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WSTĘP

Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego Uniwersytetu Jagiellońskie­
go zbliża się do obchodów 25-lecia istnienia. Nowe ćwierćwiecze Instytut rozpocz­
nie otwarciem kierunku studiów biotechnologii. Tradycyjne XXIII Seminarium IBM 
UJ odbyło się w Zakopanem, w dn. 28 lutego do 5 marca 1994 r. i było poświęcone 
wybranym zagadnieniom z biotechnologii oraz dyskusji na temat uniwersyteckich 
studiów tego kierunku. Tematyka naukowa obejmowała zagadnienia genetyki i in­
żynierii genetycznej, inżynierii komórki i tkanki oraz inne zagadnienia biotechnolo­
giczne. W spotkaniu uczestniczyło 60 osób i wygłoszono 57 referatów, w tym do 
druku przygotowano 16 artykułów oraz sprawozdanie z dyskusji na temat uniwersy­
teckich studiów biotechnologicznych.

Od 1970 r. artykuły opracowywane przez uczestników poszczególnych Sympo­
zjów IBM UJ były publikowane w Zeszytach Naukowych Uniwersytetu Jagielloń­
skiego serii Biologia Molekularna. Po raz drugi materiały Seminarium IBM UJ uka­
żą się w osobnym suplemencie „Postępów Biologii Komórki”. Ponadto przypomina­
my, że drugi zeszyt tomu 21 rozpoczyna się artykułami opracowanymi przez profe­
sorów Andrzeja Legockiego i Wojciecha J. Steca na tematy związane ze znacze­
niem biotechnologii dla przyszłości naszego kraju. Publikowane artykuły stanowią 
treść odczytów wygłoszonych przez autorów na spotkaniu, które zorganizowała 
w gmachu Senatu RP Pani prof. dr hab. Zofia Kuratowska w dn. 27 listopada 
1993 r. Opracowania te są dobrym wprowadzeniem do niniejszej edycji. Polska 
Sieć Biologii Komórkowej i Molekularnej UNESCO/PAN udzieliła pomocy finanso­
wej w organizacji XXIII Seminarium IBM UJ oraz w wydaniu niniejszego Suplemen­
tu. Na ręce Dyrektora Sieci Pana Prof. dr hab. Macieja Nałęcza składamy serdecz­
ne podziękowania. Dziękujemy również za bezpłatne zrecenzowanie artykułów pro­
fesorom: Zofii Porwit-Bóbr, Adamowi Dubinowi, Jerzemu Kawiakowi, Andrzejowi 
Kleinowi, Włodzimierzowi Korohodzie, Zygmuntowi Wasylewskiemu i doktorom: 
Hannie Rokicie i Magdalenie Kosz-Vnenchak.

Za Komitet Organizacyjny XXIII Seminarium IBM UJ
Zdzisław Żak
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2 W STĘP

Uczestnicy XXIII Seminarium IBM UJ; w pierwszym rzędzie od lewej strony: 
J. Sroka, E. Marewicz, M. Kosz-Vnenchak, Z. Blicharska, M. Drwięga, A. Szuster,
H. Gabryś, M. Bojko, A. Kasza, A. Łączka, A. Waloszek; w drugim rzędzie: 
P. Kaszycki, W. Jędrzejczak, T. Chojnacki, A. Ptak, K. Bryl, K.Strzałka, M. Kujaw­
ski, A. Osyczka, A. Sabat, W. Blicharski, A. Chojnacki, M. Zaręba, I. Ślesak, 
A. Bober, D. Frąckowiak, A. Duszyński, Z. Walter, E. Bartnik, Z. Porwit-Bóbr, 
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

Zofia PORWIT-BÓBR

Zakład Mikrobiologii i Immunologii, Instytut Biologiii Molekularnej im. Jana 
Zurzyckiego, Uniwersytet Jagielloński, Kraków

Streszczenie. Cytologiczna analiza aberracji chromosomowych oraz diagnostyka polimorfizmu 
DNA jest możliwa dzięki sondom molekularnymi innym produktom biotechnologicznym. Nume­
ryczne mapowanie chromosomów ma znaczenie w wykrywaniu polimorfizmu długości fragmen­
tów restrykcyjnych i anatomii patologicznej DNA. Pojawienie się powtórzeń sekwencji nukleo- 
tydowych "wyższego rzędu" prowadzi do powstania nowej struktury domeny loci kodujących 
chromosomu. W postępowaniu diagnostycznym klasy satelitarnego DNA wykrywa się przy 
pomocy specyficznych dla chromosomu sond, a sekwencje sond przygotowuje się metodą PCR z 
genomu pacjenta.

Słowa kluczowe: PCR -  reakcja łańcuchowa polimerazy, polimorfizm DNA, powtórzenia sekwen­
cji nukleotydowych, specyficzne superstruktury loci kodujących, 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 skrótów. PCR (ang. polymerase chain reaction) -  reakcja łańcuchowa polimerazy, RFLP 
(ang. restriction fragment length polymorphism) -  polimorfizm długości fragmentów restrykcyj-
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4 Z. PORWIT-BÓBR

nych, GC -  guanina cytozyna, THE-LTR (ang. transposon-like human element-long terminal 
repeat) -  element podobny do transpozonu, długie terminalne powtórzenie.

WSTĘP

Przedmiotem badań cytogenetyki molekularnej jest wykrywanie zmian w organi­
zacji sekwencji nukleotydowych w DNA chromosomów, połączone z kariologiczną 
analizą, np. wykrywaniem chromosomowych translokacji. Rozwój badań oraz zasto­
sowań cytogenetycznych w systematyce molekularnej organizmów, w filogenezie, w 
mapowaniu genomów i poszczególnych chromosomów przyczynił się do postępu 
diagnostyki eksperymentalnej i klinicznej [8,10,15]. Hybrydyzacje kwasów nuklei­
nowych i inne rutynowe badania są ułatwione dzięki komercyjnym sondom moleku­
larnym i uzyskane informacje z zakresu analizy polimorfizmu i mutacji w określonych 
miejscach DNA są zbierane w bankach danych. W praktycznym postępowaniu 
nazwanym diagnostyką DNA poszczególnych chromosomów określa się miejsca 
zmian aberracji i rearanżacji. Występujące miejsca zmian w DNA obrazują numery­
czne mapy chromosomowe w różnych chorobach (tzw. anatomia patologiczna chro­
mosomów), np. w nowotworach, w chorobach immunologicznych, w hematologicz­
nych, w neurologicznych, w kardiologicznych i innych.

W onkologii markerami diagnostycznymi nowotworów są zmiany chromosomowe 
naniesione na poszczególne mapy, np. translokacje oraz rearanżacje w DNA, wykry­
wane mutacje i polimorfizm długości chromosomowych fragmentów restrykcyjnych 
-  RFLP (restriction fragment length polymorphism).

Zmienny DNA, nazywany satelitarnym pochodzi z retropozycji, tzn. przepisania 
transkryptów RNA (t-RNA) na DNA, w wyniku działania odwrotnej transkryptazy i 
następnie włączenia skopiowanego DNA do genomu. Skopiowane transkrypty i 
obecność endogennych retrosekwencji oraz motywów retropozycji sprzyja dalszym 
zmianom insercyjnym oraz rekombinacjom genetycznym, w miejscach niskiej homo- 
logii par zasad. Miejsca powtarzanych motywów retropozycji okazały się szczególnie 
podatne na dalsze zmiany insercyjne lub delecyjne oraz rekombinacje genetyczne o 
niskiej homologii DNA. Tworzą się liczne kopie powtórzeń tandemowych sekwencji, 
zwane TR-DNA (tandemly répétitive DNA) oraz bloki sekwencji hyperzmiennych 
(HVR), o różnej liczbie powtórzeń (VNTR -  variable number tandem repeats) [12].

MORFOLOGIA CHROMOSOMÓW I TRANSLOKACJE

Preparaty cytologiczne chromosomów przygotowuje się według metod umożliwia­
jących odpowiednie spłaszczenie i rozciągnięcie materiału na szkiełkach mikrosko­
powych, przez np. zgniatanie (squash) lub rozpryskanie (splash).

Chromosomy można rozróżniać na podstawie morfologii, wymiarów, pozycji 
centromeru i wtórnych przewężeń [19]. Wzorce prążków odzwierciedlają różnicę w

http://rcin.org.pl



DIAGNOSTYKA SATELITARNEGO DNA 5

organizacji sekwencji nukleotydów np. regionów bogatych w GC lub AT (prążki G), 
a także sekwencji powtarzanych np. prążki C (heterochromatyna). Różne specjalne 
postępowanie stosuje się przed wybarwieniem. Prążki Q i G nie wymagają dodatko­
wych ekstrakcji chromosomów w przeciwieństwie do prążków C. Wykrycie chara­
kterystycznych miejsc zawierających powtórzenia DNA ma szczególne znaczenie. 
Ostatnio stosuje się metodę fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Pozycja 
centromeru w chromosomach jest określona jako indeks centromerowy, tj. stosunek 
długości ramienia krótkiego chromosomu do długości całego chromosomu.

Główne rodzaje rearanżacji chromosomowych polegają na złamaniach i połącze­
niach, tj. translokacjach Robertsona, inwersjach pericentrycznych oraz inwersjach 
paracentrycznych. U naczelnych w ewolucji przemieszczeniu uległy duże bloki sek­
wencji w translokacjach Robertsona [13]. Obecnie w diagnostyce numerycznej pre­
natalnej i nowotworowej używa się sond pochodzących z takich dużych bloków 
przemieszczeń w chromosomach.

TABELA 1. OkmTenie morfologii na podstawie indeksu centromerowego

Morfologia I ndeks Pozycja prążków

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

wtórnie przewężona -  sc
Telocentryczna (T) t = 0,00-0,2 telometryczna - 1

Numeryczną diagnostykę chromosomową prowadzi się w celu wykrycia najwię­
kszych bloków sekwencji alfa-satelitarnych (np. w chromosomach 13 i 21). Ewolucja 
altu-satelitarnego DNA centromerowego w populacjach ludzkich doprowadziła do 
utworzenia specyficznych subgarniturów powtarzanych monomerów (171 par zasad) 
w poszczególnych chromosomach w liczbie "n". Niektóre grupy tych sekwencji są 
konserwatywne i mogą mieć znaczenie funkcjonalne [20].

Aż 10% ludzkich chromosomów składa się z różnych centromerowych powtórzeń 
o określonym szyku.

SUPERSTRUKTURY BLOKÓW SEKWENCJI 
TANDEMOWO POWTÓRZONYCH

Powtórzenia sekwencyjne wyższego rzędu (higher order repeats units) powstały 
w wyniku mutacji, nierównych krzyżówek, w amplifikacjach oraz stanowią setki i 
tysiące kopii o zmiennej długości jednostkowych powtórzeń par zasad: N = 171 par 
zasad [7]. W ten sposób nowe kopie prowadzą do utworzenia nowych domen. Sondy 
DNA nazwane alfoidalnymi są specyficzne chromosomo wo i służą do badań aberracji 
chromosomowych. Łatwo je przygotować w PCR z DNA z komórki pacjenta. Pra­
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6 Z. PORWIT-BÓBR

ktyczne znaczenie polimorfizmu alfa-satelitarnego DNA opisano w przypadku frag­
mentów restrykcyjnych BamHI oraz Taq w centrum badań polimorfizmu rodzinnego 
(CEPH family). Łatwość powielania kopii w PCR pochodzących z genomowego 
wzorca regionu DNA polega na tym, że używa się świeżej lub zamrożonej tkanki, a 
ostatnio nawet preparatów utrwalonych na szkiełkach (tzw. diagnostyka ze szkiełek). 
Przyjęto, że klasy satelitarnego DNA: minisatelity i mikrosatelity są superstrukturami 
specyficznych loci domen kodujących [21]. Chociaż w latach 1980-1993 poznano 
znaczenie powtórzeń sekwencji DNA w genomach i przeprowadzono ich klasyfika­
cję, jednak dopiero w trzech ostatnich latach przyjęto nazwy dla regionów szczególnie 
zmiennych.

Poszukiwanie homologii w kariotypach różnych gatunków doprowadziło do po­
znania prototypowych rodzin sekwencyjnych powtórzonego DNA. W genomie ludz­
kim kolekcja prototypowych rodzin obejmuje oprócz rozproszonych długich termi­
nalnych powtórzeń endogennych retrowirusów, powtórzenia alfoidalne, towarzyszą­
ce telomerom i inne. [13]. Przeprowadzono również badania składu genomu, tj. 
izochorów, długich segmentów przekraczających300 kb, najbogatszych, mniej boga­
tych lub ubogich w GC [1].

Początkowo wprowadzono podział retrotranspozonów u ludzi na wirusowe i nie- 
wirusowe oraz podobne do elementów transpozycyjnychTHE-LTR [6]. Rozproszo­
ne sekwencje Alu i LI okazały się również bardzo użyteczne w analizie genomowej, 
ze wzlędu na częste występowanie [18].

Nazwa RETROIDY wg EMBO (European Molecular Biology Organization) 
została przyjęta dla grup długich i krótkich elementów genetycznych. W grupie 
długich 6,4 kb, rozproszonych elementów genetycznych LINE (LI) i Kpn (50 tys.- 
100 tys. kopii na końcu 3’ i 4000-20 000 kopii na 5 ’) występuje możliwość transkry­
pcji. W grupie krótkich rozproszonych elementów DNA -  SINE opisano prototypowe 
Alu, THE-LTR/MSTII, centromerowe, telomerowe i minisatelitowe. THE (transpo- 
son-like human elements) i THE-LTR (long terminal repeats) mają 10 tys. kopii. Mstll 
jest podrodziną HVR w chromosomach 5 i 7 [6].

W sekwencjach alfa-satelitarnych występujących w regionie centomerowym znaj­
duje się pewna liczba funkcjonalnych domen, z których każda ma setki tysięcy par 
zasad. Sekwencje te są konserwatywne w grupach II i III oraz IV. Bloki hetero chr o- 
matynowe mogą występować w chromosomach 1,9,15,16 i Y [20]. Sekwencje kon­
serwatywne w grupach II i III mogą mieć znaczenie funkcjonalne. Zidentyfikowano 
sekwencje telomerowe (TTAGGG)n, które tworzą niezwykłe struktury, powstałe 
raczej przypadkowo w wyniku amplifikacji w punktach fuzji chromosomów [1,2,3,9].

Sekwencje Alu 3-9 pb w kopiach 300 tys.-900 tys. występują w każdym DNA. 1 
Mb DNA zawiera kilkaset kopii. Alu jest rodziną dominującą. Domeny Alu występują 
na końcach krótkich, bezpośrednich powtórzeń [16]. Elementy wolne pochodzą z 7S 
RNA. Sekwencje konsensusowe są gromadzone w Banku Genów.
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DIAGNOSTYKA SATELITARNEGO DNA 7

WYBRANE TECHNIKI BADAŃ STRUKTURY 
CHROMOSOMÓW I TANDEMOWYCH POWTÓRZEŃ

Najnowsze badania molekularne obejmują nowe podejście genetyczne:
1. Określenie morfologii struktur chromosomów, położenie centromeru, prążków 

G, C, Q, translokacji, badanie markerów.
2. Analizy mutacji allelicznych i punktowych, techniką multilocusfingerprinting, 

hybrydyzacje chromosomowe in situ. Swoiste chromosomowo sondy komercyjne są 
stosowane do wykrywania charakterystycznych sekwencji w regionach zmiennych. 
Takie sekwencje występują z częstością [GA(T/C)A]n 1/1000/gametę/populację. 
Różne sekwencje zmienne można wykrywać metodą FISH dzięki różnym barwnikom 
fluorescencyjnym.

3. Wykrywanie RFLP po otrzymaniu fragmentów restrykcyjnych, rozdziały ele- 
ktroforetyczne w żelu -  PFGE (pulse field gel electrophoresis), sortowanie, klonowa­
nie w wektorach (np. YAC), sekwencjonowanie DNA i PCR, tj. reakcji umoż­
liwiającej enzymatyczną amplifikacje DNA bez użycia konwencjonalnego klonowa­
nia [4,5,6].

4. Mapowanie numeryczne chromosomów -  badanie położenia i szyku bloków 
sekwencji satelitarnych oraz określenie długości heterochromatynowych powtórzeń 
tandemowych [8].

PODSUMOWANIE

Zbierane w bibliotekach genomowych sekwencje są wymieniane między pracow­
niami i umożliwiają również automatyzację badań [10,11].
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ZASTOSOWANIE FLUORESCENCYJNEJ 
HYBRYDYZACJI IN SITU W CYTOGENETYCE 

MOLEKULARNEJ

APPLICATION OF FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION 
IN MOLECULAR CYTOGENETIC

Rafał WIŚNIEWSKI

Zakład Mikrobiologii i Immunologii Instytutu Biologii Molekularnej 
im. JanaZurzyckiego Uniwersytetu Jagiellońskiego w Krakowie

Streszczenie. Koncepcja wykorzystania sond znakowanych fluorescencyjnie nie jest nowa, pocho­
dzi z końca lat siedemdziesiątych. Ciągła optymalizacja parametrów, rozwój technik wykrywania 
i przetwarzania obrazu spowodowały, że obecnie fluorescencyjna hybrydyzacja in situ jest po­
wszechnie wykorzystywanym narzędziem w badaniach cytogenetycznych od wybarwiania chro­
mosomów po mapowanie genów.

Słowa kluczowe: fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, diagnozowanie, mutacje chromosomowe, 
komórki interf azowe.

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.

Skróty: FISH ang. fluorescence in situ hybridization -  fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, 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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10 R. WIŚNIEWSKI

WSTĘP

Metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, nazywana także FISH (od skrótu 
angielskiej nazwy Fluorescence In Situ Hybridizcition) jest metodą, której koncepcja 
poj awiła się pod koniec lat siedemdziesiątych. W zasadzie nazwa FISH jest stosowana 
do badań in situ na metafazowym lub interfazowym DNA, ew. wewnątrzkomórko­
wym RNA i nie odnosi się do innych typów hybrydyzacji z wykorzystaniem barwni­
ków fluorescencyjnych. Dzięki swym zaletom FISH stała się wygodnym narzędziem 
w badaniach cytogenetycznych na poziomie molekularnym.

Metodatajestprostąmodyfikacjątradycyjnej radioizotopowej hybrydyzacji in situ 
na chromosomach, z tym że zamiast sond znakowany chradioizotopowo wykorzystuje 
się w niej sondy wyznakowane fluorescencyjnie. Istnieją dwa podstawowe podejścia 
przy tworzeniu takich sond (rys. 1). Stosuje się nukleotydy sprzężone z fluorochro- 
mami, albo nukleotydy sprzężone z innymi cząsteczkami reporterowymi, takimi jak: 
biotyna, dinitrofenyl czy digoksygenina. W tym drugim przypadku dopiero po hybry­
dyzacji dodaje się sprzężone z przeciwciałami lub awidyną fluorochromy. Podejście 
to znajduje obecnie wśród badaczy dużo większe uznanie. DNA chromosomowy lub 
pochodzący z jądra interfazowego dla kontrastu jest dodatkowo wybarwiany przy 
użyciu barwników fluorescencyjnych wiążących się z chromatyną, takich jak DAPI

Rys. 1. Znakowanie fluorescencyjne nukleotydów w sondach
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FLUORESCENCYJNA HYBRYDYZACJA IN SITU 11

czy jodek propydyny. Obraz może być bezpośrednio oglądany pod mikroskopem lub 
jeżeli zachodzi taka potrzeba, zbierany przy użyciu kamer CCD i ew. opracowywany 
komputerowo [23].

ZASTOSOWANIA

Możliwości zastosowania tej metody w badaniach cytogenetycznych są olbrzymie 
i obejmują praktycznie całą cytogenetykę molekularną od wybarwiania prążków 
chromosomowych G i Rpo diagnozowanie różnego rodzaju uszkodzeń genetycznych.

WYBARWIANIE CHROMOSOMÓW
W przypadku wybarwiania chromosomów wykorzystuje się naturalną dystrybucję 

sekwencji powtarzalnych typu SINE i LINE w genomach ssaków [22,24]. Hybrydy- 
zując sondy będące sekwencjami powtarzalnymi typu SINE i LINE z genomu myszy 
lub człowieka z całymi chromosomami otrzymujemy odpowiednio prążki R i G, ale 
z pewnymi ograniczeniami. Okazuje się, że niektóre klonowe sekwencje powtarzalne 
nie dają charakterystycznych prążków. Dotyczy to np. klonu BI (mysia sekwencja 
typu Alu) oraz sekwencji ludzkich LINE [24].

DIAGNOZOWANIE CHORÓB GENETYCZNYCH
Przy próbach wykrywania anauploidalności wykorzystuje się jako sondy sekwen­

cje związane z regionami chromosomów, odpowiedzialnymi za dane schorzenia lub 
sekwencje specyficzne chromosomowo, np. sondy centromerowe, pozwalające uch­
wycić występowanie trisomii lub monosomii podczas badania zarówno płytek meta- 
fazowych, jak i jąder interfazowych [4,9,11]. Standardowym przykładem jest wyko­
rzystywanie FISH do wykrywania trisomii chromosomu 21, a konkretnie fragmentu 
chromosomu, w którym znajdują się sekwencje odpowiedzialne za występowanie 
Zespołu Downa. Stosowanie jako sondy odpowiednio dobranych sekwencji pozwala 
na uwidocznienie trzech kopii tego regionu także w jądrze interfazo wym [7].

Fakt możliwości wykrywania dzięki tej metodzie zmian powstałych w DNA i 
chromosomach, w testach, w których wykorzystuje się materiał genetyczny zawarty 
w jądrach interfazowych, doprowadził do postępu w diagnozowaniu chorób genety­
cznych we wczesnych okresach rozwoju prenatalnego. Opracowano metody, w któ­
rych szybko, bo w ciągu najwyżej dwóch dni, przy wykorzystaniu komórek zawie­
rających jądra znajdujące się w interfazie, wykrywane są takie nieprawidłowości 
chromosomowe, jak: trisomie chromosomów nr 12,18,21, mozaikowatość w różnych 
kombinacjach (np. komórki z trisomią chrmosomu 18 i komórki normalne) lub 
mutacje dotyczące liczby chromosomów płciowych [3,7,9,20]. Możliwe jest także 
wykorzystywanie metody do ustalania płci nienarodzonego dziecka. Cześć zmian,
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12 R. WIŚNIEWSKI

opisywanych dzięki FISH we wczesnych okresach ciąży, byłaby nie do wykryciaprzy 
zastosowaniu konwencjonalnych metod, a świadomość ich występowania może mieć 
wpływ na zdrowie matki oraz decyzję co do dalszego losu płodu.

Metodę tę wykorzystano także do diagnozowania uszkodzeń w komórkach płcio­
wych, zarówno plemnikach jak i komórkach jajowych [12,19]. W pierwszym przy­
padku początkowo wydawało się, że FISH może nie dawać prawdziwego obrazu 
częstości występowania uszkodzeń. Dopiero nowsze badania pokazały, że zarówno 
efektywność samej hybrydyzacji, jak i częstość występowania mutacji czy dodatko­
wych kopii w chromosomach mogą zależeć od czasu przechowywania zamrożonych 
plemników [12].

DIAGNOZOWANIE CHORÓB NOWOTWOROWYCH
Hybrydyzacja in situ w technice fluorescencyjnej nie jest metodą odpowiednią do 

wykrywania mutacji punktowych, można ją natomiast wykorzystywać do badań nad 
zmianami ilościowymi (amplifikacja genu, jego delecja oraz duplikacja), zmianami 
w liczbie chromosomów lub zmianami dotyczącymi miejsca występowania genu 
(translokacje, inwersje) [1,5,8,10]. Porównanie wykrywalności zmian genetycznych 
na przykładzie raka prostaty przy pomocy analizy płytek metafazowych oraz FISH 
wykazuje znaczne rozbieżności w wynikach uzyskanych tymi metodami. W większo­
ści przypadków skuteczność FISH w wykrywaniu mutacji chromosomowych była 
nieporównywalnie większa, co wskazuje na daleko większy zakres zmian chromoso­
mowych związanych z tym typem nowotworu, niż do tej pory przypuszczano.

Interesującym przykładem zastosowania metody FISH w diagnozowaniu nowo­
tworów jest wykrywanie u człowieka fuzji onkogenów abl i ber w jądrach interfazo- 
wych. Fuzja taka jest charakterystyczna dla przewlekłej białaczki szpikowej. W 
badaniu zastosowano jądra interfazo we i dwie sondy znakowane różnymi fluorochro- 
mami. Po złożeniu obrazów i wtórnym ich kolorowaniu można wyraźnie zobaczyć 
miejsca, gdzie normalnie znajdują się oba geny, i obszar, w którym doszło do fuzji 
[18].

Metodę FISH zastosowano także np. do scharakteryzowania zmian genetycznych 
w fibrosarcoma występującym u dzieci w różnych okresach życia. Podejrzewano, że 
schorzenie to jest związane z występowaniem różnej liczby kopii chromosomów 8, 
11, 17 i 20 (głównie ich brakiem). Udało się ustalić, że faktycznie do drugiego roku 
życia fibrosarcoma związana jest w większości przypadków z brakiem jednej kopii 
chromosomu 8,11,17 lub 20 (w różnych kombinacjach); dodatkowe kopie chromo­
somów 17 i 20 pojawiają się u dzieci pięcioletnich; natomiast brak jest nieprawidło­
wości w liczbie chromosomów w przypadku pacjentów w wieku od 7 do 17 la t .

MAPOWANIE GENÓW
Przy mapowaniu genów określa się albo odległość od jakiegoś znanego genu, albo 

położenie względem prążka lub określonego punktu na chromosomie (centromer lub
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FLUORESCENCYJNA HYBRYDYZACJA IN SITU 13

telomer), lub kolejność położenia genów względem siebie [13,23,24]. W drugim 
przypadku stosuje się kombinacje FISH i tradycyjnego barwienia metodą Giemsy lub 
tzw. barwienia replikacyjnego, w którym komórki w określonym momencie cyklu 
komórkowego traktowane są tymidyną lub BrdU [13]. W ostatnim przypadku należy 
pamiętać o ograniczeniach wynikających z rozdzielczości metody, choć z drugiej 
strony odpowiednia modyfikacji (np. DIRVISH FISH) pozwala na uzyskanie zado­
walających efektów [17].

WADY I ZALETY METODY FISH

Bezpieczeństwo pracy
Korzystając w metodzie znakowania izotopowego z pierwiastków promieniotwór­

czych istnieje konieczność zachowania ścisłego reżimu zarówno podczas samego 
znakowania, jak i po, w trakcie pozbywania się odpadków promieniotwórczych. 
Natura znaczników fluorescencyjnych likwiduje zagrożenia dla zdrowia badacza.

"Długowieczność'1 sond
W przypadku znakowania radioizotopowego występuje ograniczenie czasowe 

wynikające z rozpadu pierwiastka promieniotwórczego. Czasy te albo są stosunkowo 
krótkie (np. w przypadku izotopu fosforu P32 czas połowicznego rozpadu wynosi 14,2 
dnia), albo pierwiastek mimo długiego czasu połowicznego rozpadu nie nadaje się do 
wszystkiego typu badań (izotop siarki S35 -  czas połowicznego rozpadu 87,2 dnia). 
W przypadku znakowania fluorescencyjnego istnieje możliwość znacznego odziele- 
nia w czasie znakowania sond nukleotydami z cząsteczkami reporterowymi i procesu 
hybrydyzacji z następującym po nim dołączaniu barwników fluorescencyjnych. Po­
dając za firmami biotechnologicznymi można przyjąć, że sondę można przechowy­
wać nawet przez półtora roku.

Możliwość interpretacji wyników wprost
Stosując metodę FISH otrzymuje się wynik bezpośredni, nie wymagający w 

większości przypadków dodatkowej analizy. Wyjątek stanowią tu badania dotyczące 
kolejności oraz odległości sond (genów) na stosunkowo małych odcinkach DNA. 
Ograniczenia te wynikają z parametrów rozdzielczości i czułości metody oraz samej 
metodyki, która może stwarzać różne warunki do interpretacji wyników.

Stosunkowo dobra rozdzielczość metody
Rozdzielczość metody zależy przede wszystkim od dwóch czynników. Od stopnia 

kondensacji chromatyny oraz podejścia metodycznego.
Jeżeli wykorzystuje się do badań chromosomy metafazowe, to rozdzielczość FISH 

wynosi ok. 3 Mb [23]. Przy zastosowaniu dwóch sond, każdej znakowanej innym 
fluorochromem oraz chromosomów prometafazowych, istnieje możliwość określenia 
porządku sond, gdy są one oddalone od siebie 600 do 800 kb [24]. Trzeba jednak w 
tym wypadku pamiętać o uwarunkowaniach wynikających ze struktury trzeciorzędo-
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14 R. WIŚNIEWSKI

Rys. 2. Kombinacja trzech barwników fluorescencyjnych w metodzie z równoczesną hybrydyza­
cją z siedmiu różnych sond

wej kwasów nukleinowych, mogących wpływać na uzyskany obraz. Chodzi tu głów­
nie o to, że sposób zwijania się DNA w chromosomie może wpływać znacząco na 
uzyskiwany obraz, jeżeli sondy położone są zbyt blisko siebie.

W jądrach interfazowych standardowo uzyskuje się rozdzielczość od 50 do 100 
kb. W przypadku modyfikacji metody FISH rozdzielczość może wzrosnąć. Przykła­
dem jest metoda nazwana przez autorów DIRVISH FISH, w której DNA jest dodat­
kowo rozciągane na szkiełkach podstawowych. W tej metodzie wykazano odrębność 
dwóch sekwencji, gdy były one oddalone od siebie (j ak wykazała analiza restrykcyjna) 
o ok. 6,8 kb (odległość tę ustalono poprzez analizę fragmentów restrykcyjnych) [17].

Możliwość stosowania więcej niż jednego typu sondy na raz
Stosując dwa barwniki fluorescencyjne do wyznakowania dwóch sond można po 

opracowaniu komputerowym otrzymać obraz, na którym dwoma różnymi kolorami 
uwidocznione są dwie różne sekwencje [11,28]. Istnieje możliwość zmodyfikowania 
podejścia i użycia dwóch barwników fluorescencyjnych do znakowania trzech sond. 
Podobnie przy zastosowaniu trzech różnych barwników fluorescencyjnych i trzech 
cząsteczek reporterowych istnieje możliwość wyznakowania do siedmiu sond różne­
go typu. Po zebraniu obrazów mikroskopowych i komputerowym opracowaniu przy 
pomocy odpowiedniego programu komputerowego (np. GeneJoin) uzyskuje się sie­
dem różnych sygnałów, które mogąbyć wykorzystywane np. przy tworzeniu bibliotek 
chromosomowo-specyficznych opartych na sekwencjach centromerowych, lub in­
nych sekwencji charakterystycznych dla chromosomów, badaniach nad dystrybucją 
DNA w jądrach interfazowych i w mapowaniu genów[l 8].

Często zbyt mała czułość metody
Przyjmuje się, że czułość metody FISH jest obecnie niższa lub porównywalna z 

uzyskiwaną w tradycyjnej hybrydyzacji in situ z sondami znakowanymi radioizotopo- 
wo [23]. Jednak w pewnego typu badaniach (np. badania ilościowe dotyczące trans­
krypcji), w których potrzebna jest wysoka czułość i selektywność metody, stosując

Cząsteczki reporterowe: Barwniki:
Biotyna rodamina
Digoksygenina Cascade blue
Dinitrofenyl fluoresceina
Sondy:
1. Rodamina
2. Cascade blue
3. Fluoresceina
4. Rodamina 4- Cascade blue
5. Fluoresceina + rodamina
6. Fluoresceina + Cascade blue
7. Rodamina + Cascade blue + fluoresceina
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zmodyfikowaną hybrydyzację in situ z sondami znakowanymi izotopowo można 
uchwycić zmiany będące poza zakresem czułości osiągalnym dla FISH.

Z drugiej strony problem czułości może wynikać raczej z ograniczeń sprzętowych 
i metodycznych, co w związku z ciągłym rozwojem sprzętu mikroskopowego oraz 
oprogramowania naukowego rokuje szybkie przełamanie tej bariery.

Wydajność hybrydyzacji w FISH mieści się z reguły w zakresie od 70 do 80% 
badanych płytek [5,20]. Stanowi to pewne ograniczenie szczególnie w badaniach 
ilościowych (jeżeli dotyczą one zmian np. w obrębie jednego typu próbki, wynik może 
ulec zafałszowaniu) oraz stawia wymóg każdorazowego sprawdzania tego parametru.

