moAbs) ze zmiennych regionéw podobnych do epitopéw na komér-
kach nowotworowych [23,33,43]. Moga to by¢ komorki autologiczne odpowiednio
dobrane lub zmodyfikowane pod wzgledem genetycznym dla ekspresji cytokin oraz
oczyszczone antygeny nowotworowe.

Ponizej przedstawione zostang wybrane przyktady wymienionych strategii kon-
struowania szczepionek przeciwnowotworowych.

TABELA 1 Strategie stosowane w immunoterapii nowotwordw (wg [48] zmodyfikowane)

Aktywna immunoterapia 1 Antygeny nowotworowe jako szczepionki
2. Anty-idiotypy

Adoptywnaimmunoterapia 1 TIL, LAK*
2. TIL, LAK modyfikowane

Terapia genowa 1 Transfekcja gendw cytokin do limfocytdw
2. Transfekcja genéw cytokin do komérek nowotworowych

Bierna immunoterapia 1. Monoklonalne przeciwciata
2. Monoklonalne przeciwciatajako nosniki:
a) Radioizotopy b) Toksyny c) Leki

UL - limfocyty naciekajace nowotwor (ang. tumor infiltrating lymphocytes), LAK - aktywowane
limfokinami komorki zabijajace (ang. lymphokine activatedkiller cells)

KONSTRUKCJA SZCZEPIONEK PRZECIWNOWOTWOROWYCH
Z WYKORZYSTANIEM GLIKOLIPIDOW | GLIKOPROTEIN

Antygeny weglowodanowe ulegajg ekspresji na komorkach rakowych w postaci
glikolipidéw i glikoprotein. Antygeny te ulegajg rowniez ekspresji w normalnych
glikoproteinach, np. mucyn. Antygen Thomsen-Friendenreich (Gal BI-GalNAca-O-
Ser) ulega ekspresji na komérkach nowotworu sutka. Postuzyto to do przygotowania
szczepionki przeciwnowotworowej z mucyny gruczotow podszczekowych bydia.
Antygen sialylowany (sTn) wigzano kowalencyjnie z hemocyjaning wyizolowang ze
Slimakéw (KLH - keyhole limpet hemocyanin) lub z innym nos$nikiem. Po podaniu
takiej szczepionki stwierdzono obecnos¢ przeciwciat IgM i IgG oraz reakcje op6z-
nionej nadwrazliwosci przeciwko temu antygenowi, a takze wyleczenie myszy z
ustalonego nowotworu [31].

Szereg antygendw glikoproteinowych wyizolowanych z melanomy okreslono jako
Gp 75. Sa one biatkami integralnymi bton melanosoméw. Badania o charakterze
przeciwnowotworowym dotycza gtéwnie dwdch antygendw: melanoferryny p97 i
antygenu proteoglikanu komérek melanomy - chondroityny 58 kDa. Przeciwciata
przeciwko chondroitynie melanomy wykryto u osobnikéw immunizowanych szcze-
pionkga anty-idiotypowg, co powodowato przedtuzenie czasu przezycia. Natomiast
uzycie jako szczepionki zrekombinowanego wirusa krowianki [wg 30], u ktdérego
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wystepowata ekspresja biatka gp 97 powodowato wzrost odpornosci przeciwko
komorkom melanomy u gryzoni i matp.

Polimorficzny nabtonkowy antygen mucynowy (PEM) ulegajacy réwniez ekspre-
sji w komérkach adenocarcinomy sutka zostat uzyty do immunizacji szczuréw prze-
ciwko nowotworowi przy uzyciu rekombinanta wirusa krowianki (vaccinia), u kt6-
rego dochodzi do ekspresji tego genu [21]. Antygen peptydowy PEM i wektor wirusa
vaccinia uzywany jest obecnie w placéwkach badawczych w stadium przedklinicz-
nym jako szczepionka przeciwnowotworowa.

Immunizacja myszy produktem ludzkiego onkogenu HER2-neu kodujacy trans-
membranowe biatko kinazy tyrozynowej 183 kDa, ktory ulega ekspresji w wielu
nowotworach, np. nowotworach jajnika, indukuje transplantacyjng odpornos¢ prze-
ciw syngenicznym nowotworom transfekowanych ludzkim genem HER2-neu [6].

WAKCYNACJA REKOMBINACYINYMI DROBNOUSTROJAMI

Inng mozliwos$cig wakcynacji przeciwnowotworowej jest zastosowanie wirusow
rekombinacyjnych [5,17,41,47,49] lub rekombinantéw mykobakterii [13], jako we-
ktoréw, u ktoérych dochodzi do ekspresji okreslonych antygendw. W nastepstwie
infekcji wektorem dochodzi do wewnatrzkomérkowego wytwarzania antygenu, a w
wyniku ekspresji antygenu w kontekscie antygenéw klasy I i Il MHC dochodzi do
indukcji zaréwno CTL, jak i komérek pomocniczych Th.

UDZIAL ADIUWANTOW IMMUNOLOGICZNYCH

Szczeg6lne miejsce w konstrukcji szczepionek przeciwnowotworowych zajmuja
adiuwanty immunologiczne, ktdére powodujg wzrost odpowiedzi immunologicznej na
antygeny. Bardzo wazne znaczenie majg tutaj:

1) efektumiejscowienia (ang.depoteffect) czyli "sekwestracja" antygenu, powolne
uwalnianie i fagocytoza przez makrofagi oraz inne komarki prezentujgce antygen,

2) aktywacja makrofagow,

3) aktywacja komorek-T i B.

Obecnie znanych jest bardzo wiele nowych adiuwantéw. Do najnowszej generacji
adiuwantéw zaliczy¢ mozna [wg 30]:

(1) niejonowe kopolimery L 121, ktére aktywuja makrofagi i powoduja doczepienie
antygenu do frakcji lipidowo-wodnej [30],

(2) SAF-m, ktéry zawiera analog dwupeptydu muramylowego [31],

(3) Detox, ktéry zawiera monofosforyl lipidu A (analog szkieletu $ciany mykoba-
kterii),
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(4) QS 21, ktéry jest frakcja oczyszczonej saponiny,

(5) glikozydy i alkaloidy roslin tropikalnych [3,28] oraz

(6) frakcje komorkowe bakterii z rodzaju Corynebacterium, Mycobacterium i
Nocardia [46,52,53].

ROZWOJ TERAPII GENOWEJ

Istotne miejsce w badaniach nad przygotowaniem subklonéw nie-tumorogennych
zkomdrek tumorogennych odegraty badania zapoczatkowane przez Boonai wsp. [wg
38]. Zastosowano technike zwang "shot gun". W wyniku identyfikacji fragmentéw
DNA kodujacych antygeny rozpoznawane przez klony cytotoksycznych limfocytow-
T (CTL) pochodzacych od myszy immunizowanych wariantem komérek nowotwo-
rowych tum- (nieimmunogennych) ustalono, ze nastgpita zmiana punktowa poje-
dynczych aminokwaséw w regionie genu odpowiedzialnego za wigzanie sie z czaste-
czka Ld MHC klasy I ulegajacej ekspresji w nowotworze [38]. Tworzenie immuno-
gennych wariantow przez transfekcje obcych gendw to nowy sposob strategii muta-
genezy z zastosowaniem techniki transfekcji do indukowania ekspresji nowych genéw
w nowotworach. Pierwsze badania dotyczyly wprowadzenia allogenicznych genéw
klasy I MHC do nowotworu [25]. Kiedy gen Ld klasy | MHC zostat wprowadzony
do linii H2b raka ptuc Lewisa, komérki takie byty odrzucane u syngenicznych myszy
C56BL6. Wprowadzenie genu Ld do komérek nowotworowych ostabiato ich tumo-
rogenno$¢ az o 40 razy w stosunku do komorek macierzystych. Po inokulacji i
spontanicznej regresji klonow Ld+ myszy nabywaty odpornosci przeciwko dawce
macierzystych komérek nowotworowych [25].

Kolejne proby konstrukcji szczepionek przeciwnowotworowych zwigzane byty z
transfekcjg gendw wirusowych, kodujacych biatka o wysokiej immunogennosci in-
dukujacych silng odpowiedz przeciwwirusowg, do komorek nowotworowych [14].
Wprowadzenie genu HA wirusa grypy do komorek nowotworowych okreznicy CT26
u myszy Balb/c powodowalo, ze transfektanty byly odrzucane przez myszy w dawce
100-krotnie wyzszej niz wyjsciowy nowotwor. Ponadto transfektanty indukowaty
systemowag odpowiedZ odporno$ciowa przeciwko pierwotnemu nowotworowi CT26.

Prébowano réwniez wprowadza¢ geny kodujgce antygeny klasy Il MHC do
komérek nowotworowych [37]. W pewnych modelach nowotworéw wprowadzenie
genéw kodujacych antygeny klasy Il MHC do komérek nowotworowych powoduje
zmniejszenie ich tumorogennosci i wytworzenie systemowej odpowiedzi odporno-
Sciowej przeciwko macierzystemu nowotworowi [37].

Najwieksza ilos¢ badan przeprowadzonych w ostatnich latach w celu przygotowa-
nia szczepionki genetycznie zmienionych komaérek nowotworowych dotyczyta wpro-
wadzania do nich genéw cytokin [8,11,12,16,17,18,19,39,40,47,54]. Kilka genéw
cytokin wprowadzonych do komérek nowotworowych wywotywato réznorodne efe-
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kty dotyczace zarébwno immunogennosci, jak i tumorogennosci [22]. Wiele cytokin
wytwarzanych przez komdérki nowotworowe indukowato lokalny stan zapalny, w
wyniku czego dochodzito do eliminacji i odrzucania nowotworu. Ostanio przeprowa-
dzone eksperymenty [38,44,45,48] wykazaty, ze komérki nowotworowe indukowane
przez transfer gendéw do sekrecji roznych cytokin [IL-2, IL-4, IFN-y ,TNF-a, GM-
CSF, IL-7, 11-6] sa odrzucane u syngenicznych gryzoni. Odrzucanie przeszczepu
nowotworu uzaleznione jest od wysokiego poziomu wytwarzania cytokin przez
genetycznie modyfikowane komérki nowotworowe i przynajmniej czesciowo prowa-
dza do parakrynnej stymulacji efektorowych, przeciwnowotworowych mechanizméw
obronnych gospodarza. Odrzucanie komdrek nowotworowych wytwarzajacych cyto-
kiny czesto indukuje trwata odporno$¢ na niezmodyflkowane komorki nowotworo-
we.

Po wprowadzeniu do nowotworéw genu IL-2 [5,11,15,16,19,22,39], komorki
nowotworowe wydzielaty te cytokine, a wysoki poziom sekrecji powodowat regresje
nawet duzego inokulum komoérek nowotworowych uzytych do transplantacji. W
badaniu histologicznym odrzucanego guzastwierdzono znaczny naciek tkanki nowo-
tworowej przez limfocyty. Ponadto ustalono, ze lokalnie aktywowane komorki NK
sg gtdwnymi komorkami efektorowymi odpowiedzialnymi za odrzucanie komdrek
nowotworowych po transfekcji genem IL-2.

W wyniku autokrynnej stymulacji komérek B przez IL-4 nastepowato odrzucanie
nowotworu po transplantacji komdrek nowotworowych do syngenicznych zwierzat
[18,40,50]. W tkance nowotworowej stwierdzono duzgilo$¢ makrofagéwi eozynofili.
Ustabilizowany nowotwdér Reneca moze by¢ leczony przez immunizacje komérkami
po transdukcji I1L-4 [18], nawet w odlegtym miejscu od pierwotnego guza.

Badania nad wprowadzeniem genu IFN-y [17,22,41,47] do komdrek nowotwo-
tworowych wykazaty, ze nastepuje indukcja zaréwno produktéw gendw MHC klasy
I i klasy Il, a w pewnych wypadkach powodowato odrzucenie nowotworu [47].
Jednak wptyw IFN-y byt zalezny od typu nowotworu, a w pewnych przypadkach
kotransdukcja genami innych cytokin wywierata wptyw hamujacy IFN-y na genero-
wanie systemowej odpowiedzi przeciwnowotworowej.

Po transdukcji genu TNF-a generalnie komdrki nowotworowe rosty wolniej in
vitro i zdarzato sie czesto, ze po transplantacji byty odrzucane u syngenicznych
zwierzat [8,15,22]. Nie wiadomo jednak, czy odrzucanie tkanki nowotworowej naste-
puje w wyniku prostego oddziatywania TNF-a na komdrki nowotworowe, czy tez
wystepuje dodatkowy efekt oddziatywania TN F-a na komérki stanu zapalnego, np.
na makrofagi. Wielu badaczy stwierdzito, ze zwierzeta, ktdre odrzucaty komorki
nowotworowe po transdukcji genu TNF- a, wykazywaly odpornos¢ natransplantacje
komérek niezmodyfikowanych genetycznie.

Podobng przeciwnowotworowg odpowiedz immunologiczng uzyskano w wyniku
immunizacji komérkami nowotworowymi "mastocytoma” zmienionymi w wyniku
transferu genu IL-7 [24].
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Rys. 1. Schemat wektora retrowirnsa dla transdukcji genéw do komérek nowotworowych lub
limfocytow naciekajgcych nowotwor (TIL); geny dla: fosfotransferazy neomycyny (Neo-
R), czynnika martwicy nowotworu (TNF) i interleukiny-2 (IL-2); LTR - diuga sekwencja po-
wtorzona, SV - promotor wirusa SV, TM - fragment transmembranowy, SP -peptyd sygnatowy
[wg 44]

Mozna wysunaé wniosek, ze komdrki nowotworowe zmodyfikowane w wyniku
wprowadzenia nowych gendw powodujg powstanie znacznie silniejszej przeciwno-
wotworowej odpowiedzi immunologicznej w poréwnaniu z zastosowaniem adiuwan-
tow czy napromieniowanych komdrek nowotworowych.

WPLYW MODYFIKOWANYCH KOMOREK EFEKTOROWYCH

Adoptywny transfer aktywowanych komorek efektorowych réwniez moze pro-
wadzi¢ do regresji nowotworu. Ostatnio konstruuje sie szczepionki z naciekajacych
nowotwor limfocytow TIL (tumor infiltrating lymphocytes) i poddaje dziataniu IL-2
[44]. Nastepny krok to transdukcjado komorek TIL przy udziale retrowirnsatransferu
gendéw cytokin z markerem genu bakteryjnego neo [44].

Bardziej bezposrednie wprowadzenie terapii genowej mogtoby mie¢ miejsce,
gdyby docelowe geny mogty ulegaé ekspresji bardziej efektywnie w pierwotnych i
wtornych miejscach pojawiania sie komérek nowotworowych in vivo prowadzac do
lokalnej syntezy biatek uczestniczacych w destrukcji nowotworu [36,44,45]. Wydaje
sie, ze w najblizszej przysztosci firmy biotechnologiczne beda kontynuowaé przed-
stawione w artykule kierunki badan z wykorzystaniem najnowszychtechnik stosowa-
nych w biologii molekularne;.
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MOZLIWOSCI TERAPEUTYCZNEGO ZASTOSOWANIA
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INHIBITORS OF SERINE PROTEINASES
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Streszczenie: Praca obejmuje przeglad artykutéw z ostatnich kilku lat dotyczacych poszukiwan
specyficznych, aktywnych in vivo i nietoksycznych inhibitoréw proteinaz serynowych, w tym
przede wszystkim inhibitoréw elastaz. Przedstawiono kierunki badan zmierzajace do odkrycia
srodka niwelujacego skutki niedoboru lub wadliwego funkcjonowania al-inhibitora proteinaz -
gtéwnego inhibitora proteinaz serynowych osocza ludzkiego. Podano krotka charakterystyke
omawianych zwigzkéw z uwzglednieniem ich ewentualnego terapeutycznego wykorzystania.

Stowa kluczowe: proteinazy serynowe, elastaza, inhibitory, al-inhibitor proteinaz, rozedma ptuc.

Summary: This paper contains areview ofrecent publications concerning specific, non-toxic serine
proteinase inhibitors exhibiting in vivo activity. We present research strategies directed towards
characterization of a factor able to diminish consequences of deficiency or malfunction of
al-proteinase inhibitor a major serine proteinase inhibitor in human serum. A short characteristics
of the factors including their putative therapeutic activity is presented.

Key words: serine proteinases, elastase, inhibitors, al-proteinase inhibitor, emphysema.

*Praca finansowana z projektu badawczego KBN nr 0639/P2/94/07.
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Stosowane skréty: API - al-inhibitor proteinaz; HNE - ludzka elastaza neutrofilowa;
PCI - p-nitrofenylo N-(bursztynylo-L-alanylo-L-alanylo-L-prolylo-metylo)-N-izopropylokarba-
minian; PPCI - potgczenie PCI z hydrofilowym polimerem: a,(3-poli [N (2-hydroksyetylo)-D,L-
aspartamidem]; SLPI - wydzielniczy leukocytarny inhibitor proteinaz; SC-39026 - kwas ben-
zoesowy 2-chloro-4-+-hydroksyoktadecylowy.

Prawidtowy przebieg proceséw zachodzacych w organizmie jest uwarunkowany
m.in. kontrolg aktywnos$ci enzymow proteolitycznych. Najszerzej rozpowszechniong
i najlepiej poznang grupa enzymaow proteolitycznych sa proteinazy serynowe. Chro-
niczny brak réwnowagi miedzy inhibitorami proteinaz serynowych a ich enzymami
docelowymi prowadzi do szeregu schorzen, takich jak: rozedma ptuc, zapalenie
trzustki, obrzek naczynioruchowy czy niektére choroby uktadu krzepniecia krwi.
Gtéwnym inhibitorem proteinaz serynowych osocza ludzkiego jest al-inhibitor pro-
teinaz (al-antyproteinaza, al-antytrypsyna- API). APljestzdolny hamowaé niemal-
ze wszystkie proteinazy serynowe u ssakéw, jednakze pomiary stalej szybkosci
tworzenia komplekséw z réznymi proteinazami wskazuja, ze gtdbwnym docelowym
enzymem dla tego inhibitora jest elastaza [63]. Stwierdzono, ze stezenie 1,7 pM
inhibitora w ptynie surowiczym nabtonka oddechowego wystarcza do ochrony tkanek
ptuc przed strawieniem przez elastaze [24]. Gen APl wykazuje silny polimorfizm.
Allele normalne charakterystyczne dla ludzi z prawidtowym poziomem aktywnego
APl w surowicy dominujg w populacji stanowigc 95% wszystkich alleli. Allele
deficytowe powstaty w wyniku mutacji punktowych. Najczestsze allele w tej grupie
wystepuja w populacjach rasy kaukaskiej z czestoscig wahajacag sie od 1 do 4%.
Mutacje punktowe typu zmiana fazy odczytu oraz mutacje nonsensowne saprzyczyng
catkowitego braku API w surowicy krwi. Wystepujg one z czestoscig ok. 0,1% [30].
Niedob6r lub wadliwe funkcjonowanie API, skorelowane z nadmierng aktywnoscig
elastaz przyczynia sie do rozwoju rozedmy ptuc, choroby charakteryzujacej sie
powiekszeniem objetosci pecherzykéw ptucnych na skutek zaniku elementow spre-
zystych, pekania przegréd miedzypecherzykowych i zmniejszenia liczby naczyn
wiosowatych. Zmniejszenie powierzchni kontaktu krwi z powietrzem doprowadza do
niewydolnosci ptuc objawiajacej sie postepujaca dusznoscia. Zaburzenia genetyczne
nie sg jedynym czynnikiem sprzyjajacym rozwojowi rozedmy pluc. Potencjalne
zagrozenie stanowi¢ mogg réwniez czynniki utleniajgce zarébwno endogenne (uwal-
niane przez aktywowane granulocyty i makrofagi), jak i egzogenne (zawarte na
przyktad w dymie papierosowym). Spowodowane jest to wyeksponowana, a przez to
wyjatkowo podatng na utlenienie reszta metioniny w centrum reaktywnym inhibitora.
Utlenienie in vitro tej krytycznej reszty do sulfotlenku metioniny prowadzi do tysigc-
krotnego obnizenia zdolnosci hamowania aktywnosci elastaz leukocytow [49].

Prace zmierzajagce do odkrycia $rodka, ktory niwelowatby skutki wynikajace
z braku lub wadliwego funkcjonowania API poszty w trzech kierunkach:

a) izolowania natywnego inhibitora z osocza o0s6b zdrowych,
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Poza wyzej wymienionymi inhibitorami w faze badan nad zastosowaniem tera-
peutycznym weszto biatko wyizolowane z pijawki lekarskiej, eglina c. Otrzymana w
drodze rekombinacji eglina ¢ ma takg samg sekwencje aminokwasow jak natywne
biatko Jedynag réznice stanowi reszta kwasu octowego na N-koicu zrekombinowa-
nego biatka) i rozpoznawanajest przez przeciwciata monoklonalne skierowane prze-
ciwko natywnemu biatku. Wykazuje takg samag jak swoj natywny odpowiednik
aktywnos$¢ inhibitorowa w stosunku do elastazy, katepsyny G, chymazy i chymotry-
psyny. Zastosowanie terapeutyczne tego inhibitora mogtoby mie¢ bardzo korzystne
znaczenie ze wzgledu najego duzg stabilnos¢, wynikajacg z wysokiej odpornosci na
atak proteinaz. Zaletg réwniez jest to, ze nie reaguje on z biatkami uktadu krzepniecia
i fibrynolizy ani z czynnikami uktadu dopetniacza. Podany dotchawiczo chomikom
na 8 godzin przed podaniem ludzkiej elastazy z neutrotili skutecznie uniemozliwiat
rozwéj rozedmy ptuc. Rédwniez badania nad jego zastosowaniem w hamowaniu
wstrzgsu endotoksynowego i wstrzasu urazowego przeprowadzone na modelach
zwierzecych przyniosty bardzo obiecujace rezultaty. Niestety poniewaz wywotywat
on silng reakcje alergiczng, zaniechano dalszych prac badawczych nad terapeutycz-
nym zastosowaniem tego biatka [51].

Wydajna ekspresje sklonowanego cDNA mozna osiggna¢ zaréwno w komdrkach
bakteryjnych, drozdzach, jak i w komdrkach eukariotycznych. Ze wzgledu na obréb-
ke potranslacyjng biatka wskazane jest zastosowanie metod inzynierii genetycznej w
celu ekspresji cDNA u organizmow eukariotycznych. Wykazano m.in. ekspresje API
w oocytach Xenopus levis po mikroiniekcji mMRNA [14], niemniej jednak do$wiad-
czenia w tym kierunku maja mate mozliwosci zastosowan praktycznych. Bardzigj
obiecujgce wyniki uzyskano stosujgc zwierzeta transgeniczne. Wykazano ekspresje
ludzkiego API u myszy transgenicznych poprzez hybrydyzacje insitu [28]. Pokazano
rowniez wydzielanie ludzkiego API przez hepatocyty myszy transgenicznych [53].
Transplantujac komorki transdukowane in vitro mozliwe stato sie rozwiniecie naj-
bardziej spektakularnego i zarazem dyskusyjnego osiggniecia inzynierii genetycznej
-terapii genowej. Metodami terapii genowej prébuje sie leczy¢ wiele schorzeh w tym
réwniez schorzenia wynikajgce z mutacji wewnatrz genu API [13,15,35,36,52,66].
Eksperymenty oparte natechnice wprowadzania konstruktu zawierajgcego ludzki API
obejmowaty doswiadczenia zaréwno na poziomie in vitro, jak i in vivo. W do$wiad-
czeniach in vitro infekowano komérki linii CHO i HeLa defektywnym adenowirusem
przenoszacym gen ludzkiego API. W wyniku tej infekcji uzyskano ekspresje genu
inhibitoraw komaorkach obu linii oraz wydzielanie APl do pozywki, w ktdrej byty one
hodowane [17]. Rowniez w hodowli pierwotnej komorek nabtonkowych szczura
(Sigmodon hispidus) po transdukcji komérek konstruktem zawierajgcym gen ludz-
kiego API metoda hybrydyzacji in situ stwierdzono ekspresje genu i obecno$¢ trans-
kryptu ludzkiego API. Rownoczes$nie taki transkrypt nie byt obecny w nieinfe-
kowanych, $wiezo pobranych komdrkach nabtonkowych [46].
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W przypadku rozedmy ptuc mozliwe jest dostarczanie prawidtowego genu bez-
posrednio do komorek nabtonkowych ptuc przez uktad oddechowy. Wykorzystano
te dogodno$¢ w doswiadczeniach in vivo. Szczurom dotchawiczo podawano de-
fektywne adenowirusy przenoszace gen ludzkiego API. Od dwdch dni do tygodnia
po infekcji wptucach szczurdw wykrywalny byttranskrypt ludzkiego API. Stwierdzo-
no roéwniez wydzielanie do ptynu surowiczego nabtonka oddechowego API, ktory
reagowat z przeciwciatami dla ludzkiego inhibitora. W plucach szczurédw, ktorym
podano sol fizjologiczng lub adenowirusy z delecjg rejonu Ela (blokujaca zdolnos¢
wirusa do replikacji), nie stwierdzono obecnosci mMRNA dla API [46]. Uzyskany po
transdukcji komoérek poziom APl w ptynie surowiczym nabtonka oddechowego byt
50-krotnie nizszy od stezenia inhibitora wystarczajacego do ochrony tkanek ptuc
przed strawieniem przez elastaze. Teoretycznie mozna osiggna¢ wystarczajace steze-
nie inhibitora poprzez zwiekszenie ilosci wektoréw w jednej dawce, dostarczenie
wektordw w aerozolu (co zwiekszytoby powierzchnie poddawang infekcji) czy tez
przez powtarzanie zabiegu. Zastosowanie adenowiruséw jako wektora w przypadku
transdukcji komorek nabtonkowych ptuc jest uwarunkowane kilkoma czynnikami.
Przede wszystkim podziat komorek gospodarza (w tym wypadku komérek nabtonko-
wych) nie jest konieczny, aby zaszta ekspresja genéw adenowirusa [6]. Ponadto
adenowirusy sa naturalnie pochtaniane przez komérki nabtonka, co utatwia proces
transdukcji. Adenowirusy jako wektory sg rowniez korzystne z tego wzgledu, ze nie
integruj ac sie z genomem gospodarza zmniejszaj g ryzyko rekombinacji genetycznych
i zwigzanych z tym mutacji [4, 6,22].

Synteza APl w hepatocytach jest 200-krotnie bardziej intensywna niz w innych
badanych tkankach [37]. Dlatego tez bardzo duze znaczenie terapeutyczne przy-
wigzuje sie do metod umozliwiajacych transdukcje genéw do hepatocytéw. Jedna z
nichpoleganaizolacji komérek watroby, transdukcji hodowli pierwotnej konstruktem
zawierajagcym cDNA lub gen, ktérego ekspresje chcemy uzyskaé i ponownym wpro-
wadzeniu transdukowanych hepatocytéw do organizmu. Doswiadczenia, w ktérych
sprawdzano mozliwo$¢ efektywnego wprowadzenia hepatocytow do organizmu, pro-
wadzone byly na myszach [21,43]. Swiezo wyizolowane hepatocyty z myszy trans-
genicznych wprowadzane byty bezposrednio do $ledziony lub zyly wrotnej myszy
pokrewnych. Wprowadzone komérki wedrowaty do watroby i stawaty sie jej funk-
cjonalng czescig. W doswiadczeniach prowadzonych na psach pierwotng hodowle
hepatocytow psa transdukowano konstruktem zawierajacym cDNA dla ludzkiego
API pod kontrolg promotora wirusa cytomegalii. Wektorem przenoszagcym infor-
macje genetyczng byt defektywny retrowirus. Nastepnie przeprowadzono autoprze-
szczep transdukowanych komorek, wstrzykujac je do Sledziony. Transdukowane
hepatocyty migrowaty do watroby i przez 30 dni produkowaty znaczne ilosci inhi-
bitora [26]. Z doSwiadczen wynika, ze ok. 5% masy watroby moze by¢ trans-
plantowane tg metodg. Ostateczny zanik ludzkiego APl w osoczu psa, pomimo
stwierdzonej zachowanej zywotnosci transdukowanych hepatocytéw, sugeruje zalia-
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b) produkcji syntetycznych inhibitoréw oraz dzieki rozwojowi metod inzynierii
genetycznej mozliwosci uzyskiwania zrekombinowanych inhibitoréw elastaz,

c) leczenia zaburzen genetycznych "u Zrédta" poprzez terapie genowe.

Najbardziej oczywistg metoda leczenia niedoboréw API jest terapia polegajgca na
wprowadzeniu do organizmu chorego natywnego inhibitora, wyizolowanego z osocza
ludzi zdrowych. W badaniach przedklinicznych prowadzonych na zwierzetach ba-
dano czesciowo oczyszczony preparat APl i wykazano, ze pod wzgledem bio-
logicznym, immunologicznym i fizjologicznym zachowywat sie prawie identycznie
z naturalnie wystepujgcym APl w osoczu ludzkim. Preparat ten testowano w wielu
klinikach i okreslono, ze dozylne podawanie pacjentowi dawki APl 60 mg/kg masy
cialaraz w tygodniu przez okres kilku do kilkunastu miesiecy skutecznie przywracato
prawidtowy poziom i ochronne dziatanie APl w dolnych drogach oddechowych [9,
23]. Obecnie na rynku istnieje juz lek na bazie natywnego API o nazwie handlowej
Prolastin [51].

W celu przedtuzenia czasu przebywania preparatu w osoczu, a tym samym zwie-
kszenia skutecznosci jego dziatania rozpoczeto badania nad modyfikowanymi che-
micznie naturalnymi inhibitorami proteinaz serynowych. Wsréd chemicznych mo-
dyfikacji bardzo popularne sg modyfikacje syntetycznymi polimerami. Przedtuzajg
one czas pottrwania preparatu w osoczu oraz zwigkszajg jego dostepnos$¢ we krwi
i tkankach. Ponadto polimery mogg maskowac¢ antygenowe determinanty w biatkach
0 innym niz ludzkie pochodzeniu, a takze zmienia¢ immunogennos$¢ szczepionek.
Polimery mozna uzy¢ réwniez w celu zmiany biodystrybucji makroczasteczki przez:

a) modyfikacje zwiekszajgce powinowactwo do bton biologicznych (uzycie amfi-
patycznych polimeréw),

b) specyficzne receptory, wigzac koncowy ligand z polimerem.

Najczesciej uzywanym do modyfikacji biatek polimeremjest glikol polietylenowy
aktywowany karbonyldiimidazolem. Wybér uzasadniony jest jego komercyjng do-
stepnoscia, wysoce hydrofilowa naturg czasteczki oraz tatwoscia syntezy pochod-
nych. W przypadku API i wielu innych biatek modyfikacje syntetycznymi polimerami
rozwigzujg problem gwaltownego usuwania tych preparatéw z osocza. Na bazie
modyfikacji glikolem polietylenowym wotowej deaminazy adenozynowej powstat
lek o nazwie handlowej Adagen, stosowany w leczeniu ztozonych niedoboréw od-
pornosciowych. Dalsze badania zmierzajg w kierunku potaczenia modyfikacji gli-
kolem polietylenowym z metodami ukierunkowanej mutagenezy, celem uzyskania
Scisle zdefiniowanych pochodnych [54].

Izolacja natywnego inhibitora pocigga za sobg problemy zwigzane ze znajdo-
waniem odpowiednich dawcow oraz uzyskiwaniem wystarczajacej dawki preparatu.
Klonowanie i ekspresja okreslonego cDNA umozliwita uzyskanie zrekombinowa-
nych inhibitoréw proteinaz serynowych. Dotychczas sklonowano i opisano sekwen
cje nukleotydowe miedzy innymi dla nastepujacych ludzkich inhibitoréw: API
[10,31,45], al-antychymotrypsyna [47], CI, inhibitor [61], inhibitor aktywatora
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plazminogenu [18,65], wydzielniczy leukocytarny inhibitor proteinaz (ang.: secretory
leukocyteproteinase inhibitor - SLPI [40], aponadto dla szczurzego i kréliczego API
[8, 49], API Swinki morskiej [59] oraz kontrapsyny Swinki morskiej [59], myszy i
szczura [58, 38]. Scharakteryzowana zostata rdwniez struktura genéw kodujacych
serpiny, miedzy innymi dla ludzkich API, ACT [5], PAI-1[57], PAI-2 [1], szczurzego
angiotensynogenu i API [60]. API produkowany jest gtéwnie przez hepatocyty oraz
przez fagocyty jednojadrzaste, monocyty krwi, makrofagi pecherzykéw phuc [37] i
komorki nabtonkowe jelita [42]. Otrzymany w drodze rekombinacji genetycznej API
(rAPI) uzyskany z organizmow prokariotycznych pozbawiony jest reszt cukrowych,
ktore stanowig ok. 20% masy natywnego biatka. Nie wptywa to jednak na jego
efektywno$¢ hamowania elastazy czy katepsyny G. Doswiadczenia przeprowadzone
na chomikach wykazaty, ze rAPI w petni hamuje rozw6j rozedmy ptuc indukowanej
podaniem ludzkiej elastazy z neutrofili. Dodatkowa korzyscig wynikajgcg z mozliwo-
Sciterapeutycznego stosowaniarAPIjestmozliwos¢ wprowadzeniamutacji w obrebie
pojedynczych kodon6w. Poniewaz ludzki API jest wrazliwy na utlenianie, uzyskano
punktowe mutanty ze zmienionym centrum aktywnym o niezmienionej specyfi-
cznosci, lecz odporne na utlenianie [11,45,62]. W ten sam sposob (podstawiajgc Arg
358 w miejsce Met 358) uzyskano zrekombinowany API 0 zmienionej specyficznosci
hamujacy trombine [16,34]. Wada rAPI, wynikajacg z braku glikozylacji zrekom-
binowanego biatka jest znacznie krétszy czas péttrwania w osoczu (1-2 godzin) w
poréwnaniu z natywnym API (2-4 dni). Jednakze podanie rAPI w aerozolu zwieksza
czas pétrwania zrekombinowanego inhibitora do kilkunastu godzin. Nie stwierdzono
reakcji alergicznej po podaniu rAPI.