Wymagania sprzętowe
O ile wykorzystuję się FISH do wyznakowania sekwencji powtarzalnych do 

detekcji sygnału, wystarcza zwykły mikroskop fluorescencyjny [23]. Jeżeli chcemy 
uwidocznić sekwencje krótkie lub unikalne, istnieje potrzeba zastosowania dodatko­
wego wspomagania obrazu np. przy użyciu urządzeń typu CCD. Sytuacja komplikuje 
się jeszcze bardziej, gdy przy znakowaniu sond korzystano z więcej niż jednego typu 
fluorochromu. Wzrastają wymagania względem mikroskopu, zachodzi potrzeba sto­
sowania więcej niż jednego źródła światła (np. poprzez zestaw filtrów); potrzebny jest 
komputer do kontroli kamery typu CCD, zbierania poszczególnych obrazów, ich 
wyświetlenia i przechowywania oraz odpowiedni program komputerowy [2]. Podnosi 
to znacznie koszty stosowania metody.

KIERUNKI ROZWOJU FISH

Obecnie obserwuje się dwa kierunki rozwoju FISH. Pierwszy to wysiłki zmierza­
jące do poprawienia podstawowych parametrów (czułości i rozdzielczości), drugi to 
próby praktycznego zastosowania metody (np. w diagnostyce klinicznej) i związane 
z tym prace nad skróceniem czasu oczekiwania na wynik oraz wysiłki zmierzające w 
kierunku automatyzacji otrzymywanych wyników, wreszcie poprawianie "starych" 
danych uzyskiwanych przy wykorzystaniu tradycyjnych już dziś metod i wreszcie 
rozszerzenie możliwości metody poprzez wprowadzanie nowych modyfikacji
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SZTUCZNY CHROMOSOM DROŻDŻOWY: 
BUDOWA I ZASTOSOWANIE

YEAST ARTIFICIAL CHROMOSOME: 
STRUCTURE AND APPLICATION

AGNIESZKA SĘKOWSKA

Zakład Mikrobiologii i Immunologii, Instytut Biologii Molekularnej im. Jana 
Zurzyckiego UJ w Krakowie

Streszczenie. Jednym z powszechniej stosowanych narzędzi biologii molekularnej ostatnich lat stał 
się sztuczny chromosom drożdżowy (YAC). Pozwala on na klonowanie bardzo dużych fragmentów 
DNA w postaci dodatkowego chromosomu w drożdżach. Możliwość wstawiania fragmentów 
obcego DNA wielkości rzędu 500 tys. pz lub większych znacznie ogranicza liczbę klonów 
niezbędnych do całkowitego pokrycia genomu. Otrzymane klony w dużym stopniu ułatwiają 
analizę sekwencji nukleotydowych, a co za tym idzie przyspieszają fizyczne mapowanie całych 
genomów. W związku z dużą zdolnością do klonowania YAC jest uważany za pomost łączący 
cytogenetykę i analizę molekularną.

Słowa kluczowe: sztuczny chromosom drożdżowy, klonowanie genów, biblioteki genowe.

Summary. Last years the yeast artificial chromosome (Y AC) 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 skrótów: FISH (ang .fluorescent in situ hybridization) -  fluorescencyjna hybrydyzacja in 
situ, PCR (ang. polymerase chain reaction) — reakcja łańcuchowa polimerazy, pz — pary zasad,
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TNF (ang. tumor necrosis factor) -  czynnik martwicy nowotworu, YAC (ang. yeast artificial 
chromosome) -  sztuczny chromosom drożdżowy

1. WPROWADZENIE

Klonowanie fragmentów DNA jest jedną z podstawowych metod stosowanych w 
biologii molekularnej. Standardowe techniki klonowania w wektorach plazmido­
wych, kosmidowych czy bakteriofagach ograniczone są jednak do fragmentów nie 
większych niż 50 ty s. pz., podczas gdy wiele zagadnień genetyki eukariontów wymaga 
analizy setek tysięcy, a nawet milionówpz. Spowodowane jest to wielkością poszcze­
gólnych genów czy też dostępnością markerów zlokalizowanych z daleka od bada­
nych genów. Również globalna analiza całych genomów, takich jak np. ludzki, 
wymaga analizy milionów pz. Inną poważną wadą klonowania w bakteriach jest fakt, 
że pewne klasy sekwencji obecnych w eukariontach jak sekwencje palindromowe czy 
powtórzenia tandemowe nie są reprezentowane w bibliotekach z E. coli [1].

Pomocnym w przezwyciężeniu tych ograniczeń okazało się skonstruowanie na 
początku lat osiemdziesiątych sztucznego chromosomu drożdżowego (pYAC). Umo­
żliwia on klonowanie fragmentów DNA wielkości setek tysięcy pz, obecność zaś 
sekwencji palindromowych i powtórzeń tandemowych w genomie drożdżowym 
wskazuje na możliwość ich badania za pośrednictwem sztucznego chromosomu.

2. BUDOWA SZTUCZNEGO CHROMOSOMU 
DROŻDŻOWEGO

Jako sztuczny chromosom wektor zawiera trzy niezbędne elementy stanowiące o 
jego strukturze chromosomowej. Są to: centromer, jako miejsce przyczepu mikrotubul 
w procesach podziałów komórkowych, początek replikacji (ORI) oraz sekwencje 
telomerowe chroniące integralność całego chromosomu oraz zabezpieczające termi­
nalnie usytuowane geny. Jeden z wektorów pYAC5 został skonstruowany na bazie 
plazmidu pBR 322 poprzez stopniowe usuwanie jednych, a wprowadzanie innych 
fragmentów [3]. Z niezbędnych fragmentów pBR 322 pozostawiono początek repli­
kacji (ORI) oraz gen oporności na ampicylinę, co umożliwia klonowanie tego wektora 
w bakteriach (wektory pYAC należą do klasy wektorów wahadłowych). Z pozosta­
łych elementów wektora należących już do systemu eukariotycznego należy wymie­
nić miejsce klonowania znajdujące się w drożdżowym genie SUP4-0, będącym ochre- 
supresyjnym allelem dla tyrozynowego t-RNA. Miejsce to jest rozpoznawane przez 
enzym Not I należący do klasy endonukleaz rzadkotnących. Następne, niezwykle 
istotne dla wektora geny to TRP1 i URA3 warunkujące syntezę tryptofanu i uracylu.
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Rys. 1. Schemat wektora pYAC5

W związku z tym na gospodarzy dla wektora wybiera się drożdże będące mutantami 
auksotroficznymi pod względem syntezy tych związków. Kolejne elementy wektora 
to: ARS-1 -czyli autonomicznie replikująca się sekwencja pełniąca funkcje początku 
replikacji, CEN4 -  3 sekwencja zapewniająca funkcje centromeru. Te dwa elementy 
są sekwencjami naturalnie graniczącymi z genem TRP1 w IV chromosomie drożdżo- 
wym. TEL -  są to sekwencje telomerowe pochodzące z makronukleusowego, rybo- 
somalnego DNA (rDNA) z Tetrahymena. Sekwencja HIS3 nie jest niezbędną w 
procesie klonowania, w wektorze cyrkularnym zaś rozgranicza dwie sekwencje 
telomerowe. Istnieją też inne wersje sztucznych chromosomów drożdżowych różnią­
cych się między sobą miejscami klonowania rozpoznawanymi przez inne enzymy 
restrykcyjne, np. pYAC4 ma miejsce klonowania rozpoznawane przez enzym EcoRI 
[3]. Innym przykładem jest wektor pYAC-RC skonstruowany na bazie wektora 
pYAC3. W miejscu klonowania SnaBI wprowadzono oligonukleotyd (tzw. polilinker) 
z miejscami rozpoznawanymi przez kilka endonukleaz rzadkotnących [13]. Inną
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niezwykle ważną modyfikacją w budowie wektora jest wprowadzenie do ramienia 
chromosomu genu oporności na genetycynę [18]. Jest ona bardzo cenną zmianą, gdyż 
umożliwia selekcję wektora po ewentualnej jego transfekcji do komórek ssaków.

3. KLONOWANIE FRAGMENTÓW DNA 
O DUŻYCH WYMIARACH

Proces klonowania w sztucznym chromosomie drożdżowym przedstawia się w 
następujący sposób (rys. 2). Wektorpoddajesiętrawieniuenzymatycznemuenzymem 
Barn HI oraz drugim rozpoznającym miejsce klonowania (jego wybór zależy od tego, 
z jakim wektorem ma się do czynienia) w efekcie uzyskując trzy części: lewe ramię 
chromosomu wraz z centromerem, prawe ramię oraz region HIS3. Obydwa ramiona 
poddaje się działaniu alkalicznej fosfatazy w celu zabezpieczenia przed samopołącze- 
niem, a następnie wprowadza się DNA o dużych rozmiarach z końcami strawionymi 
przez dany enzym restrykcyjny. Produkt ligacji wprowadza się do sferoplastów 
drożdżowych za pomocą standardowych metod tworząc biblioteki genowe. W związ­
ku ze specyficznymi wymaganiami wektora w procesie selekcji jako gospodarzy 
wybiera się szczepy charakteryzujące się pewnymi określonymi cechami. Jako przy­
kład może posłużyć szczep AB 1318 o genotypie MATa ura 3-52 trpl ade 2-1 can 
1-100 lys 2-1 his 5. Selekcja klonów odbywa się dzięki komplementacji mutacji ura 
3 w komórce gospodarza przez gen URA3 w prawym ramieniu chromosomu oraz 
komplementacji mutacji gospodarza trpl przez gen TRP1 w lewym ramieniu chro­
mosomu. Ostateczną selekcją jednak jest selekcja z wykorzystaniem blokującej eks­
presji ochre-supresora SUP4-0, który ulega uszkodzeniu przez insercję wprowadzo­
nego DNA w miejscu klonowania. Komórki gospodarza normalnie tworzą czerwone 
kolonie dzięki obecności genu ade 2-ochre, który powoduje nagromadzanie się 
czerwonego barwnika w komórce. Jeżeli supresor w wektorze pYAC ulega ekspresji 
w komórkach gospodarza (po transformacji), to tworzą się białe kolonie, jako wynik 
aktywności genu SUP4-0. Jeżeli jednak nastąpiło wklonowanie wprowadzanego 
DNA, to gen supresorowy ulega inaktywacji i tworzą się znów czerwone kolonie.

4. ZASTOSOWANIE SZTUCZNYCH CHROMOSOMÓW
DROŻDŻOWYCH

Sztuczne chromosomy używa się przede wszystkim do konstrukcji bibliotek geno­
wych, co związane jest z faktem, że można w nich klonować bardzo duże fragmenty 
DNA. Publikacje donoszą o sklonowaniu fragmentów wielkości 800 tys. pz (zawie­
rających DNA kodujący 5SrRNA)[12] do miliona pz [8], przy czym nie jest wspomi-
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Rys. 2. Proces klonowania w sztucznym chromosomie drożdżowym

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

Dużym zainteresowaniem badaczy cieszy się chromosom X, a także chromosom 
22 będący drugim najmniejszym chromosomem człowieka [19]. Chromosom 21 także 
jest bardzo intensywnie badany, a wynikiem tych badań jest utworzenie podbiblioteki 
wzbogaconej o ludzki chromosom 21 [15]. Jednak aby w pełni wykorzystać możli­
wości, jakie stwarza zastosowanie sztucznych chromosomów do tworzenia i badania 
bibliotek, ważne jest, aby były one dobrze zorganizowane i przeglądane. W wielu 
przypadkach użyteczne są biblioteki zawierające fragmenty z całego genomu, w 
innych jednak stosuje się biblioteki ograniczone do jednego tylko chromosomu czy 
nawet jego części. W przypadkach takich stosuje się hybrydy somatyczne zawierające 
np. DNA chomika z niewielkim fragmentem DNA ludzkiego. Podejście takie zasto­
sowano przy tworzeniu biblioteki zawierającej odległą część długiego ramienia chro­
mosomu X [12]. W tym ostatnim przypadku zauważono ciekawy fakt -  przy badaniu 
klonów powstałych na bazie hybryd nie zaobserwowano tworzenia się chimer, czyli 
klonów zawierających zarówno ludzki, jak i obcy DNA. Byłaby to niezwykle ważna 
cecha świadcząca o tym, że sztuczne chromosomy wykazują tendencję do ligacji z 
pojedynczymi fragmentami restrykcyjnymi. Niestety nowsze doniesienia dotyczące 
także hybryd somatycznych chomik - ludzki chromosom X wykazują, że w badanych
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klonach występuje pewien procent chimer [10]. Chimery te to albo jednocześnie 
występujące w jednym sztucznym chromosomie fragmenty DNA człowieka i chomi­
ka, lub wynikają z jednoczesnej kotransfekcji wektora z DNA człowieka i wektora z 
DNA chomika. Zdołano także zauważyć, że przy klonowaniu w sztucznych chromo­
somach zachowane pozostaj ą długości fragmentów restrykcyjnych charakterystyczne 
dla danego genomu [12].

W przeglądaniu bibliotek skonstruowanych na bazie wektorów pYAC jedną z 
częściej stosowanych metod jest hybrydyzacja kwasów nukleinowych na filtrach 
nitrocelulozowych. Jako sondy stosuje się albo całe genomy czy też chromosomy, 
albo sekwencje powtarzalne charakterystyczne dla danego genomu. Samą hybrydy­
zację zaś stosuje się bezpośrednio do całych kolonii po przeniesieniu i unieruchomie­
niu na filtrze, lub wcześniej DNA poddaje się rozdziałowi elektroforetycznemu w 
elektroforezie pulsowej i dopiero następnie stosuje hybrydyzację. Metody te stosuje 
się do identyfikacji dużych regionów chromosomów czy też klonów z wielu loci. Inną 
techniką stosowaną w przeglądaniu bibliotek jest PCR. Jest ona o wiele droższa i 
bardziej pracochłonna, jednak dzięki swojej dokładności umożliwia wykrycie poje­
dynczych sekwencji, a co za tym idzie klonów spośród wszystkich innych. Przy 
badaniu genomu człowieka często stosuje się wariant tej metody zwany Alu-PCR, 
który znacznie zwiększa jej czułość [11]. Wariant ten ułatwia także zastosowanie 
analizy produktów reakcji PCR za pomocą techniki zwanej FISH, co wymaga uprzed­
niego wyznakowania biotyną [17]. Dzięki tworzeniu bibliotek i zastosowaniu powy­
ższych metod możliwe jest dokładne poznanie budowy genów -  ułożenie eksonów i 
intronów, a nawet sekwencji regulatorowych, jak to stało się w przypadku genu 
kodującego receptor dla TNF-ß [4].

Jednak nie tylko ludzki genom jest przedmiotem zainteresowania badaczy. Skon­
struowano już biblioteki genowe dlatakich organizmów, jak: Caenorhabditiselegans, 
Drosophila melanogaster, Mus musculus [5], Arabidopsis thaliana [2], Beta vulgaris 
[6], Hordeum vulgare, marchew, kukurydza czy pomidor [8]. Przy konstruowaniu 
bibliotek roślinnych występuje pewne ograniczenie. Otóż średni rozmiar insertu waha 
się w granicach 140-150 tys. pz, co jest o wiele mniejszą wartością niż ta uzyskiwana 
dla genomów ssaczychprzy stosowaniu tych samych lub podobnych metod [6].

Prawdopodobnie różnice te wynikają z trudności w otrzymywaniu fragmentów 
roślinnego DNA o dużej wielkości związanych z obecnością ściany komórkowej czy 
dużymi rozmiarami samych komórek.

Możliwości, jakie stwarza badaczom sztuczny chromosom, nie ograniczają się 
tylko do tworzenia bibliotek genowych. Wiele funkcjonalnych jednostek genetycz­
nych organizmów wyższych zajmuje duże obszary DNA, np. locus bithorax u Dro­
sophila melanogaster biorący udział w regulacji rozwoju muszki rozciąga się na ok. 
320 tys. pz [3]. Ostatnie oszacowania wielkości genu, który jest uszkodzony w 
dystrofii mięśniowej Duchenne’a, wskazują, że pojedyncze locus genowe, którego 
funkcja kodowania białka mogłaby być wypełniona przez odcinek DNA długości 15
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tys. pz w rzeczywistości rozciąga się na ok. 2,4 miliona pz. Podobnie duże zasięgi 
mają także skupiska genowe, których dokładne poznanie jest niezwykle ważne dla 
genetyki molekularnej.

We wszytkich tych przypadkach zastosowanie sztucznych chromosomów wydat­
nie skróciłoby czas potrzebny na badania, a także ogromnieje ułatwiło. W szczegól­
ności zaś wektory te mogą być użyte do klonowania największych genów w kom­
pletnej formie i naturalnym kontekście sekwencji. Uzyskano już klony z nienaruszo­
nym genem dla czynnika VIII i IX, które charakteryzuje budowa rozproszona i z 
których po transfekcji komórek ssaków wektorami je zawierającymi uzyskano natyw- 
ny enzym. Podobne doświadczenia przeprowadza się na myszach. Do przedjądrzy 
albinotycznych myszy w zapłodnionym jaju wprowadzono wektor pYAC ze sklono­
wanym genem tyrozynazy. Myszy te będąc albinosami mają uszkodzony ten właśnie 
gen, którego funkcja jednak może być przejęta przez gen nienaruszony wprowadzony 
sztucznie do komórek. Fenotyp albinotyczny myszy umożliwił identyfikację transge- 
nu już przy urodzeniu dzięki obecności barwnika w skórze i oczach [16]. Równie 
dobre wyniki uzyskuje się wprowadzając ludzkie geny sklonowane w wektorach do 
komórek jądra zarodkowego myszy [7]. Komórki te po transfekcji wykazują zdol­
ność do repopulacji organizmu myszy, włączając nawet komórki szlaku płciowego, 
wykazują ogromną stabilność, aktywność wprowadzonego genu zaś utrzymuje się 
przez wiele pokoleń.

Tak więc, jak widać z tego krótkiego przeglądu, sztuczne chromosomy drożdżowe 
skonstruowane początkowo w celu przebadania czynników sterujących zachowa­
niem się chromosomów podczas mitozy stwarzają nieograniczone możliwości bada­
nia całych genomów, a także, co niezwykle ważne w obecnej dobie silnego rozwoju 
biotechnologii, praktycznego wykorzystania produktów kodowanych przez geny.
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WPŁYW SUPERSKRĘCENIA CZĄSTECZKI DNA 
I JEGO REGULACJI PRZEZ WARUNKI ŚRODOWISKA 

NA EKSPRESJĘ BAKTERYJNYCH GENÓW

INFLUENCE OF ENVIRONMENTAL REGULATION 
OF DNA SUPERCOILING ON BACTERIAL GENE EXPRESSION

KINGA J. WÓJCIK

Zakład Mikrobiologii i Immunologii Instytutu Biologii Molekularnej Uniwersytetu
Jagiellońskiego w Krakowie

Streszczenie. Ujemne superskręcenie nadaje bakteryjnemu DNA dynamiczny charakter. Wywiera 
ono wpływ na aktywność promotorów licznych genów przyczyniając się do obniżenia wydatku 
energetycznego niezbędnego do rozkręcenia podwójnej helisy DNA i/lub modulując topologię 
promotora i operatora, udostępniając je polimerazie RNA, białkom aktywującym i represjonują­
cym. Poziom superskręcenia cząsteczki DNA kontrolowany przez gyrazę, wprowadzającą ujemne 
superskręty i topoizomerazę I, relaksującą DNA, zależny jest od warunków wzrostu bakterii, takich 
jak: pH, dostępność pożywienia, tlenu, stężenie soli, temperatura. Fluktuacje różnorodnych czyn­
ników środowiska regulują ekspresję genów kodujących białka spełniające ważne funkcje w 
komórce bakteryjnej, tj. białka stresowe i czynniki wirulencji. Stresowe warunki środowiska 
oddziałują na superskręcenie DNA prawdopodobnie poprzez zmianę stosunku ATP/ADP w 
komórce, od którego zależy aktywność 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 a role 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

Zarówno mikroorganizmy saprofityczne Jak i patogenne stykają się w swoim życiu 
z ekstremalnie różnymi środowiskami. Do czynników stresowych, które oddziałują 
na bakterie, należą zaburzenia temperatury, warunków osmotycznych, pH, dostępno­
ści tlenu i pożywienia. Podczas infekcji człowieka lub zwierzęcia bakterie patogenne 
napotykają np. środowiska o znacznie obniżonym pH, przy przejściu przez żołądek 
oraz podczas wzrostu wewnątrz komórek żywiciela, w fagosomach lub fagolizoso- 
mach. W celu utrzymania się przy życiu, co dla bakterii patogennych oznacza również 
zachowanie wirulencji, mikroorganizmy wykształciły liczne sposoby komunikowania 
się ze środowiskiem, odbierania dopływających informacji i szybkiej reakcji na 
aktualne warunki. Odpowiedź na czynniki środowiska wymaga często skoordynowa­
nej ekspresji wspólnie regulowanych, licznych genów bakterii. Grupę genów włączo­
ną w odpowiedź na dany bodziec nazywamy stymułonem. Stymulonmoże grupować 
wiele regulonów, z których każdy zawiera geny znajdujące się pod kontrolą tych 
samych czynników regulacyjnych. Regulon składa się z kolei z opero nów, których 
geny są pod kontrolą tego samego promotora. Ostatnio opisano swoisty, globalny 
system regulujący odpowiedź bakterii na zmienne warunki środowiska, opierający się 
na modulacji topologii DNA [5].

2. SUPERSKRĘCENIE CZĄSTECZKI DNA

Natywny DNA występuje w komórce bakteryjnej w stanie superzwiniętym. Stru­
kturę kolistej cząsteczki DNA można opisać za pomocą trzech zależnych od siebie 
wielkości. Liczba wzajemnych opleceń dwóch nici helisy -  L, jest równa sumie liczby 
skrętów dwuniciowej helisy -  T  i liczby zwojów, czyli superskrętów dwuniciowej, 
skręconej już helisy DNA -  W.

W= L - T
Kolista, prawoskrętna helisa DNA wyizolowana z komórki bakteryjnej ma mniej­

szą liczbę skrętów niż tej samej długości kolista cząsteczka zrelaksowana, z przeciętą 
jedną nicią lub cząsteczka linearna. Wywołuje to napięcie wewnątrz kolistej cząste­
czki i wymusza przyjęcie konfiguracji ujemnego superskręcenia helisy DNA (rys. 1) 
[6]. Konfiguracja ta minimalizuje odstępstwo od stanu energetycznie optymalnego 
oraz ułatwia rozdzielanie nici podczas transkrypcji, transpozycji, replikacji i rekom­
binacji. Ujemne superskręcenie bakteryjnego DNA nadaje mu dynamiczny charakter. 
Pomaga w tworzeniu i stabilizacji alternatywnych struktur DNA [22]. Podstawową 
strukturą DNA jest prawoskrętna helisa B-DNA. Gdy uwodnienie cząsteczki DNA 
spadnie do 15% lub zmieni się siła jonowa, helisa przybiera konformację A. Taka 
zmiana występuje prawdopodobnie in vivo podczas hybrydyzacji DNA -  RNA, w
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regionie podlegaj ącym transkrypcji oraz 
podczas sporulacji. W pewnych warun­
kach, cząsteczka DNA może także przy­
bierać inne konformacje. Występuje np. 
jako lewoskrętna, dwuniciowa helisa 
tzw. Z-DNA, struktura krzyżowa, triple- 
towy DNA, czyli trójniciowa struktura, 
tworząca się w regionach bogatych w 
oligonukleotydy pirymidynowe, struk­
tura poślizgowa, powstająca w regio­
nach prostych powtórzeń lub w końcu 
tzw. węzełkowy DNA. Nukleoid komó­
rki bakteryjnej występuje więc jako ko­
mpleks struktur, a energia superskręce- 
nia zużywana jest m.in. do tworzenia lokalnych wariantów struktur. Zmiany konfor- 
macyjne w cząsteczce DNA regulowane są in vivo i wpływają na biologiczną aktyw­
ność genów w danym regionie. Innymi zlokalizowanymi strukturami cząsteczki DNA, 
ważnymi dla organizacji i funkcjonowania bakteryjnego chromosomu są zagięcia i 
pętle. Energia superskręcenianie jest wykorzystywana do ich tworzenia [22]. Zagięcia 
zdeterminowane są sekwencją nukleotydów. Duże pętle w DNA, wielkości kilkuset 
lub nawet kilku tysięcy bp mogą powstawać w wyniku zagięcia fragmentu DNA lub 
przy współudziale białek regulacyjnych. Model pętli tłumaczy, w jaki sposób sekwen­
cje odległe od danego genu mogą wpływać naregulację jego ekspresji. Superskręcenie 
cząsteczki DNA może oddziaływać na tworzenie się i stabilizację takich pętli nie ze 
względów energetycznych, ale poprzez wpływ na względną pozycję odległych od 
siebie sekwencji w helisie DNA, łączonych cząsteczkami białka oraz przez zmianę 
stopnia kondensacji DNA, wspomagając lub interferując z interakcją białek wbudo­
wanych do odległych loci w cząsteczce DNA.

3. REGULACJA SUPERSKRĘCENIA BAKTERYJNEGO DNA

Poziom ujemnego superskręcenia cząsteczki DNA kontrolowany jest przez topoi- 
zomerazę II, zwaną gyrazą DNA, wprowadzaj ącą uj emne superskręty i topoizomerazę 
I, relaksującą DNA [7]. Gyraza, której podjednostki kodowane są przez niezwiązane 
geny gyrA i gyrB, w obecności ATP przecina obie nici DNA i wprowadza ujemny 
skręt helisy, natomiast w nieobecności ATP -  może usuwać ujemne superskręcenie 
cząsteczki. Liczba cząsteczek topoizomeraz znajduje się w komórce pod kontrolą 
homeostatyczną [27]. Ich synteza związana jest ściśle z bieżącym poziomem super­
skręcenia DNA. Wzrost ujemnego superskręcenia aktywuje gen topA i hamuje 
ekspresję genów gyrA i gyrB. Gyraza łączy się z małą specyficznością z wieloma

Rys. 1. Powstanie superskręconej cząsteczki 
DNA
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sekwencjami w cząsteczce DNA, skoncentrowanymi wokół widełek replikacyjnych 
oraz położonymi poniżej aktywnych promotorów [6]. Opisano także sekwencje, m. 
in. REP, do których gyraza wykazuje wysokie powinowactwo. Występują one zawsze 
w regionach międzygenowych, w ilości 100-200 kopii na chromosom bakteryjny i 
mają tendencję do grupowania się. Przyłączanie się do nich gyrazy stymulowane jest 
interakcją z histonopodobnym białkiem HU [16]. Działanie topoizomeraz prowadzi 
do utrzymania stałego poziomu superskręcenia helisy DNA w komórce oraz korekcji 
jego zaburzeń, powstałych pod wpływem procesów transkrypcji, replikacji, translo- 
kacji itp. Przesunięcie kompleksu transkrypcyjnego wzdłuż cząsteczki DNA generuje 
ujemną presję superskręcenia za sobą i dodatnią, przed kompleksem [18]. Podobnie, 
podczas replikacji DNA, rozwijanie nici helisy może powodować powstanie dodat­
nich superskrętów w regionie cząsteczki DNA przed widełkami replikacyjnymi. 
Dodatnia presja superskręcenia wywierana na cząsteczkę mogłaby zakłócić zarówno 
proces transkrypcji, jak i replikacji. Zapobiega temu gyraza, wprowadzając ujemne 
superskręty, a topoizomeraza koryguje ich nadmiar w matrycy DNA po przejściu 
kompleksu transkrypcyjnego.

Topoizomerazy utrzymuj ą superskręcenie cząsteczek DNA na poziomie zależnym 
od warunków wzrostu bakterii [6]. Zmiany warunków wzrostu powodujące zmiany 
stanu energetycznego w komórce prowadzą do ustalenia nowego poziomu superskrę­
cenia DNA.

We wprowadzeniu ujemnych superskrętów pośrednio współdziała także czynnik 
terminacji transkrypcji Rho [1]. Innymi czynnikami wpływającymi na topologiczny 
stan DNA jest heterologiczna rodzina białek histonopodobnych, których sekwencje 
wykazują wysoki stopień homologii wśród bakteryjnych szczepów [8]. Należą do niej 
małe białka, w większości o charakterze zasadowym, występujące w komórce w dużej 
liczbie kopii, 20-120 tys, w postaci dimerów, tetramerów itp. Białka histonopodobne 
mąją duże powinowactwo do DNA. Uczestniczą w organizacji bakteryjnego nukleoi- 
du tworząc labilne struktury nukleosomopodobne, przez co wymuszają około połowy 
ujemnych superskrętów DNA chromosomu bakterii [16]. Współdziałają one także z 
lokalnym mechanizmem regulacyjnym.

4. WPŁYW SUPERSKRĘCENIA NA REGULACJĘ 
EKSPRESJI GENÓW

Poziom syntezy wielu białek jest silnie wrażliwy nawet na małe różnice w super- 
skręceniu helisy DNA [30]. Wiele genów wykazuje maksymalną aktywność przy 
gęstości superskręcenia poniżej przeciętnej normy. Nieliczne białka syntetyzowane 
są z maksymalną wydajnością, gdy superskręcenie cząsteczki DNA znajduje się na 
poziomie stale występującym w komórce lub nieco podwyższonym. Ujemne super-
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skręcenie DNA może oddziaływać na aktywność promotorów genów poprzez zmniej­
szenie energii niezbędnej do otwarciapodwójnej helisy DNA i/lub modulację sekwen­
cji promotora i operatora udostępniając je polimerazie RNA, białkom aktywującym 
lub represjonującym [22,30]. Promotory klasy o 70 genów pochodzących z komórki 
E. coli zawierają charakterystyczne sekwencje TATAAT w regionie -1 0  i TTGACA 
w regionie -  35 (liczby wyrażają położenie sekwencji względem miejsca inicjacji 
transkrypcji) [4]. Sekwencje te rozdzielone są zwykle ok. 17 parami zasad i leżą po 
tej samej stronie skręconej helisy DNA. Podczas inicjacji transkrypcji polimeraza 
RNA prawdopodobnie wchodzi z nimi w specyficzny kontakt. Kąt skręcenia 0  
między dwoma regionami może wpływać na interakcję polimerazy RNA z promoto­
rem, a tym samym na poziom ekspresji genu [32]. Wielkość tego kąta zależy od 
rodzaju i liczby nukleotydów oddzielających sekwencje -  35 i -  10 promotora i od 
średniego poziomu skręcenia helisy DNA. Rysunek 2 schematycznie przedstawia 
wzajemną, względną orientację dwóch nukleotydów tymi dyno wych z końca 5 ’regio­
nu -  35 i z końca 5’ regionu -  10, w rzucie prostopadłym do osi helisy DNA. 
Charakterystyczne regiony promotora oddzielone są 17 bp, a kąt skręcenia między 
dwiema sąsiednimi zasadami zrelaksowanej cząsteczki wynosi średnio 34,5° (rys. 
2A). Zaznaczono także względne położenie nukleotydów tymidyno wych z regionu -  
10, gdy sekwencje -  35 i -  10 zrelaksowanej helisy rozdzielone są 16 i 18 bp. 
Wprowadzenie ujemnego superskręcenia cząsteczki DNA powoduje zmianę kąta 
skręcenia między rozpatrywanymi nukleotydami promotora (rys. 2B). Przy niskim 
poziomie superskręcenia cząsteczki DNA zwiększona jest ekspresja genów zawiera-

Rys. 2. Rzut promotora a70 E. coli prostopadły do osi helisy DNA; zaznaczono względną orienta­
cję nukleotydów tymidynowych 5’ końca regionów -35 i -10 promotora (wg [32]): A -  cząste­

czka DNA zrelaksowana, B -  cząsteczka DNA superzwinięta, o gęstości 6,5% ujemnych
superskrętów
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jących mniej niż 17 nukleotydów rozdzielających regiony promotora -35 i -10. 
Natomiast geny zawierające dłuższą niż 17 bp sekwencję rozdzielającą, ulegają 
maksymalnej ekspresji przy podwyższonym poziomie superskręcenia DNA. Geny z 
odstępem 17 bp w regionie promotora -10-35 , nie są wrażliwe na zmiany superskrę­
cenia. Zależność tą potwierdzono dla kilku genów, pochodzących ze szczepu E. coli 
[30].

Superskręcenie może także oddziaływać pośrednio na poziom syntezy białka, np. 
modulując ekspresję genów, których produkty wpływają na translację lub tempo 
degradacji białka.

5. WPŁYW ŚRODOWISKA NA ZMIANĘ SUPERSKRĘCENIA DNA

Aby posiadać użyteczną dla komórki funkcję regulacyjną, poziom superskręcenia 
DNA powinien reagować na czynniki środowiska. I rzeczywiście, wykazano zmiany 
w gęstości superskręcenia cząsteczek DNA pod wpływem zmian warunków wzrostu 
bakterii, ze względu na: dostępność pożywienia, tlenu, stężenie soli, pH itp. [6]. 
Zmianę poziomu ujemnego superskręcenia DNA w odpowiedzi naróżnorodne bodźce 
środowiska przedstawiono w tabeli 1. Ekspresja genów kodujących białka, które grają 
kluczową rolę w komórce bakteryjnej regulowana jest przez fluktuacje różnych 
czynników środowiskowych [24]. Znanych jest przynajmniej 13 regulonów, induko­
wanych warunkami stresowymi, takimi jak; podwyższona temperatura, niska tempe­
ratura, oddziaływanie związków chemicznych, szok osmotyczny itp. [17, 33]. Geny 
kodujące białka stresowe ulegają gwałtownej ekspresji w niekorzystnych dla komórki 
warunkach. Syntetyzowane białka chronią komórkę przed uszkodzeniami, zapewnia­
jąc jej przeżycie. W komórce E. coli w odpowiedzi na szok cieplny indukowana jest 
synteza kilkudziesięciu białek, a po obniżeniu temperatury środowiska z 37°C do 
10°C, następuje indukcja przynajmniej trzynastu innych białek [3]. Główne białko E. 
coli w odpowiedzi na obniżoną temperaturę -  CS 7,4 jest silnie hydrofilowe i chroni 
prawdopodobnie komórkę przed uszkodzeniami, które mogą powstać podczas zama­
rzania, powodowanymi tworzeniem się dużych kryształków lodu [10]. Działa także 
jako specyficzny enhancer transkrypcji, włączając się do regionu promotora genu 
kodującego białko histonopodobne H-NS. Innym białkiem, którego synteza wzrasta 
gwałtownie po obniżeniu temperatury hodowli do 10°C, jest RecA [32]. Promotor 
genu recA zawiera 16-nukleotydową sekwencję rozdzielającą -35 i -10 region 
promotora. Zgodnie ze schematem przedstawionym na rysunku 2, region -10 ma 
tendencję do przesunięcia się od pozycji optymalnej w kierunku odwrotnym do ruchu 
wskazówek zegara. Warunki powodujące wzrost skręcenia helisy DNA stymuluje 
więc akcję promotora genu recA. Pomiary konformacji DNA potwierdziły, że liczba 
opleceń nici DNA zmienia się odwrotnie proporcjonalnie do zmian temperatury. Gen 
recA ulega także indukcji po zahamowaniu aktywności gyrazy DNA.

http://rcin.org.pl



SUPERSKRĘCENIE DNA A EKSPRESJA GENÓW BAKTERII 33

TABELA 1. Czynniki zmieniające superskręcenie cząsteczki DNA w komórkach bakterii wg [6]

Czynnik zaburzający Wpływ na ujemne 
superskręcenie

Referencje

Transkrypcja wzrost [28]
Nagłe obniżenie temperatury relaksacja [14]
Nagłe podwyższenie temperatury relaksacja [21]
Sporulacja wzrost [23]
Kiełkowanie spor relaksacja [23]
Obniżenie pH relaksacja [15]
Szok osmotyczny wzrost [13,
Nagłe pojawienie się warunków beztlenowych relaksacja,przemijająca [12]
Warunki beztlenowe wzrost [12]
Przeniesienie do ubogiego relaksacja [2]
podłoża wzrostowego
Nagła poprawa warunków pokarmowych relaksacja,przemijająca [2]
Późna faza wzrostu relaksacja [23]
Dodanie chloroguine wzrost [9 ]

Ostatnio dowiedziono, że inhibitory gyrazy powodujące relaksację DNA indukują 
także syntezę białek szoku cieplnego, m.in. DnaK i GroEL [21]. Zbadano zależność 
syntezy tych białek od poziomu superskręcenia DNA w komórce. Dla monitorowania 
zmian w gęstości superskręcenia DNA zastosowano plazmid reporterowy pUCl 18. 
Traktowanie komórek dzikiego szczepu E.coli podwyższoną temperaturą prowadziło 
do krótkotrwałej relaksacji plazmidu pUC118. Gęstość superskręcenia plazmidu 
powracała do poziomu wyjściowego w ciągu 10 min. Natomiast w szczepie zawiera­
jącym zmutowany gen gyrA, po podniesieniu temperatury plazmidowy DNA pozo­
stawał w stanie zrelaksowanym przez ok. 60 min. W szczepie dzikim badane białka 
wykazywały krótkotrwałą ekspresję, podczas gdy w mutancie gyrA wysoki poziom 
syntezy obu białektrwał przynajmniej 60 min. Indukowana podwyższoną temperaturą 
synteza białek DnaK i GroEL jest więc ściśle skorelowana z relaksacją DNA. 
Stwierdzono także, że różne związki chemiczne, które indukują syntezę białek szoku 
cieplnego, indukują także relaksację DNA w badanych komórkach, działając w tym 
samym zakresie stężeń, np. nowobiocyna -  50 [tg/ml, lek psychotropowy -  chlorpro- 
mazyna 0,3 mM, alkohol etylowy 5% v/v [21]. W indukcji syntezy białek szoku 
cieplnego podstawową rolę spełnia czynnik a, komponent holoenzymu polimerazy 
RNA, kodowany przez gen rpoH. Mutanty genu rpoH poddane szokowi cieplnemu 
wykazywały taki sam poziom relaksacji DNA, co komórki szczepu dzikiego, nato­
miast nie wytwarzały białek szoku cieplnego. Jednakże relaksacja DNA i indukcja 
produkcji białek szoku cieplnego są ze sobą skorelowane, a stan rozluźnienia DNA 
wywołany np. działaniem temperatury może być jednym z warunków wstępnych do 
indukcji syntezy tych białek, chociaż nie niezbędnym. Produkcja białek szoku ciepl­
nego może także podlegać indukcji pod wpływem innych czynników, bez zmiany
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superskręcenia DNA w całej komórce, np. właściwość taką wykazują niektóre anty­
biotyki działające na rybosomy lub ekspresja w komórce zmutowanych białek.

Synteza licznych białek wirulencji zarówno w komórkach bakterii gramdodatnich, 
jak i gramujemnych jest również indukowana zmienionymi warunkami środowiska 
[11,29].

6. TOPOLOGIA BAKTERYJNEGO CHROMOSOMU

Chromosomowy DNA występuje w komórce bakterii w postaci nukleoidu, stru­
ktury skondensowanej około tysiąckrotnie, skompleksowanej z licznymi białkami 
histonopodobnymi i zorganizowanej w superzwinięte domeny [16]. W chromosomie 
szczepu E. coli występuje 40 do 50 domen. Gęstość superskręcenia całej cząsteczki 
chromosomu równa jest 2,5 do 5 ujemnych superskrętów na tysiąc bp [20]. Pavitt i 
Higgins [26] spróbowali określić, czy poziom superskręcenia DNA jest jednakowy w 
całym chromosomie oraz czy czynniki środowiskowe wpływają kompleksowo, w 
równym stopniu na całą cząsteczkę chromosomu bakterii. Jeśli domeny chromosomu 
różniłyby się gęstością superskręcenia lub niejednakowo odpowiadały na stymulację 
czynnikami środowiskowymi, zmieniającymi topologię DNA, miałoby to duże zna­
czenie dla organizacji bakteryjnego genomu. Ekspresja po szczególnych genów łączy­
łaby się ściśle z ich miejscem położenia w chromosomie. Byłoby to także ważne 
podczas konstrukcji wektorów integracyjnych, włączanych do chromosomu.

Aby to wyjaśnić, skonstruowano wektor zdolny do włączenia się w ściśle określone 
miejsca chromosomu bakterii Salmonella typhimurium [26]. Sonda wrażliwa na 
superskręcenie zawierała promotor proU, przyłączony do genu reporterowego lucy- 
ferazy luxAB. Promotor pochodzący z operonu transportu trój mety loglicyny, reago­
wał in vivo na czynniki zmieniające superskręcenie DNA, m.in. szok osmotyczny. 
Wzrost stężenia soli w środowisku prowadził do zwiększenia syntezy mRNA. Przed 
genreporterowy wstawiono silny terminator transkrypcji, w celu zabezpieczenia genu 
przed innymi promotorami, które mogły być ulokowane w chromosomowym DNA 
powyżej sondy. Tak skonstruowaną sondę włączono do plazmidu integracyjnego A,dv. 
Plazmid ten miał początekreplikacji faga X, który może być blokowany przez represor 
cl, wrażliwy na podwyższoną temperaturę (represor ulega inaktywacji w 42°C). 
Plazmid Xdv replikował się autonomicznie podczas wzrostu komórki w temperaturze 
30°C, natomiast po przeniesieniu szczepu do temperatury 42°C, plazmid mógł utrzy­
mać się w komórkach tylko w stanie zintegrowanym z chromosomem bakterii. 
Integracja następowała w specyficznym miejscu, poprzez rekombinację fragmentu 
genu tetA włączonego do plazmidu z sekwencjami tet A transpozonu mTnlO. Nie 
wykazano znaczących różnic w ekspresji genu reporterowego zintegrowanego z 
poszczególnymi domenami chromosomu. Wskazuje to, że domeny chromosomu mają 
podobny poziom superskręcenia DNA. Obserwowano jedynie stały efekt pozycyjny
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-  nieznacznie większą ekspresję genu reporterowego zintegrowanego w miejscu 
położonym bliżej początku replikacji chromosomu oriC. Chromosom bakterii jelito­
wych replikuje się dwukierunkowo, poczynając od oriC, przez ok. 81 min i kończąc 
przy miejscu ter, położonym między 28 a 30 min na mapie chromosomu. Nowa 
replikacja inicjowana jest, zanim zakończy się poprzednia runda replikacyjna. W ten 
sposób geny chromosomu leżące blisko oriC obecne są stale w większej liczbie kopii. 
Stwierdzono, że szok osmotyczny, na który wrażliwy był promotor genu reportero­
wego, wpływa w ten sam sposób na superskręcenie wszystkich badanych regionów 
chromosomu.

Podsumowując, chromosomowe domeny nie mają funkcjonalnej roli w regulacji 
ekspresji genów. Ograniczona liczba miejsc insercji plazmidu reporterowego do 
chromosomu nie wyklucza jednak możliwości istnienia nie zbadanych domen, w 
których poziom superzwinięcia DNA różniłby się od reszty chromosomu. Istnieje 
także alternatywna interpretacja dostępnych danych. Liczne, niezależnie superskrę- 
cone domeny chromosomu mogą mieć charakter nietrwały i powstawać np. pod 
wpływem chwilowego zakotwiczenia regionów chromosomu w błonie komórkowej. 
Zakotwiczenia takiego mogłyby dostarczać białka, ulegające translacji i sekrecji [19]. 
Stan taki ulegałby zmianie wraz z warunkami wzrostu i różniłby się u poszczególnych 
komórek w populacji bakterii.

7. MODEL GLOBALNEJ REGULACJI GENÓW 
PRZEZ CZYNNIKI ŚRODOWISKOWE

Większość genów, których ekspresja regulowana jest przez superskręcenie DNA, 
podlega jeszcze innym mechanizmom regulacyjnym. Karen i Foster [15] opracowali 
hipotetyczny model regulacji ekspresji genów pod wpływem warunków środowisko­
wych, na podstawie analizy regulacji genu aniG, kodującego nieznane białko Salmo­
nella typhimurium. Model zakładał występowanie dwóch konformacyjnych form 
represora genu aniG, o wysokim i niskim powinowactwie do operatora genu. Aktyw­
ność represora ulegała zmianie pod wpływem działania czynników środowiskowych, 
w tym przypadku mannozy i niskiego pH. Podczas nieobecności mannozy i przy 
podwyższonym pH represor miał wysokie powinowactwo do operatora. Łączył się z 
nim i hamował ekspresję aniG we wszystkich stanach superskręcenia DNA. Represor 
indukowany przez mannozę i niskie pH środowiska przyjmował konformację małego 
powinowactwa do operatora. Sygnał zmiany konformacji może być przekazany przez 
białko sensorowe, związane z błoną komórkową. Represor o niskim powinowactwie 
wbudowuje się słabiej do rozluźnionych pod wpływem czynników środowiskowych 
sekwencji promotora genu aniG. Pozwala to na zwiększoną ekspresję genu. Jednakże, 
w warunkach beztlenowych i przy wysokiej sile jonowej, poziom ujemnego super-
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Rys. 3. Model regulacji ekspresji genów przez czynniki środowiskowe: AT -  potencjał błony

skręcenia jest zmieniony i wzrasta powinowactwo operatora do represora nawet, gdy 
znajduje się on w stanie niskiego powinowactwa do operatora. W modelu tym można 
także uwzględnić wpływ cAMP-CRP i regulacyjną rolę histonopodobnego białka 
H-NS, przyłączającego się do DNA w sąsiedztwie genu aniG [25, 31]. Białko to np. 
poprzez zagięcie DNA zmienia topologię operatora i ułatwia interakcję represor -  
operator tak, że represor wiąże się z operatorem nawet przy niższych wartościach pH.
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Zaprezentowany model może także służyć wyjaśnieniu działania czynników środo­
wiskowych na ekspresję innych białek.

Pozostaje jeszcze do wytłumaczenia sposób, w jaki zmiany środowiska zewnętrz­
nego mogą być przenoszone na topologię DNA. Zależna od ATP gyraza DNA ma 
podstawową rolę w utrzymaniu ujemnego superskręcenia helisy DNA. W dodatku, 
jej aktywność zależy od stosunku poziomów ATP do ADP. Niedawno wykazano, że 
stresowe warunki środowiska, które oddziałują na superskręcenie DNA, wpływają 
także na stosunek ATP/ADP [12]. W komórce E. coli poddanej szokowi solnemu 
wzrasta zarówno superskręcenie DNA, jak i stosunek ATP/ADP [13]. Podobnie w 
przypadku wzrostu bakterii w warunkach beztlenowych, czynniki te są ze sobą 
skorelowane [12]. Tak więc ogólny środowiskowy "sensor" dla aniG lub innego loci 
wrażliwego na superskręcenie DNA może być składnikiem systemu generującego 
energię, związanego ze ścianą komórkową bakterii.
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EKSPRESJA GENÓW W KOMÓRKACH OKREŚLANA 
CYTOMETRIĄ PRZEPŁYWOWĄ*

EXPRESSION OF GENES IN CELLS

J. KAWIAK, G. HOSER

Zakład Cytologii Klinicznej, Centrum Medyczne Kształcenia Podyplomowego,
Warszawa

Streszczenie. Ekspresja białek i mRNA w komórkach może być badana cytometrią przepływową 
w licznych komórkach określonego rodzaju. W wykrywaniu określonych białek są pomocne 
przeciwciała monoklonalne. Nawet nieliczne kopie mRNA można wykrywać przez odwrotną 
transkrypcję, amplifikację metodą PCR in situ i hybrydyzację in situ cDNA ze znakowaną sondą. 
W postępowaniu takim komórkę traktuje się jak probówkę do reakcji chemicznej, co pozwala 
uniknąć niektórych błędów metodycznych. Metody te mogą mieć znaczenie w rozwiązywaniu 
problemów biologicznych, biotechnologicznych oraz w diagnostyce medycznej.

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.

WSTĘP

Przyjmijmy, że ekspresję jakiegoś genu możemy ocenić stwierdzeniem obecności 
w komórce produktów białkowych bądź mRNA tego genu. Cytometrią przepływowa

*Praca była finansowana z grantu 1992/1993 Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.
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jest jednym ze sposobów dobrze nadających się do takich badań. Tą metodą można 
ilościowo ocenić w pojedynczych komórkach oraz ich populacjach;

-  zawartość określonych białek bądź łańcuchów polipeptydowych używając do 
tego celu przeciwciał monoklonalnych (MoAb),

-  obecność określonych informacyjnych RNA (mRNA).
Metoda może być pomocą w rozwiązywaniu wielu problemów biologicznych i 

biotechnologicznych.

PODSTAWY CYTOMETRII PRZEPŁYWOWEJ

W mikroskopie oglądamy komórki przyczepione do podłoża, np. do szkiełka. 
Cytometrem przepływowym bada się komórki płynące w strumieniu cieczy. Taki 
układ jest bardzo wygodny w przypadku ilościowych pomiarów wielu komórek, które 
kolejno dopływają do miejsca, gdzie jest wykonywany pomiar kilku parametrów w 
każdej z nich. Stąd jest możliwy pomiar wielu tysięcy komórek w krótkim czasie, np. 
30 000 komórek w ciągu 1 minuty.

Rozwój cytometrii przepływowej był możliwy dzięki osiągnięciom w wielu dzie­
dzinach:

• konstrukcji sprawnych komputerów, którymi można szybko zapisywać, a w 
późniejszym terminie odczytywać i analizować wyniki,

• produkcji i dostępności odpowiednich przeciwciał monoklonalnych służących do 
określania epitopów białek,

• konstrukcji urządzeń i produkcji odczynników służących do amplifikacji i badań 
kwasów nukleinowych.

Uproszczony schemat budowy cytometru przepływowego przedstawiono na ry­
sunkach 1 i 2. Zawiesina komórek jest wciągana do cytometru, a strumień cieczy z 
płynącymi komórkami tak jest formowany, aby pojedyncze komórki płynęły jedna za 
drugą. Ten wąski strumień napotyka po drodze prostopadle biegnącą wiązkę mono­
chromatycznego światła lasera, która może pobudzać fluorescencję fluorochromu 
użytego do oznakowania w komórce określonej substancji. Intensywność fluorescen- 
cji jest proporcjonalna do zawartości oznakowanej substancji, jest miarąjej zawartości 
w komórce. Można równocześnie mierzyć dwa albo trzy fluorochromy w tej samej 
komórce, jeżeli emitują one światło fluorescencji o różnych długościach fali. To 
pozwala na zmierzenie zawartości 2 lub 3 różnych substancji w każdej komórce.

Bezpośrednie oglądanie komórek w cytometrze nie jest możliwe, ale musimy mieć 
sposób na odróżnienie komórek od innych cząstek, np. fragmentów obumarłych 
komórek, oraz na rozpoznanie różnych morfologicznie komórek. Służą temu pomiary 
rozproszenia światła lasera przez badaną komórkę. Rozproszenie światła mierzone w 
osi wiązki światła (FSC -forward scatter) jest proporcjonalne do wielkości komórki,

http://rcin.org.pl



EKSPRESJA GENÓW W KOMÓRKACH 41

Rys. 1. Schemat budowy cytometru przepływowego: 1 -  probówka z zawiesiną komórek, 
2 -  miejsce pomiaru komórek; tutaj strumień komórek krzyżuje wiązkę światła lasera (patrz rys. 

2), 3 -  wiązka światła lasera, X = 488 nm, 4,5 -  fotopowielacze

Rys.2. Okolica pomiaru komórek w cytometrze: FSC -  pomiar rozproszenia światła w osi wiązki 
lasera, SSC -  pomiar rozproszenia światła pod kątem prostym do wiązki lasera, FL1 i FL2 -  po­

miary intensywności fluorescencji (IF) dla fluorochromu 1 i 2
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a rozproszenie światła mierzone pod kątem prostym do wiązki światła (SSC -  side 
scatter) służy do określenia ziarnistości i zróżnicowania morfologicznego komórki.

Łącznie więc najczęściej mierzy się 4 parametry każdej komórki, dwa określające 
jej morfologię oraz dwa służące do określenia innych jej własności, takich np. jak 
zawartość poszukiwanego białka czy RNA.

ZALETY I WADY CYTOMETRII PRZEPŁYWOWEJ

Kolejne dopływanie komórek do miejsca pomiaru, tj. miejsca, gdzie strumień 
cieczy niosący komórki krzyżuje się z wiązką światła lasera, pozwala na pomiar wielu 
tysięcy komórek w krótkim czasie. To z kolei umożliwia badaczowi wyróżnienie i 
porównanie dużych subpopulacji komórek. Wśród wielu tysięcy komórek można też 
poszukiwać bardzo nielicznych, których izolowanie z heterogennej populacji jest 
praktycznie niemożliwe, ale stwierdzenie ich obecności jest ważną informacją dla 
badacza bądź lekarza. Na przykład cytometrią przepływową można ocenić liczbę 
komórek macierzystych hemopoetycznych we wzbogaconych w te komórki prób­
kach. Zawiesina tych komórek może być użyta w przeszczepie zamiast pełnego szpiku 
podczas leczenia białaczek [5] bądź w terapii genowej [18]. Podobna ocena pod 
mikroskopem zajmuje bardzo dużo czasu, co np. w diagnostyce często jest trudne do 
przyjęcia. Pomiar ilościowy wielu parametrów w tej samej komórce w bardzo krótkim 
czasie jest dużym atutem cytometrii przepływowej. W końcu, pewne cytometry 
przepływowe umożliwiają fizyczne oddzielenie subpopulacji komórek, czyli tzw. 
sortowanie komórek z heterogennej mieszaniny i użycie ich do dalszych badań.

Warto podkreślić, że wyniki są odczytywane cytometrem w odniesieniu do poje­
dynczych komórek. Wyliczenie średnich wartości mierzonych parametrów jest wy­
konywane dla określonych, wybranych populacji komórek, a nie jak ma to miejsce w 
oznaczaniu biochemicznym, z wielu często różnych morfologicznie i fizjologicznie 
komórek pozostających w nieokreślonych wzajemnych proporcjach.

Wyżej wymienione zalety cytometrii przepływowej czynią tę metodę szczególnie 
przydatną w badaniach ilościowych określonych morfologicznie i biochemicznie 
komórek otrzymanych z tkanek bądź linii komórkowych hodowanych in vitro. 
Metodą tą można też badać wzajemne oddziaływanie dwóch bądź trzech różnych 
rodzajów komórek in vitro. Czasem kłopotliwa jednak może być konieczność otrzy­
mania komórek w zawiesinie z litych tkanek. Wymaga to uwolnienia komórek z 
otoczenia, z substancji międzykomórkowej. Jak opisano to dość dawno [14], właści­
wie przeprowadzone izolowanie nawet zróżnicowanych komórek nie zmienia ich 
funkcji in vivo. Jednak przez izolowanie komórek traci się informację o wzajemnym 
ułożeniu komórek w tkance, co może mieć znaczenie w interpretowaniu wzajemnych 
oddziaływań między nimi.

http://rcin.org.pl



EKSPRESJA GENÓW W KOMÓRKACH 43

Inną niedogodnością cytometrii przepływowej jest pomiar tluorescencji, który 
dotyczy całej komórki, najczęściej bez uwzględnienia miejsc gromadzenia się we­
wnątrz komórek fluoryzujących sond. Zwykle badanie jest ograniczone do powierz­
chni komórki bądź do struktur wewnątrz komórki i na jej powierzchni. Jeżeli jednak 
z innych badań wiadomo, że fluoryzująca sonda gromadzi się tylko w określonych 
strukturach komórkowych np. w mitochondriach, to oczywiście pomiar cytometrycz- 
ny może być przydatny w zbadaniu zachowania się tej struktury w dużej populacji 
komórek. Tak więc jak zwykle, uzupełniające badania różnymi technikami, np. 
cytometrią przepływową i analizą obrazu, mogą być konieczne dla rozwiązania 
określonego problemu.

Cytometrią przepływową można [12]:
-  mierzyć zawartość DNA i poszukiwać obecności specyficznych sekwencji 

nukleotydów DNA w pojedynczych komórkach,
-  poszukiwać ekspresji określonych białek i sekwencji nukleotydoWych RNA, w 

tym również kwasów nukleinowych informacyjnych (mRNA) w pojedynczych ko­
mórkach,

-  obserwować aktywację niektórych komórek,
-  mierzyć długość trwania faz cyklu mitotycznego komórek,
-  badać transport wielu substancji do komórek i z komórek,
-  wyznaczać procent komórek żywych i martwych oraz opisywać mechanizmy 

śmierci komórki (martwica, apoptoza),
-  badać wiele innych jeszcze własności komórek.
Obecny artykuł został ograniczony do omówienia drugiego z wymienionych wyżej 

problemów.

OKREŚLANIE EKSPRESJI BIAŁEK 
(ŁAŃCUCHÓW POLIPEPTYDOWYCH)

Ekspresję białek można oceniać na powierzchni komórek oraz wewnątrz komórek 
[ 12,21 ]. W pierwszym przypadku działa się przeciwciałami monoklonalnymi (Mo Ab) 
na żywe komórki, przez których błony plazmatyczne nie przenikają te odczynniki, a 
w drugim używa się komórek wpierw utrwalonych z "podziurawioną" plazmalemmą. 

Metoda wykrywania ekspresji poszukiwanego łańcucha polipeptydowego polega
na:

-  przeprowadzeniu reakcji immunocytochemicznej (jedno- albo dwuetapowej) z 
Mo Ab wiążącym się z determinantą na poszukiwanym białku (łańcuchu polipeptydo- 
wym); przeciwciało bądź białko służące do jego wykrycia, np. awidyna, musi być 
sprzężone z fluorochromem, aby można potem określić jego zawartość w komórce,
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-  wprowadzeniu do cytometru wyznakowanych komórek i zapisaniu w pamięci 
komputera wyniku pomiarów wspomnianych 4 parametrów dla każdej komórki. 
Pomiary prowadzi się dla tylu komórek, aby potem wyliczenia statystyczne były 
rzetelne.

Przykład określenia ekspresji kompleksu CD3 na powierzchni limfocytów T przy 
użyciu przeciwciała monoklonalnego anty-CD3 może pomóc w zrozumieniu postę­
powania (rys. 3). Funkcje limfocytów T zależą od obecności na ich powierzchni 
receptorów wiążących antygen, określanych skrótem TCR (ang. Tceli receptor). TCR 
jest kompleksem łańcuchów polipeptydo wych, w których skład wchodzą dwa wiążące 
antygen (Tiap) oraz pięć niezmiennych łańcuchów oznaczanych jako CD3. Te 
ostatnie łańcuchy oznacza się greckimi literami Y>5,e,C (są 2 łańcuchy £ w każdym

Rys. 3. Wynik pomiaru intensywności fluorescencji (IF) komórek wiążących przeciwciało anty- 
CD3-FITC; każdy punkt na wykresie A oznacza komórkę, a jego położenie na osi x (FL1) -  IF 
fluoresceiny (FITC), którą było znakowane przeciwciało; na wykresie B przedstawiono histo­
gram, w którym na osi x jest IF w jednostkach umownych (U) i na skali logarytmicznej od 1 do 

9646, a na osi y jest liczba komórek każdej mierzonej wartości IF; w tabelce wydrukowanej po­
niżej wykresów można odczytać, że w szczycie oznaczonym M l w histogramie jest 886 komó­
rek, ich IF jest w zakresie od 133-1240 U, średnia wartość IF dla komórek oznakowanych wyno 
si 437 ±160; komórki wyznakowane związały różną liczbę cząsteczek przeciwciała, mają więc 
różną liczbę łańcuchów e-CD3 na powierzchni; użyte przeciwciało było w stężeniu, które wysy­
ca wszystkie determinanty na komórkach; grupa komórek na wykresie i na histogramie leżą­
ca po stronie lewej to te, które nie związały przeciwciała, mają one mniejszą fluorescencję 

(autofluorescencja) i są wyraźnie oddzielone od komórek oznakowanych przeciwciałem
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Rys. 4. Przykład miareczkowania przeciwciała anty-CD3: do równej objętości krwi (równej liczby 
leukocytów krwi) dodano różną objętość roztworu przeciwciała anty-CD3 (oś x), na osi y są średnie

wartości IF w jednostkach umownych

kompleksie). Przeciwciało anty-CD3 wiąże się z jednym z łańcuchów niezmiennych 
CD3, łańcuchem epsilon [6] jest więc swoistym odczynnikiem, który pozwala badać 
ekspresję produktu określonego genu. Na powierzchni innych niż limfocyty T komó­
rek nie ma tego białka, więc możemy stwierdzić, że badamy tylko limfocyty T. Różne 
limfocyty T mają różną liczbę cząsteczek tego białka na swojej powierzchni, co po 
związaniu z determinantą na CD3 przeciwciała sprzężonego z fluorochromem, np. 
fluoresceiną, pozwala zmierzyć (w jednostkach umownych) zawartość CD3 w każdej 
komórce. Pomiary te dla większej liczby limfocytów T dają możliwość wyliczenia 
średniej zawartości CD3/komórkę T, standardowego odchylenia tej wartości i innych 
wartości statystycznych. Warunkiem jest użycie przeciwciała w stężeniu wysycają­
cym wszystkie determinanty CD3 na badanych komórkach. Ten ostatni warunek 
wymaga wcześniejszego miareczkowania przeciwciała. Przykład takiego miareczko­
wania jest przedstawiony na rysunku 4.

OKREŚLANIE SEKWENCJI NUKLEOTYDOWYCH 
DNA I RNA IN SITU

Cytometrem można wykazać w jądrze komórkowym obecność poszukiwanych 
sekwencji nukleotydowych DNA używając do tego celu komplementarnej sondy
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znakowanej fluoresceiną bądź innym znacznikiem [4,20,22]. Tak wykrywano wielo­
krotnie powtarzalne sekwencje nukleotydów w DNA określonych chromosomów 
(hybrydyzacja in situ) [7,13,17]. Można też wstępnie przeprowadzić wewnątrz ko­
mórki reakcję łańcuchowej polimerazy (PCR) w obecności odpowiednich par prime- 
rów dla amplifikacji określonego odcinka DNA (genu), i dopiero tak "powielony" 
odcinek nukleotydowy wykrywać hybrydyzacją in situ komplementarną sondą sprzę­
żoną ze znacznikiem [15]. Metodą tą wykrywano też pojedyncze albo nieliczne kopie 
DNA wirusa w zakażonych komórkach [2,10,15]. Jestto wielokrotnie czulsza metoda 
w porównaniu z bezpośrednią hybrydyzacją in situ. Ograniczeniem są: reakcje wie­
lokrotnej amplifikacji (multiple amplification reactions), słabe zatrzymywanie we­
wnątrz komórki produktu (DNA) amplifikacji oraz możliwe błędne odczytanie pri- 
mera (mispriming).

W komórkach najczęściej pozostaje 30-50% produktu amplifikacji, a reszta dy- 
funduje do środowiska. Celem ograniczenia tej dyfuzji często wykorzystuje się do 
syntezy kilka par primerów zachodzących na siebie i łączących się ze sobą sekwencji 
nukleotydowych.

Odmianą tej techniki jest metoda PRimed. IN Situ labeling (PRINS). W tym 
postępowaniu nieznakowane primery są wykorzystywane do syntezy in situ przez 
polimerazę znakowanego DNA używając znakowanych trifosfonukleotydów jako 
substratów. W pomyśle autorów tej techniki jest wykorzystanie dużych możliwości 
dyskryminujących oligonukleotydowych primerów, a równocześnie otrzymanie sil­
nego sygnału cząsteczek znacznika, np. fluorescencji.

W podobnym układzie wykorzystywano cytometrię przepływową do wykrywania 
w populacjach komórek licznych kopii RNA, np. mRNA a-aktyny [19] oraz rRNA 
[3]. Również tę technikę próbuje się użyć do wykrywania nielicznych kopii mRNA 
określonego rodzaju [9]. Postępowanie w tym przypadku jest następujące [8]:

• mRNA jest przepisywane wewnątrz komórek na cDNA przy wykorzystaniu 
odwrotnej transkryptazy.

• To cDNA jest amplifikowane reakcją in situ PCR.
• Produkty amplifikacji są wykrywane specyficzną sondą nukleotydową znakowa­

ną np. fluoresceiną.
Ponieważ cała procedura przebiega wewnątrz komórki, którą traktuje się jak 

probówkę do reakcji chemicznej, możliwość zanieczyszczenia próbki obcymi kwa­
sami nukleotydowy mi jest mniejsza niż w procedurach przewidująch ekstrakcję 
kwasów nukleinowych.

W ludzkich białaczkowych komórkach linii K562 [1] wykrywano obecność genu 
fuzji bcr-abl [8]. Komórki linii K562 noszą chromosom Philadelphia z obecnym w 
nim genem fuzji bcr-abl, który powstał przez translokację między protoonkogenem 
abl na chromosomie 9, a genem ber na chromosomie 22 [11]. Wykorzystano hybry­
dyzację in situ ze znakowaną fluoresceiną sondą po uprzedniej amplifikacji genu 
bcr-abl metodą in situ PCR. Podobnym sposobem wykrywano pro wirusa HIV-1 w
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zakażonych nim ludzkich komórkach linii 8E5/LAV [16]. Kontrolę stanowiły nieza- 
każone leukocyty krwi. Inną kontrolą (dodatnią i ujemną) było użycie znakowanej 
fluoresceiną sondy komplementarnej i niekomplementarnej dla produktu DNA we­
wnątrzkomórkowego HLA-DQ. Morfologia komórek była zachowana i nie było 
niespecyficznego wiązania sondy. Seryjne rozcieńczenia komórek zakażonych ko­
mórkami niezakażonymi dawały prostą zależność.