Innym sklonowanym inhibitorem, z ktérym wigze sie nadzieje na terapeutyczne
zastosowanie, jest wydzielniczy leukocytarny inhibitor proteinaz-SLPI1. U cztowieka
jest on obecny we wszystkich wydzielinach $luzowych i w osoczu (w bardzo niskim
stezeniu). W ptucach jest syntetyzowany przez nieorzesiony nabtonek oskrzelikow
i nabtonek goérnych droég oddechowych. Przyjmuje sie, ze podczas gdy API jest
gtownym inhibitorem kontrolujagcym aktywno$¢ elastaz w dolnych drogach odde-
chowych, SLPI jest gtéwnym inhibitorem elastaz w gérnych drogach oddechowych.
Podobnie jak rAPI podany dotchawiczo rSLPI skutecznie hamowat rozwoj indu-
kowanej elastazg rozedmy ptuc u chomika. Stwierdzono réwniez, ze rSLPI hamuje
zmiany morfologiczne komoérek wydzielniczych oskrzelikéw [32] oraz rozedme ptuc
indukowane podaniem chomikowi lipopolisacharydu [48]. rSLPI nie powodowat
reakcji alergicznej ani nie reagowat z czynnikami dopetniacza. Skutkiem ubocznym
podania dozylnego rSLPI byt spadek ci$nienia i nieznaczne obnizenie krzepniecia
krwi. Stwierdzono, ze czas przezyciaw krazeniu rSLPI po dozylnym podaniu wynosit
u szczura 40 minut, a po podaniu bezposrednio do ptuc 4 godziny u szczura i 12
godzin u owcy. Istnieje rowniez mozliwos¢ diagnostycznego zastosowania rSLPI w
zwigzku ze zmianami stezenia tego biatka w osoczu o0séb z zapaleniem ptuc [27].
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Rys. 3. a) L -659,286; b) L -658,758

ptuc przez inhalacje wykazywat wysoka aktywnos¢ i dtugi czas zycia w tkance
ptucnej, natomiast podany dozylnie byt szybko usuwany z krwiobiegu. Podany w
aerozolu chomikom przed wkropleniem HNE dtugotrwale hamowat wywotane ela-
stazg zaburzenia w dolnych drogach oddechowych. Obecnie preparat ten jest testo-
wany u ludzi [64]. Syntetyczne inhibitory proteaz kaskady krzepniecia zastosowano
do obnizeniarozlegtej, wewnatrznaczyniowej krzepliwosci krwi. Klinicznie stosowa-
ne sgobecnie preparaty o nazwie handlowej Foy, Futhan i Miraclid. Inhibitory te nie
wymagajg antytrombiny do swojej aktywnosci. Czas pottrwania tych zwigzkéw we
krwi wynosi Kilkanascie minut i jest krétszy od czasu pétrwania heparyny [2].
Przedstawione kierunki poszukiwan skutecznego leku dla chorych z niedoborem
lub wadliwym funkcjonowaniem API pozostajg w wiekszosci przypadkéw w fazie
badan namodelach zwierzecych. Badaniate ograniczaja sie przewaznie do wywotania
rozedmy phuc tub innych jednostek chorobowych przez podanie ludzkiej elastazy
neutrofilowej lub $winskiej elastazy trzustkowej wraz z podaniem badanego inhibi-
tora. Modele, w ktorych podaje sie w nadmiarze jeden czynnik oraz czynnik, ktory
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Rys. 4. ICI 200,880 - zwigzek o petnej nazwie:
4-(4-chlorofenylosulfokarbamoilo)benzoilo-L-vaiilo-L-prolilo-I-(RS)-(I-trifluoroacetyb-2-mety-
loprolilo) amid

ma za zadanie znie$¢ jego niekontrolowane dziatanie, sg w swojej istocie bardzo
uproszczone i nie uwzgledniaja szeregu ztozonych proceséw zachodzacych w stanie
patogennym u chorego. Syntetyczne inhibitory w wiekszosci przypadkéw sg to-
ksyczne, a polimery hydrofilowe, ktérymi sg modyfikowane zmniejszajg tylko czes-
ciowo szkodliwo$¢ preparatu. Dodatkowo wigkszos$¢ z nich jest w mniejszym lub w
wiekszym stopniu niespecyficzna wplywajac na inne procesy enzymatyczne zacho-
dzace w organizmie, a nawet w przypadku bardzo specyficznych preparatéw nie
badano ich pod katem niespecyficznego wplywania w danych jednostkach cho-
robowych na inne procesy biochemiczne toczace sie w organizmie. Brakuje ponadto
wyczerpujacychdanych dotyczacych naprzyktad wiasnosci antygenowych preparatu,
zdolnosci syntetycznych inhibitoréw do wywotywania reakcji alergicznej, czy tez
innych skutkdw ubocznych u zwierzat i ludzi. Nie prowadzi sie dtugoterminowych
badan testowanych zwierzat. Nie matezjednolicie przyjetego czasu, po jakim mozna
uznac preparat za catkowicie bezpieczny. Rownie duzo problemoéw i kontrowersji
budzi terapia genowa. Nie ma catkowitej pewnosci co do aspektdéw zwigzanych z
bezpieczenstwem i pozniejszymi mozliwymi skutkami tego typu dziatan. Szeroka
skala prowadzonych prac badawczych daje jednakze duzg nadzieje na uzyskanie
skutecznych $rodkéw pozwalajacych leczy¢ dolegliwosci os6b z niedoborem lub
wadliwym funkcjonowaniem inhibitoréw enzymdw proteolitycznych.
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mowanie transkrypcji transgendw in vivo. Dowodem potwierdzajagcym te ewen-
tualnosc¢ jest doSwiadczenie, w ktorym stwierdzono aktywno$¢ promotora wirusa
cytomegalii w pierwotnej hodowli fibroblastéw i brak aktywnosci po transplantacji
transdukowanych komorek zwierzeciu [50]. Mozliwe, ze problem ten mozna roz-
wigza¢ uzywajac w kostruktach promotorow genéw biatek watrobowych, ktére w
normalnych warunkach ulegajg wydajnej ekspresji w watrobie, na przyktad pro-
motora genu albuminy czy transferyny.

Niezaleznie od wyzej wymienionych prac nad naturalnymi inhibitorami pro-
wadzone sg badania nad syntetycznymi zwigzkami, ktdre hamowatyby enzymy pro-
teolityczne. Dotychczasowe badania in vitro dostarczyty wielu syntetycznych, nisko-
czasteczkowych, odwracalnych i nieodwracalnych inhibitoréw HNE (ang.: human
neutrofil elastase - ludzka elastaza neutrofilowa) i katepsyny G, jednakze tylko z
niektérymi ztych inhibitoréw prowadzono badania in vivo. Do syntetycznych, odwra-
calnych inhibitoréw naleza oligopeptydy modyfikowane kwasem borowym. Wyka-
zano, ze efektywnie zapobiegajg one rozwojowi rozedmy ptuc indukowanej elastazg
trzustkowg u chomika [18]. Inhibitory te mocno wigzg ludzkg elastaze neutrofilowg
(Ki=5,7 x 10-10 M) [7]. Wydaja sie by¢ ponadto nietoksyczne i maja wystarczajaca
stabilno$¢ in vivo [44]. Do syntetycznych, odwracalnych inhibitoréw nalezy tez
SC-39026: kwas benzoesowy 2-chloro-4-1-hydroksyoktadecylowy. Podany z pokar-
mem szczurom zapobiega on miedzy innymi indukowanemu elastazg nadcisnieniu
ptucnemu. Selektywnie hamuje on wolng elastaze neutrofili ludzkich, kompleksy
HNE-elastyna, a takze elastazy neutrofilowe szczura, chomika, krolika i $wini [38].
Szeroko badane pod wzgledem terapeutycznym byty chlorometyloketony oligopep-
tydéw nalezace do syntetycznych, nieodwracalnych inhibitoréw, takie jak butylo-
oksykarbonylo-Ala3-CH2CI [3] czy N-bursztynylometylo-Ala2-Pro-Val-CH2CI [7].
Wykazano, ze dootrzewnowe podanie chlorometyloketonéw réwnoczesnie z elasta-
zg chroni tkanke ptucng zwierzat przed uszkodzeniami powodowanymi enzymem.
Stwierdzono jednakze toksyczne dziatanie tych zwigzkdw objawiajace sie¢ ognisko-
wymi, $rédmigzszowymi chorobami nerek [20, 55]. Terapeutyczne wilasciwosci
syntetycznych inhibitoréw moga by¢ wzmocnione, a ich ewentualny toksyczny efekt
zredukowany, jezeli sg podane bezpo-
$rednio do ptuc poprzez nosnik. W tym
celu opracowano preparatyke prowa-
dzacg do otrzymania chlorometyloke-
tonéw oligopeptydéw kowalencyjnie
potaczonych z dostepnymi w handlu
mikrociatami ludzkiej albuminy. Zwia-
zki te podane przed ekspozycja ptuc na
dziatanie elastazy spetniaty role ochron-
na w doswiadczalnie wywotanej roze-
dmie ptuc, co wykazywano poprzez ba-

L . . Rys. 1. Furoilosacharyna
daniahistologiczne ptuc [20]. Z innych,
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Rys. 2. ONO-5046 - zwigzek o
petnej nazwie: N-[2-[4-(2,2-
dimetylopropionylooksy) fenylosultb-
nyloamino] benzoilo] kwas aminooctowy

mniej badanych syntetycznych, nieodwracalnych inhibitoréw potencjalne terapeuty-
czne znaczenie moga mie¢ azolid estru metylowego L-norwaliny zwigzek o struktu-
rze:

(L)-CH3CH2CH2 - CH(COOCH?3)-NH-CO-Imidazol

oraz furoilosacharyna (rys. 1). Drugi z wymienionych zwiazkéw hamuje elastaze
rozszczepiajacag wigzanie CON w pierscieniu inhibitora. Zacytowany enzym deacy-
luje niezmiernie wolno (kcat = 1,4 x 1(T6 s 1dla elastazy leukocytow) [7]. Badania
obu zwigzkow in vivo wykazaty ich ochronne dziatanie w rozwoju rozedmy ptuc u
zwierzat doswiadczalnych [19]. Poszukiwania wérod szerokiej gamy syntetycznych
inhibitorow zmierzajg w kierunku znalezienia wysoce specyficznych inhibitoréw
elastazy neutrofili, ktére zachowywatyby swa aktywnos$¢ réwniez podane dozylnie.
W doswiadczeniach in vitro wykazano, ze ONO-5046 (rys. 2) selektywnie hamuje
aktywno$¢ wieprzowej elastazy trzustkowej oraz ludzkiej elastazy neutrofilowej, a
takze elastazy leukocytéw krolika, szczura, chomika i myszy. W badaniach in vivo
ONO-5046 podany dotchawiczo hamuje krwawienie ptucne, natomiast podany do-
zylnie skutecznie hamuje nadmierng przepuszczalnos¢ skory u zwierzat doswiadczal-
nych, oba objawy wywotane wczesniejszym podaniem elastazy [25]. Krwawienie
ptucne u chomika, indukowane HNE hamuja réwniez podane dotchawiczo oligopep-
tydy modyfikowane karbaminianami, petna nazwa przyktadowego zwigzku:
p-nitrofenyloN-(bursztynylo-L-alanylo-L-alanylo-L-prolylo-metylo)-N-izopropylo-
karbaminian (PCI).

Nie fagodza one jednak indukowanej HNE rozedmy ptuc u tych zwierzat [56].
Pofaczenie PCI z hydrofilowym polimerem: a, (3 -poli [N(2-hydroksyetylo)-D,L-
aspartamidem] (produkt koncowy oznaczony w skrdcie PPCI) sprawito, ze podanie
PPCI na godzine przed dotchawiczym wkropleniem elastazy znacznie tagodzito
objawy rozedmy ptuc [33]. Zastosowanie w leczeniu schorzen powstatych w wyniku
niekontrolowanej aktywnosci elastaz moga znalez¢é réwniez obojetne cefalosporyny,
znane ze swoich wihasciwosci hamowania proteinaz serynowych bakterii. W$rdd tej
grupy inhibitoréw dwa wykazywaty aktywnos$¢ in vivo: L-659,286 oraz L-658,758
(rys. 3), hamowaty bowiem krwawienie ptucne u chomika [12]. Zsyntetyzowano tez
inhibitor 1CI-2G0-880 (rys. 4) selektywnie i mocno wigzacy sie z HNE (Ki = 5,0 x
10~10 M) i znacznie stabiej ze Swinskg elastazg trzustkowg. Podany bezposrednio do
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ANTYBAKTERYJNE BIALKA | PEPTYDY LUDZKICH
NEUTROFILL
W POSZUKIWANIU NOWYCH ANTYBIOTYKOW™

ANTIBACTERIAL PROTEINS AND PEPTIDES
OF HUMAN NEUTROPHILS. IN SEARCH OF NEW ANTIBIOTICS

PAWEL MAK

Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakdw

Streszczenie. W pracy przedstawiono przeglad wspoiczesnej wiedzy na temat niezaleznego od
tlenu, nieenzymatycznego zabijania mikroorganizmdw przez neutrofile - najistotniejsze komorki
fagocytujace ludzkiego organizmu. Mechanizm ten wykorzystuje niespecyficzne dziatanie biatek
ipeptydow obecnych w ziarnisto$ciach pierwotnych i wtérnych oraz w cytoplazmie. Do substancji,
ktorych dziatanie antybakteryjne nie jest zwigzane z normalnie przypisywanymi im wiasciwoscia-
mi enzymatycznymi czy fizjologicznymi, naleza: a) bakteriobdjczy czynnik zwiekszajacy przepu-
szczalnos$¢ bton, b) tzw. serprocydyny - antybakteryjne proteinazy serynowe (elastaza, katepsyna
G, proteinaza 3 oraz nieaktywny proteolitycznie ich homolog - azurocydyna), c) tzw. defensyny -
grupa antybakteryjnych peptydow ziarnistoscipierwotnych, d) powszechnie znanebiatka - lizozym
i laktoferryna oraz e) cytoplazmatyczny kompleks okre$lany mianem kalprotektyny. Oprécz
krotkiej charakterystyki przedstawiono hipotezy dotyczace mechanizméw dziatania tych czynni-
kow oraz wyniki badan prowadzonych w celu opracowania nowych, skutecznych antybiotykow.

Stowa kluczowe: aktywnos¢ bakteriobdjcza krwi, neutrofile, chemia czynnikéw bakteriobéjczych,
cytotoksycznosc.

Summary. In this study, the review of contemporary knowledge about oxygen-independent,
nonenzymatic microorganisms killing by important phagocytic cells of human organism - neutro-
phils, was presented. This mechanism utilizes an unspecific action of proteins and peptides, that
are present within primary and secondary granules and in cytosol. To the factors, whose antimic-
robial properties are not associated with their normal enzymatic and physiological role, belongs:

*Praca wykonana w ramach projektu finansowanego przez Komitet Badan Naukowych nr PB
0639/P2/94/07.
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a) bactericidal/permeability increasing factor, b) serprocidins - antimicrobial serine proteinases
(elastase, cathepsin G, proteinase 3 and proteolytic inactive homolog - azurocidin), ¢) defensins -
afamily of antimicrobial peptides of primary granules, d) the well-known proteins - lysozyme and
lactoferrin and e) cytosolic complex - calprotectin. Except short characterization, the actual
hypothesis of mechanisms of action were described and the results of some investigations, that lead
to new, effective antibiotics, were presented.

Key words: blood bactericidal activity, neutrophils, antiinfective agents chemistry, cytotoxicity.

Wykaz skrotow: AGP7 - biatko 7 ziarnistosci azurofilnych, BP - biatko bakteriobojcze, BPI -
bakteriobdjcze biatko zwiekszajace przepuszczalno$¢ bton, CAP - kationowe biatko bakteriob6j-
cze, Gr~- bakterie gramujemne, Gr+- bakterie gramdodatnie, HBP - biatko wigzgce heparyne,
HSV - wirus Herpes simplex, LBP - biatko wigzgce lipopolisacharyd, LPS - lipopolisacharyd
(endotoksyna), NK - limfocyty zabijajace, TNF - czynnik nekrozy nowotworéw.