Metoda ta może też znaleźć zastosowanie do określania nielicznych komórek 
białaczkowych we krwi (MRD -  minimal residual disease) pozostałych po leczeniu 
u chorego. Może to być ważną informacją dla lekarza, pomocną w ustaleniu dalszego 
postępowania z chorym, który chwilowo nie ma objawów białaczki.

PODSUMOWANIE

Cytometria przepływowa jest metodą użyteczną w badaniu komórek w powiązaniu 
z innymi technikami. Metoda, wprawdzie najczęściej ograniczona do badania poje­
dynczych komórek w zawiesinie, pozwala na ilościowe pomiary kilku parametrów w 
każdej z nich i to w bardzo krótkim czasie. Wieloparametrowe badania pojedynczych 
komórek stwarzają nowe możliwości, w tym również w badaniu ekspresji genów pod 
wpływem różnych czynników działających na określone komórki.
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Małgorzata PIERZCH ALS KA

Zakład Biologii Komórki Instytutu Biologii Molekularnej im. JanaZurzyckiego 
Uniwersytetu Jagiellońskiego, Kraków.

Streszczenie: Dictyostelium discoideum to jeden z modeli wykorzystywanych w badaniach ruchu 
komórek eukariotycznych. Metoda zwana ukierunkowaną mutagenezą umożliwia wprowadzanie 
wybranej mutacji w dowolne miejsce w obrębie sekwencji kodującej białko, a następnie badanie 
funkcji i aktywności zrekombinowanego białka in vivo i in vitro. Przedstawiono prace dotyczące 
wykorzystania metod ukierunkowanej mutagenezy do badania miozyny w komórkach Dictyoste­
lium. Starano się pokazać, jaki wpływ miały te wyniki na poglądy dotyczące roli miozyny w 
komórce.

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 motility is also discussed.

Zjawiska ruchowe w komórkach eukariotycznych obejmują:
1) aktywne poruszanie się komórek po podłożu czyli ruch ameboidalny,
2) zmiany kształtu komórek,
3) ruchy wewnątrzkomórkowe polegające na przemieszczaniu organelli i prze­

pływie cytoplazmy [30].
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Molekularne podstawy ruchów są od dawna przedmiotem zainteresowania bio­
logów ze względu na znaczenie ruchu komórek w tak ważnych procesach, jak 
organogeneza i embriogeneza, zabliźnianie ran i przerzuty komórek nowotworowych.

Białka tworzące aparat ruchu komórek eukariotycznych są składnikami cyto- 
szkieletu (aktyna, tubulina) łub należą do silników molekularnych (ang. molecular 
motors) (miozyna, kinezyna, dyneina, cytodyneina). Silniki molekularne zwane też 
białkami kroczącymi (ang. walkingproteins) z biochemicznego punktu widzenia są 
ATP-azami aktywowanymi pod wpływem kontaktu ze składnikami cytoszkieletu 
(miozyna akty wowana jest przez filamenty aktynowe, a cytodyneina i kinezyna przez 
mikrotubule) [23]. Do przemieszczania się składników komórki dochodzi w wyniku 
oddziaływania między silnikami molekularnymi a filamentami [33]. Silniki mole­
kularne pełnią więc kluczową rolę w procesie zamiany energii wiązań chemicznych 
w energię kinetyczną ruchu komórki lub jej składników. Prowadzone obecnie badania 
mają na celu jakościowy i ilościowy opis procesów mechanochemicznych, a także 
stworzenie spójnego modelu ruchu komórek eukariotycznych.

Pierwszym odkrytym białkiem o charakterze silnika molekularnego była miozyna 
mięśni [30]. Skurcz mięśni następuje w wyniku przesuwania się filamentów grubych 
względem filamentów cienkich. Powszechnie akceptowana teoria skurczu mięśni 
wyjaśnia to zjawisko przez cykliczne łączenie się aktyny (głównego składnika fila­
mentów cienkich) z miozyną (głównym składnikiem filamentów grubych). Hydroliza 
związanego z miozyną ATP i uwalnianie produktów tej reakcji powoduje zmianę 
położenia główki miozyny w stosunku do filamentu aktynowego [29].

MIOZYNY KOMÓREK NIEMIĘŚNIOWYCH

W latach 70 i 80 wykazano obecność białek z nadrodziny miozyn, bardzo po­
dobnych do miozyny mięśni, we wszystkich komórkach eukariotycznych: w komór­
kach pierwotniaków, drożdży, w komórkach roślinnych i w niemięśniowych ko­
mórkach zwierząt wyższych. W komórkach niemięśniowych nazywa się je mio­
zynami II lub miozynami konwencjonalnymi [1,30]. Miozyna mięśni i miozyna II to 
heksamery zbudowane z dwóch łańcuchów ciężkich i czterech łańcuchów lekkich. 
Łańcuch ciężki o masie ok. 200 kDa tworzy na swym N końcu strukturę globularną 
-  "główkę" mającą aktywność ATP-azy. W obrębie główki znajdują się miejsca 
wiązania aktyny oraz miejsca przyłączania łańcuchów lekkich. C końce dwóch 
łańcuchów ciężkich tworzą "ogonek" miozyny o długości 140 nm i strukturze super- 
helisy. Miozyna II z komórek niemięśniowych polimeryzuje in vitro tworząc fila­
menty. In vivo miozyna II tworzy przejściowo oligomery w określonych miejscach 
cytoplazmy. W obrębie łańcuchów lekkich regulatorowych i łańcuchów ciężkich 
wykryto miejsca fosforylacji katalizowanej przez zależne od kompleksu kalmoduli- 
na-wapń kinazy łańcuchów lekkich [12] oraz przez kinazy łańcuchów ciężkich [27].
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Fosforylacja wpływa zarówno na proces tworzenia filamentów miozyno wy ch, jak i 
na aktywność ATP-azową miozyny II in vitro. Znaczenie procesu fosforylacji dla 
regulacji funkcji miozyny w komórce nie jest jednak jasne [33]. Metodami cyto- 
immunofluorescencji i mikroskopii elektronowej lokalizuje się miozynę II w obrębie 
bruzdy podziałowej tworzącej się podczas cytokinezy, w obrębie włókienek na­
prężeniowych (ang. stress fibres) oraz pod błoną komórkową w strefie tylnej po­
ruszających się komórek [1,36, 37,38].

Ostatnie lata przyniosły odkrycie miozyn zaliczanych do tak zwanych miozyn 
niekonwencjonalnych. Nazwa ta obejmuje obecnie wszystkie odkryte białka z nad- 
rodziny miozyn nie wykazujące wysokiej homologii z miozyną II i miozyną mięśni 
[3]. Do miozyn niekonwencjonalnych należą miozyny I, których łańcuchy ciężkie nie 
tworzą dimerów. W obrębie cząsteczki występuje więc tylko jedna główka i jedno 
miejsce mające aktywność ATP-azową zależną od aktyny. C końce miozyn I mają 
dodatkowe miejsce wiązania filamentów aktynowych lub miejsca łączące się z błoną 
komórkową [3,14].

Trzy z obecnie scharakteryzowanych miozyn niekonwencjonalnych nie wykazują 
podobieństwa ani do miozyn I, ani do miozyn II (miozyna V izolowana z mózgu 
kręgowców [34, 35], produkty genów MY02  drożdży [3] i dilute myszy [22]). 
Łańcuchy ciężkie białek należących do tej grupy tworzą dimery, ale nie tworzą 
filamentów, gdyż ich "ogonki" zakończone są podjednostką globularną o nieznanej 
funkcji [3].

Dzisiejszy stan wiedzy nie pozwala na jednoznaczną odpowiedź na pytaqnia: jaka 
jest rola poszczególnych białek z nadrodziny miozyn w różnych formach ruchów 
komórek niemięśniowych i w jaki sposób komórka reguluje ich aktywność w okre­
ślonym miejscu w cytoplazmie. Próbę znalezienia na nie odpowiedzi stanowią do­
świadczenia przeprowadzone w ostatnich latach z wykorzystaniem metod 
współczesnej biologii molekularnej na myksamebach Dictyostelium discoideum.

DICTYOSTELIUM DISCOIDEUM

Dictyostelium discoideum -  gatunek należący do śluzowców komórkowych (Acra- 
sialeś) jest jednym z modelowych organizmów w badaniu mechanizmu ruchu amebo- 
idalnego oraz mechanizmów rozwoju i komunikacji międzykomórkowej. Gatunekten 
charakteryzuje ciekawy i łatwy do odtworzenia w hodowli cykl rozwojowy. Amebo we 
formy Dictyostelium żyją na powierzchni gleby i odżywiają się fagocytując drożdże 
i bakterie. W optymalnych warunkach dzielą się raz na kilka godzin. Kiedy zasoby 
pokarmowe wyczerpują się podziały komórkowe zostają zahamowane. Niektóre 
ameby zaczynają, w warunkach głodzenia, produkować i wydzielać na zewnątrz 
cAMP -  czynnik indukujący chemotaktyczne ruchy innych ameb tego gatunku i 
pobudzający je również do produkcji cAMP. Skutkiem wydzielania cAMP i wywo­
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łanej przez ten czynnik chemotaksji jest agregacja ok. 100 000 ameb prowadząca do 
powstania wielokomórkowej, zdolnej do mchu, stmktury o charakterze pseudo- 
plazmodium. Komórki wewnątrz pseudoplazmodium różnicują się i po ok. 30 h 
wytwarzają liczne ciała owocujące, w których produkowane są, zdolne do przeżycia 
trudnych warunków, spory [15]. Dictyostelium jest atrakcyjnym organizmem mo­
delowym w biologii molekularnej, gdyż jego genom jest stosunkowo prosty -  tylko 
ok. 10 razy większy od genomu bakterii i 100 razy mniejszy od genomu człowieka. 
Wolnożyjąca amebowa forma jest haploidalna, co prowadzi do natychmiastowego 
przejawiania się wprowadzanych mutacji. Wektory, którymi transformuje się Dictyo­
stelium, ulegają homologicznej rekombinacji z dużą częstością w stosunku do nie- 
homologicznej integracji z chromosomem gospodarza [20,21,30,33]. Podobieństwo 
ameb Dictyostelium pod względem różnych form aktywności mchowej do komórek 
zwierząt wyższych jest przyczyną, dla której gatunek ten jest chętnie wykorzystywany 
w badaniach mechanizmu mchu i organizacji cytoszkieletu [5].

MIOZYNA II W DICTYOSTELIUM -  MUTANTY ZEROWE

W genomie Dictyostelium występuje pojedyncza, nie zawierająca intronów, kopia 
genu kodującego łańcuch ciężki miozyny II. Gen ten, nazwany mhcA, ma długość 
6,3 kb. Sklonowany został w roku 1985 przez grupę kierowaną przez Jamesa Spudicha 
i Artura de Lozanno [7]. W roku 1987 ci sami badacze stransformowali dziki szczep 
Dictyostelium plazmidem zawierającym gen mhcA z delecją 2.7 kb na końcu 3’. 
Ekspresja tego skróconego genu w otrzymanej linii komórek Dictyostelium, nazwanej 
hmm (od ang. heavy meromyosin) prowadzi do produkcji białka o masie 140 kDa 
będącego odpowiednikiem uzyskiwanej w drodze proteolizy tzw. meromiozyny cięż­
kiej. Meromiozyna ciężka nie tworzy filamentów in vitro, gdyż pozbawiona jest 
większej części "ogonka" [6]. Komórki linii hmm wykazują jednak wiele form 
aktywności mchowej. Pomszają się po podłożu i odpowiadają chemotaktycznie na 
cykliczne AMP [32,26]. Najważniejszą zmianą fenotypową obserwowaną w ko­
mórkach hmm jest ich niezdolność do wzrostu w zawiesinie. W czasie cytokinezy nie 
tworzy się bmzda podziałowa i komórki nie dzielą się. Kariokineza nie jest zakłócona, 
powstają komórki wielojądrzaste, które w końcu ulegają rozpadowi. W komórkach 
przyczepionych do podłoża podział jest możliwy, choć okres podwojenia zwiększa 
się do kilkunastu godzin. Komórki tak hodowane zachowują zdolność do podziałów 
dzięki skomplikowanemu mechanizmowi odrywania kawałków cytoplazmy z jądrem 
od wiełojądrzastych migmjących ameb (ang. traction-mediated, cytofission) [10]. 
Komórki hmm nie przechodzą pełnego cyklu komórkowego (komórki agregują, 
tworzą wielokomórkowe pseudoplazmodium, ale nie tworzą ciał owocujących), cho­
ciaż ekspresja genów odpowiadających za przebieg cyklu rozwojowego nie jest 
zaburzona [26]. Komórki hmm w stałym gradiencie cAMP migmją wolniej (z pręd-
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Rys. 1. Modele cząsteczek miozyn produkowanych przez mutanty Dictyostelium discoideum
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kością 2,3 (im/s, a więc niemal dwukrotnie mniejszą niż szczep dziki (5,9 |Lim/s) [26]) 
i mają zmienione parametry chemotaksji (indeks chemotaksji zmniejsza się z wartości 
0,5 dla linii AX4 do wartości 0,1 dla linii hmrri) [26]. Kształt poruszających się 
komórek hmm jest mniej spolaryzowany. W sposób mniej spolaryzowany wytwarzane 
są również filopodia i pseudopodia [32].

Bardzo podobne fenotypowo do komórek hmm są komórki, w których ilość 
produkowanych łańcuchów ciężkich miozyny spada o 95% w stosunku do komórek 
dzikich. Niską ekspresję białka uzyskuje się poprzez transformację wektorem eks­
presyjnym zawierającym odcinek kodujący komplementarny do genu mhcA (na 
matrycy tego wektora transkrybowany jest anty sensowny RN A) [17,18,19].

Wytworzenie mutantów nie produkujących w ogóle miozyny II (ang. nuli mutants) 
dostarczyło nowych danych na temat roli tego białka w komórce. Szczep dziki 
Dictyostelium -  AX4 stransformowano wektorem, w którym reporterowy gen fosfo- 
transferazy neomycyny (G418R) dołączony do promotora genu aktyny-15 Dictyo­
stelium otaczają dwa krótkie fragmenty kodującej sekwencji genu mhcA o długości 
0,7 kb na końcu 5 ’ i 0,9 kb na końcu 3 ’. Transformacja tym plazmidem doprowadziła 
do wyselekcjonowania linii mhcA", w której nie wykrywa się w ogóle łańcuchów 
ciężkich miozyny II [21]. Dużym zaskoczeniem był już sam fakt otrzymania żywych 
mutantów, w których gen kodujący łańcuch ciężki miozyny nie ulega ekspresji. Był 
to dowód, że miozyna II nie jest w Dictyostelium białkiem niezbędnym. Co więcej, 
okazało się, że mutanty mhcA' są zdolne, tak samo jak komórki linii hmm, do wielu 
form ruchu. Poruszają się po podłożu i odpowiadają chemotaktycznie na cAMP, 
tworzą filopodia i pseudopodia [20]. Zjawisko biegunowego przemieszczania recep­
torów w komórkach mhcA' nie zachodzi, natomiast występuje we wszystkich spolary­
zowanych, migrujących komórkach [10,25]. Przyłączanie do receptorów błonowych 
ligandów -  lektyn lub przeciwciał -  wywołuje proces agregacji tych receptorów (ang. 
pattching), a następnie przemieszczania ich w kierunku tylnego bieguna komórki (ang. 
capping). W komórkach szczepu dzikiego Dictyostelium proces ten trwa ok. 10 minut. 
Korteks komórki wykazuje zwiększony stopień naprężenia w 2 minuty po przyłącze­
niu ligandów do receptorów. Po przemieszczeniu receptorów do tylnego bieguna 
komórki naprężenie korteksu powraca do wartości spoczynkowej. Komórki mhcA~ 
mają mniejszy stopień naprężenia korteksu zarówno przed, jak i po przyłączeniu 
ligandów do receptorów, a proces ich przemieszczania w ogóle nie zachodzi [25]. 
Potwierdza to hipotezę, według której proces przemieszczania receptorów związany 
jest z zależną od miozyny aktywnością kurczliwą podbłonowej sieci aktynowej 
komórki. Wytworzenie mutantów mhcA' udowodniło również, że miozyna II jest 
niezbędna dla normalnego przebiegu cytokinezy. Komórki mhcA', tak jak i komórki 
hmm, nie rosną w zawiesinie i nie są zdolne do przejścia pewnych faz cyklu rozwo­
jowego. Głodzone agregują wolno, jednak procesy morfogenetyczne nie zachodzą w 
agregacie normalnie, nie tworzą się więc ciałka owocujące i spory [20].
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Analiza fenotypu ameb Dictyostelium linii hmm i linii mhcA~ udowodniła, że 
miozyna II jest konieczna tylko w procesie cytokinezy komórek Dictyostelium i w 
procesie różnicowania i orientacji przestrzennej komórek wewnątrz struktury wielo­
komórkowej. Był to zaskakujący wynik. Wiele procesów ruchowych, w których, jak 
przypuszczano miozyna ma decydujące znaczenie, może, jak się okazało, odbywać 
się zupełnie bez jej udziału [20,33].

W roku 1990 stransformowano linię mhcA' dzikim genem mhcA uzyskując ko­
mórki o fenotypie dzikiego szczepu wyjściowego. Stanowiło to dowód, że ob­
serwowane w komórkach mhcA~ zmiany fenotypowe rzeczywiście związane były z 
wypadnięciem genu mhcA [8].

MIOZYNY ZREKOMBINOWANE W KOMÓRKACH DICTYOSTELIUM

Uzyskano nowe szczepy Dictyostelium produkujące zrekombinowane formy łań­
cucha ciężkiego miozyny II zamiast formy dzikiej. Metodą ukierunkowanej muta­
genezy wprowadzano do genu mhcA mutacje punktowe lub delecje w rejonie ko­
dującym białko (rys. 1). Obserwacja mutantów zerowych pozwala wnioskować o roli 
badanego białka w komórce. Określenie lokalizacji i aktywności odpowiednio zre- 
kombinowanego białka in vivo przynosi informacje o sposobach regulacji aktywności 
jego dzikiej formy.

Przez transformacje linii mhcA~ odpowiednimi wektorami próbowano sprawdzać 
hipetezę zakładającą, że fosforylacja jest głównym mechanizmem modulacji aktyw­
ności miozyny w Dictyostelium. W tym celu skonstruowano i następnie wprowadzono 
do linii mhcA~ poniżej wymienione geny otrzymując ekspresję odpowiadających im 
białek w stabilnych liniach komórkowych.

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

Zawieraon delecje 30nukleotydów w obszarze kodującym odcinek odpowiadający 
za przyłączanie łańcuchów lekkich regulatorowych. Miozyna powstająca w wyniku 
ekspresji tego genu jest pozbawiona tej części główki, do której przyłączają się 
łańcuchy lekkie regulatorowe. Mutanty będące nosicielami genu myRLCBS mhcA 
prawie nie różnią się fenotypowo od form dzikich. Przechodzą normalną cytokinezę 
i cykl rozwojowy. Procesy ruchowe również nie są zakłócone. Pozwoliło to na 
sformuowanie hipotezy, że fosforylacja łańcuchów lekkich nie jest jedynym i nie­
zbędnym sposobem regulacji aktywności miozyny w komórce.

2. Gen myC34 z delecją na końcu 3 ’ [24]

W wyniku transkrypcji tego genu ekspresji ulega białko skrócone o peptyd o masie 
34 kDa na końcu C. Pozostały ogonek zawiera w tym przypadku część odpowiedzialną 
za tworzenie filamentów miozynowych, nie zawiera natomiast fragmentu, w którego
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obrębie znajdują się 2 reszty treoninowe fosforylowane przez kinazę łańcucha cięż­
kiego miozyny. Fosforylacja przez kinazę łańcucha ciężkiego miozyny ma wpływ na 
proces wytwarzania krótkich filamentów w cytoplazmie. Komórki produkujące tak 
zmienioną miozynę nie są wciąż zdolne do wzrostu w zawiesinie (cytokinezy), 
przechodzą za to normalny cykl rozwojowy [24].

3. Gen my3XAla i gen my3XAsp [9]
W przypadku tych dwóch genów zastosowano inną strategię badania miejsc 

fosforylacji. W białku my3XAla podstawiono trzy reszty treoninowe, które są 
potencjalnymi miejscami fosforylacji, alaninami. Miozyna produkowana przez szczep 
my3XAla nie może więc być fosforylowana w obrębie łańcuchów ciężkich. W białku 
my3XAsp te same reszty treoninowe podstawiono resztami kwasu asparaginowego. 
Białko my3XAsp, jak potwierdzają testy in vitro, zachowuje się jak fosforylowana 
miozyna (ma podobny rozkład ładunku w cząsteczce).

Porównywano fenotyp komórek my3XAla i my3XAsp. Komórki linii my3XAla są 
fenotypowo podobne do szczepu dzikiego, natomiast komórki my3XAsp podobne są 
do mutantów zerowych (niezdolne do cytokinezy w zawiesinie, przejścia cyklu 
komórkowego i biegunowego przemieszczania receptorów). Stwierdzono, że białko 
my3XAla występuje w formie ściśle związanej z cytoszkieletem (nie ulega ekstrakcji 
Tritonem X-100). Natomiast białko my3XAsp występuje głównie w formie nie- 
związanej z F-aktyną. Dane te potwierdzają, że białko my3XAla zachowuje się w 
komórce tak jak zdolna do tworzenia filamentów, defosforylowana miozyna, a 
białko my3XAsp jak fosforylowana, niezdolna do interakcji z aktyną miozyna. Mu­
tanty my3XAla nie mogą jednak regulować rozpadu filamentów miozynowych w 
korteksie, co jest prawdopodobnie przyczyną ich wolniejszego od komórek szczepu 
dzikiego wzrostu (zarówno w zawiesinie, jak i przyczepionych do podłoża)[9].

4. Gen myRLCBS/3XAla
Komórki, w których gen ten ulega ekspresji, są zdolne do wzrostu w zawiesinie, 

ale nie do produkcji ciał owocujących. Różnią się więc i od mutantów my3XAla i od 
mutantów myRLCBS.

Przedstawione wyżej wyniki potwierdziły, że procesy fosforylacji i defosforylacji 
łańcuchów ciężkich odgrywają kluczową rolę w kontroli aktywności skurczowej w 
komórce przez lokalizację miejsc tworzenia i rozpadu filamentów miozynowych w 
cytoplazmie.

Genetyczny dowód na ograniczoną rolę miozyny II w zjawiskach ruchowych 
wywołał duże zainteresowanie badniami nad rolą, którą pełnią w zjawiskach ru­
chowych, miozyny niekonwencjonalne. W genomie Dictyostelium występuje co- 
najmniej 9 genów kodujących różne miozyny niekonwencjonalne. Wytworzono jak 
dotąd mutanty Dictyostelium pozbawione jednego z genów kodujących miozyny I 
(miozynę IB) [31]. Mutanty pozbawione tego genu nie mają upośledzonych procesów
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cytokinezy i morfogenezy. Natomiast współczynnik chemotaksji i prędkość migracji 
tych komórek w kierunku większego stężenia cAMP są mniejsze niż w komórkach 
szczepu dzikiego [31]. Można wnioskować więc, że poszczególne geny dla miozyny 
I kodują białka o różnej, ściśle określonej funkcji. W najbliższym czasie badanie 
mutantów, w których unieczynniono równocześnie kilka genów dla miozyny I i 
miozyny II, pozwoli zapewne na jeszcze dokładniejszą odpowiedź, jaka jest rola 
poszczególnych silników molekularnych w skomplikowanej maszynerii wprawia­
jącej w ruch migrującą komórkę [33].

Autorzy doświadczeń prowadzonych metodami ukierunkowanej mutagenezy pod­
kreślają jednak, że analiza fenotypu mutantów daje dowody jedynie pośrednie. W 
komórkach mutantów zerowych białko, którego brakuje, może być zastępowane 
innym o podobnej funkcji. Tak więc obserwacja, że dany proces zachodzi w mutan­
tach zerowych nie jest jeszcze dowodem, że badane białko nie jest w ten proces 
zaangażowane w komórkach szczepu dzikiego. Na przykład mutanty zerowe Dictyo- 
stelium nie produkujące niektórych białek wiążących aktynę (np. seweryny [2]) w 
ogóle nie wykazują zmian fenotypowych w stosunku do szczepu dzikiego lub różnią 
się od nich tak niewiele, że zmiany te można wykryć tylko przy użyciu ilościowej 
komputerowej analizy prędkości i zmian kształtu komórek (np. ABP-120 [4]). Jak się 
ostatnio okazało, fragmenty promotora aktyny 15 Dictyostelium używane rutynowo 
w wektorach, którymi transformuje się te ameby, zdolne są do prowadzenia trans­
krypcji w obu kierunkach [16]. Prowadzić to może do pojawiania się niezamierzo­
nych, ale ważnych transkryptów (np. antysensowego RNA) i wpływać na fenotyp 
transformowanych komórek. Wnioski z przedstawionych w tej pracy badań, z pew­
nością bardzo istotnych dla badaczy mechanizmów ruchu, muszą być więc formuło­
wane z krytycyzmem i ostrożnością.
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MASOWE HODOWLE KOMÓREK LUDZKICH 
I ZWIERZĘCYCH W BIOTECHNOLOGII

LARGE-SCALE CULTURES OF ANIMAL AND HUMAN CELLS 
IN BIOTECHNOLOGY

Justyna DRUKAŁA, Jolanta SROKA

Zakład Biologii Komórki Instytutu Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego UJ,
Kraków

Streszczenie. Hodowle na dużą skalę komórek ludzkich i zwierzęcych prowadzone są głównie w 
celu uzyskania substancji biologicznie czynnych, takich jak szczepionki przeciwwirusowe, prze­
ciwciała monoklonalne, czynniki wzrostowe, enzymy metaboliczne, immunomodulatory. W bio­
technologii stosowane są hodowle komórek w zawiesinie i hodowle komórek zdolnych do wzrostu 
tylko po przyczepieniu do podłoża stałego. Udoskonalenie technik mających na celu zwiększenie 
dostępnej powierzchni do przyczepiania się komórek przyczepno-zależnych (hodowle na mikro- 
nośnikach, w złożach włóknistych, w bioreaktorach typu "hollow fibers"), związane jest z zaleca­
nym po roku 1990 stosowaniem do celów terapeutycznych wyłącznie produktów prawidłowych 
komórek.

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 są od ponad stu lat. Początkowo nie miały one prak­
tycznych zastosowań, jednak zdawano sobie sprawę, że przetrzymywanie wyizo­
lowanych komórek poza organizmem może być przydatne w badaniach procesów i 
zjawisk zachodzących w żywych organizmach. Liczne badania zmierzały w kierunku 
zastąpienia naturalnych środowisk, w których przetrzymywano wypreparowane tkan­
ki, pożywkami o znanym i powtarzalnym składzie. Opracowano wiele takich poży­
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wek, w tym pożywki zdefiniowane bez surowicy, co uczyniło hodowle jedną z 
podstawowych metod, wykorzystywanych w badaniach biologii komórki.

Hodowle pierwotne uzyskiwane są albo z małych fragmentów tkanek zwierzęcych, 
tzw. eksplantó w, z których komórki wywędrowują, dzielą się mitotycznie i podejmują 
wzrost, albo poprzez mechaniczne lub enzymatyczne rozproszenie tkanki na poje­
dyncze komórki. Hodowle te utrzymywane sąprzez okres kilku pokoleń komórek bez 
pasażowania. Wzrost komórek jest kontynuowany aż do utworzenia pojedynczej 
warstwy na dostępnej powierzchni nośnika, po czym następuje zależne od gęstości 
zahamowanie wzrostu. W wyniku spontanicznej transformacji, transformacji wiru­
sami lub czynnikami chemicznymi komórki mogą utracić tę właściwość i stają się 
zdolne do wzrostu w zawiesinie. Po pierwszym przeniesieniu komórek do innego 
naczynia, czyli po pierwszym pasażu otrzymuje się hodowle wtórne, które w prawi­
dłowo dobranych warunkach utrzymywane są przez okres 40-70 pasaży. Linię 
komórkową uznaje się za ustaloną, jeśli utrzymuje się ją  nadal w hodowli po conaj- 
mniej 70 pasażach. Często są to transformowane linie komórek aneuploidalnych (rys.
1) [8, 23,41].

Uzyskanie linii komórkowych, zdefiniowanie i uproszczenie pożywek oraz opa­
nowanie technik hodowli komórek in vitro przyczyniło się do wzrostu zainte­
resowania tymi hodowlami dla wykorzystania ich do celów biotechnologicznych. 
Związane to było m.in. z gwałtownym wzrostem zapotrzebowania na produkowane 
przez komórki zwierzęce i ludzkie substancje biologicznie czynne, takie jak: czynniki 
wzrostowe, szczepionki przeciwwirusowe, przeciwciała monoklonalne, enzymy me­
taboliczne i inne.

Współcześnie prowadzone na szeroką skalę hodowle komórek ludzkich i zwie­
rzęcych zapoczątkowano ponad 20 lat temu w badaniach Capsticka i Telliga na 
komórkach chomika (BHK), związanych z poszukiwaniem szczepionki przeciwko 
chorobie pyska i racic atakującej bydło i owce [2]. Badania te zakończyły się 
sukcesem, a produkcja szczepionek przez hodowanie na dużą skalę komórek w 
bioreaktorach została stosunkowo dobrze opanowana. Jako przykłady można przy­
toczyć szczepionki przeciwko chorobie Heinego-Medina, odrze, ospie, grypie, żółtej 
febrze, różyczce, śwince, wściekliźnie [2,14,30,41].

Wzbogacenie się biotechnologii o komórki heterokariotyczne i transfekowane 
zrekombinowanym DNA rozszerzyło możliwości wykorzystania masowych hodowli 
komórek zwierzęcych. Liczne produkty tych komórek znalazły zastosowanie w 
medycynie w celach terapeutycznych (tab. 1). Insulina była jednym z pierwszych 
białek wyprodukowanych na dużą skalę i wykorzystywanym w leczeniu cukrzycy. 
Stosowane są interferon (3 i interferon y w leczeniu nowotworów, erytropoetyna w 
leczeniu anemii, tkankowy aktywator plazminogenu w terapii takich chorób, jak zawał 
serca i zator płuc. Czynnik VIII krzepnięcia krwi jest najdłuższym zsyntetyzowanym 
białkiem na matrycy zrekombinowanego DNA, stosowanym w leczeniu hemofilii [3, 
4,5,41].
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Rys. 1. Izolacja i hodowla komórek zwierzęcych dla celów biotechnologicznych

Wykorzystanie komórek heterokariotycznych umożliwiło produkcję pzeciwciał 
monoklonalnych stosowanych do oczyszczania i identyfikowania białek produko­
wanych i wydzielanych przez komórki, w diagnostyce do wykrywania chorób za­
kaźnych, tkanek nekrotycznych, nowotworów, w terapii do neutralizacji endotoksyn, 
do supresji immunologicznej po transplantacji organów [22, 23,35,45].

Istotne jest, aby produkty te wykazywały farmakologiczną aktywność i nie dawały 
efektów ubocznych w terapii. Możliwe jest to jedynie wtedy, gdy wydzielane są one
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TABELA 1. Wybrane produkty komórek ssaków i ich wykorzystanie (zmodyfikowane wg [41])

Produkt Wykorzystanie

Antytrombina czynnik fibrynoli tyczny
GM-CSF, M-CSF czynnik przeciwnowotworowy, czynnik przeciwzapalny, immunomodulator
Erytropoetyną czynnik przeciwanemiczny
Czynnik VIII hemofilia
Ludzki hormon karłowatość
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 stawów
PDGF czynnik przeciwzapalny, gojenie ran
Białko C czynnik przeciwtrombolityczny
Dysmutaza czynnik przeciwzapalny
ponadtlenkowa
Tkankowy czynnik fibrynolityczny
aktywator
plazminogenu
Urokinaza czynnik fibrynolityczny

przez komórki prawidłowe, z których większość wykazuje wzrost zależny od przy­
czepienia do podłoża. Białka te podlegają bowiem potranslacyjnej modyfikacji dobu- 
dowywania reszt cukrowcowych, tzw. glikozylacji, zachodzącej w siateczce endo- 
plazmatycznej i w aparacie Golgiego. Białka wytwarzane przez komórki trans­
formowane nowotworowo są inaczej glikozylowane, natomiast organizmy prokario- 
tyczne nie potrafią glikozylować syntetyzowanych białek, dlatego stosowanie ich w 
medycynie w celach leczniczych jest obecnie wykluczone [42].