1. WPROWADZENIE

Jako komdrki zerne znacznie przewyzszajace liczebnoscig inne fagocyty - makro-
fagi, monocyty i eozynofile - granulocyty obojetnochtonne (neutrofile) spetniajg w
nieswoistej, a w szczegd6lnosci przeciwzakaznej odpowiedzi immunologicznej orga-
nizmu bardzo wazngrole [27]. Uwalniane w miejscu inicjowanej odpowiedzi zapalnej
lub immunologicznej czynniki chemotaktyczne powodujg przemieszczanie sie neu-
trofili w tym kierunku, lokalny za$ wzrost przepuszczalnosci naczyn utatwia ich
migracje. Mikroorganizmy ulegajg fagocytozie, ktdrapoprzedzaich zabicie i strawie-
nie w fagolizosomie powstatym w wyniku fuzji fagosomu z lizosomem pierwotnym.
Proces zabijania drobnoustrojow odbywa sie tzw. droga zalezna od tlenu, zapoczat-
kowang aktywacjg oksydazy NADPH i min. przy udziale mieloperoksydazy prowa-
dzi do powstania toksycznych, wysoce reaktywnych zwigzkow - nadtlenku wodoru,
rodnikéw hydroksylowych, tlenu singletowego, kwasu podchlorawego oraz chlora-
min. Mechanizmami biegngcymi rownolegle, wytacznymi w przypadku mikroorga-
nizméw nie stymulujgcych syntezy reaktywnych zwigzkéw tlenowych, jest zabijanie
niezalezne od tlenu. Wiaze sie ono z obecnoscig w lizosomach pierwotnych (zwanych
tez ziarnisto$ciami azurofilnymi), aw mniejszym stopniu réwniez i w ziarnisto$ciach
wtornych oraz w cytoplazmie szeregu biatek i peptydéw o dziataniu bakteriostatycz-
nym i bakteriob6jczym. Sa to zaréwno duze biatka, np. czynnik bakteriobdjczy
zwiekszajacy przepuszczalnos$¢ bton, jak i kilkudziesiecioaminokwasowe peptydy -
defensyny. Nalezy tutaj réwniez bakteriobéjcza rodzina homolog6w proteinaz sery-
nowych, tzw. serprocydyny (elastaza, katepsyna G, proteinaza 3, azurocydyna),
kalprotektyna oraz powszechnie znane biatka - lizozym i laktoferryna. W pracy
niniejszej przedstawiono najwazniejsze z doniesien dotyczacych tych biatek i pepty-
dow ludzkich neutrofili, ktérych zdolnosci do zabijania mikroorganizmdw nie sg
zwigzane z ich ewentualng aktywnos$cia enzymatyczng. W ostatnich latach zwigzki te
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cieszyty sie znacznym zainteresowaniem badaczy, co wynikato zaréwno z eksploracji
ciekawego obszaru z pogranicza nauk podstawowych, medycyny i farmakologii, jak
i z potencjalnie bardzo chlonnym na skuteczniejsze antybiotyki rynkiem zbytu dla
firm farmaceutycznych i biotechnologicznych.

2. BAKTERIOBOJCZY CZYNNIK
ZWIEKSZAJACY PRZEPUSZCZALNOSC BLON (BPI)

BPI (inne okreslenia spotykane w literaturze: CAP57, BP) jest bogatym w lizyne,
nieenzymatycznym biatkiem om. cz. 55-58 kDa, stanowigcym ok. 0,3% catkowitego
biatka neutrofili [53]. Jest syntetyzowany i pakowany do ziarnistosci azuroflinych
tylko podczas promielocytarnych i mielocytarnych stadiow rozwoju neutrofili. Nie
wykryto go w innych liniach komérkowych cztowieka.

Kodowany jest przez gen zlokalizowany w tym samym miejscu chromosomu 20
co gen kodujacy LBP (biatko wigzace lipopolisacharyd nalezace do biatek ostrej fazy,
uwalniane podczas infekcji bakteriami Gr*) i wykazuje do tego biatka duze podobien-
stwo strukturalne [23]. Wykazano réwniez, ze biatko wigzace lipopolisacharyd obe-
cne na powierzchni neutrofili jest identyczne z BPI [56]. Juz wcze$niej domyslano
sig, ze natywny BPI dziala w stanie zwigzanym z membranami, poniewaz jego
C-koncowy fragmentjest hydrofobowy i moze doskonale spetnia¢ funkcje kotwicza-
ca. Przynaleznos$¢ do rodziny biatek wiazacych lipopolisacharyd (LPS) jest jedng z
podstawowych cech BPIl. Wykazano, ze za wigzanie z lipidem A (silnie konserwa-
tywnym fragmentem czasteczki LPS), odpowiedzialny jest 199-aminokwasowy, N-
koncowy fragment BPI, ktéry otrzymano juz w drodze rekombinacji [21]. Ten 25 kDa
fragment fgczy sie przy tym z cze$cig kotwiczacg odcinkiem o sekwencji potencjalnie
rozszczepianej przez elastaze [31]. Poniewaz uwalnianie LPS (endotoksyny) podczas
infekcji bakteriami Gr* inicjuje kaskade cytokin powodujgc w efekcie szok, uszko-
dzenia wielonarzadowe i nawet $mier¢, sugestia zastosowania terapeutycznego BPI
jest bardzo wyrazna [34]. Efekt letalny wywotuje BPI juz w iloSciach 0,1-5 pg/ml w
zaleznosci od szczepu bakterii [53]. Antybakteryjna domena BPI ma zaréwno wia-
Sciwosci amfipatyczne, jak i kationowe, manifestujgc swe zdolnosci zabéjcze wyta-
cznie wobec bakterii Gr“, optimum dziatania wykazujagc w pH neutralnym, przy
stosunkowo malej wrazliwosci na zmiany sity jonowej [31]. Poznanie mechanizmu
dziatania tego czynnika wymaga jeszcze wielu badan, wiadomo juz jednak, ze w
pierwszym etapie BPI lub tezjego antybakteryjnadomenaw odwracalny sposob wigze
sie z powierzchnig zewnetrznej btony komorki bakteryjnej, nie dopuszczajac do jej
wzrostu i podziatu, za$ w etapie drugim, nieodwracalnym, w znacznie wiekszym
stopniu wrazliwym na zmiany pH, indukuje zab6jczy dla komorki wzrost przepusz-
czalnosci btony i wyptyw metabolitéw. Nieznang dotychczas droga dochodzi do
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aktywacji bakteryjnych enzymow degradujacych fosfolipidy i peptydoglikany [31,-
33]. Wykazano réwniez, ze BPI ijego N-koncowy fragment jest zdolny do zabijania
bakterii Gr~ w petnej krwi, i to nawet w przypadku szczepéw opornych na inne
osoczowe mechanizmy inaktywacji drobnoustrojéw. BPI hamuje jednocze$nie indu-
kowane bakteryjnie wydzielanie TNF [57].

3. SERPROCYDYNY

Ziarnistosci azurofilne zawierajg grupe proteinaz serynowych, do ktérych naleza
elastaza, katepsyna G, proteinaza 3 oraz nieaktywna enzymatycznie azurocydyna.
Wszystkie te biatka majg prawdopodobnie wsp6lne pochodzenie ewolucyjne oraz
wysoki stopien homologii, wyrazajacy sie podobiefstwem centrum aktywnego i
miejscawigzacego substrat oraz podobienstwami w sekwencji i strukturze przestrzen-
nej. Odgrywajgone istotngrole whbardzo wielu procesach fizjologicznych [3]. W 1975
roku po raz pierwszy wykazano zdolnosci dwoch z tych biatek (katepsyny Gi elastazy)
do zabijaniabakterii [43] - iw zwigzku ztymi wiasnie bakteriob6czymi wtasnosciami
utworzono wspoélne okreslenie tej grupy biatek - serprocydyny (od stéw angielskich
SERine PROteinase bcicteriClDal proteins). Nie znaleziono w literaturze sugestii o
ewolucyjnym rodowodzie takich wtasciwos$ci wsrdd proteinaz serynowych.

3.1. ELASTAZA

Antybakteryjne wiasciwosci elastazy [4] sa niezalezne od aktywnosci proteolity-
cznej enzymu [43]. Aktywny enzym degradujac biatka otoczki komorki bakteryjnej
moze jednak w znacznym stopniu wzmacnia¢ efekt dziatania innych czynnikéw
bakteriobdjczych. Wykazano ponadto inne, nieenzymatyczne, synergistyczne wzma-
cnianie aktywnosci bakteriobdjczej katepsyny G i azurocydyny [40], oraz zdolno$é
do uwalniania z natywnego BPI 25 kDadomeny antybakteryjnej [31]. Szczeg6towych
prac nad antybakteryjnym dziataniem elastazy dotychczas nie prowadzono, z wyjat-
kiem okreslania wrazliwosci konkretnych patogendw [35]. Ostatnio na podstawie ok.
40% homologii antybakteryjnej domeny azurocydyny z resztami 20-44 elastazy
zsyntetyzowano jej bakteriobdjczy peptyd (LRGGHFCGATLIAPNFVMSAAHC-
VA), przy czym ogolnie dziatat on na testowy szczep bakterii Gr~ w wiekszych
stezeniach niz jego azurocydynowy odpowiednik, wykazujac réwnoczes$nie bardziej
stromgzaleznos$¢ zdolnosci bakteriobdjczych od dawki [45]. Wykazano rowniez [39],
ze w poblizu N-konca elastazy znajduje sie sekwencja IVGGR, ktdrajest odpowied-
nikiem jednej z najbardziej bakteriobdjczych domen katepsyny G (IIGGR). Jak
wynika z badari poréwnawczych [1], aby wykaza¢ efekt bakteriobdjczy peptydu
IVGGR wobecNeisseriagonorrhoecie i Staphylococcus aureuskoniecznejestjednak
Srednio ok. dwa razy wieksze jego stezenie niz peptydu IIGGR i ponadto peptyd
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elastazy w odr6znieniu od swego katepsynowego odpowiednika okazuje sie by¢
catkowicie nieaktywny wobec patogendw jamy ustnej [39].

3.2. KATEPSYNA G

Katepsyna G jest zmiennie glikolizowang proteinazg serynowg o m. cz. 27 kDa,
stanowi ok. 0,5% catkowitego biatka ludzkich neutrofiti i w mniejszych iloSciach
wystepuje rowniez w monocytach. Produkowana w postaci pierwotnej formy prekur-
sorowej, pakowana jest do ziarnistosci podczas stadiéw promielocytarnych i mielo-
cytarnych [53]. Biatko to jest aktywne wobec szerokiego spektrum bakterii Gr~i Gr+
oraz grzybow przy stezeniach rzedu 25 [tg/ml [31]. Aktywno$¢ bakteriobdjcza nie
ulega zahamowaniu przy zablokowaniu inhibitorem centrum katalitycznego enzymu,
cho¢ oczywiscie enzym aktywny jest bardzo "pomocny"” w nadtrawianiu zewnetrz-
nych struktur biatkowych komdrek mikroorganizméw oraz po ich zabiciu - do
trawienia resztek. Aktywno$¢ antybakteryjna katepsyny G jest zwigzana z dwoma
krétkimi peptydarni IIGGR i HPQYNQR, uzyskanymi po trawieniu enzymu klostry-
paing [1,48]. Peptydy te sg najbardziej bakteriobdjcze sposréd produktéw klostrypai-
ny i majg identyczne jak katepsyna G optima dziatania: temperatura 37°C, pH
7,0-7,5, niska sitajonowa. Wzorujac sie na podobienstwie bakteriobdjczego peptydu
azurocydyny (reszty 20-44) do sekwencji 20-47 katepsyny G, Pereira i wsp. [45]
zsyntetyzowali go i wykazali jego bakteriobdjcze wasnosci, przy czym wymagane
byly jednak kilkukrotnie wyzsze stezenia. Sugeruje sie, ze zgodnie z pierwszymi
hipotezami dotyczacymi mechanizmu zabijania przez katepsyne G, jej aktywne
domeny tworzone przez wymienione peptydy, jak i réwniez one same wigzg sie z
powierzchnig blony komdrki bakteryjnej i ulegajg wbudowywaniu, zaburzajac jej
strukture. Wyniki najnowszych badar dajg podstawe do stwierdzenia, ze oddziatywa-
nia zwigzane z pierwszg fazg sg nieswoiste, bowiem zsyntetyzowane D-aminokwa-
sowe odpowiedniki aktywnych peptydéw katepsyny G dziataty doktadnie tak samo
jakich naturalne L-aminokwasowe odpowiedniki [39]. Ponadto studia nad wptywem
substytucji innymi aminokwasami i wprowadzaniem grup funkcyjnych wykazaty
istotno$¢ nie tyle sumarycznego tadunku czasteczki, co jego wewnatrzczasteczkowej
dystrybucji. Sugeruje to podobny do detergentéw i defensyn mechanizm dziatania.
Z drugiej jednak strony niespodziewanie wykazano, ze endotoksyna (LPS) Pseudo-
monas aeruginosa jest kompetycyjnym inhibitorem zardwno enzymatycznych jak i
bakteriobo6jczych wiasnosci katepsyny G. Chociaz nie ma doniesien, czy endotoksyny
innych bakterii rowniez maja takie wiasnosci, jest to wazny sygnat sugerujacy ist-
nienie specyficznych drég oddziatywania tego biatka z bakteriami, zwiaszcza, ze
wczesniej stwierdzono juz jego powinowactwo do kwasu tejchojowego i biatka
wigzacego penicyline [53]. Warto ponadto zaznaczyé¢, ze sekwencje homologiczne do
aktywnych peptydow katepsyny G znaleziono w granzymie B - biatku cytolitycznych
ziarnistosci limfocytéw T cytotoksycznych oraz w chymazie (enzym proteolityczny
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komérektucznych). W przypadku chymazy z powodéw sterycznych sekwencje te nie
mogajednak manifestowac swych bakteriob6jczych wiasnosci [48].

3.3. PROTEINAZA 3

Oprécz omdwionych juz wyzej dwéch enzyméw do grona aktywnych proteolity-
cznie serprocydyn ziarnisto$ci azurotilnych ludzkich neutrofili zalicza sie tez pro-
teinaze 3 (cytowang w literaturze rowniez jako: AGP7, p29b, mieloblastyna i au-
toantygen ziarnicy Wegenera [28]). Mimo stosunkowo p6znego odkrycia, jest to juz
dobrze poznany enzym [5, 7, 47] o m. cz. 29 kDa, szerokiej specyficznosci sub-
stratowej, odrozniajacy sie od katepsyny G i elastazy niezdolnoscig do trawienia
specyficznych dla nich substratéw peptydowych oraz brakiem hamowania przez
leukocytowy inhibitor proteinaz i stabym hamowaniem przez egline C (inhibitor
wyizolowany z pijawki lekarskiej). Ponadto enzym ten wykazuje istotne roznice w
budowie zardwno miejsca katalitycznego, jak i miejsca wigzacego substrat [28].
Proteinaza 3 wykazuje identyczng z azurocydyna (patrz nizej) aktywnos¢ bakterio-
bojcza w przypadku bakterii Gr~ i Gr+ za$ zabijanie grzybow wymaga juz stezen
proteinazy 3 o co najmniej 50% wyzszych niz analogiczne efektywnie stezenie
azurocydyny. Ponadto zabijanie bakterii (podobnie jak w przypadku elastazy i kate-
psyny G) jest niezalezne od aktywnosci enzymatycznej [6]. Doktadniejsze studia nad
bakteriob6jczym dziataniem proteinazy 3 nie byty prowadzone, wiadomo jednak, ze
nie zawiera ona sekwencji podobnych do najaktywniejszych peptydow katepsyny G
(IIGGR i HPQYNQR), aktywno$¢ bakteriobojcza peptydu za$ z charakterystyczne-
go dla serprocydyn regionu reszt 20-44 nie byta badana. Wydaje sig jednak, ze jezeli
peptyd 20-44 azurocydyny ma najwieksze zdolnosci bakteriobdjcze sposrdd analogi-
cznych peptydow katepsyny G i elastazy, to przy przyjeciu zatozenia o wplywie
stopnia homologii na aktywno$é bakteriobdjcza peptyd rejonu 20744 proteinazy 3
majacej 15 aminokwasdw zgodnych powinien by¢ bardziej bakteriobdjczy od analo-
gicznie usytuowanego peptydu elastazy (13 zgodnych aminokwasow) i katepsyny G
(11 zgodnych).