Istotne jest także, że stosowanie produktów białkowych, wykazujących duże 
różnice w sekwencji aminokwasów w porównaniu z białkami wytwarzanymi przez 
organizm przyjmujący lek może aktywować komórki układu immunologicznego nie 
tylko przez stymulację wytwarzania przeciwciał skierowanych przeciwko poda­
wanym substancjom, ale także wywoływać choroby autoimmunologiczne.

Większość produktów syntetyzowanych na matrycy zrekombinowanego DNA 
podawanych w terapii jest identyczna pod względem budowy z natywnym pro­
duktem. Jednak np. w przypadku podawania królikom ludzkiej erytropoetyny, ludz­
kie białko wywołuje wytwarzanie przeciwciał i reakcję krzyżową z endogenną kró­
liczą erytropoetyną. Doniesienia takie muszą być brane pod uwagę, gdy planowane 
jest genetyczne modyfikowanie białek ludzkiego pochodzenia dla celów terapeu­
tycznych [43].

Na potrzeby biotechnologii wykorzystuje się dwa rodzaje hodowli:
a) hodowle komórek rosnących w zawiesinie ( komórki nowotworowe, komórki 

limfoidalne),
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b) hodowle komórek zdolnych do wzrostu jedynie po przyczepieniu do podłoża 
stałego (fibroblasty, komórki epitelialne, mięśniowe i inne).

Ze względu na nieopłacalność hodowli pierwotnych spowodowaną koniecznością 
stosowania dużej liczby naczyń hodowlanych, dąży się do pracy z ustalonymi liniami 
komórkowymi. Obecnie wykorzystuje się kilkanaście ustalonych linii komórkowych 
ssaków (tab. 2). Najbardziej uniwersalną, powszechnie stosowaną ustaloną linią 
komórkową jest CHO. Komórki tej linii wykazują wysoki potencjał wzrostowy, dużą 
odporność na mechaniczne uszkodzenia, dużą tolerancję na zmiany ciśnienia osmo- 
tycznego oraz charakteryzują się wysokim stopniem amplifikacji i ekspresji zre- 
kombinowanych genów [42].

Znaczna liczba linii komórkowych stosowanych w biotechnologii do roku 1990 
nie wymagała do wzrostu przyczepienia do podłoża i mogła rosnąć w formie zawie­
siny. Hodowle tych komórek są prowadzone podobnie do hodowli mikroorganizmów 
przemysłowych, stąd też łatwiejsze jest w ich przypadku powiększanie skali hodowli.

Do hodowli komórek w zawiesinie stosuje się bioreaktory z mieszaniem pneu­
matycznym lub mechanicznym (rys. 3A). W celu uzyskania wysokich gęstości 
komórek prowadzi się hodowle metodą ciągłą w systemach będących połączeniem 
bioreaktora z separatorem (układ perfuzyjny) [2, 17, 23, 36]. Jako separatory wy­
korzystuje się moduły mikro- i ultrafiltracyjne, które są szeregiem membran z two­
rzyw sztucznych i celulozy. Dzięki temu systemowi zarówno komórki, jaki substancje 
wielkocząsteczkowe są utrzymywane przez cały czas w układzie hodowlanym, co 
zwiększa wydajność otrzymywania produktów o wysokim stopniu czystości i obniża 
koszty produkcji.

Budowa i zasady działania bioreaktorów do hodowli zawiesinowych zostały 
opisane w pracy W. Grajka " Doświadczalne i przemysłowe systemy hodowli ko­
mórek zwierzęcych. II. Hodowle zawiesinowe" opublikowanej w Biotechnologii 
2(21)‘93: 22-34 [17].

Komórki w hodowli zawiesinowej są często narażone na stres mechaniczny wywo­
łany turbulencją cieczy w bioreaktorze [11], dlatego wprowadzono hodowle komórek 
uwięzionych w strukturze ciał stałych o charakterze mikrokapilar lub usieciowanych 
biopolimerów. Jedną z metod immobiłizacji komórek jest ich mikrokapsułkowanie w 
polimerach np. alginianowych, żelatynowych, agarozowych, w polimerze winy­
lowym (rys. 2) [1, 12, 20, 34, 35,40]. Komórki zawiesza się w sterylnym roztworze 
np. alginianu sodowego i zawiesinę wprowadza się do rozpylacza. Następnie zawie­
sinę rozpyla się do buforu zawierającego CaCl2. W wyniku kontaktu alginianu 
sodowego z jonami wapnia następuje natychmiastowa żelitlkacja alginianu. Komórki 
zostają uwięzione w mikrokapsułkach o średnicy 0,5-2 mm. Mikrokapsułki wpro­
wadza się do typowego bioreaktora (rys. 3B). Optymalne warunki do wymiany 
substancji odżywczych i gazów są związane ze stopniem porowatości ścian mikro- 
kapsułek. Istotne jest zatem użycie odpowiedniego stężenia alginianu sodowego 
(0,8%) [35].
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W mikrokapsułkachhoduje się głów­
nie komórki heterokariotyczne wyko­
rzystywane do produkcji przeciwciał 
monoklonalnych. Komórki w takiej ho­
dowli osiągają gęstość do 108 komó­
rek/ml, czyli ponad stukrotnie wyższą 
niż w klasycznej hodowli zawiesinowej.

W niektórych kraj ach od 1990 r. moż­
na stosować w medycynie jedynie pro­
dukty komórek prawidłowych wykazu­
jących wzrost zależny od przyczepie­
nia do podłoża stałego. Jak wcześniej 
wspomniano, jest to związane z odmien­
nymi szlakami obróbki potranslacyjnej 
białek w komórkach prawidłowych i 
nowotworowych [42]. Spowodowało to, 

że zaczęto udoskonalać techniki hodowli komórek prawidłowych, których wzrost jest 
ograniczony przede wszystkim przez obszar dostępnej powierzchni naczynia hodo­
wlanego. Pierwsze hodowle na szeroką skalę komórek, których wzrost zależy od 
przyczepienia do podłoża były prowadzone w obracanych butlach typu Winchester, 
których wewnętrzne ściany obrastały populacje komórek, a ich obrotowy ruch poz­
walał na wymianę pożywki i tlenu. Hodowle w takich butlach były nieekonomiczne 
i wymagały dużych pomieszczeń.

Kolejnym udoskonaleniem było wprowadzenie mikronośników dla zwiększenia 
powierzchni osadzania komórek [4, 7, 10, 11, 15,23, 24, 25,28, 30, 31, 33, 39] . W 
takich warunkach zwiększony jest stosunek powierzchni zajmowanej przez komórki 
do objętości dostarczanej im pożywki [18]. Wysokie koszty środo wiskahodo wlanego, 
a szczególnie surowicy, którą tradycyjne pożywki muszą być uzupełniane, spowo­
dowały, że ostatnio zastępuje się ją dodatkiem BSA, transferyny, insuliny lub BSA, 
EGF i innych czynników, co tylko w niewielkim stopniu obniża wydajność hodowli 
(ok. 10%) [9,32,45].

Nośniki stosowane w hodowli powinny spełniać następujące warunki:
• Średnica mikrokulek powinna wynosić 150-200 mikrometrów.
• Nośniki powinny posiadać niezbyt wysoką gęstość właściwą.
• Powierzchnia nośnika powinna być chemicznie obojętna.
Opisano wiele materiałów używanych do produkcji mikrokulek. Ważne jest, aby 

białka wydzielane przez komórki, tj. fibronektyna, laminina, kolagen, wykazywały 
wysokie powinowactwo do powierzchi nośnika. Najczęściej wykorzystuje się kulki 
dekstranowe, celulozowe, sefarozowe zmodyfikowane przez podstawienie dodatnio 
naładowanych grup N,N-etyloaminoetylenowych (DEAE), dzięki czemu możliwe

TABELA 2. Wybrane ustalone linie komórkowe 
ssaków wykorzystywane w biotechnologii i ich 

pochodzenie (zmodyfikowane wg [42])

Linia komórkowa Pochodzenie

L mysia tkanka łączna
HeLa ludzki rak szyjki macicy
PK nerka świni
CHO jajnik chomika chińskiego
MDBK nerka bydła
MDLK nerka psa
VERO nerka małpy
CRFK nerka kota
BHK nerka chomika syryjskiego
MRC ludzkie płuco
Balb/3T3 mysia tkanka łączna

http://rcin.org.pl



MASOWE HODOWLE KOMÓREK... W BIOTECHNOLOGII 67

Rys. 2. Mikrokapsułkowanie komórek (zmodyfikowane wg [35])

jest uzyskanie wyższych gęstości komórek na nośniku [1,18, 23, 33]. Stosowane są 
także kulki z tworzyw sztucznych [5].

Dobrymi materiałami do produkcji mikrokulek są także poliuretan, żelatyna Culti 
- Spher G, polistyren, poliakrylamid, charakteryzujące się makroporowatą strukturą 
wydajnie zwiększającą dostępną powierzchnię przyczepu komórek.

Opisano także wrażliwy na zmiany temperatury polimer (poli-N-izopropylakryl- 
amid) pokryty kolagenem. Jego zaletą jest możliwość oddysocjowania komórek od 
podłoża przez obniżenie temperatury poniżej temperatury krytycznej: 32°C, w której 
polimer ten występuje w formie rozpuszczalnej w wodzie [37].

Kulki mikronośnika z zaadsorbowanymi na powierzchni komórkami wprowadza 
się do typowego bioreaktora z mieszaniem mechanicznym lub pneumatycznym [7, 
10,11,23]. Optymalna szybkość mieszania w bioreaktorze nie powinna przekraczać 
50 obr./min [2]. Przy zbyt wysokich obrotach mieszadła dochodzi do wymywania 
komórek z kulek mikronośnika oraz mechanicznego uszkodzenia komórek przez siły 
ścinające, natomiast przy niskich prędkościach obrotowych następuje sklejanie się 
kulek nośnika.
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Rys. 3. Schematyczne diagramy bioreaktorów do hodowli komórek sssaków (zmodyfikowane 
wg [23]): [A] -  bioreaktor z mieszaniem mechanicznym, [B] -  bioreaktor z mieszaniem mecha­
nicznym z komórkami w mikrokapsułkach, [C] -  bioreaktor ze złożem ceramicznym, [D] -  bio­

reaktor z wydrążonymi włóknami

Alternatywę do hodowli komórek przyczepionych do mikronośnika stanowi 
hodowla w bioreaktorze typu mikrokapilar hollow fibers (rys. 3D) [18, 22, 23, 27]. 
Bioreaktor ten charakteryzuje się obecnością kapilar lub płaskich arkuszy, których 
ściany zbudowane są z porowatych materiałów przepuszczających selektywnie okre­
ślone cząsteczki. Dzięki temu zachodzi wymiana składników odżywczych. Komórki 
przyczepiaj ą się do zewnętrznej powierzchni mikrokapilar, podczas gdy w ich wnętrzu 
przepływa strumień natlenionej pożywki. Możliwość stosowania selektywnych mem­
bran pozwala na wybiórcze zagęszczanie metabolitów (przeciwciał, hormonów).

Do hodowli komórek, których wzrost jest zależny od przyczepienia do podłoża, 
stosuje się także bioreaktory wypełnione materiałem ceramicznym (rys. 3C) [23]. W 
bioreaktorze takim umieszczona jest cylindryczna, ceramiczna matryca z dużą liczbą
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System hodowlany Rodzaj hodowli Gęstość hodowli [kom/ml]

Fermentatory (systemy jednorodne)
Ruchomy zbiornik zawiesinowa 7 x 1 0 6

na nośnikach 0,2-1 x 106
Zbiorniki napowietrzane air-lift zawiesinowa 5-10 x 107
(hodowle w mikrokapsułkach) na nośnikach 3-10 x 106

Systemy membranowe (niejednorodne)
Wydrążone włókna zawiesinowa 1 x 1 0 8

na nośnikach 107—108
Płaskie membrany zawiesinowa 1 x 107

na nośnikach 1 ,3 5 x 1 06

Systemy o stałych podłożach (niejednorodne)
Podłoża ceramiczne zawiesinowa 2 -3  x 107

na nośnikach 4 ,2 x 1 06
Kulki szklane na nośnikach 1 x 106

Systemy o płynnych podłożach (jednorodne)
Podłoża porowate zawiesinowa 6 x 107

na nośnikach 107—108

jednolitych kanałów przebiegaj ący cli podłużnie przez cylinder. Komórki przyczepiaj ą 
się do powierzchni ścianek kanałów, przez których wnętrze płynie pożywka.

Opis budowy bioreaktorów stosowanych do hodowli komórek przyczepno-zale- 
żnych został zamieszczony w pracy W. Grajka i D. Łukaszyńskiego "Doświadczalne 
i przemysłowe systemy hodowli komórek zwierzęcych. I. Hodowle komórek rosną­
cych na nośnikach", opublikowanej w Biotechnologii 2(21)‘93; 8-21 [18].

Systemy dostępne do hodowli na szeroką skalę oraz uzyskiwane w nich za­
gęszczenie komórek na jednostkę objętości bioreaktora zostały zestawione w tabeli
3. Pojemności stosowanych bioreaktorów wahają się w granicach od 1 litra do 20000 
litrów [26].

W hodowlach tradycyjnych gęstość uzyskanych komórek nie przekracza 106 
komórek/ml. W specjalnych układach sprzyjających dużemu zagęszczeniu komórek 
można uzyskać namnożenie 107—108 komórek/ml.

Uzyskanie gęstości komórek zbliżonej do gęstości w tkankach zwierzęcych wy­
noszącej ok. 2x109 komórek/ml w hodowlach in vitro jest jeszcze nieosiągalne [8].

Powiększanie skali hodowli przez modyfikację systemów hodowlanych umożliwia 
uzyskiwanie wyższej wydajności produkcji substancji biologicznie czynnych.

Jednym z pozytywnych aspektów hodowli komórek zwierzęcych i ludzkich na 
dużą skalę jest uchronienie od śmierci milionów zwierząt, głównie myszy i szczurów, 
wykorzystywanych jako "naturalne bioreaktory" do produkcji m.in. przeciwciał mo- 
noklonalnych. W jamie otrzewnowej tych organizmów prowadzone były hodowle

http://rcin.org.pl



70 J. DRUKAŁA, J. SROKA

komórek heteriokariotycznych. Do otrzymania 1 kg oczyszczonych przeciwciał ko­
nieczne jest pobranie wysięku z ok. 1 000 000 myszy. W terapii nowotworów 
jednemu pacjentowi podaje się ok. 300 mg przeciwciał rocznie. Przy założeniu, że tą 
metodą leczonych jest 10 000 osób zużywa się 3 kg białka pobranego z jamy 
otrzewnowej 3 min myszy. Hodując komórki heteriokariotyczne w bioreaktorze o 
pojemności 10 000 litrów taką ilość przeciwciał monoklonalnych można uzyskać w 
ciągu 10 dni [2, 23]. Przykład ten ilustruje potrzebę udoskonalania technik hodowli 
na dużą skalę zwłaszcza w celu zwiększenia produktywności komórek wydzie­
lających substancje biologicznie czynne, stosowane w celach terapeutycznych.
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SKIN CULTURES 
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Streszczenie: Przedstawiono główne kierunki badań związanych z hodowlą naskórka i skóry 
ludzkiej. Opisano nowe metody stosowane w hodowli keratynocytów i skóry in vitro oraz 
wykorzystywanie takich hodowli do przeszczepów w przypadkach uszkodzeń i chorób skóry, a 
także możliwość zastępowania nimi zwierząt laboratoryjnych w rozmaitych testach biotechnolo­
gicznych.

Słowa kluczowe: hodowle organotypowe skóry, 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.

I. WSTĘP

W ostatnim dziesięcioleciu nastąpił rozwój nowych technik hodowli in vitro 
komórek i organów zwierzęcych. Możliwość uzyskiwania masowych hodowli z 
niewielkich wycinków tkanek, postęp w poznaniu biologii wielu typów komórek, a 
także umiejętność modyfikowania ich zachowania się w hodowlach, doprowadziły do
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wzrostu zainteresowania praktycznym wykorzystaniem tych osiągnięć w medycynie 
i biotechnologii.

Skóra, największy "narząd" (1,5 do 2 m2 ) organizmu człowieka zbudowana jest 
z wielowarstwowego nabłonka płaskiego, tzw. naskórka i skóry właściwej. Fibro- 
blasty, komórki najliczniej występujące w skórze właściwej, produkują kolagen i 
elastynę, składniki macierzy międzykomórkowej. Inne typy komórek obecnych w 
skórze, tj. melanocyty, limfocyty T, makrofagi -  tzw. komórki Langerhansa i neuro- 
wydzielnicze ciałka Merkla, nie są bezpośrednio odpowiedzialne za budowę pod­
stawowej struktury skóry (rys. 1).

Komórki tkanki łącznej pochodzące ze zdrowej tkanki zazwyczaj łatwo dają się 
hodować in vitro. Spośród komórek nabłonkowych opracowano metody hodowli 
keratynocytów skóry, nabłonków dróg moczowych, gruczołu krokowego, jamy ustnej 
i pochwy oraz rogówki oka. Naskórek jest tkanką szczególnie dogodną do hodowli, 
ponieważ w ponad 90% składa się z jednego rodzaju komórek -  keratynocytów (rys. 
2). Keratynocyty w hodowli, w odpowiednich pożywkach, zachowują się stabilnie nie 
tracąc zdolności do proliferacji i różnicowania.

Możliwość hodowania in vitro komórek skóry sprawiła, że w ostatnich latach 
podjęto badania, które doprowadziły do wytwarzania substytutów (ekwiwalentów) 
naskórka i skóry. Używane są one do przeszczepów w przypadku rozległych ran 
oparzeniowych, gdy obszar (procent) uszkodzonej powierzchni skóry jest zbyt duży, 
aby możliwe było spontaniczne zagojenie się rany lub zastosowanie autoprzeszcze- 
pów z nieuszkodzonych części ciała. Również, gdy rana jest głęboka i zniszczony jest 
nie tylko naskórek, ale także mieszki włosowe i gruczoły potowe z keratynocytami 
zdolnymi do odtworzenia naskórka, konieczne jest dostarczenie nowych komórek 
[15,48]. Skórę wyhodowaną in vitro wykorzystuje się także w innych przypadkach, 
np. patologicznych zmian skóry. Produkowanie in vitro ekwiwalentów skóry zbli­
żonych pod względem morfologicznym i czynnościowym do skóry pozwala na 
zastępowanie rozmaitych testów (np. dotyczących substancji żrących) wykonywa­
nych dotychczas na zwięrzętach laboratoryjnych testami na hodowanej in vitro 
skórze.

II. WYKORZYSTYWANIE HODOWLI NASKÓRKA 
W LECZENIU OPARZEŃ I CHORÓB SKÓRY

II. 1. Metody hodowli in vitro ludzkich keratynocytów
Pionierem i inicjatorem wykorzystania hodowli komórek naskórka do prze­

szczepów był Howard Green z Harvard Medical School. W latach siedemdziesiątych 
opracował on metodę i warunki hodowli keratynocytów skóry myszy, którą później 
przystosowano do hodowli komórek ludzkiego naskórka [15,18,43]. Opiera się ona
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Rys. 1. Schemat budowy skóry ludzkiej: 1 -  warstwa zrogowaciała naskórka; 2 -  warstwy ży­
wych komórek naskórka; 3 -  warstwa brodawko wata skóry właściwej; 4 -  warstwa siateczko wa­
ta skóry właściwej; 5 -  podskórna tkanka tłuszczowa; 6 -  włos; 7 -  gruczoł potowy; 
8 -  naczynia krwionośne; 9 -  gruczoł łojowy; 10 -  mieszek włosowy, 11 -  melanocyt;

12 -  komórka Langerhansa

2
na izolacji keratynocytów ze zdysocjowanej tkanki pacjenta (ok. 2 cm ), wydajnym 
namnożeniu ich in vitro, a następnie stworzeniu warunków sprzyjających ich prawi­
dłowemu różnicowaniu i uwarstwieniu. Pobraną przez biopsję tkankę oddziela się 
skalpelem od tkanki podskórnej, tnie, a następnie trawi kilkakrotnie trypsyną. Uzys­
kaną zawiesinę komórek umieszcza się w pożywce (np. Dulbecco MEM) z dodatkiem 
10-20% surowicy płodowej, hydrokortyzonem, toksyną przecinkowców cholery (dla 
pobudzania wzrostu), naskórkowym czynnikiem wzrostowym (EGF) oraz mieszaniną 
innych czynników wzrostowych (insulino-podobnych czynników wzrostu -  IGF). 
Dodaje się również w odpowiedniej (wystarczającej do pokrycia 1/3 powierzchni 
naczyńka) ilości zawiesinę zabitych przez napromieniowanie UV fibroblastów my­
sich ustalonej linii komórkowej 3T3. Stanowią one tzw. feeder-layer, czyli warstwę 
odżywczą. Stwierdzono, że fibroblasty produkują czynniki pobudzające wzrost ko­
mórek naskórka i czynniki hamujące namnażanie się fibroblastów ludzkich zanie­
czyszczających materiał. Dalsze szczegółowe badania wykazały, że aktywność sprzy­
jająca wzrostowi keratynocytów związana jest z obecnością samych komórek fibro­
blastów (z powierzchnią ich błon plazmatycznych), a nie tylko z produktami wydzie­
lanymi przez komórki. Aktywność taką wykazuje również utrwalona aldehydem 
glutarowym warstwa odżywcza fibroblastów, a nie wykazuje uwarunkowane medium 
z hodowli fibroblastów [43,49]. Komórki 3T3 są później wypierane z hodowli przez 
namnażające się keratynocyty. W zależności od potrzeb można regulować wydajność
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hodowli przenosząc komórki, po 
poddaniu trypsynizacji, ze zlew­
nych hodowli (po ok. 4-5 dniach) 
do nowych naczyń; następuje 
tworzenie nowych kolonii. Jeśli 
przeznaczeniem hodowli jest u- 
życie jej do przeszczepu, hodow­
lę kontynuuje się przez kilkana­
ście dni, aż do uzyskania wielo­
warstwowej struktury. Aby od­
dzielić wyhodowany nabłonek 
od dna naczynia, używa się enzy­
mu dispazy, która niszczy połą­
czenia komórek z dnem naczynia 
lub błoną podstawną, nie nisz­
cząc połączeń komórka-komórka 
(rys. 3). Pierwsze hodowle uzy­
skane przez Greena były niedo­
skonałymi kopiami naturalnego 
naskórka. Miały nieregularną 
strukturę, brak było warstwy zro- 
gowaciałej, ziarnistej, błony pod- 
stawnej oraz były niezdolne do 
syntezy niektórych keratyn. Mi­

mo to sprawdziły się one w próbach klinicznych. Zastosowane u poparzonych dzieci 
pozwoliły na odtworzenie skóry zniszczonej przez oparzenia obejmujące ok. 50% 
powierzchni ciała. Od czasu badań Greena metody hodowli naskórka uległy ulepsze­
niu i nadal są udoskonalane. Zostały opracowane specjalne pożywki dla keratynocy­
tów, jak np. MCDB 153 (KDM), Kératinocyte FSM. Możliwe są hodowle 
keratynocytów bez warstwy odżywczej, którą w omawianym modelu stanowiły 
fibroblasty linii 3T3 [33,34].

U.2. Rodzaje przeszczepów komórek naskórka

a) Hodowle komórek własnego nabłonka

Obecnie hodowle komórek autologicznego naskórka stosuje się do przeszczepów 
w leczeniu ran oparzeniowych w wielu specjalistycznych klinikach w USA, Wielkiej 
Brytanii i wielu krajach Europy [48].

Autologiczny, wyhodowany in vitro naskórek przenoszony jest na ranę jako 2-8 
warstwowy płat przypięty do gazy (petrolatum gauze). Przeszczepy, które nie są 
odrzucane, zapobiegają ściąganiu się rany i nie wykazują zwiększonej kruchliwości.

Rys. 2. Schemat budowy naskórka; morfologia po­
szczególnych warstw keratynocytów: 1 -  błona pod- 
stawna; 2 -  warstwa podstawna; 3 -  warstwa kolczy­
sta; 4 -  warstwa ziarnista; 5 -  warstwa zrogowacia- 
ła; 6 -  strzałka wskazuje kierunek przesuwania się 

warstw keratynocytów
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Główną przyczyną nieprzyjmowania się tego typu przeszczepów jest nieprzyczepie- 
nie się keratynocytów do łoża rany. W przypadku stosowanych już wcześniej cienkich 
przeszczepów skóry (ok. 3 mm grubości: naskórek i nieco grubsza warstwa skóry 
właściwej) połączenie następuje pomiędzy skórą właściwą przeszczepu a skórą wła­
ściwą dna rany. Następuje penetracja fibroblastów, wzmocnienie przeszczepu kola­
genami, a sam naskórek nie bierze w tym połączeniu udziału. Wyhodowany in vitro 
naskórek przylega bezpośrednio do dna rany, co umożliwia jego lepsze odżywianie, 
z drugiej jednak strony zmusza do wykształcenia innych struktur zakotwiczających 
niż te, które powstają w klasycznych przeszczepach. Bardzo istotne wydaje się też 
odpowiednie chirurgiczne przygotowanie łoża rany: wczesne wycięcie tkanki mar­
twiczej, czasowe pokrycie rany alloprzeszczepami i prawie całkowita eliminacja 
drobnoustrojów [5,48]. Analizy histologiczne dalszych losów przeszczepów wyka­
zały, że już jeden tydzień po przeszczepie epiderma różnicowała się w wielowarst­
wowy naskórek. Po następnych dwu tygodniach rozwijały się hemidesmosomalne 
połączenia skóry z naskórkiem, błoną podstawną i włókna zakotwiczające. Melano- 
cyty, stanowiące 1-2% komórek przeniesionych z hodowli, zaczynały produkować 
nabłonkową melaninę po 6-8 tygodniach. Próbki biopsyjne pobrane po 4-5 latach od

Rys. 3. Izolacja i hodowla ludzkich keratynocytów wg metody H. Greena: 1 -  pobranie przez 
biopsję wycinka zdrowej skóry; 2 -  oddzielenie naskórka od skóry właściwej i tkanki podskórnej; 
3 -  trawienie enzymatyczne -  trypsyna/EDTA; 4 -  zawiesina pojedynczych komórek; 5 -  hodow­

la keratynocytów; 6 -  przeszczep wyhodowanego in vitro autologicznego nabłonka
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przeszczepu wykazywały podobną do skóry architekturę, z odtworzonym unaczynie- 
niem i wykształconymi w pełni warstwami: brodawko watą i siatkowatą [15,48].

b) Hodowle komórek allogenicznego nabłonka

Zastosowanie tego typu hodowli jest obecnie przedmiotem badań laboratoryjnych 
i klinicznych. Gdyby udało się osiągnąć trwałe przyjęcie przeszczepów allogenicz- 
nych możliwe byłoby stworzenie banku tkanek i można byłoby od razu pokrywać ranę 
gotowym już naskórkiem pomijając konieczność czasowego zabezpieczania rany w 
czasie trzech tygodni oczekiwania, wymaganych dlauzyskania odpowiedniego wzro­
stu własnych komórek w hodowli. Pierwotnie sądzono, że hodowane in vitro keraty- 
nocyty mogą tracić powierzchniowe antygeny HLA-DR. Okazało się jednak, że 
antygeny te ponownie ulegają ekspresji w hodowli i badania mające na celu prze­
trwanie allogenicznych przeszczepów na ranie pełnej grubości zakończyły się niepo­
wodzeniem [48].

c) Techniki łączone: użycie alloprzeszczepu skóry i wyhodowanego in vitro autogennego
nabłonka

Powierzchnia rany oparzeniowej, na którą ma być przeniesiony przeszczep, jest 
zwykle silnie zanieczyszczona przez mikroorganizmy, a przeszczepy tkankowe są na 
niebardziej wrażliwe niż zwykłe przeszczepy skóry. Wymaganajestprawie całkowita 
eliminacja drobnoustrojów w ranie. Jedną ze stosowanych w tym celu technik jest 
wstępne użycie zamrożonej skóry pobranej ze zwłok. Skóra taka wszczepia się z dużą 
wydajnością, a jej obecność na ranie może chronić przed infekcjami bakteryjnymi, 
zmniejszyć liczbę bakterii na leżącej poniżej warstwie ziarnistej, wzmagać unaczy- 
nienierany oraz stanowi ona substrat ułatwiający przyczepienie i formowanie struktur 
błony podstawnej. Obce przeszczepy są jednak szybko niszczone przez układ odpor­
nościowy biorcy (nie jest znany czas przeżywalności allogenicznej skóry), toteż 
uprzedzając ten proces można usunąć z przeszczepu warstwę naskórka i na pozosta­
wioną skórę przeszczepić autologiczną hodowlę. Usunięcie nabłonka usuwa komórki 
Langerhansa, a immunogenność przeszczepu jest również osłabiona przez zamrażanie 
[48].

II.3. Zastosowanie przeszczepów komórek naskórka 
wyhodowanych in vitro do leczenia chorób skóry

Hodowle naskórka oprócz wykorzystania do leczenia ran oparzeniowych znalazły 
zastosowanie w innych przypadkach leczenia chorób czy uszkodzeń skóry wymaga­
jących regeneracji naskórka. Wyhodowany in vitro naskórek stosowany jest przy 
odtwarzaniu naskórka po wycięciu bliznowców czy dużych blizn powodujących 
ograniczenia ruchu, w leczeniu przewlekłych owrzodzeń kończyn związanych z 
cukrzycą lub nieprawidłowym krążeniem u osób starszych, w leczeniu bielactwa,
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wrodzonej wady zwanej olbrzymim, owłosionym znamieniem, w której nieprawidło­
we melanocyty mogą ulegać złośliwym przemianom. Komórki śluzówki z dróg 
moczowych wykorzystuje się w leczeniu wrodzonych wad w budowie prącia, komórki 
z jamy ustnej do regeneracji nabłonka ust [10,15].

III. ORGANOTYPOWE HODOWLE SKÓRY

III. 1. Metody hodowli skóry
Główną przyczyną niepowodzeń w stosowaniu przeszczepów naskórka jest nie- 

przyczepianie się transplantatu do łoża rany, związane najprawdopodobniej z pier­
wotnym brakiem skóry właściwej w przeszczepie. Podjęto zatem próby wyhodowania 
in vitro całej skóry. Są to hodowle organotypowe nowej generacji. Dawniej przez 
hodowle organotypowe rozumiano izolowanie określonych narządów lub ich frag­
mentów (kryterium ograniczającym była wielkość -  powstawała martwica centralna 
itp.) i przetrzymywanie ich poza organizmem w określonych warunkach umożliwia­
jących zachowanie niezmienionej budowy i funkcji. Obecnie możliwe jest odtwarza­
nie w warunkach in vitro modelu komórkowego, który wykazuje właściwości 
organu, z którego one pochodzą. Tak tworzy się sztuczne żyły i małe zraziki wątroby. 
W przeciwieństwie do hodowli komórkowych, gdzie głównym celem jest osiągnięcie 
szybkiej proliferacji komórek, w hodowlach organotypowych kluczem do osiągnięcia 
sukcesu jest ograniczanie proliferacji i zachowanie żywotności komórek.