3.4. AZUROCYDYNA

Biatko to (o spotykanych réwniez w literaturze okresleniach CAP37 i HBP) ma
mase czasteczkowg 37 kDa i charakteryzuje sie duzg, zwigzang ze zmienng gtikozy-
lacja, heterogenicznoscia w ruchliwosci elektroforetycznej [18]. Azurocydyng jest
obecna tylko w azurofilowych ziarnistosciach neutrofili, monocytach oraz promielo-
cytarnej linii komorek szpiku, metody znakowania immunofluorescencyjnego zas$
lokalizujg ja jako nieintegralne biatko zasocjowane z btong ziarnistosci. N-koniec
azurocydyny stanowi bogata w zasadowe reszty, wyeksponowang na zewnatrz dome-
ne. Azurocydyng ma szczego6lnie duzy stopnien homologii z elastaza, lecz charakte-
ryzuje sie bardzo istotnymi podstawieniami aminokwasowymi w centrum aktywnym:
His Il Ser i Ser Fl Gly, ktére powoduja, ze decydujace o aktywnosci proteolitycznej
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przeniesienie tadunku w odrebie triady aminokwaséw nie jest tu mozliwe [18]. Nie
jest to jednak przypadek odosobniony, znanych jest wiele nieaktywnych enzymaty-
cznie analogéw réznych biatek, gdzie réwniez doszto do podobnych substytucji
ewolucyjnych, np. haptoglobina, biatko Z czy czynnik wzrostu hepatocytéw [46].
Azurocydyna ma zdolno$¢ wigzaniaheparyny itrzustkowego inhibitoratrypsyny oraz,
stanowi czynnik chemotaktyczny dlamonocytéw [45,461 Samo dziatanie antybakte-
ryjne jest szczeg6lnie ukierunkowane na bakterie Gr~, efektywne stezenia biatka sg
rzedu 1-5 [tg/ml [53] przy optimach dziatania w pH rzedu 5,5 i niskiej sile jonowe;j.
Zabijanie bakterii Gr+ i grzybow jest rowniez mozliwe, lecz wymaga wyzszych
stezen. Wykazano ponadto, ze patogeny odporne na dziatanie katepsyny G lub
elastazy staja sie na nie wrazliwe w obecnosci azurocydyny, lecz synergiczny efekt
zanika juz w sile jonowej powyzej 20 mM NaCl [35]. Mechanizm zabijania przez
azurocydyne nie jestjeszcze catkowicie wyjasniony. Poniewaz wykazano, ze azuro-
cydynama zdolno$¢ wigzania sie z konserwatywnym regionem LPS - lipidem A [45],
sugeruje sie, ze pierwszym etapem oddziatywania z komoérka bakteryjng moze by¢
zwigzanie sie azurocydyny z LPS. Ostatnio wykazano, ze 25-aminokwasowy peptyd
odpowiadajgcy resztom20-44 (NQGRHFCGGALIHARFVMTAASCFQ) decyduja-
cy o catkowitych wiasciwosciach antybakteryjnych biatka ma identyczne optima
dziatania, wykazujac przy tym dziatanie bakteriob6jcze wobec nieco szerszego spe-
ktrum mikroorganizmow niz natywne biatko [45]. Peptyd ten ma réwniez zdolno$é
wigzania lipidu A, ktory jest przy tym inhibitorem jego dziatania bakteriobdjczego w
tym samym stopniu co natywnej azurocydyny. Antybakteryjna domena azurocydyny
w postaci peptydu 20-44 ma w pozycjach 26 i 42 dwie konserwatywne dla proteinaz
serynowych reszty cysternowe, tworzace w obrebie peptydu mostek disiarczkowy.
Substytucja tych reszt cysteinowych innymi aminokwasami lub redukcja i zabloko-
wanie grup SH dajace w elekcie liniowy peptyd znosi catkowicie jego aktywnos$¢
bakteriobbjczg. Krotsze peptydy z obszaru 20-44 nie maja aktywnosci lub aktywno$¢
ta jest bardzo staba. Poniewaz sugeruje sie [18], zepo asocjacji azurocydyny czyjej
aktywnej domeny z btong wiasciwy efekt zabijajacy zwigzany jest z interkalacjg do
niej, to wydaje sie, ze wazna cechgtych czasteczek powinien by¢ ich tadunek. Wobec
silnie zasadowego charakteru azurocydyny peptyd 20-44 ma w swym optymalnym
pH sumaryczny fadunek rzedu +4, ktérym charakteryzuje sie jednak réwniez i inny,
nieaktywny bakteriobdjczo peptyd z odmiennego regionu biatka [45]. By¢ moze wiec
o0 dziataniu antybakteryjnym peptydu 20-44 decyduje suma czynnikow:

a) przestrzenna dystrybucjatadunku,

b) w wiekszosci hydrofobowe wiasnosci reszt,

) zasadowy charakter,

d) stabilizowany wigzaniem disiarczkowym maty rozmiar czasteczki.

O znaczeniu powyzszych czynnikow zdaje sie zwlaszcza Swiadczyc fakt, ze szczep
bakteryjny, charakteryzujacy sie wskutek substytucji w lipidzie A umiej ujemnym
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Rys. 1. Pogladowy schemat ilustrujacy proponowany mechanizm dziatania defensyn: A - kazda
czasteczka ma dodatnio natadowany biegun z eksponowanymi resztami argininy, domene hydrofo-
bowa, na rysunku zacieniowang, oraz miejsce, do ktérego moze sie zwigza¢ inna czasteczka
defensyny, tworzac w miejscu potgczenia miniaturowy kanat; utworzony dimer jednym z dodatnich
biegunow elektrostatycznie oddziatuje z ujemnie natadowang powierzchnig btony, a nastepnie ulega
interkalacji, eksponujagc swe domeny hydrofobowe do réwniez hydrofobowego wnetrza btony,
destabilizujagc tym samym jej strukture; B - podwdjny dimer zdolny jest poprzez dwustronne
oddziatywania elektrostatyczne oraz utworzenie lokalnego srodowiska hydrofobowego do induko-
wania fuzji dwéch membran; C- wielokrotnekompleksy dimeréw defensyn mogaréwniez utworzy¢
w poprzek btony kanat o znacznych rozmiarach (dwa pozostate dimery lokujg sie nad i pod ptasz-
czyzna rysunku), zmodyfikowane za [24,16]
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fadunkiem lipopolisacharydu, wykazuje rownocze$nie zwiekszong oporno$¢ na azu-
rocydyne [45].

4. DEFENSYNY

Od pierwszych doniesien o lizosomalnych peptydach kationowych mineto juz
okoto 30 tat [59], lecz w zasadzie apogeum jakosciowe i ilosciowe prac ukazujacych
sie na ich temat przypadto na drugg potowe lat 80 i poczatek 90. Ostatnio ukazata sie
poswiecona defensynom znakomita praca przegladowa [32] i do tej pozycji odsyta
autor szczego6lnie zainteresowanych obszerng bibliografia. Defensyny sg antybakte-
ryjnymi i cytotoksycznymi peptydami, zawierajgcymi 29 do 35 aminokwasow z
konserwatywnym motywem sze$ciu reszt cysternowych, tworzacych trzy wewnatrz-
czgsteczkowe mostki disiarczkowe. Mostki te sg niezbedne dla aktywnosci peptydu i
stabilizujg catkowicie p-strukturalng architekture czasteczki, ktdrej ksztatt przypomi-
na wydtuzona elipsoide [24]. Defensyny maja zdolnos¢ do tworzenia form di-, tri- i
tetramerycznych i wydaje sie to by¢ bardzo istotng wiasciwoscia przy rozpatrywaniu
ich mechanizmu dziatania. Testy in vitro wykazaty szerokie spektrum dziatania
bakteriobdjczego w stezeniach 10-100 pig/ml, przy czym szczegdlng aktywnosé
wykazano wobec bakterii Gr+ i grzybéw, a nieco mniejsza wobec bakterii Gr~.
Defensyny sg réwniez zdolne do zabijania kretkow, mikobakterii oraz do bezposred-
niej neutralizacji niektérych wiruséw z otoczkami (jak HSV, wirus zapalenia jamy
ustnej i grypy) [32]. Hamuja réwniez in vitro replikacje wirusa HIV-1 [42]. Efekt
bakteriobdjczy jest zawsze zwigzany z wbudowywaniem do btony komorkowej
mikroorganizmu i zwiekszeniem jej przepuszczalnosci. Badania z uzyciem sztucz-
nych bton fosfolipidowych wykazaty, ze zdolno$é do zwigzania sie kationowej
defensyny z powierzchnia btony jest $cisle zwigzana z jej powierzchniowym tadun-
kiem i w zwigzku ztym, indukowane elektrostatycznymi oddziatywaniami przytgcze-
nie defensyny do powierzchni membrany uwaza sie za pierwszy etap dziatania.
Nastepnie dochodzi do uwarunkowanej oddziatywaniami hydrofobowymi integracji
defensyny do btony, utworzenia poru utatwionego potaczeniem sie dwdch lub wiecej
defensyn (powstaje wtedy w miejscu asocjacji czasteczek maty kanalik) i w efekcie
do wyrdéwnania potencjatu po obu stronach btony i wyptyniecia jonéw, peptydow i
innych niezbyt duzych metabolitow [16, 24] (rys. 1). Niespecyficzne, podobne do
detergentéw, oddziatywania defensyn z powierzchnig bton biologicznych sugeruje,
ze defensyny moga réwniez wywotywac w obrebie organizmu efekt cytotoksyczny.
| rzeczywiscie - wykazano takie dziatanie wobec limfocytéw, neutrofili, komdrek
endotelialnych i innych, przy czym okazato sie rowniez, ze defensyny sg zdolne do
lizy komérek odpornych na TNF i czynnik cytolityczny komoérek NK [32, 50].
Postuluje sie, ze mechanizmem chronigcym przed autocytotoksycznym efektem de-
fensyn jest syntetyzowanie ich jako prepropeptyddéw, ktérych 40- do 45-aminokwa-
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sowy profragment zawieraj acy liczne reszty anionowe stanowi czynnik neutralizuj gcy
kationowy charakter dojrzatej defensyny [36]. Chociaz docelowe dziatanie na btony
wydaje sie by¢ najwazniejsze, to zaobserwowano réwniez, ze defensyny sg zdolne do
indukowaniajednoniciowych przerw w komorkowym DNA [22]. Peptydy te zostaty
rowniez zidentyfikowane jako:

a) chemoatraktanty [55],

b) czynniki kortykostatyczne [17],

c) inhibitory biatkowej kinazy C [8],

d) opsoniny [32].

Ludzkie defensyny sg charakterystyczne dla ziarnistosci azurofilnych neutrofili,
gdzie trzy z czterech ludzkich defensyn stanowig 30-50% catkowitego biatka ziarni-
stosci [32], w najwiekszym stopniu decydujac o niezaleznym od tlenu zabijaniu.
Uczestniczg one ponadto prawdopodobnie w bardziej uogdlnionych mechanizmach
odpornosciowych, bowiem wykazano, ze sg one wydzielane do osocza i poziom ich
w osoczu podnosi sie podczas infekcji [49,20]. Nie ukazaty sie doniesieniao obecnosci
defensyn w innych populacjach ludzkich komdrek (poza oczywistym wyjatkiem
prekursorowych komdrek neutrofili w szpiku), tym niemniej jednak, homologiczne
do ludzkich defensyn peptydy wykryto w niektérych populacjach komdrkowych
takich zwierzat, jak: szczur [12], $winka morska [41], krolik [17] i mysz [13,14], a
peptydy o zblizonych funkcjach znaleziono réwniez u konia [10], bydta [15], nizszych
kregowcow [37] oraz u owadow [9] i roslin [11].

5. LIZOZYM | LAKTOFERRYNA

Lizozym i laktoferryna w przeciwienstwie do wszystkich dotychczas opisanych
substancji sg charakterystyczne dla ziarnistosci drugorzedowych (zwanych tez spe-
cyficznymi). Spotkaé je moznaréwniez w znaczacych ilosciach w niemal wszystkich
ptynach fizjologicznych. Antybakteryjne dziatanie lizozymu jest powszechnie znane
[31]. Nie tak dawno jednak wykazano, ze dziatanie antybakteryjne niekoniecznie musi
by¢ zwigzane zjego aktywnoscig muraminidazowa [30]. Redukcja bowiem istotnych
dlatej aktywnosci mostkow disiarczkowych lub zablokowanie enzymu oligosachary-
dami nie znosito jego bakteriobdjczych wiasnosci. Stwierdzono, ze za whasciwosci
takie odpowiedzialnajest (podobnie jak w niektdrych opisanych wyzej przypadkach)
silnie kationowa natura biatka (pi > 10,5). Juz do$¢ dawno temu wykazano, ze
bakteriobojcze wihasnosci in vitro wykazuje podobnie kationowa grupa biatek, jaka sg
histony [25]. Lizozym dziata bakteriob6jczo przy stezeniach 10-30 [tg/ml, ktore to
stezenie jest efektywnie takie same dla podobnie jak lizozym kationowych, krétkich
monopolimerow lizyny czy argininy [30]. Warto zwrdéci¢ uwage na to, ze lizozym
dziata w odroznieniu od innych opisanych tu biatek szczeg6lnie wielokierunkowo.
Aktywno$¢ muraminidazowa hydrolizuje wigzania (3-(1,4)-glikozydowe w obrebie
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peptydoglikanu bakteryjnej $ciany komérkowej. Wiazanie polikationowych domen
lizozymu do ujemnie natadowanych czesci LPS zewnetrznej btony komaérek bakterii
Gr- powoduje destabilizacje tej btony i dodatkowo uwrazliwia peptydoglikan na atak
od wnetrza komdrki [44]. Ponadto ostatnio wykazano, ze przytaczenie do C-konca
lizozymu hydrofobowego pentapeptyduFFV AP umozliwiato penetracje takiej hybry-
dowej czasteczki do btony wewnetrznej, co wywotywato obnizenie fizjologicznego
potencjatu elektrochemicznego membrany i znaczne tym samym wzmozenie efektu
bakteriobdjczego [26].

Laktoferrynajest biatkiem lekko zasadowym (m. cz. 78 kDa) i nalezy do transfer-
rynowej rodziny biatek wigzacych zelazo [31]. Wigzac zelazo niezbedne bakteriom
do syntezy katalazy czy cytochromdw, laktoferryna hamuje ich wzrost. Wykazano
jednak, ze zablokowanie miejsc wigzacych ten jon nie blokuje bynajmiej bakterio-
statycznej i bakteriobojczej aktywnosci i biatko takie w dalszym ciggu zdolne jest przy
stezeniach rzedu 100 [ig/ml do zabijaniabakterii Gr-,aw mniejszym stopniu réwniez
Gr+ oraz grzybéw [58]. Udowodniono, ze takie same, a nawet nieco spotegowane
dziatanie ma N-koncowy, uwalniany przez pepsyne, 23-aminokwasowy fragment
laktoferryny, tzw. laktoferrycyna H, o unikalnej sekwencji
(TKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKR), przy czym do aktywnosci bakteriobdjczej
tego peptydu nie jest niezbedny jego wewnatrzczasteczkowy mostek disiarczkowy
[2]. Podobnie jak w wielu opisanych wyzej przypadkach peptyd ten ma charakter
kationowy i poza tym charakteryzuje sie zdolnoscig do uwalniania z powierzchni
bakterii Gr- czasteczek lipopolisacharydu, co wywotuje dodatkowe uwrazliwienie
mikroorganizméw na dziatanie hydrofobowych antybiotykéw. Uwalnianie przez
laktoferrycyne endotoksyny jest przy tym znacznie wzmacniane wczesniejszg ekspo-
zycja bakterii na 1gG oraz IgA. Zarowno laktoferryna, jak i jej bakteriobdjczy peptyd
tracg swe wilasciwosci pod wptywem wysokiej sity jonowej.

6. KALPROTEKTYNA

W cytozolu ludzkich neutrofili, niektérych makrofagow oraz keratynocytéw
epiteliumjamy ustnej, atakze w osoczu krwi wykryto wystepujacy obficie, nieczynny
enzymatycznie kompleks dwéch anionowych biatek opisywanych jako frakcja LI
biatek wigzacych wapn [54] lub jako antybakteryjne i grzybobdjcze biatko - kalpro-
tektyna [52]. Dziatanie bakteriobojcze i grzybobdjcze kalprotektyny stanowi mecha-
nizm zabijania tych patogenéw, ktore, jak np. bakterie z rodzaju Capnocytophaga
ulegajag bezposredniej internalizacji do cytozolu a nie do obtonionych fagosoméw
[38]. Kalprotektyna stanowi réwniez istotny czynnik bakteriobdjczy uwalniany i
dziatajacy po Lizie neutrofili. Efektywne stezeniakalprotektyny sgrzedu kilkudziesie-
ciu pg/inl, przy czym komorki grzybow wydaja sie by¢ bardziej wrazliwe niz komorki
bakteryjne. Mechanizm dziatania nie zostatjeszcze zaproponowany.
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7. PODSUMOWANIE

W powyzszym, ze wzgledu na szczupto$¢ miejsca dos¢ pobieznym przegladzie
matego wycinka mechanizmoéw obronnych organizmu ludzkiego, jakim sg naturalne
"antybiotyki" neutrofili, autor starat sie potozy¢ nacisk nate informacje, ktore pozwa-
lajg na tatwiejsze uchwycenie pewnych wspélnych cech tych zwigzkéw. Bardzo
zasadne wydawaé by sie mogto wiec zestawienie poréwnawcze, obrazujace ich
aktywno$¢ wobec patogenow. Wydaje sie jednak, ze ze wzgledu na mnogo$é warun-
kéw, w jakich przeprowadzano testy (niemal wytgcznie przeprowadzanych in vitro)
- r6zne pH, sitajonowa, obecnos¢ roznych dodatkéw w buforach inkubacyjnych oraz
ze wzgledu na réznorodnos¢ stosowanych mikroorganizmdw i nawet jednostek, w
jakich prezentowano efekty bakteriostatyczne czy bakteriobdjcze - zestawienie takie
zupetnie nie spetnitoby swego zadania. W jednej z prac [19] poréwnano aktywnosci
poszczegolnych frakcji uzyskanych z bton ziarnistosci azurofilnych wobec przedsta-
wiciela bakterii Gr~, Gr+ oraz grzybéw, lecz wobec niehomogennosci tych frakcji
interpretacja wynikéw moze by¢ problematyczna. Bardzo eleganckie zestawienie
aktywnosci zabijajacej in vitro peptydéw uzyskanych z katepsyny G oraz defensyn
wobec patogenu wywotujacego rzezaczke, wraz z aktywnosciami powszechnie sto-
sowanych, klasycznych antybiotykéw opublikowano w pracy [1] i te wyniki warto
przytoczy¢ (rys. 2).

Charakterystyczne jest, ze przy wiekszosci opisanych w niniejszej pracy czynni-
kow zastosowano podobny scenariusz badan. Najpierw sprawdzano na kilku mikro-
organizmach aktywnos$¢ albo homogenatu danej frakcji komérkowej, ktdrg nastepnie
po dalszej analizie identyfikowano, albo tez od razu stosowano do oznaczen jedno-
rodny preparat. W przypadku biatek o aktywnos$ci enzymatycznej korzystajac z
syntetycznych inhibitoréw sprawdzano, jak maja sie do siebie aktywnosci enzymaty-
czne i bakteriobdjcze, po czym identyfikowano ewentualng aktywng domeneg, syntety-
zowano jg w drodze chemicznej i metodami substytucji aminokwasowej badz wpro-
wadzaniem grup fiinkcyjnych starano sie okresli¢ wymagania strukturalne konieczne
dla zachowania zdolnosci antybiotycznych, czasem (jak w przypadku defensyn)
bardzo szczeg6towo uzupetniajac te wiedze informacjami uzyskanymi z zastosowania
metod dyfrakcji rentgenowskiej i jgdrowego rezonansu magnetycznego.

Powszechnie znane antybiotyki peptydowe zawierajg grupe substancji, takich jak
np. polimyksyny, tyrocydyny, bacytracyna czy gramicydyna S, ktérych wspolng
cechajest amfipatyczna budowa, umozliwiajgca zwigzanie sie z powierzchnig btony
dzieki sitom elektrostatycznym i uwarunkowane oddziatywaniami hydrofobowymi
wbudowywanie si¢ do niej, zaburzajgce tym samym strukture takiej btony. Jest to
jednak rowniez wiasciwos¢ innej klasy zwigzkow, o jeszcze bardziej niespecyficz-
nych, modelowych czesto oddziatywaniach z btonami biologicznymi, jakimi sg sto-
sowane jako antyseptyki detergenty kationowe, np. cetrymid czy chloroheksydyna
[29]. WspolIng jednak cechg tych substancji wigczajac i wymienione antybiotyki



ANTYBAKTERYJNE BIALKA | PEPTYDY 169

Rys. 2. Por6éwnanie bakteriobdjczych zdolnosci dwdch najbardziej aktywnych peptydéw katepsy-
ny G, czeSciowo oczyszczonej mieszaniny defensyn oraz kilku popularnych antybiotykéw wo-
bec Neisseria gonorrhoeae\ bakterie byty inkubowane 30 min w 5,0 « 1CT4 M roztworze czynni-
ka w buforze Hanksa, pH 7,5, po czym byly wysiewane na ptytki i po 48 h inkubacji liczono
ilos¢ kolonii, wyrazajac efekt procentowo w stosunku do liczby kolonii wyrostych po inkubacji
w samym buforze; wida¢, ze peptydy oraz defensyny efektywniej zabijaty bakterie niz tetracykli-
na, streptomycyna i kanamycyna (zmodyfikowane za [1])

peptydowe jest ich duza og6lna cytotoksycznos¢: ciezkie uszkodzenia nerek po
0g6lnym podaniu bacytracyny nie nalezg do rzadkosci.

Informacje uzyskane nad badaniem naturalnych ludzkich antybiotykéw moga
doprowadzi¢ do skonstruowania peptydowych srodkow o:

a) obnizonej immunogennosci, co zwigzane bedzie nie tyle z matymi wymiarami
czasteczek, ile z konsekwencjg wprowadzenia do organizmu znanych mu juz epito-
pow,

b) obnizonej wrazliwosci na dziatanie proteinaz i diugim tym samym czasie
pottrwania, jako efektu mozliwosci wprowadzenia nierozpoznawalnych metabo-
licznie D-enancjomerycznych odpowiednikow,

¢) skutecznych wobec wielu nie poddajacych sie obecnie efektywnemu traktowa-
niu patogendéw (np. [39]) oraz wobec pojawiajacych sie coraz to nowych, odpornych
na dotychczasowe antybiotyki szczepéw bakteryjnych.

Koniecznym i niezbednym warunkiem wprowadzenia tych substancji do terapii
bedzie jednak okreslenie stopnia i zakresu ich cytotoksycznosci oraz opracowanie
wydajnych i, co bardzo wazne, tanich metod ich uzyskiwania. Szczeg6lnie prébie-



170 P. MAK

matyczny wydaje sie by¢ ten ostatni warunek, bowiem mimo wszystko biotechnologia
nie radzi sobie dzisiaj dobrze z ekonomicznym uzyskiwaniem makroczgsteczek [51].
Konieczne sg ponadto dalsze szczeg6towe badania okre$lajace role fizjologiczng
naturalnych antybiotykéw ludzkich neutrofili - przyktad defensyn oraz serprocydyn,
wyraznie bowiem sugeruje wielofunkcyjnos¢ tych substancji.
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Streszczenie: W artykule przedstawiono metody wprowadzania w okre$long pozycje tafcucha
biatkowego analogéw aminokwaséw nie wystepujacych naturalnie w biatkach. Szczegélng uwage
poswiecono metodzie opartej na wykorzystaniu zjawiska supresji mutacji nonsensownej. Podano
réwniez przyktady jej dotychczasowego zastosowania z zaznaczeniem perspektywicznych mozli-
wosci w badaniu struktury dynamicznej biatek.

Stowa kluczowe: ukierunkowana mutageneza, supresorowy aa-tRNA, nienaturalne aminokwasy,
konformacja biatek.

Summary: In this paper some methods of site-specific incorporation of unnatural amino acids into
proteins are presented. The new strategy based on the suppression of the nonsense mutation
phenomenon is described. Some examples of its application and future perspectives in protein
conformation studies are given.

Key words: site-directed mutagenesis, suppressor aa-tRNA, unnatural amino acids, protein confor-
mation.

Ogromny postep i zaawansowanie w badaniach nad konformacjg dynamiczng
biatek narzucajg koniecznos¢ stosowania coraz bardziej wyszukanych technik mody-
fikacji fancuchéw biatkowych.

W pierwszej kolejnosci zwrocono uwage na mozliwos¢ wykorzystania reaktyw-
nych chemicznie grup reszt aminokwasowych naturalnie wystepujacych w biatkach.
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Wybiércza modyfikacja okreslonym zwigzkiem chemicznym odpowiedniej grupy
aminokwasowej w biatku daje stosunkowo prosta mozliwos¢ uzyskania réznego
rodzaju pochodnych biatkowych. Z punktu widzenia badan nad strukturg dynamiczng
biatek najwiecej informacji uzyskano wykorzystujagc monopochodne biatkowe (biat-
ka, w ktorych tylko jedna okre$lonareszta aminokwasowajest zmodyfikowana). Jesli
czasteczka biatka miata wiecej niz jedng grupe chemiczng dostepng do modyfikacji,
dlauzyskaniaposzczego6lnychmonopochodnych stosowano szereg metodichrozdzia-
tu opartych przede wszystkim na chromatografii jonowymiennej. W omawiany
sposob otrzymane byty m.in. frakcje cytochromu ¢ modyfikowane na grupach e-ami-
nowych poszczegdlnych reszt lizynowych [8, 12, 21,26].

Poniewaz tego typu chemiczne modyfikacje ograniczaty sie jedynie do miejsc
determinowanych strukturg biatka, opracowano szereg metod umozliwiajgcych
wprowadzenie w wybrane miejsee taficuchabiatkowego aminokwasow naturalnie nie
wystepujacych w danym biatku (tzw. nienaturalnych aminokwaséw). Obok technik
opartych na catkowitej syntezie lub semisyntezie peptydow i biatek [23, 24, 27]
zaliczy¢ do nich nalezy grupe metod bazujacych na technikach ukierunkowanej
mutagenezy. Przyktadem moze by¢ ukierunkowane wprowadzanie znaczkéw spino-
wych (ang. SDSL; site-directed spin labeling), technika, w ktorej przy uzyciu muta-
genezy sterowanej oligonukleotydami [11] otrzymuje sie mutanty biatkowe majace
w wybranym miejscu tancucha wprowadzong reszte cysteiny. Z kolei zastosowanie
znacznika spinowego reagujgcego selektywnie wylgcznie z grupg sulfhydrylowg
cysteiny daje mozliwo$¢ modyfikowania zmutowanych biatek jedynie na tych re-
sztach aminokwasowych, a wiec w miejscach zdeterminowanych przeprowadzong
mutacja. Technikg SDSL uzyskano szereg znakowanych spinowo mutantéw bakte-
riorodopsyny [2, 3, 17], kolicyny [25] i anhydrazy weglanowej [14]. Pochodne
bakteriorodopsyny i kolicyny zostaty wykorzystane w badaniach nad zmianami
strukturalnymi tych biatek podczas oddziatywania z btonami. Natomiast zmodyfiko-
wana tg technikg anhydraza weglanowa postuzyta do badan przebiegu proceséw
zwijania i rozwijaniatancucha biatkowego.

W Swietle wymienionych powyzej technik catkowicie uniwersalnym sposobem
wbudowywania nienaturalnych aminokwaséw do biatek wydaje sie by¢ nowo opra-
cowana metoda wykorzystujaca zjawisko supresji mutacji nonsensownej [1,20].
Umozliwia ona bezposrednie wprowadzenie nienaturalnego aminokwasu w trakcie
trans- lacji in vitro przy uzyciu funkcjonalnego analogu aa-tRNA, tzw. blednie
aminoacylowanego supresorowego tRNA.

Ogdlng zasade metody przedstawiono na rysunku 1. Polega ona na wymianie
sekwencji kodujgcej odpowiednio wybrany aminokwas w genie struktury badanego
biatka na sekwencje STOP i wykorzystaniu tak zmutowanego genu w pozakomarko-
wym systemie translacji. Do genu tego wprowadza si¢ supresorowy tRNA aminoacy-
lowany wybranym analogiem aminokwasu. Uzyskany wten sposéb produkttranslacji
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Rys. 1 Ogdlny schemat metody wprowadzania nienaturalnych aminokwaséw do biatek: 1- mu-
tageneza sterowana przez oligonukleotydy; 2 - transkrypcja in vitro\ 3 - aminoacylacja; 4 - trans-
lacja in vitro [wg 20]

in vitro zawiera nienaturalny aminokwas wbudowany w miejscu rozpoznawanym
przez supresorowy aa-tRNA, a wiec zdeterminowanym przeprowadzong mutacja.
Strategia metody zostata oparta na obserwowanym zjawisku supresji tripletu
nonsensownego TAG zachodzgcym w ukiadach in vivo i in vitro przy udziale natu-
ralnego lub semisyntetycznego supresorowego aa-tRNA [20]. Bioragc pod uwage, iz
rozpoznanie kodon-antykodon zachodzi niezaleznie od rodzaju aminokwasu przyta-
czonego do konca akceptorowego tRNA oraz ze zaréwno syntetazapeptydylowa, jak
i biatkowe czynniki elongacyjne wykazujg relatywnie niskg specyfike substratows,



178 A. OSYCZKA, B. TURYNA

traktowano metode jako mozliwo$¢ wbudowywania szerokiej gamy analogéw ami-
nokwasowych nie wystepujacych naturalnie w biatkach [20].

Pierwsze proby btednej aminoacylacji czasteczek tRNA zostaty przeprowadzone
przez Hechta i wsp. [13,22,24]. Otrzymane przez nich czasteczki aa-tRNA nie byly
jednak aktywne, gdyz aminokwasy miaty zablokowang grupe aminowg. Metoda ta
zostata udoskonalona przez Brunnera i wsp., ktorzy uzyskali w peini funkcjonalne,
btednie aminoacylowane analogi naturalnych tRNA [5]. Wykorzystanie zjawiska
supresji mutacji nonsensownej zudziatem btednie aminoacylowanych supresorowych
tRNA zostato opisane przez Baina i wsp. [4] oraz Schultza i wsp. [1, 7, 10, 16, 20].
Zasadniczg przewaga tej metody nad procedurami wykorzystujgcymi btednie amino-
acylowane analogi naturalnych tRNA [5] jest wysoka selektywno$¢ wbudowywania
nienaturalnego aminokwasu w okreslone miejsce syntetyzowanego taricucha biatko-
wego. Wynika to z faktu, iz supresorowy aa-tRNA nie konkuruje z zadnym innym
naturalnym aa-tRNA obecnym w $rodowisku translacji [1, 4, 20]. Ponizej przedsta-
wiono opis poszczegolnych etapdw metody:

- wprowadzenie do genu struktury biatka kodonu STOP w odpowiednie migjsce
sekwencji;

- konstrukcja supresorowego tRNA i jego aminoacylacja nienaturalnym amino-
kwasem;

- wprowadzenie supresorowego aa-tRNA do pozakomoérkowego systemu syntezy
biatek zaprogramowanego na zmutowany gen.

Pojedyncza mutacja punktowa typu substytucji umozliwia wprowadzenie do genu
struktury badanego biatka sekwencji STOP na odpowiednio wybrang pozycje. Uzy-
skuje sie to przez zastosowanie konwencjonalnych technik mutagenezy sterowanej
przez oligonukleotydy z reguty wykorzystujac metode opracowang przez Ecksteina i
wsp. [1,10,16, 20].

W metodzie tej nic DNA zawierajaca wykorzystywany w mutagenezie oligonu-
kleotyd jest syntetyzowana w obecnosci czterech nukleozydotrifosforanéw, w tym
jednego tionukleotydu. Wykorzystujac odpowiednigrestryktaze, ktéranie hydrolizuje
wigzania fosfodiestrowego, przeprowadza sie trawienie wytgcznie nietiolowanej nici
matrycy tak, aby odstoniety zostat fragment DNA zawieraj agcy mutacje. Powstata luka
wypetniana jest enzymatycznie dajac w petni zmutowang ni¢ DNA. Stosowanie tej
techniki znacznie podnosi wydajno$¢ prowadzonej mutagenezy (nawet do 100%) ze
wzgledu na to, iz mutacje zawierajg obie nici wektora, ktérym transformowane sg
komarki bakteryjne [15].

Supresorowy tRNA moze by¢ otrzymany przy uzyciu jednej z dwoch opisanych
ponizej procedur.

Pierwsza z nich opracowana przez Bruce’a i Uhlenbecka [6] polega na wymianie
antykodonu w naturalnym tRNA na dowolny triplet komplementarny do kodonéw
terminalnych (ang. anticodon loop replacement). Szescioetapowy schemat tej proce-
dury przedstawiony jest narysunku 2. Na wstepie czgsteczka tRNA jest specyficznie
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Rys. 2. Schemat otrzymywania supresorowego tRNA metodg wymiany antykodonu w natural-
nym tRNA: 1- depurynizacja i rozktad na dwa fragmenty; 2 - dziatanie rybonukleazy A; 3 -
dziatanie ligazy RNA,; 4 - defosforylacja konca 3’ i fosforylacja korica 57; 5 - dziatanie ligazy
RNA; 6 - dziatanie nukleotydylotransferazy; produkt I jest wykorzystywany do chemicznej ami-
noacylacji, a produkt Il do enzymatycznej aminoacylacji [wg 6]

depurynowana w pozycji 37 i rozktadana na dwa fragmenty: pierwszy - zawierajacy
antykodon (od pozycji 1do 36) oraz drugi - zakofczony ramieniem akceptorowym
(pozycje 38 do 76). Fragmenty te poddawane sg dziataniu rybonukleazy A, kt6ra
specyficznie wycina antykodon oraz usuwa dimer CA od konica 3’ akceptorowego.
Kolejny etap poleganaprzylaczeniu syntetycznego tetramerunukleotydowego zawie-
rajacego sekwencje komplementarng do kodonu nonsensownego, po czym przepro-
wadza sie defosforylacje nukleotydéw napozycjach terminalnych 3’ oraz fosforylacje
korica 5’ dodanego tetrameru. W etapach koncowych oba fragmenty tRNA sgponow-
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nie tgczone przez ligaze RNA oraz ramie akceptorowe jest rekonstruowane przy
uzyciu nukleotydylotransferazy.

Alternatywna metoda umozliwia otrzymanie supresorowego tRNA bedacego pro-
duktem transkrypcji in vitro - procesu katalizowanego przez polimeraze RNA [4,19].
W procesie tym matrycg moze by¢ syntetyczny, jednoniciowy DNA zawierajacy
dwuniciowy region promotorowy oraz odpowiednio zmieniong sekwencje zasad na
odcinku odpowiadajgcym antykodonowi (rys. 3).

Aminoacylacja supresorowego tRNA nienaturalnym aminokwasem moze zosta¢
przeprowadzona dwiema metodami: enzymatyczng oraz chemiczna.