Badania nad organotypowymi hodowlami skóry rozpoczęła Bell w 1981 r. na 
skórze szczurów [2]. Skóra wyhodowana in vitro, tzw. LSE (ang. living skin equiva­
lent) lub LDE (living dermal equivalent) w najprostszych przypadkach składa się z 
trzech komponentów [2,3,12,13,29]:

a) Kolagenu, sterylnie ekstrahowanego ze ścięgna bydlęcego. Kolagen ten jest 
później zastępowany przez naturalny, wytwarzany przez fibroblasty skóry ludzkiej 
[11]. Stanowi onrusztowanie dla trój wymiarowej hodowli skóry, anajnowsze badania 
wykazały, że jest on również czynnikiem wpływającym na różnicowanie keratynocy­
tów. Im większe stężenie kolagenu, tym lepsze wykształcenie poszczególnych warstw 
naskórka w hodowli in vitro [1,37,40]. Ponadto kolagen zapobiegahiperproliferacji 
fibroblastów tak, jak to ma miejsce na niebiologicznym podłożu [3]. W złożonych 
przeszczepach skóry kolagen jest czasem zastępowany chemicznymi analogami ma­
cierzy międzykomórkowej, np. kopolimerem kolagen -  glikozaminoglikan czy też 
biodegradującym się kwasem poliglikolowym [48,50].

b) Fibroblastów skóry ludzkiej, które izoluje się z własnej skóry pacjenta lub, 
jeśli wyhodowany in vitro substytut skóry ma służyć jako model w badaniach 
laboratoryjnych, pochodzą one z płodowego lub noworodkowego napletka (dawcy 
badani są w kierunku czynników zakaźnych, rozmaitych patogenów, nienormalnego
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kariotypu czy rakotwórczości). Tkankę trawi się trypsyną i kolagenazą, a następnie 
pasażuje w pożywce Eagle’ a w modyfikacji Dulbecco z 10-20% dodatkiem surowicy. 
Fibroblasty miesza się z kolagenem aż do utworzenia siatki kolagenowej w hodowli 
fibroblastów. Mieszanina ta stanowi substrat do hodowli keratynocytów.

c) Keratynocytów skóry, które analogicznie jak fibroblasty, w zależności od 
przeznaczenia hodowli, mogą pochodzić od pacjenta lub z napletka. Hodowlę prowa­
dzi się w MSBM (minimal supplement basal medium) lub w specjalnych pożywkach 
opracowanych i przeznaczonych do hodowli skóry. Keratynocyty wzrastają na sub- 
stracie aż do osiągnięcia ciągłej warstwy (ok. 4 dni). Dalszahodowlaprowadzonajest 
na granicy luz pożywka-powietrze. Stwarza to lepsze odwzorowanie warunków 
panujących in vivo, aprzezto lepsze uwarstwienie (obecność wykształconych warstw: 
bazalnej, suprabazalnej, kolczystej, ziarnistej i zrogowaciałej). Hodowle na granicy 
faz tzw. ALI (ang. air-liquid, interface) wprowadzone zostały przez Thao w połowie 
lat osiemdziesiątych. W tych warunkach dochodzi do uzyskiwania trójwymiarowych, 
wielowarstwowych struktur, gdyż komórki dzielą się tylko z jednej strony struktury 
różnicując i dojrzewając w miarę przesuwania się ku powierzchni zewnętrznej. 
Czasem do złożonych przeszczepów wyhodowanych in vitro włączane są również 
preadipocyty i adipocyty (z kolagenem na błonie nitrocelulozowej) -  jest to odpo­
wiednik hipodermy [38] (rys. 4). Opracowano specjalne naczynia hodowlane umożli­
wiające prowadzenie organotypowych trójwymiarowych hodowli skóry. Jeden z 
takich prostych układów jest przedstawiony na rysunku 5. Zapewnia on łatwą 
wymianę pożywki oraz wzrost keratynocytów na granicy luz tkanka - atmosfera 
gazowa.

Skóra wyhodowana in vitro była poddawana szczegółowej analizie: badano jej 
ultrastrukturę, właściwości kinetyczne, biochemiczne i funkcjonalne. Stwierdzono, że 
podczas hodowli konstrukcja ta podlega stopniowemu przejściu od fenotypu "hodow­
lanego" do organotypowego, określonego przez zmiany zawartości keratyny, biosyn­
tezę lipidów, organizację morfologiczną i funkcję. Czas przejścia do końcowej, 
funkcjonalnej charakterystyki może być zmieniany przez warunki hodowli [3,11,29].

Jak dotąd główne różnice LSE w stosunku do naturalnej, dojrzałej skóry ludzkiej,
to:

pod względem biochemicznym: obecność pewnych typów keratyn (K6, KI 6) 
związanych ze stadiami hiperproliferacyjnymi nabłonka i keratyny KI 9 występującej 
w preparowanej sztucznie skórze, a nie występującej w naturalnej; wysoka zawartość 
lipidów oraz wyższa zawartość trój glicerydów związana z nienormalnymi przemia­
nami lipidów (jako wynik obecności rozpuszczalnych w lipidach składników surowi­
cy); obecność tenascyny w matriks (w dojrzałej skórze ludzkiej występuje jedynie w 
tkance podskórnej) [11];

pod względem morfologicznym: nieciągła błona podstawna, nie w pełni wykształ­
cona warstwa zrogowaciała;
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Rys. 4. Etapy prowadzące do organotypowej hodowli skóry: 1 -  pierwotna hodowla keratynocy- 
tów; 2 -  pierwotna hodowla fibroblastów; 3 -  kolagen; 4 -  hodowla fibroblastów w kolagenie; 
5 -  przeniesienie komórek nabłonkowych na hodowlę fibroblastów w kolagenie; 6 -  organotypo-

wa hodowla skóry

pod względem funkcjonalnym: większa i gwałtowniejsza przepuszczalność dla 
róż- nych związków (dla niektórych, jak np. testosteron, LSE symuluje mechanizmy 
występuj ące w naturalnej skórze), w tym prawie trzydziestokrotnie wyższa przepusz­
czalność dla wody niż rutynowo obserwowana dla skóry ludzkiej [9,13].

Dane te wskazują, że podczas gdy zachowana jest prawidłowa morfologia i wiele 
składników pojawia się w odpowiednim miejscu i w odpowiedniej ilości, sztuczna 
skóra wciąż nie jest w pełni funkcjonalna. Dalsze modyfikacje środowiska fizyczne­
go, kontrola wilgotności, a także zmiany dotyczące pożywki mogą doprowadzić w 
przyszłości do osiągnięcia pełnej funkcjonalności.

LSE wykazuje bardzo duże podobieństwo do świeżo gojącego się nabłonka i 
cienkich przeszczepów skóry. Sugeruje to, że obserwowane różnice nie są artefaktem, 
lecz są związane z naturalnym procesem regeneracji tkanki [3, 29, 31].

HI.2. Zastosowanie LSE w transplantologii
W próbach klinicznych złożone przeszczepy skóry są atakowane przez bakterie i 

enzymy (główne zagrożenie to kolagenaza), niebezpieczne i trudne do wykrycia są 
także wewnątrzprzeszczepowe infekcje. W rezultacie całkowite przyjęcie ocenia się 
na 50% transplantacji. Dalsze badania idą w kierunku ulepszenia przylegania prze­
szczepu do rany, wrastania fibroblastów i przyczepiania się keratynocytów. Bada się 
także możliwość lokalnego stosowania czynników przeciwbakteryjnych [48].
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Rys. 5. Układ doświadczalny do organotypowej hodowli skóry: 1 -  komórki tłuszczowe w żelu 
kolagenowym; 2 -  fibroblasty w żelu kolagenowym; 3 -  keratynocyty na żelu kolagenowym; 4 -

żel kolagenowy; 5 -  pożywka płynna

IV. WYKORZYSTANIE HODOWLI NASKÓRKA 
I SKÓRY JAKO MODELI DO BADAŃ

Drugą bardzo ważną cechą hodowli komórkowych i organotypowych, także ho­
dowli naskórka i skóry, jest możliwość wykorzystania ich jako modeli do najróżniej- 
szychbadańi testów. Dostarczato nowych wiadomości i wskazówek o fizjologii skóry 
i w konsekwencji prowadzi do dalszego udoskonalania metod hodowli.

IV. 1. Naskórek wyhodowany in vitro

Podjęto badania mające na celu wyjaśnienie, kiedy i jakie czynniki wpływają na 
różnicowanie i uwarstwianie się keratynocytów. Jest to ważne z punktu widzenia 
celu, który zamierza się osiągnąć: czy jak największą wydajność, czy też regularne, 
uwarstwione struktury przeznaczone do przeszczepów. Stwierdzono, że czynnikiem 
limitującym może być wielkość substratu, kiedy kontakt z substratem jest ograniczo­
ny, hamowana jest synteza DNA i stymulowana jest ekspresja inwolukryny (markera 
różnicowania ludzkich keratynocytów) [45,51]. Również wielkość i kształt komórek 
mogą wpływać na proliferację i różnicowanie w warunkach, gdy powierzchnia 
substratu jest ograniczona (na błonie podstawnej lub plastiku), komórki większe mają 
mniejszy obszar powierzchni włączonej w adhezję komórka-substrat niż mniejsze 
komórki [43]. Zmniejszenie proporcji powierzchni błony włączonej w adhezję z 
substratem może prowadzić do zmniejszenia ilości receptorów i wymigrowy wania z 
warstwy podstawnej. Z kolei uwarstwianie hodowli można regulować przez stężenie 
jonów wapniowych [17, 44]. W niskich (0,1 mM) stężeniach wapnia keratynocyty 
formują pojedynczą warstwę, w wyższych (1,2 mM) uwarstwiają się w ciągu 24
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godzin. Wykazano, że jest to związane z reorganizacją składników desmosomalnych 
[46]. Po dodaniu wapnia glikoproteiny i białka złącz komórkowych zaczynają się 
pojawiać na brzegu komórki. Stratyfikacja pojawia się w wyniku załamania się 
desmosomów na powierzchniach lateralnych i odtwarzaniu na powierzchniach kon­
taktu pomiędzy komórkami bazalnymi i suprabazalnymi, a nie przez przeorgani­
zowanie istniejących desmosomów. Badania ilości i rozmieszczenia aktyny i zwią­
zanych z nią białek (gelsolina, winkulina, talina, a-aktynina) wykazały istotne różnice 
w komórkach poszczególnych warstw [21 ]. O statnio poj awiły się również doniesienia
0 możliwości hodowania komórek mieszków włosowych. Dotąd przeszczepy wyho­
dowane in vitro pozbawione były zarówno włosów, jak i gruczołów potowych i 
łojowych. Doświadczenia na myszach pokazały, że udaje się utrzymywać przy życiu
1 namnażać te komórki in vitro, a po wszczepieniu przyjmują się i wyrastają z nich 
normalne włosy [22,25,47].

Hodowle komórek naskórka i skóry można także wykorzystać do badań ważnych 
dla medycyny np. badania kanałów lateralnej dyfuzji w stratum corneum za pomocą 
żółcieni lucyferowej. Barwnik ten znaczy drogi metaboliczne dla ruchu w płasz­
czyźnie błony małych cząstek, w tym również o potencjalnej ważności, jak np. leki 
lub niektóre patogeny [23]. Można także badać mechanizmy adherencji drobnoustro­
jów mogących wywoływać zakażenia skóry i działanie leków na te drobnoustroje, a 
także testować nowe leki.

Prowadzenie kokultur komórek skóry również dostarcza istotnych informacji i 
wskazówek [4, 11, 39, 41]. Rany zamykane substytutami skóry były pierwotnie 
niepigmentowane. Okazuje się, że przez dodanie melanocytów do hodowli komórek 
przeszczepianej skóry osiągnięto normalną pigmentację po zagojeniu. Badania labo­
ratoryjne potwierdziły, że niezróżnicowane keratynocyty kontrolują wzrost, morfolo­
gię i ekspresję antygenów melanocytów podczas kontaktu komórka-komórka (mela­
noma może być w świetle tych badań wynikiem utraty kontaktu melanocytów z 
niezróżnicowanymi keratynocytami) [4, 7,41]. Zaobserwowano również, że keraty­
nocyty wykazują ścisłe uorganizowanie w kontakcie z komórkami tłuszczowymi 
podczas ko kultywacji z preadipocytami [26]. Model naskórka wyhodowanego in vitro 
może być też użyteczny do badania unaczyniania (np. rogówki oka). Opisano do­
świadczenia wskazujące, że formowanie kapilaropodobnych struktur przez komórki 
kapilar nabłonka jest zależne od obecności pozakomórkowej macierzy produkowanej 
przez keratynocyty [27]. Pewien wpływ ma również stopień wilgotności środowiska 
-  w ranach pokrytych adhezy wnym poliuretanem rozwój naczyń zachodził w bardziej 
uporządkowany sposób, a procent całkowitej powierzchni pokrytej przez naczynia 
był większy niż w ranach suchych, pokrytych suchą gazą i eksponowanych na 
powietrze [8].
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IV.2. Skóra wyhodowana in vitro

Odpowiedź biologiczna 2 cm LSE wykazuje liczne podobieństwa do naturalnej 
ludzkiej skóry. Można zatem testować różne czynniki chemiczne mogące powodować 
podrażnienia skóry lub rogówki oka i oceniać ich toksyczność przez badanie zależne­
go od dawki uwalnianiaprozapalnych mediatorów: prostaglandyny E2, prostacykliny, 
interleukiny 1 w porównaniu do znanych "podrażniaczy" jak np. SDS [12]. Można 
sprawdzać przepuszczalność i mechanizmy przezskórnej absorbcji dla różnych zwią­
zków chemicznych: wody, kofeiny, hydrokortyzonu, estradiolu, testosteronu, kwasu 
benzoesowego. Można testować substancje stałe, nierozpuszczalne w wodzie, ciecze, 
emulsje i kremy miejscowo aplikowane na wyeksponowaną na powietrze powierzch­
nię. W większości przypadków organotypowe hodowle skóry są bardziej przepusz­
czalne niż naturalna, dojrzała skóra ludzka [3,13,16,21].

Na tym modelu można porównywać proliferację i różnicowanie prawidłowych i 
nowotworowo zmienionych komórek, np. komórek linii karcinoma A431, a także 
wpływ różnych związków na te procesy [20,30]. B ada się produkty wydzielane przez 
komórki, ekspresję genów w poszczególnych stadiach rozwoju i wiele różnych 
czynników [35, 36]. W niektórych krajach LSE zostały dopuszczone zamiast testów 
wykonywanych dotychczas na zwierzętach, np. w USA do określenia czasu "całko­
witego zniszczenia tkanki", która to cecha decyduje o zaliczeniu substancji żrących 
do określonej grupy zagrożenia podczas transportu (test Corrositex firmy In Vitro 
International) [14].
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WPROWADZANIE CZĄSTECZEK DO KOMÓREK 
W DRODZE ODWRACALNEJ PERFORACJI BŁON

LOADING OF CELLS WITH MACROMOLECULES 
BY REVERSIBLE PERFORATION OF PLASMA MEMBRANE
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Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego, 
Uniwersytet Jagielloński, Kraków

Streszczenie: W artykule przedstawiono możliwości wprowadzania cząsteczek do komórek w 
drodze odwracalnej perforacji błon. Omówiono metody permeabilizacji błon w wyniku działania: 
szoku osmotycznego, wirusów, toksyn, substancji syntetycznych, ATP, mechanicznego uszkadza­
nia błony przez kulki szklane oraz odwracalną internalizację błon przez wywołane siarczanami 
zaokrąglanie się komórek.

Słowa kluczowe: wprowadzanie makrocząsteczek do komórek, perforacja błon, cytometrią 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.

Integralność struktury i funkcji błony komórkowej jest warunkiem homeostazy 
komórkowej i zdolności komórek do regulacji metabolizmu. Wiele często stosowa­
nych testów witalności komórek, takich jak: testy ekskluzji ujemnie naładowanych 
barwników (zieleń lizamino wa lub błękit trypanu względnie bromek ety dyny), a także 
testów związanych z określaniem wyciekania z cytoplazmy enzymów (np. test z 
dwuoctanem fluoresceiny) w rzeczywistości sprowadza się do badania funkcji błon

http://rcin.org.pl



90 W. KOROHODA, Z. MADEJA

komórkowych. Zniszczenie struktury błony na jej względnie dużym obszarze prowa­
dzi do wyciekania z komórek nukleotydó w, enzymów a nawet kwasów nukleinowych. 
Równocześnie zachodzi niekontrolowany napływ do komórki jonów, przede wszyst­
kim wapniowych, co prowadzi do aktywacji kinaz białkowych i enzymów pro­
teolitycznych, a w końcowym wyniku do lizy komórki. Zewnętrzne stężenie jonów 
wapniowych (ok. 2 x 1CT3M) jest zwykle ok. dziesięć tysięcy razy większe niż ich 
stężenie w cytoplazmie (ok. 1CT7M) [3, 20,22].

Komórka zachowując integralność błony plazmatycznej broni się przed zbyt 
wielkimi zmianami w środowisku, mogącymi zakłócić jej funkcje. Obce makro­
cząsteczki, np. białka, wielocukry lub kwasy nukleinowe, jeśli wnikają do cytoplazmy 
w drodze endocytozy, pozostają w endosomach, oddzielone błoną od macierzy 
cytoplazmatycznej. Do macierzy wnikają dopiero produkty degradacji tych makro­
cząsteczek.

W biologii molekularnej, komórkowej i biotechnologii często spotykamy się z 
potrzebą wprowadzenia do macierzy cytoplazmatycznej komórki eukariotycznej czą­
steczek związków, które do niej normalnie nie wnikają. W terapii genowej względnie 
w inżynierii komórkowej zachodzi potrzeba wprowadzenia do cytoplazmy frag­
mentów obcego DNA lub RNA i obcych dla komórki białek, pomijając procesy 
endocytozy. Również w wielu badaniach z zakresu biologii komórki wprowadza się 
do cytoplazmy białka znakowane fluorescencyjnie, fluorescencyjne wskaźniki stę­
żenia jonów (np. wapniowych, magnezowych, potasowych, wodorowych), wzglę­
dnie fluorescencyjnie znakowane sondy dla mRNA określonych białek [8,9,10,14].

Opracowano wiele rozmaitych metod wprowadzania makrocząsteczek oraz barw­
ników do macierzy cytoplazmy, często z pominięciem endocytozy. Do najczęściej 
stosowanych należą:

a) mikroiniekcja za pomocą mikropipet [5,13];
b) elektro- i ontoforeza i elektroporacja błon -  wprowadzanie cząsteczek obda­

rzonych ładunkiem elektrycznym z wykorzystaniem prądu elektrycznego [7,8];
c) wprowadzanie barwników, normalnie nie przenikających przez błony, w formie 

ich acylowych pochodnych; po odszczepieniu łańcuchów acylowych przez wew­
nątrzkomórkowe esterazy barwniki zostają uwięzione w cytoplazmie;

d) wprowadzanie makrocząsteczek w kryształach pirofosforanów; po ich wni­
knięciu do komórki w drodze endocytozy błona endosomu zostaje zniszczona, gdy 
pod wpływem kwaśnego odczynu po połączeniu endosomów z lizosomami zostają 
rozpuszczone pirofosforany wapnia i lokalnie wzrasta stężenie jonów wapniowych, a 
makrocząsteczki wnikają do macierzy cytoplazmy (metoda ta została wykorzystana 
w badaniach onkogenów);

e) pułapkowanie cząsteczek w cieniach erytrocytów lub w liposomachi fuzjowanie 
cieni lub liposomów z komórkami (metody te zostały opisane w arykule M. Michalik 
w tym tomie);

f) odwracalna permeabilizacja i perforacja błon komórkowych.
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Artykuł niniejszy jest poświęcony metodom wymienionym tutaj jako ostatnie, tzn. 
metodom z wiązanym z kontrolowaną podczas doświadczenia perforacją błon komór­
kowych. Metody te są coraz częściej wykorzystywane w rozmaitych badaniach z 
zakresu biologii komórki, genetyki i biotechnologii. Odznaczają się prostotą, wyma­
gają bardzo mało czasu i mogą być stosowane z powodzeniem do wprowadzania 
zarówno barwników i związków o masie od kilkuset do kilku tysięcy Da, jak i 
makrocząsteczek o masie od kilkudziesięciu do kilku tysięcy kDa równocześnie do 
dużej liczby komórek. Ich wadą była trudność określenia ilości substancji wpro­
wadzonej do komórki oraz fakt, że rozmaite komórki tej samej populacji zostają 
obładowane w różnym stopniu badaną substancją. Ograniczenie to w znacznym 
stopniu straciło naznaczeniu w ostatnich kilku latach w wyniku wprowadzenia metod 
obrazowej cytometrii (ang. image cytometry) umożliwiającej określenie ilości sub­
stancji wprowadzonejdo pojedynczych komórek, jeśli badana substancja jest wyzna­
kowana fluorescencyjnie lub ma charakterystyczne maksima absorbcji światła w jego 
widzialnym zakresie.

I. PERMEABILIZACJA BŁON 
W DRODZE SZOKU OSMOTYCZNEGO

Wykorzystywanie szoku osmotycznego do wprowadzania do komórek substancji, 
które normalnie nie przenikają przez błony, należy do najstarszych metod perme- 
abilizacji błon. Już w 1978 r w pracowni Pardee [4] wykazano, że komórki BHK 
21/cl3 można uczynić odwracalnie przepuszczalnymi dla nukleotydów i błękitu 
trypanu przez inkubację w hipertonicznym środowisku, w pożywce Eagle’a MEM 
(minimal essential medium) bez surowicy, zawierającej 4,2 g NaCl w 100 ml płynu 
(pięć razy więcej niż w normalnej pożywce). W tych warunkach po 40-50 min w 37°C 
ok. 95% komórek było zabarwionych błękitem trypanu. W komórkach tych zacho­
wana była synteza DNA i RNA. W obecności hydroksymocznika następowało zaha­
mowanie syntezy DNA, którą można było przywrócić dodając znakowanych trytem 
deoksynukleotydów. Także trifosforan arabinozydu cytozyny nie wnikał do komórek 
w kontrolnych warunkach, natomiast hamował syntezę DNA i zabijał komórki per- 
meabilizowane. Komórki inkubowane w środowisku hipertonicznym po przenie­
sieniu do izotonicznego środowiska uszczelniały swe błony i były zdolne do podjęcia 
wzrostu.

Środowisko hipertoniczne wykorzystywano także do wprowadzania białek do 
komórek BHK 21, mysich fibroblastów i komórek mysiej erytroleukemii. Inkubując 
komórki w hipertonicznym płynie z glicerolem (1,2 M), a następnie w płynie z 
L-lizofosfatydylocholiną (75 pg/ml) można było wprowadzić do komórek peroksy- 
dazę z chrzanu (45 kDa), toksyny dyfterytu (21 kDa) i przeciwciała przeciwko
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antygenom SV 40T. Wcześniejsza inkubacja komórek w hipertonicznym roztworze 
glicerolu wg Nomury i wsp. [19] chroniła komórki przed zniszczeniem podczas 
trwającej 10 minut inkubacji w obecności lizofosfatydylocholiny i wprowadzanych 
do komórek białek. Około 20% komórek tak permeabilizowanych i zabarwionych 
błękitem trypanu okazywało się zdolnymi do podjęcia wzrostu po przeniesieniu do 
warunków kontrolnych.

II. PERFORACJA BŁON PRZEZ WIRUSY, TOKSYNY 
I SUBSTANCJE SYNTETYCZNE

Najczęściej stosowanym wirusem do perforacji błon jest wirus Sendai, wyko­
rzystywany także do fuzjowania komórek. Stosowane są również niektóre para- 
myksowirusy, wirus choroby Newcastle, wirusy grypy. Spośród toksyn często sto­
sowane są toksyny gronkowca złocistego, toksyny z Entamoeba histolytica wywo­
łującej czerwonkę oraz toksyna wytwarzana przez pszczoły -  melittina [1, 11,12,- 
17,18]. Z syntetycznych związków wykorzystuje się poli-L-lizynę, detergenty (np. 
TritonX 100), nystatynę (tę ostatnią tylko do komórek zwierzęcych zawierających w 
błonach związki sterolowe). Wymienione powyżej czynniki używane są zazwyczaj 
do wprowadzania do komórek barwników o masie poniżej 1 kDa w środowisku o 
niskim stężeniu jonów wapniowych (poniżej 10 pM). Przeniesienie komórek do 
płynów zawierających jony wapniowe w stężeniu 0,5-2 mM hamuje perforację błon 
i powoduje ich uszczelnienie [20].

III. PERMEABILIZACJA BŁON PRZEZ POZAKOMÓRKOWY 
ADENOZYNOTRIFOSFORAN (ATP)

Jednym z fizjologicznych czynników umożliwiających permeabilizację błon jest 
pozakomórkowy ATP4- (2 mM) w środowisku zasadowym (pH 8-8,5) w tem­
peraturze 37°C. W tych warunkach do cytoplazmy, np. makrofagów, wnikają fluo­
rescencyjne barwniki, np. żółcień lucyferowa i Fura-2 (831 Da). Dziesięciominutowa 
inkubacja wystarcza do obładowani a komórek wymienionymi barwnikami, a komórki 
te po przeniesieniu do pożywki kontrolnej zachowują pełną żywotność [15,21,26,27]. 
Jak donieśli Sit i wsp. [24,25], pozakomórkowy ATP może wywoływać odwracalne 
zaokrąglanie się ludzkich hepatocytów, czemu towarzyszą zmiany przepuszczalności 
błon plazmatycznych dla elektrolitów. Efekt ATP na kształt komórek okazał się 
zależny od kinazy białkowej C i mógł być hamowany przez staurosporynę.
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IV. ODWRACALNA INTERNALIZACJA BŁON 
PRZEZ WYWOŁANE SIARCZANAMI ZAOKRĄGLANIE SIĘ

KOMÓREK

o _
W obecności jonów S 04 następuje zaokrąglanie się komórek i odrywanie się ich 

od podłoża. Towarzyszy temu wzrost steżenia 1,2-diacyloglicerolu (DAG) i 1,4,5-tri- 
fosforanu inozytolu (IP3), wzrost aktywności kinazy białkowej C (PKC), wzrost pH 
cytoplazmy (alkalizacja) oraz gwałtowna internalizacja błon [2, 23]. Gwałtowna 
endocytoza prowadzi do internalizacji podczas kilku minut dużej ilości fluorescen­
cyjnie znakowanych makromolekuł o masie 2 MDa i większej. Metoda ta, opra­
cowana w latach dziewięćdziesiątych, wciąż jest udoskonalana i prawdopodobnie w 
połączeniu z pułapkowaniem makromolekuł w kryształach pirofosforanu wapnia 
będzie wykorzystywana do wprowadzania do macierzy cytoplazmatycznej dużych 
fragmentów DNA i dużych białek.

V. ODWRACALNA PERFORACJA 
BŁON PRZEZ MECHANICZNE USZKADZANIE

Podczas odrywania komórek od podłoża stałego, szkła lub plastyku zarówno za 
pomocą enzymów (trypsyny, pronazy lub kolagenazy), jak i mechanicznego od­
rywania gumą silikonową (tzw. ang. rubber police-man) z komórek wyciekają jony, 
aminokwasy i nukleotydy [6]. Zjawisko to wykorzystano do wprowadzania do ko­
mórek makromolekuł przez mechaniczne wywoływanie "ran" w błonach plazmaty- 
cznych komórek. McNeil i współpracownicy wykorzystali to zjawisko do wpro­
wadzania makrocząsteczek do komórek podczas ich odrywania od podłoża gumą 
silikonową [16]. Później autorzy ci udoskonalili tę metodę i perforowali komórki nadal 
przyczepione do podłoża stałego wykorzystując kulki szklane, takie jakich używa się 
jako nośników do hodowli komórek prawidłowych w biotechnologii (por. art. J. 
Drukały i J. Sroki w tym tomie). Stosując kulki o średnicy 450 pm można było 
wprowadzać do komórek barwniki fluorescencyjne. Do określenia wydajności perfo­
racji i wielkości porów w błonie wykorzystuje się znakowane fluorescencyjnie de­
kstrany o znanych masach cząsteczkowych. Stosując tę metodykę wykazano, że 
można było obładowywać komórki dekstranem o masie 150 kDa zachowując pełną 
żywotność komórek [16]. Autorzy tego krótkiego przeglądu stosują tę metodę do 
wprowadzania makromolekuł do komórek podczas ćwiczeń ze studentami, wyko­
rzystując przy tym rozmaite komórki rosnące na podłożach stałych. Jak stwier­
dziliśmy, metoda ta pozwala na obładowanie komórek (nawet komórek nabłon­
kowych, do których trudno wprowadzać makromolekuły innymi metodami) aktyną 
znakowaną fluorescencyjnie i rozmaitymi barwnikami nie wnikającymi do komórek
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w warunkach kontrolnych. Wadą tej metody, umożliwiającej szybkie obładowanie 
całych populacji komórek w hodowli badanymi makrocząsteczkami, była trudność 
określenia ilości substancji wprowadzanych do pojedynczych komórek i duże różnice 
w stopniu obładowania między poszczególnymi komórkami. Ograniczenie to stało się 
w ostatnich dwóch latach mało istotne, gdyż techniki obrazowej cytometrii umożli­
wiły równoczesne śledzenie wielu komórek i określanie w każdej z nich ilości 
wprowadzonej substancji względnie ilorazowe określenie badanych substancji fluo­
rescencyjnymi wskaźnikami.

ZAKOŃCZENIE

Wymienione w tym artykule metody prawdopodobnie nigdy nie będą mogły zostać 
zastosowane w terapii in vivo, w przeciwieństwie do metod, w których wykorzystuje 
się fuzję z proteoliposomami do wprowadzania białek i kwasów nukleinowych do 
określonych komórek w organizmie (por. art. M. Michalik w tym tomie). Jednak ze 
względu na prostotę i bardzo dużą wydajność, metody odwracalnej perforacji błon 
mogą okazać się bardzo przydatne w badaniach podstawowych oraz w inżynierii 
komórkowej wykorzystywanej w biotechnologii. Ograniczenia tych metod, które 
spowodowały, że nie były one zbyt często wykorzystywane, tracą w ostatnich kilku 
latach na znaczeniu w wyniku wprowadzania obrazowej cytometrii.
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WPROWADZANIE MAKROCZĄSTECZEK 
DO KOMÓREK PRZEZ FUZJE Z LIPOSOMAMI 

I CIENIAMI ERYTROCYTÓW

INTRODUCTION OF MACROMOLECULES INTO CELLS 
BY ERYTHROCYTE GHOST MEDIATED FUSION 

AND LIPOSOME FUSION

Marta MICHALIK

Zakład Biologii Komórki Instytutu Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego 
Uniwersytetu Jagiellońskiego, Kraków

Streszczenie: Przedstawiono metody wprowadzania makrocząsteczek do komórek, z minimalną 
degradacją tych cząsteczek w procesie endocytozy, przez fuzje komórek z cieniami erytrocytów i 
liposomami. Omówiono metody obładowywania cieni erytrocytów makrocząsteczkami oraz fuzje 
tych cieni z komórkami docelowymi. Opisano różne metody wytwarzania sztucznych pęcherzyków 
fosfolipidowych i pułapkowania w nich aktywnych biologicznie makrocząsteczek, a także metody 
wybiórczego wiązania liposomów z komórkami docelowymi, ich skutecznej fuzji z komórkami 
oraz uwalniania makrocząsteczek do cytoplazmy. Zaprezentowano zastosowanie obu metod wpro­
wadzania makrocząsteczek przez fuzj e do komórek w hodowlach in vitro i in vivo oraz perspektywy 
ich wykorzystania.

Słowa kluczowe: fuzja, cienie erytrocytów, liposomy, wprowadzanie makrocząsteczek.

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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I. WSTĘP

Badania z zakresu biologii molekularnej, biologii komórki i biotechnologii wyma- 
gajączęsto wprowadzaniamakrocząsteczekdo cytoplazmy komórek eukariotycznych 
z minimalną degradacją tych cząsteczek w procesie endocytozy. Dlatego w wielu 
pracowniach podjęto próby opracowania różnych metod skutecznego wprowadzania 
do komórek makrocząsteczek. W poprzedzającym artykule W. Korohoda i Z. Madeja 
przedstawili metody wprowadzania makrocząsteczek wykorzystujące odwracalną 
perforację błon komórkowych. W tym artykule omówione zostaną metody wyko­
rzystujące fuzje komórek z cieniami erytrocytów i liposomami obładowanymi ma­
krocząsteczkami.

II. WPROWADZANIE MAKROCZĄSTECZEK DO KOMÓREK 
PRZEZ FUZJE Z CIENIAMI ERYTROCYTÓW

Metodę tę po raz pierwszy zastosował Furusawa i wsp. [25] do wprowadzenia 
zewnątrzkomórkowych białek (hemoglobiny) do pojedynczych komórek w hodo­
wanej in vitro linii owodniowych fibroblastów ludzkich. Autorzy wykazali, że nie 
mające jąder ani cytoplazmy cienie ludzkich erytrocytów łatwo fuzjująz tibroblastami 
w obecności wirusa Sendai (HVJ). Jak wykazano wcześniej, do cieni erytrocytów 
ssaków można stosunkowo łatwo wprowadzać cząsteczki różnych białek o masie 
cząsteczkowej do 180 kDa [46], co wskazuje, że cienie erytrocytów mogą być 
doskonałym narzędziem do wprowadzania do komórek zewnątrzkomórkowych sub­
stancji [25]. Od końca lat siedemdziesiątych zaczęto metodę tę wykorzystywać w 
wielu pracowniach do wprowadzania rozmaitych makrocząsteczek (białek, wielo- 
cukrów, DNA, RNA) do komórek docelowych zarówno prawidłowych, jak i nowo­
tworowych [7,58, 71,92,108].

Metoda wprowadzania makrocząsteczek do komórek przez fuzje z cieniami ery­
trocytów obejmuje dwa zasadnicze kroki:

1) zamykanie makrocząsteczek we wnętrzu cieni erytrocytów [ang. entrapping -  
pułapko wanie];

2) fuzjo wanie cieni erytrocytów, z zawartymi w ich wnętrzu makrocząsteczkami, 
z komórkami docelowymi (rys. 1).