W pierwszym przypadku okre$lony aminokwas jest przytagczony do ramienia
akceptorowego supresorowego tRNA (rys. 2 produkt Il) za posrednictwem odpo-
wiedniej syntetazy aa-tRNA. Ograniczenia tej metody wynikaja z wysokiej specyfi-
cznosci dziatania enzymu (ta droga udato sie przytaczy¢ jedynie analogi nieznacznie
réznigce sie strukturg np. blednie aminoacylowa¢ tRNAPhe aminokwasem “SH*Phe
[20]).

Aminoacylacja chemicznajest technikg bardziej uniwersalngumozliwiajgcg przy-
faczenie dowolnego analogu aminokwasu [1,20]. W metodzie tej supresorowy tRNA
pozbawiony dinukleotydu CA przy koricu akceptorowym (supresorowy tRNA(-CA))
jest ligandowany z chemicznie zsyntetyzowanym aminoacylo-dinukleotydem zawie-
rajgcym wprowadzony nienaturalny aminokwas (CA-aa). Supresorowy tRNA (-CA)
moze by¢ otrzymany bezposrednio przez zastosowanie metody wymiany antykodonu
(rys. 2 produkt 1), moze tez by¢ produktem transkrypcji in vitro (rys. 3) przy od-
powiednim zaprojektowaniu matrycy zawierajacej gen tRNA [19,20].

Chemiczna acylacja dinukleotydu CA odpowiednim aminokwasem obejmuje:

* etap wstepny polegajacy na chemicznym blokowaniu potencjalnych, a niepoza-
danych miejsc estryfikacji (stosujac metode minimalnej protekcji [1] blokuje sie grupe
aminowg cytydyny oraz a-aminowg wprowadzanego aminokwasu);

« etap wiasciwej acylacji przeprowadzany w obecnosci chemicznych czynnikéw
aktywujgcych:

« etap koncowy, ktorego celem jest usuniecie uprzednio wprowadzonych grup
blokujacych.

Przygotowany w ten sposséb aminoacylo-dinukleotyd jest przytaczany do supre-
sorowego tRNA (-CA) za posrednictwem ligazy RNA.

Btednie aminoacylowany supresorowy tRNA jest nastepnie wprowadzany do
pozakomoérkowego ukiadu syntezy biatka, w ktdrym role matrycy petni mRNA
majacy kodon nonsensowny na pozycji zdeterminowanej przeprowadzong w genie
struktury mutacjg punktowa. Stosowane na tym etapie uktady biosyntezy moga
pochodzi¢ z ekstraktéw Escherichia coli [1,10,16,20] lub tez moga to by¢ komercyjnie
dostepne ekstrakty retikulocytow krélika (ang. cell-free rabbit reticulocyte lysate
translation system) [4].
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Rys. 3. Schemat otrzymywania supresorowego tRNA metodg transkrypcji in vitro, GAT oznacza
zmieniong sekwencje w odcinku odpowiadajgcym antykodonowi, ostateczny produktjest pozba-
wiony dinukleotydu CA na koncu akceptorowym [wg 4]

Oczekiwane zjawisko supresji mutacji nonsensownej zajdzie wéwczas, gdy wpro-
wadzony supresorowy aa-tRNA nie zostanie rozpoznany przez zadng z obecnych w
pozakomorkowym uktadzie biosyntezy syntetaz aa-tRNA. W wyniku takiego rozpo-
znania aa-tRNA mogtby zosta¢ deaminoacylowany i powt6rnie acylowany innym
aminokwasem obecnym w $rodowisku translacji.

Jesli supresorowy aa-tRNA zostat skonstruowany na bazie naturalnego tRNA, do
uktadu biosyntezy wprowadza sie supresorowy aa-tRNA obcy gatunkowo (przede
wszystkimtRNA zdrozdzy). Wykazano bowiem naprzyktadzie fenyloalanylo-tRNA,
ze drozdzowy tRNAPhe jest rozpoznawany w mniej niz jednym procencie przez
bakteryjng syntetaze fenyloalanylo-tRNA [20].

Semisyntetyczny supresorowy tRNA - produkt transkrypcji in vitro niejjest rozpo-
znawany przez syntetazy aa-tRNA, co wynika z faktu, iz nie ulega on posttranskry-
pcyjnym modyfikacjom, jakim podlegajg naturalne, komorkowe tRNA [19].

Etapem koficowym omawianej procedury jestizolacja i oczyszczenie wlasciwego
produktu biatkowego, a nastepnie weryfikacja prawidtowosci wbudowania nienatu-
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Rys. 4. Analogi aminokwaséw wprowadzone na miejsce Alaniny 82 (A) i Leucyny 133 (B) w
lizozymie

ralnego aminokwasu w okreslone miejsce taricucha biatkowego. Wykorzystywane w
tym celu metody obejmujg trawienie enzymatyczne frakcji zmodyfikowanego biatka
oraz analize aminokwasowg poszczegdlnych peptydoéw poprzedzong ich chromato-
graficznym rozdziatem [20].

Skuteczno$¢ metody wykazano wprowadzajac znakowang radioaktywnie jodoty-
rozyne w zdefiniowang pozycje modelowego polipeptydu [4] stwierdzajac przy tym,
iz wydajnos¢ supresji zalezy od rodzaju stosowanego kodonu nonsensownego (dla
kodondw opal, amber i ochre wynosita ona odpowiednio 81, 63 i 43%), nie zalezy
natomiast od rodzaju metody, jakg otrzymano supresorowy aa-tRNA [19].

Opisang metoda postuzono sie przy wprowadzaniu syntetycznych aminokwasow
na miejsce Phe66 w (3-laktamazie (EC 3.5.2.6.) z Escherichia coli. Otrzymano szereg
mutantéw, w ktoérych ten konserwatywny aminokwas zlokalizowany w centrum
aktywnym enzymu zostat zastgpiony pochodnymi fenyloalaniny lub tyrozyny [20].
Mutanty te scharakteryzowano pod wzgledem ich aktywnosci enzymatycznej prezen-
tujagc w ten sposdb mozliwosci, jakie daje metoda w kontekscie badan nad rolg
poszczegblnych aminokwasdw w strukturze i funkcjonowaniu biatek.

Opisana metodg wprowadzono selektywnie szereg nienaturalnych aminokwaséw
w pozycje Ala8 i Leul33 w lizozymie [10, 16]. Podstawienie Ala82 analogami
przedstawionymi narysunku 4A miato na celu zbadanie wptywu punktowych zmian
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strukturalnych dokonanych w szkie-
lecie biatkowym na jego stabilnosé
konformacyjng [10]. Podstawienie
Leul33 analogami przedstawionymi
na rysunku 4B umozliwito obserwo-
wanie zmian konformacyjnych bia-
tka zachodzacych w trakcie: stop-
niowego usuwania grup metylo-
wych ze szczeliny hydrofobowej biat
ka, solwatacji tancucha bocznego o-
raz zmian w gestosci upakowania i
entropii fancucha bocznego [16].

Omawiang metode wykorzystano
rowniez do otrzymania szeregu bia-
tek nowotworowych z rodziny Ras,
majacych wbudowane nienaturalne " . .
analogi aminokwasow napozycjach: Gly ,Gly ', Gly ,Ala iGin [7]. Uzyskane
mutanty zostaty wykorzystane w badaniach nad strukturalng i katalityczng rolg
poszczegolnych aminokwaséw w kontekscie mechanizmu wigzania GTP oraz kon-
formacji dynamicznych petli biatkowych.

Wymienione przyktady $wiadczg o tym, ze omawiana metoda stanowi efektywng
mozliwo$¢ podstawiania naturalnych aminokwasow syntetycznymi analogami natu-
ralnie nie wystepujacymi wuktadach biologicznych. Dodatkowa, niezwykte atrakcyj-
na zaleta omawianej metody wydaje sie by¢ mozliwosé podstawienia naturalnych
aminokwasdw takimi analogami, ktére w powigzaniu z innymi technikami badawczy-
mi (np. ESR, spektroskopia fluorescencyjna) petnityby role sond molekularnych [9].
Przyktadem tego typu analogdw moga by¢ przedstawione na rysunku 5 syntetyczne
nitroksylowe aminokwasy petnigce role znacznikéw spinowych [18].

Uniwersalny charakter metody polega na tym, ze potencjalnie dowolny analog
moze zosta¢ wbudowany w wybrane miejsce tancucha biatkowego (jesli tylko po
potaczeniu z supresorowym aa-tRNA bedzie funkcjonalnym substratem dla syntetazy
peptydylowej wmiejscu Arybosomu). Modyfikacje biatek analogami o odpowiednio
dobranych wiasciwosciach strukturalnych i chemicznych moga dostarczy¢ wielu
informacji natemat konformacji badanego regionu biatka, atakze roli poszczegélnych
aminokwaséw w utrzymaniu stabilnosci i funkcjonalnosci czasteczki biatka.

Rys. 5. Nitroksylowe pochodne histydyny i tyrozy-
ny
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AND THEIR GLYCOSYLATED LIGANDS:
POTENTIAL TOOLS FOR ADHESION-BASED THERAPY
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Summary. Specific intercellular recognition events are fundamental for the establishment of
essential processes. They are also involved in inflammation and pathologies as metastasis of cancer
cells. The critical first interaction takes place at the endothelium level, where a circulating cell
adhere to endothelial cells, rolls and extra vasate in the tissue. This is highly environment-depend-
ent. Many adhesion molecules are responsible for the achievement of these recognitions, they
belong to different superfamilies and they cooperate to control one another’s expression and
activity. Lectins and their glycoconjugates ligands are among the molecules involved in the
adhesion processes as very early step-acting molecules; thus determing the subsequent specifity of
circulating cells homing. Here are reviewed examples of lectins and glycoconjugates which have
been demonstrated to take part in homing and invasion and of further developments for cancer
therapy and general immunocompensation that can result from the knowledge of membrane lectin
specifity and glycoconjugate structure studies.

The past few years have permitted a remarkable expansion of our knowledge on
cell adhesion and recognition which results mainly from three steps in the progress of
scientific acquisitions: the burst of interest about adhesion molecules, the knowledge
ofthe key part played by endothelium and endothelial cells activity as well as, the role
of lectins and their glycosylated ligands in the establishment of specific intercellular
recognition-dependent events in both normal biological responses and pathological
processes.

Numerous adhesion molecules have been described; so that, they had to be
classified into three main famillies (see the review by Springer [30]). The several steps
which co-operate to produce an efficient adhesion were attempted to be deciphered
[8]. This established the role of lectin (selectin) molecules in binding their glycocon-
jugate ligands as being the first event of the adhesion cascade which allows braking,
rolling and arrest of blood borne circulating cells onto the endothelial monolayer [28],
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to finally enter the underlying tissue (Figure 1). Such extravasation will then lead to
immune, inflammatory responses with normal leukocytes or, in the case of cancer
cells, may end producing metastasizing foci.

Underlining the importance of lectin/glycoconjugate-mediated recognitions in
cell-cell interactions during homing in normal and pathological cases, the critical
biological role of oligosaccharides and complex glycans appear more and more
obvious, even though it has long been neglected. Recent data demonstrate the invol-
vement of glycosylated moieties in glycoprotein biological properties and have led to
the evidence that glycans are not futile decoration or protective elements for the
protein: they play an active and specific role as recognition signals.

To addto Hie fine specificity which results from the very high diversity of glycannic
structures, substitutions by phosphoryl or sulphate groups are often present in com-
plex glycans which are lectins ligands in the leukocyte-endothelial cell recognitions
(selectins) or in infectious diseases (viral lectins). Such biological implications of
glycans open new therapeutics based on specific osidic sequences (see below).

Figure 1: Schematic representation of leukocyte arrest, rolling and extravasation through endo-
thelium (adapted from [28]); effect of dynamic blood flow on primary adhesion which is non ac-
tivation-dependent, induces secondary adhesion that is stable and allows transmigration
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LECTINS AS HOMING SIGNAL MOLECULES

The study of lymphocyte responses has revealed the importance of lectin-oside
recognitions in cellular interactions. Separate works have led to this conclusion and
to the identification of a new familly of molecules of fundamental importance for
specifichoming [9] and localisation of circulating cells into specialized reaction sites:
namely the selectin familly [4, 20, 25, 29].

After characterization by the use of monoclonal antibodies which identified them
as adhesion molecules, the classification of three molecules into a family was made
possible by the publication of their cDNA. As such, the first three members of the
familly have been described :

« the E-selectin on cytokine-activated endothelial cells;

« the murine homing receptor, designated L-selectin on leukocytes; these two
molecules are knownto participate to leukocyte-endothelial adhesive events in various
settings while,

« the third one, known as platelet activation-dependent granule protein, P-selectin
is also present in endothelial cells after activation by thrombin [26].

Those three molecules were sequenced. Data predicted a Type 1, transmembrane
protein for the three of them. Further common features (Figure 2) are mainly: an
N-terminal sequence which shows lectin-like homology, then an epidermal growth

Figure 2. Sequence homologies of the three selectins (adapted from [30])



190 C. KIEDA

factor repeat (EGF) and a variable number of repeats analogous to complement
regulatory proteins. The carbohydrate recognition domain sequence shows that these
molecules are members of the C-type (calcium dependent) animal lectins [11] and
the search for their glycoconjugate ligand has developed intensively. In parallel,
biochemical studies on lymphocyte maturation had shown the existence of lectin-like
molecules [22, 24]. Meanwhile, early biological experiments by Woodruff and co-
workers [34] on lymphocyte homing prompted to formulate the hypothesis of a role
for glycoconjugates and their receptors leading the localization of immune cells.

Bargatze etal. [1], showed that lymphoma cells express receptors for endothelial
cells of post-capillary venules (Figure 3). As far as endothelial cells are concerned,
surface properties are a function oftheir localization, surface antigenic molecules and
properties are highly modulable depending upon the cytokine environment of endo-
thelial cells. This work contributed to establish the role of endothelium in arresting
blood borne cells. Furthermore, it indicated that tumor cells metastases might be
established as a result of the same mechanisms which allow normal cells to achieve
proper homing. This was in accordance with our hypothesis of a double lectin-glyco-
conjugate recognition event to set endothelial cell-circulating cell-specific adhesion
(Figure 4). This has been prompted by data obtained with tumor cells and host tissue
endothelial cells [23].

Figure 3. Organ-specific homing receptor molecules on leukocytes and corresponding addressins
on endothelial cells (adapted from [1, 9])



ENDOGENOUS LECTINS IN CIRCULATING CELLS... 191

Figure 4. Double lectin-glycoconjugate hypothesis in cell-cell recognition

The double lectin-glycoconjugate recognition hypothesis is being demonstrated in
various instances and the easiest way to attempt a molecular approach is an in vitro
cellular model for circulating cell/endothelial cell adhesion and further extravasation.
Such experiments require endothelial cells which reflect the in vivo reality; cell lines
have been developed in this purpose [5, 6]. This has allowed to demonstrate that
endothelial cells from different lymphoid organs express different membrane lectins
and to show further that lectins as adhesion molecules are expressed on their surface
as a function of the cytokine microenvironment. From these properties depends the
resulting specificity ofhoming.

GLYCOCONJUGATE LIGANDS FOR LECTINS

Before the primary structure of selectins were known, studies had shown the
involvement of glycoconjugates in the localization of circulating cells into their host
tissues. Especially, 6-phosphomannosylated derivatives and fucoidan were shown to
inhibitthe homing receptor of lymphocytes which specifically localize into peripheral
lymph nodes [35].
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The direct role of lectins in lymphocyte homing could be demonstrated by in vivo
experiments tracking the behaviour of lectin-distinct cell subpopulation. Cells had
been ex vivo separated on the basis of the type of lectin they express on their plasma
membrane and further reinjected. While conducting such experiments, it also directly
showed the participation of endothelial cell membrane lectins in the homing pattern
of lymphocyte [21].

Many recent studies onE-selectin-oside interactions have focused on oligosaccha-
ride structures related to sialylated Lewis x (sLex: Neu5Aca2-3Gal(3L-4(Fucal-3)-
GIcNAC) and sialylated Lewis a (sLed: Neu5Acoc2-3Gal[31-3(Fucal-4)GIcNAc) and
related structures as being ligands for E-selectin [33], similar data were pointed out
with P-selectin and L-selectin [12].

In view of this similarity of recognition, it is important to note that :

» The relative binding affinities of the selectins for sLex ligands may differ
substantially and, selective modifications confer different binding affinities to the
resulting compounds.

» The exact carbohydrate structure of the specific natural ligands like MECA-79
addressin and their local modulations is not yet known [31].

« Specific cell proteins may participate to the presentation of the selectin ligands;
consequently, the binding of one lectin to different osidic structures may or not
involve the same mechanism.

« The three selectins described, are not the only members of the lectin family
involved in the homing process. As shown recently, other lectin-receptors are present
on endothelial cells and on leukocytes and are involved in adhesion [6,15]

FUNCTION OF LECTIN-GLYCOCONJUGATE
INTERACTIONS IN BIOLOGY

Recent studies in animal models have illustrated the participation of leukocyte-en-
dothelial adhesion molecules in diseases and inflammatory processes. Blocking of
E-selectin blocks neutrophils extravasation into the lung and vascular leak as well as
influx associated with asthma. Antibodies to P- and L-selectins have been used to
demonstrate their participation in a variety of models of inflammation [16,27].