ILI. Zamykanie makrocząsteczek we wnętrzu cieni erytrocytów
Zamykanie makrocząsteczek w cieniach erytrocytów (pułapkowanie) przepro­

wadza się umieszczając w roztworze hypotonicznym mieszaninę erytrocytów i ma­
krocząsteczek, które mają być wprowadzone do komórek. Zachodzi wówczas he- 
moliza erytrocytów, w błonach erytrocytów tworzą się pory o średnicy 200-500 A,
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Rys. 1. Schemat wprowadzania makrocząsteczek do komórek za pośrednictwem cieni erytrocytów: 
A -  zamykanie makrocząsteczek we wnętrzu cieni erytrocytów; B -  wiązanie cieni erytrocytów z 
komórkami docelowymi, ich fuzja i uwolnienie makrocząsteczek do macierzy cytoplazmatycznej

hemoglobina jest uwalniana z komórek, a do cieni erytrocytów dyfundują makro­
cząsteczki obecne w roztworze. Przeniesienie mieszaniny cieni erytrocytów i ma­
krocząsteczek do roztworu izotonicznego powoduje "zasklepienie" cieni erytrocytów 
z zawartymi w ich wnętrzu makrocząsteczkami [46, 56, 108]. Stężenie makro­
cząsteczek w cieniach erytrocytów jest wprost proporcjonalne do stężenia tych czą­
steczek w roztworze hypotonicznym, przy czym mniejsze cząsteczki są łatwiej pu­
łapko wane niż cząsteczki o większej masie cząsteczkowej. Yamaizumi i wsp. anali­
zując wprowadzanie do cieni ludzkich erytrocytów cząsteczek białek o różnych 
masach cząsteczkowych wykazali, że cząsteczki ludzkiej immunoglobuliny G (IgG 
-  150kDa), albuminy surowicy bydlęcej (B SA -67 kDa) i fragment A toksyny błonicy 
(20 kDa) były pułapko wane do cieni erytrocytów w stężeniu odpowiednio 33, 50 i 
100% stężenia wyjściowego cząsteczek w roztworze [108]. Przy stężeniu zawiesiny
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8xl06 cząsteczek niehistonowego białka jądrowego z grasicy cielęcej (HMG1 -ang. 
high mobility group 1) o masie cząst. 26 kDa, 2xl06 cząsteczek BSA (67 kDa), 8xl05 
IgG (150 kDa) i tylko 105 cząsteczek ferrytyny (450 kDa). Ilość zapułapkowanych 
cząsteczek białek malała wraz ze wzrostem ich masy cząsteczkowej. Białka o masie 
większej niż 500 kDa nie były w ogóle pułapko wane do cieni erytrocytów. Małe 
cząsteczki kwasów nukleinowych: tRNA, mRNA oraz DNA do ok. 400 bp mogły być 
wprowadzane do cieni erytrocytów w ilości 5xl04 cząst./komórkę. Wykazano rów­
nież, że zamykanie białek w cieniach erytrocytów zachodzi z większą wydajnością, 
gdy w roztworze hypotonicznym obecne są kwaśne aminokwasy [108].

Opisana metoda pułapkowania makrocząsteczek do cieni erytrocytów, jakkolwiek 
umożliwi a wprowadzanie do komórek biologicznie aktywnych cząsteczek, jest jednak 
mało wydajna do wprowadzania białek o masie cząsteczkowej powyżej 500 kDa lub 
kwasów nukleinowych powyżej 1 kb. Tak duże cząsteczki można wprowadzać do 
wnętrza błon erytrocytów przez przygotowanie mieszaniny wybranych cząsteczek z 
izolowanymi błonami erytrocytów lub erytrocytami w obecności niejonowego deter­
gentu w stężeniu wyższym niż krytyczne stężenie micelizacji (np. przy zastosowaniu 
oktyloglukozydu -  ponad 26 mM). Następnie mieszaninę tę rozcieńcza się 7-krotnie 
izotonicznym roztworem PBS i odwirowywuje utworzone pęcherzyki błon. W tej 
preparatyce ilość makrocząsteczek zawartych w powstałych pęcherzykach nie jest 
proporcjonalna do stężenia tych cząsteczek w zawiesinie wyjściowej i jest zazwyczaj 
niska, od 3% do 15%. Stosując odpowiednio duże wyjściowe stężenie wprowadza­
nych makrocząsteczek można jednak uzyskać zadowalające ilości zapułapkowanych 
w cieniach erytrocytów cząsteczek białek, wielocukrów lub kwasów nukleinowych 
[108].

II.2. Fuzja cieni erytrocytów z komórkami
Fuzjowanie cieni erytrocytów z komórkami docelowymi wywoływano zazwyczaj 

HVJ (wirusem Sendai) w środowisku o pH 7,0-7,8 [25,56,108]. Wykazano, że aby 
maksymalnie ograniczyć zespalanie komórek docelowych między sobą i uzyskać 
wysoką skuteczność wprowadzania makrocząsteczek z cieni erytocytów do komórek, 
należy tak dobrać stężenie cieni erytrocytów, aby było ono ponad 100 razy większe 
niż komórek docelowych. Stężenie HVJ (wirusa Sendai) powinno wynosić 500-1000 
HAU/ml [56, 108]. W takich warunkach ponad 90% komórek różnego typu ulega 
fuzjowaniu z cieniami erytrocytów. Jedynie leukocyty nie fuzjują z cieniami ery­
trocytów w obecności wirusa Sendai, ale zespalanie tych komórek można wywołać 
glikolem polietylenowym (PEG) lub PEG w połączeniu z poliargininą lub lektyną 
[108]. Glikol polietylenowy najlepiej stosować w stężeniu ponad 25% [42]. Dobrymi 
czynnikami wywołującymi luzje komórek różnych typów z cieniami erytrocytów in 
vitro, okazały się również inne wirusy np. wirus grypy, VSV (Vesicular Stomatitis 
Virus), SFV (Semliki Forest Virus) [116].
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W obecności wirusa Sendai lub glikolu polietylenowego można również fuzjować 
komórki w hodowlach in vitro z pęcherzykami błon erytrocytarnych, w których 
zamknięte są cząsteczki o masach cząsteczkowych powyżej 500 kDa. Pozwala to na 
wprowadzanie "dużych" makrocząsteczek do wybranych komórek, ale wydajność tej 
metody wynosi tylko ok. 10% [52]. Tak niska wydajność fuzji spowodowana jest 
"wypłukaniem" z błon erytrocytów lipidów, podczas traktowania ich niejonowym 
detergentem przy wprowadzaniu makrocząsteczek. Aby zwiększyć częstotliwość 
fuzjowania takich pęcherzyków erytrocytarnych i komórek docelowych Kaneda i 
wsp. przeprowadzili najpierw zespalanie cieni erytrocytów, z zapułapkowanymi 
makrocząsteczkami, z liposomami zawierającymi gangliozydy w swych błonach 
(czynnikiem fuzjującym był HVJ), a następnie z komórkami docelowymi. Uzyskali 
wprowadzenie cząsteczek dużych białek, np. znakowanej fluorescencyjnie IgM 
(FITC-IgM) do rozmaitych komórek docelowych (mysie komórki Ltk- i EAT, cho- 
micze CHO-K1, ludzkie HeLa-S3) i wykazali, że opisaną metodą można wprowadzać 
do komórek cząsteczki DNA do wielkości ok. 15 kbp oraz cząsteczki białek o masie 
cząsteczkowej ponad 500 kDa z wydajnością prawie 100% [52].

DNA było również wprowadzane do komórek z wykorzystaniem cieni erytrocy­
tów przy zastosowaniu innej metody. Zawiesina DNA była mieszana z cieniami 
erytrocytów lub erytrocytami, a następnie mrożona i rozmrażana. Utworzone cienie 
erytrocytów z zawartymi wewnątrz cząsteczkami DNA były następnie fuzjowane z 
komórkami w obecności wirusa HVJ lub PEG [47].

IL3. Zastosowanie fuzji cieni erytrocytów 
do wprowadzania makrocząsteczek do komórek

W drodze fuzji cieni erytrocytów z komórkami docelowymi różne makrocząsteczki 
(najczęściej białka) są wprowadzane do wielu typów komórek. Wprowadzanie do 
komórek odpowiednio znakowanych białek umożliwiło badanie funkcji i lokalizacji 
wielu wewnątrzkomórkowych składników komórki, stabilności białek wewnątrz ko­
mórki oraz wewnątrzkomórkowego mechanizmu transportu niektórych białek. 
Yamaizumi i wsp. wykorzystali tę metodę, aby wykazać wewnątrzkomórkową neu­
tralizację aktywności enzymatycznej fragmentu A toksyny błonicy przez przeciwciało 
przeciwko temu fragmentowi A [108]. Doxsey i wsp. badali funkcje klatryny, wpro­
wadzając do komórek CV-1, w drodze fuzji cieni erytrocytów z tymi komórkami, 
monoklonalne przeciwciała przeciw klatrynie. Wykazali, że białko to w komórkach 
CV-1 jest zaangażowane w procesie endocytozy, zarówno w endocytozie receptoro­
wej jak i endocytozie fazy płynnej [16]. W pracowni T. Uchidy wykorzystywano 
wprowadzanie do komórek za pośrednictwem cieni erytrocytów białek jądrowych, 
takich jak neoplazmina lub niehistonowe chromosomowe białko z wątroby szczura 
względnie HMG1 z grasicy cielęcej do badania mechanizmu transportu tych białek. 
Wykazano, że wprowadzona do cytoplazmy komórek ssaków w hodowli in vitro
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jądrowa neoplazmina z oocytów ropuchy afrykańskiej Xenopus leavis jest aktywnie 
transportowana do jąder tych komórek [107].

Najważniejsze zalety przedstawionej metody wprowadzania makrocząsteczek do 
komórek poprzez fuzje z cieniami erytrocytów to prosta metodyka nie wymagająca 
skomplikowanej aparatury, możliwość równoczesnego wprowadzania makrocząs­
teczek do wielu rodzajów komórek in vitro oraz łatwość ilościowych badań i stan­
daryzacji jednostko wych porcji wprowadzanych makrocząsteczek.

III. WPROWADZANIE MAKROCZĄSTECZEK 
DO KOMÓREK PRZEZ FUZJE Z LIPOSOMAMI

Druga metoda, która umożliwia wprowadzanie makrocząsteczek do komórek za 
pośrednictwem fuzji, wykorzystuje sztuczne pęcherzyki fosfolipidowe, tzw. lipo- 
somy. Chociaż liposomy, zarówno jedno (ang. small unilamellar vesicles -  SUV), jak 
i wielowarstwowe (ang. multilamellar vesicles -  MLV), od dawna były wyko­
rzystywane do badań struktury i funkcji błon plazmatycznych [73], nie umiano ich 
skutecznie wykorzystywać do pułapkowania makrocząsteczek. Dopiero wprowa­
dzenie z końcem łat siedemdziesiątych metod wytwarzania dużych liposomów ( ang. 
large unilamellar vesicles -  LUV) o średnicy 0,2-4,0 pm, w których hydrofitowe 
wnętrze otoczone jest jedną błoną lipidową, dało możliwość wykorzystania ich do 
wprowadzania do komórek makrocząsteczek w biologicznie aktywnej formie, za­
równo do komórek w hodowlach in vitro, jak i in vivo [14, 22, 23,41, 69, 80].

Metoda wprowadzania do komórek makrocząsteczek za pośrednictwem lipo­
somów wymaga:

1) skutecznego wprowadzenia makrocząsteczek (genów) do liposomów, tzw. 
pułapkowania makrocząsteczek, bez utraty ich aktywności biologicznej [ang. 
encapsulation],

2) wybiórczego związania liposomów z komórkami docelowymi,
3) zachodzącej z wysoką wydajnością fuzji liposomów z komórkami docelowymi 

i uwolnienia wprowadzanych makrocząsteczek do cytoplazmy komórki docelowej, 
a gdy wprowadzanymi makrocząsteczkami są geny:

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

III. 1. Wprowadzanie makrocząsteczek do liposomów -  pułapkowanie

Opracowano kilka odmiennych metod wytwarzania liposomów i pułapkowania 
w nich makrocząsteczek, przede wszystkim genów, które mają być przenoszone do 
komórek:

a) metoda dializy detergentu,
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b) metoda odparowywania odwróconej fazy [ang. reverse phase evaporation -  
REV],

c) metoda chelatowania Ca+ -EDTA.

DLI.a. Metoda dializy detergentu

Jedna z wcześniej opracowanych metod pułapkowania makrocząsteczek do lipo- 
somów oparta była na mieszaniu fosfolipidów rozpuszczonych w buforze zawie­
rającym detergent z zawiesiną makrocząsteczek, które miały być pułapkowane. Gdy 
stężenie użytego detergentu było niższe od krytycznego stężenia micelizacji, nastę­
powało spontaniczne formowanie pęcherzyków fosfolipidowych zawierających we­
wnątrz fazy wodnej zapułapkowane cząsteczki np. DNA lub białka [41]. Z zawiesiny 
liposomów usuwano detergent przez dializę. Łatwym do oddializowania i dlatego 
powszechnie używanym detergentem był b-D-oktyloglukopiranozyd (OG). Dopiero 
wprowadzenie wymienników (SM-2 Biobeads) o wysokim powinowactwie do czą­
steczek hydrofobowych umożliwiło stosowanie niejonowych, źle się dializujących, 
ale bardzo skutecznych detergentów, takichjak TritonX-100 czy NonidetP-40 [37]. 
Zastosowanie tych detergentów i usuwanie ich przez adsorpcję na nośnikach znacznie 
podniosło wydajność tworzenia liposomów obładowanych związanymi makroczą­
steczkami [66].

Ill.l.b. Metoda chelatowania Ca2+-EDTA

Inną metodę pułapkowania makrocząsteczek opracował Papahadjopoulos i wsp. 
[82]. Autorzy ci zawiesinę cząsteczek fosfatydyloseryny (ujemnie naładowanych 
fosfolipidów) w wodnym roztworze NaCl poddawali działaniu ultradźwięków. Pow­
stawały wówczas kuliste, małe pęcherzyki fosfolipidowe, o średnicy 200-500 A. Po 
dodaniu jonów Ca2+ (w stężeniu 10 mM), w wyniku interakcji ujemnie naładowanych 
fosfolipidów z jonami Ca2+ tworzyły się owalne pęcherzyki z hydrofilowym wnę­
trzem otoczone jedną dwuwarstwową błoną lipidową, które ulegały agregacji i fuzji 
tworząc ze sferycznych pęcherzyków duże (200-1000 nm), wielowarstwowe struktu­
ry o cylindrycznym kształcie. Struktury te ulegały stopniowo zwijaniu w ślimakowate 
cylindry lipidowe. Dodanie stężonego roztworu EDTA (150 mM) do tych preparatów 
powodowało wytworzenie dużych, jednowarstwowych, zamkniętych liposomów 
(LUV), o średnicy 0,2-4,0 |im. Dodanie zawiesiny makrocząsteczek (DNA, RNA) 
do roztworu, w którym znajdowały się ślimakowate cylindry lipidowe pozwalało na 
wbudowywanie tych makrocząsteczek do wnętrza LUV [82]. Takie liposomy z 
zapułapkowanymi cząsteczkami DNA lub RNA wykazywały większą stabilność niż 
inne typy liposomów. Stabilność liposomów fosfatydyloserynowych można było 
jeszcze zwiększyć przez wprowadzenie do błon tych liposomów cholesterolu [22,23]. 
Opisana metoda umożliwiła pułapkowanie cząsteczek DNA czy RNA bez utraty ich 
aktywności biologicznej, ale niestety wydajność jej wynosiła 1-10% [65, 83, 117]. 
Gould-Fogerite i Mannino wprowadzili modyfikację tej metody [30]. Badacze ci
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Rys. 2. Schemat wprowadzania makrocząsteczek do komórek za pośrednictwem liposomów: A -  
wytwarzanie liposomów i pułapkowanie makrocząsteczek; B -  wiązanie liposomów z komórka­
mi docelowymi; C -  fuzja liposomów z komórkami docelowymi i uwolnienie wprowadzanych 
makrocząsteczek do macierzy cytoplazmatycznej; D -  skuteczna ekspresja wprowadzonego genu

precypitat wapniowo-fosfolipidowy i materiał, który miał być wprowadzany do 
utworzonych liposomów (DNA), umieszczali w woreczkach dializacyjnych, które 
roto wały przez 24 godziny wewnątrz pojemnika wypełnionego buforem z EDTA (10 
mM). Stałe mieszanie zawiesiny i swobodny dostęp EDTA do mieszaniny dializowa­
nej metodą rotacyjną pozwoliły na podniesienie wydajności pułapkowania makro­
cząsteczek do liposomów do ok. 40% [30].

DI.l.c. Metoda odparowywania odwróconej fazy

Inną metodę przygotowania liposomów i pułapkowania w nich makrocząsteczek 
opracowali Szoka i wsp. [102]. Autorzy ci mieszaninę fosfolipidów rozpuszczonych 
w dużej objętości niepolarnego rozpuszczalnika organicznego (np. isopropyloeter, 
dietyloeter) i zawiesiny makrocząsteczek (DNA) poddawali działaniu ultradźwięków. 
Następnie rozpuszczalnik organiczny usuwali przez odparowywanie w obrotowym
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wyparniku, przy obniżonym ciśnieniu (700-750 mm Hg), w temperaturze 37°C. W 
tych warunkach powstawały duże, o średnicy 100-500 nm, jedno lub kilkuwarstwowe 
liposomy z zawartymi w nich cząsteczkami DNA. Zaletą opisanej metody jest moż­
liwość wytwarzania liposomów z mieszaniny różnych fosfolipidów, a nie tylko 
fosfolipidów o ujemnym ładunku, oraz stosunkowo wysoka wydajność pułapkowania 
makrocząsteczek, która wynosiła 40-50% [24,52,102].

m .2 . Wiązanie liposomów z komórkami docelowymi

Dmgi etap wprowadzania makrocząsteczek do komórek przez fuzje komórek z 
liposomami polega na wiązaniu liposomów zawierających biologicznie aktywne 
makrocząsteczki z komórkami docelowymi. Badania prowadzone na różnych ko­
mórkach w hodowlach in vitro wykazały, że liposomy zbudowane wyłącznie z 
lipidów mogą łączyć się z błonami plazmatycznymi komórek docelowych dzięki 
interakcji fosfolipidów obu rodzajów błon. Wiązanie to jednak zachodzi z bardzo 
niską wydajnością. Ponadto liposomy wiążą się ze wszystkimi dostępnymi komór­
kami, nie odróżniając właściwych komórek docelowych [41, 66]. Liposomy wpro­
wadzane in vivo poprzez iniekcję do organizmu są szybko usuwane z krwioobiegu 
przez makrofagi systemu retikuloendotelialnego (RES), co uniemożliwia skuteczne 
wprowadzanie zapułapkowanych makrocząsteczek do określonego typu komórek w 
tkance [21,41]. Dlatego w wielu pracowniach podjęto próby zwiększenia specyficz­
ności wiązania liposomów z błonami komórek docelowych przez:

a) zmiany składu błon liposomów,
b) wprowadzanie do błon liposomów cząsteczek, które specyficznie wiążą się z 

receptorami błon komórek docelowych,
c) wytwarzanie proteoliposomów (wirosomów).

III.2.a. Zmiany składu błon liposomów

Wiązanie liposomów z błonami komórek docelowych można modyfikować po­
przez zmiany składu fosfolipidowego błon liposomów. Wytwarzanie liposomów z 
fosfolipidów o ładunku dodatnim zwiększa wiązanie tych liposomów z anionową 
powierzchnią błon większości komórek [78]. Jakkolwiek nie wpływa to na spe­
cyficzność wiązania liposom -  komórka docelowa, poprawia skuteczność wiązania 
liposomów z komórkami w hodowlach in vitro [18, 57, 64, 120]. Zwiększenie 
docelowości wprowadzania makrocząsteczek zawartych w liposomach można uzy­
skać przez wprowadzanie do błonliposomów specyficznychlipidów, które wybiórczo 
wiążą się z receptorami na błonach komórek. Na przykład hepatocyty i limfocyty 
śledzionowe mogą łatwo wiązać liposomy mające w dwuwarstwie lipidowej cząs­
teczki laktozyloceramidu [31].
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n.2.b. Wprowadzanie do błon liposomów cząsteczek, które specyficznie wiążą się 
z receptorami błon komórek docelowych

Zwiększenie specyficzności wiązania liposomów z komórkami docelowymi moż­
na uzyskać przez wprowadzenie do błon liposomów odpowiednich przeciwciał mono- 
lub poliklonalnych [63,91,99,110] lub białkowych ligandów dla powierzchniowych 
receptorów błon komórek docelowych [29,32,43,50]. Przeciwciała (lub inne białka) 
mogą być wprowadzane do błon liposomów albo przez wiązanie ich na powierzchni 
błon już utworzonych liposomów [32], albo przez wbudowanie do błon liposomów 
podczas ich wytwarzania i pułapkowania makrocząsteczek [38].

Dla zwiększenia specyficzności wiązania liposomów z komórkami docelowymi 
stosowano także cząsteczki węglowodanów, które dołączano do dwuwarstwy lipi­
dowej liposomów w postaci glikolipidów lub glikosfingolipidów [31, 75, 113]. 
Wykazano również, że wbudowanie glikolipidów lub polietyleno-glikolowych po­
chodnych fosfolipidów do błon liposomów powoduje in vivo znaczne zmniejszenie 
wyłapywania tych liposomów przez komórki systemu retikuloendotelialnego [1,40] 
i zwiększa wiązanie liposomów z komórkami docelowymi (np. nowotworowymi) w 
organizmie [86,118].

Wiązanie liposomów do określonego typu komórek docelowych można zwiększyć 
przez wprowadzenie do błon liposomów specyficznych ligandów, dla których recep­
tory znajdują się na błonach komórek docelowych [15, 76]. Stavridis i in. użyli 
transferyny króliczej, aby zwiększyć specyficzność przenoszenia przez liposomy 
cząsteczek DNA do prekursora wych komórek erytroidalnych, które na błonie komór­
kowej mają receptory dla transferyny. Cząsteczki transferyny wiązano z błonami 
liposomów za pomocą DMSI (dimetylosuberimidu) przez wiązanie grup aminowych 
stearyloaminy z błon liposomów z grupami karboksylowymi transferyny [97]. Wpro­
wadzenie specyficznych ligandów do błon liposomów wymaga czasem uprzedniej 
modyfikacji tych ligandów. Torchilin i wsp., aby wprowadzić do błon liposomów 
hydrofilową cząsteczkę a-chymotrypsyny, zwiększali hydrofobowość tego białka 
przez acylację grup aminowych. Takie zmodyfikowane białko po związaniu z błoną 
liposomów zachowywało swą aktywność enzymatyczną [76,106].

III.2.C. Wytwarzanie proteoliposomów (wirosomów)

Znaczne zwiększenie specyficzności wiązania liposomów z komórkami doce­
lowymi osiągnięto, gdy czysto lipidowe liposomy zastąpiono proteoliposomami [11, 
41, 66, 108]. Białka izolowane z osłonek wirusów, zwykle glikoproteiny wirusów 
otoczkowych (wirusa Sendai lub wirusa grypy), które wykazują wysoką aktywność 
wiązania z błonami komórek zwierzęcych, wprowadzano do błon liposomów, zakot­
wiczaj ąc transmembrano we fragmenty cząsteczek o konformacji a-helisy tych białek 
w hydrofobowym obszarze dwuwarstwy lipidowej liposomów. Wirusowe białka 
można wbudowywać do błon liposomów podczas ich wytwarzania metodą dializy 
detergentu, REV albo chelatowania Ca2+-EDTA. Otrzymane proteoliposomy (nazy-
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wane zwykle wirosomami) nie tylko zwiększają specyficzność wiązania liposomów 
z komórkami docelowymi, ale znacznie zwiększają skuteczność przenoszenia zapu- 
łapkowanych makrocząsteczek do komórek, gdyż związane z liposomami wirusowe 
glikoproteiny odgrywają istotną rolę jako czynnik fuzjujący między błonami lipo­
somów i komórek docelowych. Na przykład wirosomy (syntetyzowane metodą dia­
lizy detergentu z mieszaniny fosfolipidów, cholesterolu, glikoprotein osłonki wirusa 
HVJ) zawierające wewnątrz fragment A toksyny błonicy łatwo fuzjowały z ko­
mórkami docelowymi wprowadzając makrocząsteczkę błonicy do komórek i wy­
wołując śmierć ponad 98% komórek w hodowli in vitro. Natomiast syntetyzowane tą 
samą metodą czysto lipidowe liposomy wprowadzały fragment A toksyny błonicy i 
wywoływały śmierć zaledwie w 20% populacji komórek, przy użyciu 10-krotnie 
wyższego stężenia wprowadzanych makrocząsteczek [109].

III.3. Fuzja liposomów z komórkami docelowymi 
i wprowadzanie makrocząsteczek do komórek docelowych

Związanie liposomów z błonami komórek docelowych nie zapewnia jeszcze sku­
tecznego wprowadzania do komórek, transportowanych przez liposomy makroczą­
steczek. Większość małych liposomów (SUV) zaadsorbowanych na błonach komór­
ko wych jest endocyto wana przez komórki, ulega fuzji z lizosomami i degradacji przez 
enzymy lizosomowe. Duże liposomy (LUV) związane z błonami komórek docelo­
wych nie są zwykle endocytowane przez te komórki, natomiast spontaniczne fuzje 
tych liposomów z komórkami zachodzą bardzo rzadko. Dlatego w wielu pracowniach 
podjęto próby opracowania metod wydajnego fuzjowania i skutecznego uwalniania 
makrocząsteczek do cytoplazmy komórek docelowych. Do stosowanych metod nale­
żą:

a) wykorzystanie związków lizosomotropowych,
b) stosowanie destabilizujących się liposomów,
c) stosowanie kompleksów kationowo-lipidowych,
d) wprowadzanie skutecznych czynników fuzjujących.

m.3. a. Wykorzystanie związków lizosomotropowych

Małe liposomy zazwyczaj są endocytowane przez komórki, do których zostały 
związane. Aby przeciwdziałać trawieniu przez enzymy lizosomowe wprowadzonych 
do komórek makrocząsteczek, stosowano preinkubację komórek docelowych ze 
związkami lizosomotropowymi (np. chlorochina-chloroquine), które hamują aktyw­
ność enzymów lizosomowych, zwiększając w ten sposób efektywność fuzji [22,34].

III.3.b. Stosowanie destabilizujących się liposomów

Zwiększenie skuteczności wprowadzania do komórek zapułapkowanych w lipo- 
somach cząsteczek można uzyskać przez wytwarzanie liposomów, które zmieniają
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swą stabilność wraz ze zmianą temperatury (liposomy temperaturo-wrażliwe) lub pH 
środowiska (liposomy pH-wrażliwe) względnie w obecności specyficznych enzymów 
[40, 41, 81, 120]. Destabilizujące się w zetknięciu z komórką docelową liposomy 
powodują uwolnienie zawartych w nich cząsteczek do środowiska bezpośrednio 
otaczającego komórkę, umożliwiając uwolnionej substancji oddziaływanie z błoną 
komórkową lub wnikanie do komórki docelowej. Liposomy temperaturo-wrażliwe 
wykorzystywane są do przenoszenia do określonych komórek in vivo różnych drob- 
nocząsteczkowych leków, przede wszystkim leków antynowotworowych [44,45,81, 
105], nie nadają się jednak do wprowadzania do komórek makrocząsteczek. Do 
przenoszenia makrocząsteczek do komórek docelowych wykorzystuje się natomiast 
pH-wrażliwe liposomy, które ulegają destabilizacji przy obniżeniu pH. Takie lipo­
somy wytwarzane są zwykle z cząsteczek fosfatydyloetanoloaminy i palmitylo- 
homocysteiny, kwasu oleinowego lub diacylobursztynyloglicerolu jako małe jed­
nowarstwowe pęcherzyki (SUV), które spontanicznie luzjują z innymi lipidami w 
niskim pH. Małe pH-wrażliwe liposomy z zapułapkowanymi makrocząsteczkami po 
związaniu z błoną komórki docelowej są endocytowane i w kwaśnym pH endosomu 
uwalniają makrocząsteczki do cytoplazmy komórki. Wykorzystywane były do wpro­
wadzania wielu leków, DNA, RNA, kalceiny, FITC dekstranu do różnych komórek 
in vitro i in vivo [9, 59, 61, 67,114].

III.3.C. Stosowanie kompleksów kationowo-lipidowych

Do zwiększenia wydajności wprowadzania do komórek cząsteczek DNA zapu- 
łapkowanych w liposomach stosowano różne syntetyczne lipidy kationowe, takie jak 
lipofektyna (DOTMA) lub lipopoliamina [19, 60] oraz kationowe detergenty (np. 
czwartorzędowy detergent amonowy) [87]. Najczęściej używana 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). Związki te wprowadzone do błon liposomów (SUV) spontanicznie kom- 
pleksują z zawartymi w liposomach cząsteczkami DNA. Wykazano, że kompleksy 
lipofektyna-DNA mają wysokie powinowactwo do komórek i mogą wywoływać 
kierunkowe fuzje z błonami komórek w hodowlach, zwiększając uwalnianie DNA do 
komórek oraz jego ekspresję [5, 19]. Mechanizm wprowadzania zewnątrzkomór- 
kowego DNA do komórek docelowych za pomocą kompleksów kationowo-lipi­
dowych jest nieznany. Wiadomo, że zastosowanie lipofektyny powoduje wielokrotny 
(nawet stukrotny) wzrost efektywności wprowadzania DNA do komórek w po­
równaniu z innymi metodami [18,19].

III.3.d. Wprowadzanie skutecznych czynników fuzjującycli

Duże liposomy związane z błonami komórek docelowych zwykle nie są en­
docytowane przez te komórki, a spontaniczne fuzje tych liposomów z komórkami 
zachodzą bardzo rzadko. Stąd konieczność wprowadzania czynnika fuzjującego.
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Najlepszymi czynnikami fuzjującymi okazały się wirusy otoczkowe (enveloped viru­
ses), które mogą ulegać fuzji z błonami komórkowymi w dwojaki sposób. Wirusy, 
takie jak SFV [34, 116], VSV [116], wirus grypy [17, 79], po związaniu z po­
wierzchnią komórki są endocytowane i w kwaśnym środowisku pęcherzyka endo- 
cytotycznego otoczka wirusowa fuzjuje z błoną pęcherzyka. W przeciwieństwie do 
tych wirusów paramyksowirusy, takie jak HVJ (wirus Sendai), wiążą się z powierz­
chnią komórki, a następnie fuzjują z błoną plazmatyczną komórki w obojętnym lub 
lekko zasadowym środowisku [104]. Za fuzje otoczki wirusa z błoną komórkową 
odpowiedzialne są "sterczące" glikoproteiny otoczki (ang. spike glycoproteins). 
Wprowadzenie tych białek do błon liposomów (stosowanie wirosomów) lub łączenie 
się wirusów otoczkowych z lipidowymi liposomami umożliwia fuzję liposomów z 
błonami komórek docelowych i wprowadzenie makrocząsteczek do cytoplazmy 
komórek. Jednym z białek o dobrze poznanej strukturze, które pośredniczy w fuzji 
błon, jest hemaglutynina wirusa grypy (HA) [115]. Białko to jest trimerem złożonym 
z trzech identycznych podjednostek, z których każda zawiera peptyd fuzjujący 
mający wiele hydrofobowych aminokwasów. W każdym monomerze można wy­
różnić globularną główkę i fibrylarny trzonek. W obojętnym pH peptyd fuzjujący w 
każdym monomerze zlokalizowany jest w fibrylarnym trzonku w odległości ok. 30 A 
od miejsca zakotwiczenia białka do otoczki wirusa. Miejsce wiązania receptorowego 
białka z błoną komórki znajduje się w każdym monomerze w globularnej główce, ok. 
100 A od peptydu fuzjującego. Po związaniu HA wbudowanej do błony liposomu z 
receptorem na błonie komórki docelowej następuje zmiana struktury tego białka. 
Peptydy fuzjujące zostają odsłonięte i przesunięte w stronę domeny głowowej, a 
równocześnie następuje oddysocjowanie od siebie połączonych dotąd globularnych 
główek. Następnie zachodzi agregacj a kilku trimeró w HA i wytworzenie między nimi 
otworu fuzjującego (ang .fusion pore). Zaproponowano dwa modele otworów fuzju­
jący ch. W pierwszym z nich trimery kilku cząsteczek HA otaczających utworzony 
otwór ustawione są pionowo między błoną liposomu a błoną komórki docelowej. 
Peptydy fuzjujące wyścielają wnętrze otworu fuzjującego i wspomagają mieszanie 
lipidów obu błon [17, 115]. Drugi zaproponowany model zakłada, że uczestniczące 
w tworzeniu otworu cząsteczki HA nie są prostopadłe do błon, ale przechylone, a 
peptydy fuzjujące łączą się zarówno zbłonąliposomu, jaki błonąkomórki docelowej, 
umożliwiając fuzję obu błon [98, 115]. Po fuzji błony liposomu z błoną komórki 
docelowej zawartość liposomów zostaje uwolniona do cytoplazmy komórki.