Inhuman imunobiology, T memory cells that carry HEC A-452 antigen are recrui-
ted into the skin through E-selectin binding. HECA-452 antigen is glycosylated and
the antibody identifies a population of T cells preferentially recruited in case of
inflammation in the skin. It recognizes sLexand sLea [2,3].

In addition to these examples, soluble forms of selectins have been found and
recently reviewed for their role in diseases [13] and their possible use for prognosis.
Furthermore, soluble forms of membrane lectins may be useful immunomodulators
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[14]. Soluble lectins in the circulation may alter immunological and inflammatory
responses in avery potent way. They, along with oligosaccharides as their ligands and
addressins such as GlyCAM-1 [18] are down regulated by shedding and/or endocy-
tosis from the cell surface and this can be taken "asan advantage to design therapeutic
agents.

POTENTIAL FOR CONTROL OF INFECTION
AND METASTASIS

As itis known that bacterias are coated with glycoconjugates which are ligands for
endogeneous lectins either membrane-bound or soluble in biological fluids, lectins are
also binding viruses (influenza) to cells via glycoproteins carrying N-acetyl neurami-
nic acid. A direct application of this is found in the design of drug against influenza
virus replication [19]. Parpovirus B19 recognizes P glycan antigen of erythroid
progenitors, where it replicates. This could be atool to transfer genes into erythroid
progenitors [7]. Besides the CD4/GP120 recognition of T4 cells by HIV, galctosyl-
ceramide structures are also recognized by the virus and the GP120 glycanic residues
are responsible for the mannose binding protein opsonization [17].

Based upon the rationale of lectin-glycoconjugates interactions involvement in
recruitment inflammatory cells into appropriate sites, protocols for oligosaccharidic
drugs are to be applicated [27] and appear to be highly potent.

In tumor biology, direct demonstration of a possible requierement for glycocon-
jugates in the establishment of métastasés has been widely documented and initial
studies showing that tumor cells bound efficiently to cytokine-activated endothelium
opened investigation towards lectins and adhesion molecules. Especially: in the case
of lung carcinoma [23], melanoma and colon cancer cells, it has been shown that
adhesion is dependent upon E-selectin binding and upon the expression of abundant
quantities of sLex and sLeaantigens on the cancer cell surface [10, 32].

AS CONCLUDING REMARKS

Glycannic moieties of glycoconjugates are the key oftheir function and fate largely
because of their interaction with endogenous lectins.

Glycan structures depend upon both the protein and the cell which expresses it.
Consequently: aglycoproteinhas "glycoforms" or variant forms ofthe same molecule,
and, recombinant molecules obtained by genetic engeneering might be inactive or
might have the wrong effects when they are not produced by the proper cell.
Transgenic animals obtained by knocking out the gene of a lectin, of a glycosyl
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transferase or a glycosydase should help to rapidly know more about the role of lectins
and glycans. The precise knowledge of the exact structure of complex glycans which
are recognized by lectins will allow the design of appropriate drugs and biological
modulators and the should favour the transfection of lectin and/or glycan genes; thus
making a link between glycobiology and gene therapy.
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Streszczenie. Nowoczesna biotechnologia stanowi duza réznorodno$¢ na wielu polach badan i rozwoju gospodarcze-
go. Aktywno$¢ naukowa i dydaktyczna uniwersytetu winna wigza¢ sie z dobieraniem, stymulacjg i nauczaniem
zdolnych mtodych Polakéw wyposazonych w podstawowa wiedze, aby mieli niekonwencjalne nowe inicjatywy w
biotechnologii.

Stowa kluczowe:biotechnologia, nauczanie biotechnologii.

Summary. Modern biotechnology encompasses a great variety of diverse areas of research and development of
economy. Teaching and research activities at the University is to detect, stimulate and educate talented young Polish
with educational background, to encourage promising and unconventional new initiatives in biotechnology.

Key words: biotechnology, teaching of biotechnology, biotechnology at university.

Burzliwy rozwoj biotechnologii przyczynit sie do powstawaniakierunkow studiow
ksztatcagcych na wyzszych uczelniach w tym przedmiocie. W naszym kraju odbywa
sie ksztatcenie w biotechnologii na studiach uniwersyteckich, politechnicznych i
technologii zywnosci w akademiach rolniczych. Spotkanie w Zakopanem podczas
XX Seminarium Instytutu Biologii Molekularnej UJ w czesci koncowej miato w
programie dyskusje nad charakterem studiéw uniwersyteckich kierunku biotechnolo-
gii. W dyskusji poruszono problemy potrzeb ksztatcenia, struktury studiéw uniwer-
syteckich oraz mozliwosci zatrudnienia absolwentéw.

Wsp6tczesny rozwdj ekonomii naszego kraju budzi watpliwosci w rozwazaniach
relacji miedzy iloscig absolwentéw konczacych studiaamozliwosciaich zatrudnienia.
Pomimo niekorzystnych danych o ilosci mtodziezy ksztatconej na wyzszych uczel-
niach, statystyki o bezrobociu ludzi z dyplomami wyzszych uczelni sg statym hamul-
cem w powiekszaniu liczby przyjmowanych na studia kandydatdéw i otwieraniu
nowych kierunkdw. W dyskusji nad otwieraniem kierunkéw biotechnologii pojawia
sie pytanie, czy ludzie z dyplomem biotechnologa maja dzi$ mozliwosci zatrudnienia
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i czy te perspektywy bedg coraz wigksze. Pesymizm w tej sprawie byt udziatem
profesoréw: Danuty Fronckowiak i Wtodzimierza Korohody. Prof. Zofia Walter
przedstawita mozliwosci zatrudniania biotechnologéw w réznych gateziach produ-
kcji, pracowniach analitycznych i w uczelniach osrodka t6dzkiego. Prof. Anna J.
Podhajska uwaza, ze nalezy ostroznie rozwija¢ kierunek z ograniczeniem liczby
przyjmowanych na studia kandydatéw i mozliwie tworzy¢ warunki do zatrudnienia
w danym regionie, przyjmujac réwnoczesnie zatozenie, ze wsréd studiujacych bio-
technologie w Gdansku sg absolwenci o sprecyzowanych zainteresowaniach oraz o
zdolnosciach przedsiebiorczych. Z nimi mozna wiaza¢ nadzieje rozwoju instytucji
biotechnologicznych w kraju. Prof. Leonowicz na podstawie dotychczasowych do-
Swiadczen stwierdzit, ze aktualnie opuszczajgcy UMCS absolwenci z dyplomami
biotechnologoéw bez trudnosci znajdujg zatrudnienie i niektore zaktady nie moga
doprosic¢ sie o mtodych biotechnologdw. Na studia zgtasza sie pieciu kandydatéw na
jedno miejsce. Dr Michael Boulton z Uniwersytetu w Menchester uwaza, ze w Polsce
nalezy ksztatci¢ biotechnologdéw i modernizowac przy ich pomocy przemyst. To
bedzie przesuwato réwnowage w kierunku zmniejszenia importu.

Panuje przekonanie, ze ksztatcenie na wyzszych uczelniach powinno w kazdej
dziedzinie wyprzedza¢ potrzeby rynku pracy. Dobrze teoretycznie przygotowani
absolwenci powiekszg kadre dobrych pracownikdw i stajg sie motorem rozwoju
istniejacych zaktadoéw produkcyjnych. Ponadto ich zdolnoSci przedsiebiorcze dajg
mozliwo$¢ udziatu we wprowadzaniu nowych technologii w tworzacych sie nowych
zakfadach. Oni po zdobyciu gruntownej wiedzy teoretycznej i po dobrym stazu w
placdwkach biotechnologicznych w kraju lub zagranicg moga stawac sie organizato-
rami nowoczesnej biotechnologii w Polsce. Wydaje sie, ze przezywamy kryzys w
docenianiu inwestycji w rozwgj intelektualny mtodych Polakéw. W drodze do pro-
bleméw XXI wieku lezy przed nami konieczno$¢ podjecia wezwania zwigzanego z
rozwojem biotechnologii. Prognozy wskazuja, ze biotechnologia ma szanse dorow-
nania i moze by¢ bardziej uzyteczng w poréwnaniu z mikroelektronikg. Wszelkie
obawy, ze rownowagamiedzy liczbg absolwentdw aliczbamiejsc zatrudnieniabedzie
zachwiana, sg nie na czasie. Winnismy przesuwac te rownowage na korzysé liczby
ludzi ksztatconych w biotechnologii, co niewatpliwie przyczyni sie do rozwoju
gospodarczego i intelektualnego naszego kraju.

Struktura studiéw byta rownie burzliwie dyskutowana poczynajac od propozycji
studiow taczacych przedmioty teoretyczne z aplikacyjno-technologicznymi do stu-
didw bez przedmiotow technologicznych dajacych rzetelng wiedze teoretyczna, ktdrg
absolwent moze wykorzysta¢ zaréwno w jednostkach naukowych, jak i produkcyj-
nych i laboratoriach typu analitycznego. Bardzo krytycznie odniesiono sie do projek-
tu studidw dwustopniowych. Pierwszy stopien trzechletnich studiéw, konczacy sie
licencjatem obejmowatby przedmioty obowigzkowe. Pierwszy rok przewidywat
przedmioty podstawowe: matematyke, informatyke, fizyke, chemie i podstawy z
biologii. Drugi rok obejmowatby przedmioty bedace podstawg do studidw biotechno-
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logicznych, takie jak: biochemia, biofizyka, mikrobiologia, genetyka, wirusologia,
immunologia itp., natomiast trzeci rok - przedmioty biotechnologiczne z profilem
aplikacyjnym: enzymologia przemystowa, mikrobiologia przemystowa, bioreaktory,
inzynieriagenetyczna, inzynieriakomoérkowaitkankowa, biotechnologia srodowiska.
Podczas studiéw pierwszego stopnia przewidziane sg dwie jednomiesieczne praktyki
wakacyjne: po drugim roku praktyka analityczna w zaktadzie przemystowym i druga
po trzecim roku technologiczno-produkcyjna.

Drugi stopien studiow-magisterskich miatby charakter studiéw indywidualnych z
dwiema grupami specjalnos$ci. Jedna grupa to specjalnosci teoretyczno-podstawowe:
biofizyczno-biochemiczna, genetyki molekularnej, mikrobiologicznaitp., druga spe-
cjalnosci aplikacyjno-produkcyjne:biotechnologiizywnosci, biotechnologii Srodowi-
skowej, biotechnologii farmaceutycznej, biotechnologii biopreparatéw itp.

Po pierwszym stopniu studiéw absolwenci powinni osiggna¢ dobrg znajomos¢
jezyka angielskiego. Po drugim stopniu studiéw magisterskich absolwent powinien
wykazac sie dobrg znajomoscig drugiego jezyka obcego.

Dyskusjapotoczyta sie w kierunku krytyki przedstawionego przez prof. Zdzistawa
Zaka projektu dwustopniowych studidw. Gtéwnym zarzutem byt brak swobody w
wyborze przedmiotéw podczas studiéw pierwszego stopnia. 1l0$¢ zaje¢ dydaktycz-
nych oceniono jako bardzo duzg, co powoduje ograniczenie mozliwosci studiowania
przedmiotow zwigzanych z indywidualnymi zainteresowaniami.

Prof. Anna J. Podhajska przeciwstawita organizacje studiéw w Gdansku, gdzie
zatozeniem podstawowym jest przyjeta zasada, ze kierunek biotechnologii jest kie-
runkiem elitarnym, liczbaprzyjetych nastudiajest ograniczona do 30 o0sdb, ktére maja
sie wykaza¢ dobra znajomoscia jezyka angielskiego i przedmiotéw Scistych. Z dal-
szych wypowiedzi wynikato, ze nalezy sie przeciwstawic¢ ubezsamowolnianiu studen-
tow. Studenci powinni sami decydowac o swoich zainteresowaniach i o tym, co chca
studiowac. Uznano w Gdansku, ze sg istotne sprawy, na ktérych podstawie mozna
ustali¢ zasade organizacji studidw. W pierwszym rzedzie anglojezycznos¢, co otwiera
droge do kontaktéw z placéwkami na zachodzie. Nastepnie okreslono limit godzino-
wy kurséw do zaliczenia w ciggu studiéw odpowiadacy 150 kredytom (15 godzin
wyktadoéw lub 30 godzin ¢wiczen praktycznych w semestrze odpowiada jednemu
kredytowi), przy czym co najmniej 130 kredytéw powinno by¢ merytorycznie zwig-
zanych z kierunkiem studiow. Za najwazniejsze uwazajg zrobienie inwentaryzacji
potencjatu dydaktycznego. Taki program zostat rozpowszechniony wsrdd studentow
z przedstawieniem mozliwosci ksztatcenia sie w biotechnologii na terenie catego
Wybrzeza. Okazato sie, ze jest wiele mozliwosci nauczania chemii, fizyki, mikrobio-
logii i przedmiotow biotechnologicznych. Wszyscy, ktdrzy weszli w sktad pracowni-
kow Wydziatu Biotechnologii, to sg ludzie z biologii molekularnej, genetyki, me-
dycyny, farmacji, biologii. Wsréd kandydatdw sa ludzie o r6znych zainteresowaniach
i dowiedzieli sig, ze moga studiowa¢ przedmioty podstawowe ze studidéw biologicz-
nych, farmaceutycznych, lekarskich i innych.
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Sumujgc Prof. Anna J. Podhajska nie jest zwolenniczka ustawiania sztywnego
programu przedmiotéw podstawowych i aplikacyjnych. Studenci sg ludzmi o réznych
zainteresowaniach i predyspozycjach, abedac studentami uniwersytetu powinni mie¢
mozliwo$¢ wyboru i to przede wszystkim przedmiotéw podstawowych. Ci ludzie,
ktorzy maja postawic nasz kraj na nogi ekonomicznie, powinni mie¢ zainteresowania
aplikacyjne, ale od nas przede wszystkim dostang rzetelne wyksztatcenie teoretyczne.
W tym systemie jest takze zasada porzgdkowania studiow indywidualnych. Wprowa-
dzono system wymagan zwigzanych z wczesniejszym zaliczeniem przedmiotow
bedacych konieczng podstawa do studiowania danego docelowego kursu. Do studio-
wania mikrobiologii sg potrzebne: chemia, fizyka, matematyka, biochemia. Do stu-
diowania biofizyki potrzebne jest wczesniejsze zaliczenie: matematyki, fizyki itp.
Takie podejscie jest kluczem do tworzenia srodowiska akademickiego. Studenci
wedrujg do réznych instytucji naukowych i moga studiowa¢ dowolne zagadnienia,
ktore ich naprawde interesuja. Zachodzi wymiana w obrebie placdwek naukowych i
dydaktycznych miedzy instytutami Uniwersytetu, Akademii Medycznej i Politechniki
Gdanskiej. Ta wymiana potencjatu dydaktycznego i naukowego doprowadzita do
utworzeniajednego wielkiego Uniwersytetu Wybrzeza. W ten sposob zblizaja sie do
modelu uniwersytetu zachodniego, co jest godne nasladowania.

Statym niepokojem w nauczaniu na studiach biologicznych jest sprawa, ze
studenci majac swobode wyboru przedmiotdw sg sktonni uczeszczaé na kusy tatwe
do zaliczenia. Optymistyczne wnioski przedstawita prof. Ewa Bartnik stwierdzajac,
ze kandydaci odpowiednio dobrani wg ostrych kryteriow sg najczesciej ludZzmi
wiedzacymi, co chcg studiowac i nie unikajg trudnych przedmiotdéw. Prof. Anna J.
Podhajska uwaza, ze dzi$ wielu mtodych ludzi wie, ze z brakami w wyksztatceniu nie
dostang sie do dobrego laboratorium. Prof. Wtodzimierz Korohoda takze podkreslit,
ze studenci wybierajg warto$ciowe kursy, ale obawia sie, ze w prowadzeniu warto-
Sciowych przedmiotéw musimy liczy¢ sie z kosztami. To wymagaograniczenialiczby
0s6b przyjmowanych na dane zajecia. Prof. Anna Podhajska potwierdzita to stano-
wisko cytujac, ze w Stanach Zjednoczonych trzeba sie rejestrowac i nie wszyscy
zgtaszajacy sie na dane zajecia sg przyjmowani w danym okresie dydaktycznym.
Student musi planowac¢ i odpowiednio rozliczy¢ sie z zaliczonych i nie zaliczonych
punktéw kredytowych, co uczy studjgcych odpowiedzialnosci.

PODSUMOWANIE

W konsekwencji dyskusjapotoczyta sie w kierunku akceptacji propozycji Uniwer-
sytetu Gdanskiego. Indywidualne studiabiotechnologiczne nauniwersytecie powinny
zapewni¢ duzg ilos¢ kurséw do wyboru. Umozliwi to wszechstronne ksztatcenie
absolwentow w wiedzy teoretycznej, co jest wiasciwym celem ksztatcenia uniwersy-
teckiego.

Zdzistaw Zak
Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego, UJ 31 120 Krakéw, Al. A. Mickiewicza 3
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