III.4. W ykorzystanie metody wprowadzania makrocząsteczek 
przez fuzje z liposomami

Jak wykazano w wielu pracowniach, metoda fuzji liposomów z komórkami 
umożliwia wprowadzanie aktywnych biologicznie makrocząsteczek do rozmaitych 
komórek zwierzęcych w hodowlach in vitro [5,49, 59, 100], do protoplastów roślin 
wyższych i grzybów [8, 23, 74]. Jest ona obecnie szeroko stosowana do badań nad
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wewnątrzkomórkową aktywnością różnych makrocząsteczek: białek, wielocukrów, 
DNA, RNA [11, 36, 50, 93], do wprowadzania do rozmaitych komórek różnych 
enzymów, wirusów, czynników transkrypcyjnychlub elektorów allosterycznych [53, 
55, 67, 69]. Najczęściej wykorzystywana jest do wprowadzania określonych genów 
do komórek docelowych i badania ekspresji wprowadzanych genów [18,72,85,101, 
103, 120]. Daje też możliwość równoczesnego wprowadzania do tych samych ko­
mórek docelowych cząsteczek białek i DNA [51, 53, 104]. Najważniejszą zaletą 
przedstawionej metody jest możliwość wprowadzania określonych makrocząsteczek 
do wybranych komórek docelowych in vivo [12,39, 51, 75,114]. Kilka przykładów 
skutecznego wprowadzania zewnątrzkomórkowych genów do określonych komórek 
in vivo poprzez fuzje tych komórek z liposomami obładowanymi cząsteczkami DNA 
przedstawiono w tabeli 1. Wyniki przedstawionych w tabeli prac oraz innych prac z 
ostatnich lat wskazują na możliwość wprowadzania zewnątrzkomórkowych genów 
do komórek in vivo i skutecznej ich ekspresji w tych komórkach, co daje szansę na 
zastosowanie liposomów do terapii genowej [101,104].

Ostatnio wykazano, że liposomy umożliwiają wprowadzanie do komórek nowo­
tworowych chemoterapeutyków (cy to statyków) o działaniu przeciwnowotworowym 
[28, 55, 90, 94,111,112,121]. W wielu pracowniach za pomocą fuzji z liposomami 
wprowadzano do rozmaitych komórek in vitro oraz do różnych tkanek zwierzęcych 
in vivo antybiotyki (bleomycyna, daunorubicyna, doksorubicyna, mitomycyna) [4,6, 
20, 26, 84], antymetabolity (cytarabina, fluoropirymidyna, merkaptopuryna) [2, 10, 
13, 33, 95], związki alkilujące (cisplatyna, chlormetina) [44, 54, 77], produkty 
pochodzenia roślinnego (winblastyna, paclitaxel) [70, 89,118] oraz białka: asparagi- 
naza [68], interferon [48,119], interleukina-2 [3,62] uzyskując bardzo dobre rezultaty 
w specyficzności przenoszenia danych związków i skuteczności ich działania na 
określone komórki. Badania te wskazują na użyteczność liposomów jako przenośni­
ków chemoterapeutyków do ludzkich tkanek nowotworowych in vivo. Metoda wpro­
wadzania cząsteczek do komórek za pośrednictwem liposomów jest już sprawdzana 
w próbach klinicznych leczenia pacjentów z chorobą nowotworową [27, 55, 88].
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HODOWLE ZWIERZĘCYCH KOMÓREK 
NOWOTWOROWYCH JAKO ŹRÓDŁO 

PEPTYDOWYCH CZYNNIKÓW WZROSTOWYCH

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

Andrzej KLEIN, Dobromiła CHĘCIÓWNA

Zakład Biochemii Zwierząt, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet
Jagielloński

Streszczenie: Peptydowe czynniki wzrostowe, rodzina hormonów plejotropowych regulujących 
wzrost i różnicowanie komórek ssaków, są obecnie jednym z najbardziej poszukiwanych produ­
któw biotechnologicznych. Uzyskiwane są najczęściej w drodze rekombinacji genów do komórek 
bakterii lub drożdży. Jednak nie wszystkie otrzymane tą metodą czynniki mogą być wykorzystane 
w praktyce, przede wszystkim ze względu na ich nieprawidłową obróbkę potranslacyjną. Alterna­
tywą jest synteza rekombinowanych czynników wzrostowych przez komórki prawidłowe ssaków 
lub autokrynna produkcja tych peptydów przez zwierzęce lub ludzkie komórki nowotworowe.

Słowa kluczowe: biotechnologia czynników wzrostowych, komórki 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 liczną grupę poli- 
peptydów inicjujących w komórkach docelowych swoistą odpowiedź hipertroficzną 
lub hiperplastyczną [1]. Grupa ta obejmuje dzisiaj ponad trzydzieści różnych związ-
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ków, całkowicie scharakteryzowanych chemicznie. Ze względu na podobieństwo 
strukturalne lub funkcjonalne wyróżnia się wiele rodzin czynników wzrostowych 
(tab. 1). Chociaż trudno podać precyzyjną i spójną wewnętrznie definicję dla tak 
licznej i niejednorodnej strukturalnie grupy związków, wyróżnić można przynajmniej 
trzy wspólne cechy charakterystyczne:

• plejotropowy (wielokierunkowy) efekt działania,
• konserwatywną ewolucyjnie strukturę,
• określoną sekwencję działania w warunkach fizjologicznych.
Każdy z czynników inicjuje zróżnicowaną, zależną od tkanki docelowej odpowiedź 

komórkową. TGFp na przykład jest stymulatorem wzrostu komórek mezenchymal- 
nych, inhibitorem wzrostu większości komórek epitelialnych, stymulatorem różnico­
wania epitelialnych komórek oskrzeli, a inhibitorem różnicowania adipocytów i 
miocytów [2,3]. Jedną z istotnych cech charakterystycznych dlapeptydowych czyn­
ników wzrostowych jest ich niezwykle konserwatywna ewolucyjnie struktura pier- 
wszorzędowa.

Przykładowo, różnice w sekwencji aminokwasowej IGF I dotychczas poznanych 
przedstawicieli ssaków nie przekraczają 6%, a struktura IGF I człowieka, krowy, świni 
i świnki morskiej jest identyczna [4]. Poznano wiele przykładów współdziałania 
czynników wzrostowych w fizjologicznej kontroli wzrostu i różnicowania komórek, 
ale chyba najlepszym jest udział czynników hematopoetycznych i interleukin w 
procesie dojrzewania komórek krwi [5]. Podstawowe wiadomości o czynnikach 
wzrostowych zostały opisane w monografii "Peptydowe czynniki wzrostowe" [6].

Odkrycie czynników wzrostowych i rozwój biochemii tej grupy związków są 
nierozerwalnie związane z ciągłym doskonaleniem technik hodowli komórek zwie­
rzęcych i ludzkich. Historia hodowli komórek zwierzęcych in vitro liczy już ponad 
100 lat. Opanowanie hodowli ustalonych linii komórkowych (1952), opracowanie 
pierwszych syntetycznych pożywek hodowlanych (1955), udane eksperymenty z 
hodowlą w płynach bezsurowiczych (1965) umożliwiły zastosowanie hodowli tych 
komórek w procesach biotechnologicznych. Opracowanie wydajnych metod hodowli 
oraz postęp w dziedzinie konstrukcji bioreaktorów znacznie ułatwiły ich wykorzysta­
nie do produkcji wielu aktywnych biologicznie białek na skalę laboratoryjną i prze­
mysłową [7,8]. Inspiracją dla ciągłego doskonalenia tej dziedziny biotechnologii jest 
ogromne zapotrzebowanie na szczepionki antywirusowe, przeciwciała, enzymy, hor­
mony czy czynniki wzrostowe dla celów: badawczych, diagnostycznych i terapeuty­
cznych.

Dobrym przykładem jest popyt na czynniki wzrostowe stosowane w terapii trudno 
goj ących się ran i o wrzodzeń, głównie w przypadku takich chorób, j ak: reumatoidalne 
zapalenie stawów, cukrzyca lub niedokrwienie. Analizy demograficzne wskazują, że 
stale rośnie populacja ludzi starych, szczególnie narażonych na chroniczne zaburzenia 
procesu gojenia ran. Częstotliwość o wrzodzeń kończyn, jako wynik niewydolności 
krążenia, wzrasta, a wraz z nią wydłuża się czas pobytu w szpitalu. Wynikłe stąd
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TABELA 1. Peptydowe czynniki wzrostowe

Nazwa w języku polskim Stosowany skrót

Czynnik wzrostu nerwu NGF
Epidermalny czynnik wzrostowy/transformujący czynnik wzrostowy typu a EGF/TGFa
Płytkowe czynniki wzrostowe (AA, AB, BB) PDGFs
Insulino-podobne czynniki wzrostowe IGFs
Fibroblastyczne czynniki wzrostowe FGFs
Czynnik wzrostu hepatocytów HGF
Transformujące czynniki wzrostowe typu P TGFps
Czynnik wzrostowy komórek macierzystych SCF
Czynniki stymulujące 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 szacowało na ponad 400 milionów, a w 1995 r. na ponad miliard 
dolarów [9]. Nic więc dziwnego, że obecnie działa ponad 100 producentów czynników 
wzrostowych, z czego 1/3 testuje je klinicznie w procesach odnowy tkanek miękkich.

Czynniki wzrostowe były pierwotnie pozyskiwane na skalę preparatywną (także 
dla celów handlowych) prawie wyłącznie z homogenatów tkankowych, drogą żmud­
nej procedury oczyszczania.^Ze względu na ogromną aktywność biologiczną czynni­
ków wzrostowych rzędu 10_ -10” mol/l i związaną z tym ograniczoną syntezę tych 
związków in vivo, uzyskanie miligramowych ilości z tkanek zwierzęcych i ludzkich 
jest niezwykle trudne i kosztowne. Dlatego obecnie głównym źródłem czynników 
wzrostowych są hodowle komórkowe, a procedura ich pozyskiwania opiera się na 
różnych metodach biotechnologicznych.

Czynniki wzrostowe podobnie jak inne biotechnologiczne produkty białkowe 
mogą być z grubsza zakwalifikowane do trzech kategorii:

a) uzyskanych technologią rekombinowanego DNA,
b) otrzymanych z hodowli komórek mieszańcowych (ang. hybridoma), które 

powstają w wyniku fuzji komórek homologicznych lub heterologicznych,
c) izolowanych z hodowli ciągłych, ustalonych linii komórek prawidłowych lub 

transformowanych.
Wybór produkowanych obecnie rekombinantowych czynników wzrostowych na 

podstawie oferty handlowej firm Boehringer Mannheim GmbH i SIGMA przedsta­
wiono w tabeli 2. Ceny uzyskiwanych tą drogą czynników wzrostowych oscylują w 
zakresie od kilku do kilkuset dolarów za 1 mg i są kilkakrotnie niższe od cen 
czynników izolowanych z tkanek. Najczęściej do celów biotechnologicznych wyko­
rzystywane są komórki bakterii, przede wszystkim ze względu na stosunkowo nie­
wielkie wymagania hodowlane i wyższą opłacalność procesu technologicznego. 
Niestety, wiele klonowanych białek zwierzęcych i ludzkich jest niewłaściwie obra-
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Rodzaj komórki transfekowanej_______________________________
bakteryjna drożdżowa zwierzęca

a ibFGF IL-2 HGF
EGF IL-3 TGFp
IGF l i i i IL-4 EPO
PDGF (AA, AB,BB)* IL-5 PDGF
TGFoc M-CSF IL-2
GM-CSF* GM-CSF
IL-1 a  i p TNF a
IL-2*
IL-3*
IL-4*
IL-5*
IL-6*
IL-7*
TNF a  i p*

* -  peptydy produkowane w formie nieglikozylowanej

biana przez komórki bakteryjne. Często aktywna forma tych białek wymaga specyfi­
cznych modyfikacji potranslacyjnych, które mogą wpływać na ich aktywność, okres 
półtrwania, immunogenność i zdolność docierania do właściwych tkanek docelo­
wych. Stąd możliwości zastosowań diagnostycznych i terapeutycznych rekombina- 
ntowych czynników wzrostowych produkowanych przez bakterie są ograniczone 
głównie do najprostszych strukturalnie polipeptydów, takich jak: EGF/TGFa, FGFs 
czy IGFs.

Znacznie bliższe doskonałości sąrekombinantowe produkty drożdży, ale niektóre 
czynniki wzrostowe wymagają unikalnej modyfikacji potranslacyjnej, charakterysty­
cznej tylko dla komórek ssaków. Przykładem może być TGFp, który w formie 
natywnej jest białkiem nieglikozylowanym, ale w organizmach zwierząt i ludzi 
występuje głównie w postaci nieaktywnego kompleksu glikoproteinowego.

Prekursor TGFp jest syntetyzowany jako pre-pro-białko zawierające hydrofobową 
sekwencję sygnałową i trzy potencjalne miejsca glikozylacji w obszarze sekwencji 
"pro". Po odszczepieniu sekwencji sygnałowej (hydroliza wiązania między Gly29 i 
Leu30) i translokacji przez błony ziarnistej siateczki endoplazmatycznej następuje 
stopniowa glikozylacja probiałka, w której wyniku tworzone są trzy usialylowane 
łańcuchy węglowodanowe. Dopiero teraz następuje proteolityczne rozszczepienie 
pro-białka (390 aminokwasów) na C-końcową sekwencję TGFp (112 aa) i N-końco wą 
sekwencję (278 aa) LAP (ang. latency-associated peptide), które łącznie tworzą 
nieaktywny kompleks o masie cząsteczkowej 110 kDa (rys. 1) [10]. Ponieważ prawie 
wszystkie typy komórek ssaków mają receptory dla TGFp, nic dziwnego, że w 
warunkach fizjologicznych czynnik ten jest zawsze wydzielany w postaci nieaktyw­
nego kompleksu. Wykazano bezspornie, że glikozylacja prekursora TGFp spełnia
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Rys. 1. Schemat tworzenia nieaktywnego kompleksu LAP-TGF(3 oraz niefizjologicznej (zakwa­
szenie do pH 2) i fizjologicznej (trawienie plazminą) aktywacji tego kompleksu

szereg istotnych funkcji biologicznych. Między innymi zabezpiecza czynnik przed 
zbyt szybką degradacją enzymatyczną (T1/2 dla desialylowanego kompleksu TGFp- 
LAP wynosi 1-2 min i jest prawie 100-krotnie mniejszy od T 1/2 dla w pełni glikozy- 
lowanego kompleksu) oraz prawdopodobnie umożliwia prawidłową aktywację kom­
pleksu (uwalnianie TGF(3) [11]. Nie ulega wątpliwości, że te właściwości odgrywają 
decydującą rolę w przydatności czynnika wzrostowego do ewentualnego zastosowa­
nia praktycznego, np. w terapii.

W technice laboratoryjnej wyróżnia się zazwyczaj: hodowle pierwotne, hodowle 
ustalonych linii komórek prawidłowych i hodowle komórek neoplastycznych (komó­
rek nowotworowych lub ustalonych linii komórek transformowanych), różniące się 
wymogami środowiskowymi (skład pożywki, rodzaj podłoża hodowlanego) i zdolno­
ścią namnażania (szybkość proliferacji, przeżywalność w hodowli). Zalety hodowli 
większości komórek nowotworowych to:

a) praktycznie nieograniczona zdolność do pasażowania (nawet setki pasaży),
b) zdolność do wzrostu w płynach bezsurowiczych (a nawet bezbiałkowych), co 

znacznie ułatwia oczyszczanie produktów,
c) zdolność do wzrostu niezależnego od przyczepienia do podłoża, umożliwiająca 

prowadzenie hodowli w zawiesinie,
d) brak zależnego od gęstości zahamowania kontaktowego, wzrost wielowarstwo­

wy i znaczne zagęszczenie komórek w danej objętości hodowlanej.
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Nic więc dziwnego, że mimo pewnych wad (zmienność cech genetycznych owo­
cująca często zmianą ich odpowiedzi na czynniki regulacyjne, spadek efektywności 
syntezy pożądanych produktów czy prawdopodobne błędy glikozylacji) komórki 
nowotworowe mogą być atrakcyjne z biotechnologicznego punktu widzenia.

Dobór odpowiedniego oprzyrządowania do hodowli określonego typu komórek 
ma olbrzymie znaczenie dla optymalizacji wydajności i minimalizacji kosztów dane­
go procesu biotechnologicznego. Przydatność stosowanej techniki hodowli komórko­
wej dla celów biotechnologicznych określają głównie trzy parametry:

• możliwa do osiągnięcia (w danych warunkach) gęstość hodowli (od 105 komó­
rek/cm3 -  dla hodowli na stałym podłożu, do 108 komórek/cm3 -  dla bioreaktorów 
typu hollow-fiber),

• wydajność syntezy,
• łatwość oczyszczania pożądanego produktu.
Optymalizacja tych parametrów jest zależna przede wszystkim od rodzaju stoso­

wanych komórek.
Zdolność komórek nowotworowych do wzrostu w płynach bezsurowiczych wska­

zywała, że ich proliferacja jest niezależna od egzogennych czynników regulacyjnych, 
a zjawisko to określane jest często mianem autostymulacji wzrostu. Doświadczenia 
przeprowadzone na komórkach fibroblastów transformowanych wirusem mięsaka 
myszy (MSV) pozwoliły DeLarco i Todaro [12] na sformułowanie hipotezy autokryn- 
nej regulacji wzrostu komórkowego. Opierała się ona na założeniu, że niektóre 
komórki nowotworowe syntetyzują i wydzielają do otoczenia czynniki wzrostowe, 
na których działanie odpowiadają za pomocą swoistych dla tych czynników recepto­
rów błonowych. Produkcja własnych czynników wzrostowych prowadzi do unieza­
leżnienia się tych komórek nowotworowych od fizjologicznej kontroli proliferacji, a 
w następstwie tego do nowotworowego wzrostu tkanki. Dobrym przykładem na 
związane z procesem nowotworzenia uniezależnianie się komórek od egzogennej 
kontroli wzrostu jest zmiana wymagań hodowlanych, następująca w trakcie progresji 
ludzkiego czerniaka.

Kolejne stadia tego nowotworu charakteryzują się coraz mniejszym zapotrzebo­
waniem na egzogenne stymulatory wzrostu, a najbardziej złośliwa postać nowotworu 
(czerniak przerzutowy) jest zupełnie od nich niezależna [13]. Równocześnie komórki 
czerniaka przerzutowego syntetyzują i wydzielają do otoczenia siedem różnych 
czynników wzrostowych (bFGF, TGFa, TGFp, PDGF, EL-la, IL-6, IL-8 i MGSK*), 
które zapewniaja im autonomię wrostową. Większość komórek nowotworowych 
czerniaka syntetyzuje i wydziela peptydy należące do znanych rodzin czynników 
wzrostowych: komórek nerwowych (NGF), komórek somatycznych (EGF/TGFa, 
PDGF, IGFs, FGFs, HGF, TGF(3) czy komórek krwi (czynniki hematopoetyczne, 
interleukiny). Na podstawie doniesień z ostatnich 5 lat, można stwierdzić, że komórki

* slab o poznany czynnik wzrostowy komórek
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TABELA 3. Czynniki wzrostowe syntetyzowane przez wybrane komórki nowotworowe

Rodzaj komórek Typ czynnika Piśmiennictwo

Rak piersi IGF I, IGF H, PDGF, TGFp [14]
Rak płuc 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]
Rakjajników M-CSF, TNF-a [22,23]
Białaczka mieloidalna 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 syntetyzują i wydzielają do otoczenia praktycznie wszystkie znane dziś 
typy czynników wzrostowych (tab. 3).

Autokrynna produkcja czynników wzrostowych nie jest wyłączną domeną komó­
rek neoplastycznych, wiele prawidłowych komórek embrionalnych, a także komórki 
dojrzałe tkanek ulegających stałej odnowie, podlegają autokrynnej regulacji wzrostu. 
Prowadzenie masowych hodowli tych komórek jest jednak znacznie trudniejsze i 
bardziej kosztowne od komórek nowotworowych. Mimo to stosowanie komórek 
nowotworowych do produkcji czynników wzrostowych jest obecnie bardzo ograni­
czone. Większość doniesień na ten temat to prace o syntezie czynników wzrostowych 
w ilościach wystarczających wyłącznie do ich charakterystyki biochemicznej, uzyski­
wanych głównie z hodowli ustalonych linii komórek nowotworowych, prowadzonych 
na stałym podłożu [30-34].

Realizowane od kilku lat w Pracowni Biochemii Wzrostu Komórkowego IBM UJ 
badania autokrynnej regulacji transformowanych chemicznie i wirusowo komórek 
szczurzych pozwalają żywić nadzieję na użycie wybranych linii tych komórek w 
biotechnologii czynników wzrostowych, przynajmniej na skalę techniczną (tj. w 
ilościach miligramowych). Stwierdziliśmy, że zarówno komórki transformowane 
chemicznie (wątrobiak Morissa 7777), jak i wirusowo (ustalone linie komórek XC, 
GCA i W 12) podlegają autokrynnej regulacji wzrostu [35-40].

Przykładową charakterystykę wzrostu ustalonej linii mięsaka szczurzego (komórki 
XC) przedstawiono na rysunku 2. Komórki te rosną w płynach bezsurowiczych, 
zarówno na stałym jak i w półpłynnym podłożu. Co więcej przyrost liczby komórek 
czy liczby kolonii jest w tych warunkach proporcjonalny do początkowej liczby 
komórek. Fakt ten, jak i zbliżona do hodowli w obecności 5% surowicy dynamika 
wzrostu świadczą o całkowitej praktycznie autonomii wzrostowej, zapewnianej przez 
produkcję własnych czynników wzrostowych. Obserwowane w hodowlach o dużej 
gęstości załamanie wydajności tworzenia kolonii (rys. 2 b) jest prawdopodobnie
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Rys. 2. Zależny (a) i niezależny (b) od przyczepienia do podłoża wzrost komórek XC; warunki 
doświadczenia: (a) -  okres inkubacji 3 dni, początkowa liczba komórek 4 x 103, (b) -  okres in­
kubacji 10 dni, początkowa liczba komórek 0,5-90 x 103, MEM -  podstawowy płyn Eagla, 
DMEM/F12 -  płyn Eagla w modyfikacji Dulbecco/płyn HAMs F12 (1 : 1), DMEM/F12T, 
DMEM/F12S, DMEM/F12A, DMEM/F12+, DMEM/F12CS, DMEM/F12BS -odpow iednio 
płyn DMEM/F12 z dodatkiem: transferyny (5 |ag), Na2SC>3 (10 nM), albuminy (0,5 mg), transfe- 

ryny+selenu+albuminy, surowicy cielęcej (5%) i surowicy bydlęcej (5%)
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Rys. 3. Schemat minireaktora do hodowli zwierzęcych komórek nowotworowych w półpłynnym 
podłożu z wykorzystaniem wstępnego frakcjonowania płynu hodowlanego metodą ultrafiłtracj

i przez błony firmy Amicon

wynikiem efektu cytotoksycznego szybko (w tych warunkach) metabolizujących 
komórek. Zaobserwowano, że płyn uwarunkowany komórekXC zawiera co najmniej 
dwa lub trzy różne czynniki wzrostowe o właściwościach zbliżonych do peptydów z 
rodzin: EGF/TGFa, IGFs i FGFs [41]. Możliwość uzyskania w stosunkowo krótkim 
czasie (10-12 dni) gęstych (107—108 komórek/ml) hodowli komórek XC, rosnących 
w półpłynnym agarze oraz możliwość stosowania względnie prostych (tanich) płynów 
hodowlanych są zachętą dla wykorzystania takiego układu do produkcji czynników 
wzrostowych. Duże prawdopodobieństwo uzyskania kilku czynników wzrostowych 
w wyniku jednej, wspólnej pro- cedury oczyszczania jest dodatkowym atutem użycia 
tych komórek nowotworowych do celów biotechnologicznych. Obecnie prowadzone 
są prace konstrukcyjne nad minireaktorem (V = 1,2 1) przystosowanym do ciągłej 
hodowli komórek nowotworowych w półpłynnym podłożu, wyposażonym w układ 
wstępnego frakcjonowania składników płynu hodowlanego metodą diafiltracji (rys. 
3). Doświadczalna weryfikacja założeń konstrukcyjnych i optymalizacja procesu 
technologicznego zadecydują o ewentualnym rozszerzeniu prac na skalę techniczną.
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STRATEGIE IMMUNOTERAPII NOWOTWORÓW -  
IMPLIKACJE DLA KONSTRUKCJI SZCZEPIONEK 

PRZECIWNOWOTWOROWYCH

STRATEGIES OF TUMOR IMMUNOTHERAPY 
-  IMPLICATIONS FOR CONSTRUCTION OF TUMOR VACCINES
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Streszczenie. Komórki nowotworowe transplantowane syngenicznym myszom wyzwalają krótko­
trwałą odpowiedź immunologiczną, niewystarczającą do odrzucenia nowotworu, która jednak 
może być wzmocniona przez odpowiednie szczepionki. Stosując adiuwanty, uzyskuje się modu­
lację mechanizmów obronnych, prowadzących do bardziej skutecznej odpowiedzi przeciwno- 
wotworowej. Nowe techniki immunologiczne konstrukcji szczepionek przeciwnowotworowych 
napawają optymizmem. Jako szczepionki w adoptywnej terapii raka, początkowo zastosowano 
zmodyfikowane komórki nowotworowe lub limfocyty naciekające nowotwór, po dokonaniu trans­
feru genów różnych cytokin. Odrzucanie nowotworu zależało jednak od poziomu wytwarzania 
cytokin przez genetycznie zmodyfikowane komórki, które powodowało parakrynną stymulację 
gospodarza.

Słowa kluczowe: immunoterapia, nowotwór, 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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WSTĘP

Osobnicza odpowiedź przeciwno wo tworowa może być spowodowana przez anty­
geny nowotworowe, które są rozpoznawane jako obce przez system immunologiczny 
gospodarza. Muszą być spełnione jednak podstawowe dwa warunki:

po pierwsze -  nowotwór musi posiadać nowe antygeny lub neo-epitopy nie 
występujące na normalnych komórkach;

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

Poszukiwanie szczepionki przeciwnowotworowej jest starą koncepcją i zarazem 
marzeniem lekarzy od czasu odkrycia odporności przeciwzakaźnej. Jednak do wła­
ściwej konstrukcji takiej szczepionki niezbędna jest znajomość mechanizmów obrób­
ki i prezentacji antygenu [9,10,36,42,48].

Już 40 lat temu zauważono, że myszy immunizowane zabitymi komórkami nowo­
tworowymi mogły być chronione przed rozwojem niektórych transplantowanych 
nowotworów u syngenicznych zwierząt [32,34,36]. Chemicznie modyfikowane lub 
zakażone wirusem komórki nowotworowe [32,38] mogły również stanowić ochronę 
przed niezmodyfikowanymi komórkami nowotworowymi i w pewnych przypadkach 
stymulować odporność przeciwnowotworową. Jednak zabiegi te były skuteczne jako 
szczepionki tylko wtedy, gdy immunizację przeprowadzono na kilka dni przed trans­
plantacją komórek nowotworowych syngenicznym zwierzętom. Komórki nowotwo­
rowe implantowane do syngenicznych biorców często wywoływały krótkotrwałą 
przeciwnowotworową odpowiedź immunologiczną nie prowadząc zazwyczaj do od­
rzucenia przeszczepu guza, lecz wywołując stan swoistej tolerancji immunologicznej. 
Sporadycznie dochodziło również do odrzucania przeszczepu guza. W późniejszej 
jednak fazie występowała jedynie tolerancja immunologiczna, a szczepienie było 
nieefektywne.

Wydaje się, że zasadniczo dwie strategie oparte na immunoterapii komórkowej 
mogą być wykorzystane w zwalczaniu raka: adopty wna immunoterapia, która doty­
czy ekspansji reagujących z nowotworem limfocytów in vitro po ich reinfuzji do 
gospodarza [44]; alternatywna strategia dotyczy aktywnej immunoterapii [52], która 
przewiduje immunizację komórkami nowotworowymi w nadziei na powstanie nowej 
lub wzmożonej odpowiedzi immunologicznej przeciw antygenom nowotworowym, 
w której wyniku dochodzi do systemowej odpowiedzi przeciwko tkance nowotworo­
wej [4,20,36].

Szczepionki przeciwnowotworowe przygotowywano w rozmaity sposób, najczę­
ściej jednak napromienio wy wano komórki nowotworowe [34], a następnie podawano 
razem z adiuwantami, np. z BCG w celu wywołania silnej odpowiedzi immunologi­
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cznej. Napromieniowane komórki nowotworowe mogą wyzwalać ochronną odpo­
wiedź immunologiczną, a także znana jest długa lista adiuwantów [2,3,26,27,28, 
29,46,51,52], które mogą wzmacniać odpowiedź immunologiczną oddziałując na 
komórki systemu immunologicznego. Jednak powstająca odpowiedź jest relatywnie 
słaba i dlatego jest nieefektywna przeciw ustalonym nowotworom.

Inną formą stosowania aktywnej immunoterapii jest zastosowanie genetycznie 
zmodyfikowanych komórek nowotworowych. Nową generację genetycznie zmodyfi­
kowanych komórek nowotworowych wykorzystanych do konstrukcji szczepionek 
przeciwnowotworowych uzyskano w drodze mutagenezy prowadzącej do wytworze­
nia immunogennych wariantów komórek nowotworowych, które użyte do immuni- 
zacji mogłyby generować powstanie odpowiedzi odpornościowej przeciwko natu­
ralnym, nieimmunogennym wariantom raka [41].

Do przygotowania bardziej skutecznych szczepionek przeciwnowotworowych 
wykorzystano transfer genów [5,11,12,22], zakażenie wirusem infekcyjnym [32], 
bądź mutagenezę [30].

Najnowsze techniki prowadzą do wywołania zmodyfikowanej odpowiedzi odpo­
rnościowej drogą inżynierii genetycznej komórek, powodując sekrecję cytokin przez 
komórki nowotworowe. Wymieniona strategia prowadzi do lokalnych zmian w śro­
dowisku immunologicznym nowotworu, co może prowadzić zarówno do wzmocnie­
nia prezentacji antygenów nowotworowo-swoistych lub też do wzmocnienia procesu 
aktywacji limfocytów nowotworowo-swoistych.

Osiągnięcia, jakich dokonano w izolowaniu i oczyszczaniu węglowodanów i 
peptydów oraz antygenów nowotworowych, również znacznie poszerzyły możliwości 
konstruowania szczepionek przeciwnowotworowych prowadzących do wzrostu ak­
tywności pomocniczych i cytotoksycznych limfocytów-T [27,46].

Zaledwie kilkanaście antygenów nowotworowych związanych jest z transforma­
cją i kodowanych przez wirusy, większość antygenów to autoantygeny z ograniczoną 
redystrybucją na normalnych tkankach lub normalne zmutowane antygeny. Ponieważ 
u gospodarza nowotworu występuje częściowa lub całkowita tolerancja w stosunku 
do tych antygenów, główne zainteresowanie skupia się na pobudzeniu organizmu do 
wzrostu immunogenności antygenów nowotworowych. Stan taki można osiągnąć 
przez:

a) kowalentne wiązanie (koniugowanie) z immunogennymi białkami nośnikowymi 
dla indukcji aktywności pomocniczych limfocytów-T (Th) oraz efektywnej odpowie­
dzi przeciwciał,

b) ekspresję białek lub peptydów w wirusowych lub mykobakteryjnych wektorach 
użytych do indukcji limfocytów cytotoksycznych, komórek Th oraz przeciwciał [49],

c) użycie silnych adiuwantów immunologicznych zdolnych do pobudzenia wszy­
stkich elementów układu odpornościowego [2,29,51,52].

Do przygotowania szczepionek przeciwnowotworowych używa się całych komó­
rek [34,52], a także tworzy się szczepionki antyidiotypowe zawierające przeciwciała
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monoklonalne (moAbs) ze zmiennych regionów podobnych do epitopów na komór­
kach nowotworowych [23,33,43]. Mogą to być komórki autologiczne odpowiednio 
dobrane lub zmodyfikowane pod względem genetycznym dla ekspresji cytokin oraz 
oczyszczone antygeny nowotworowe.

Poniżej przedstawione zostaną wybrane przykłady wymienionych strategii kon­
struowania szczepionek przeciwnowotworowych.

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

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

Adopty wna immunoterapia 1. TIL, LAK*
2. TIL, LAK modyfikowane

Terapia genowa 1. Transfekcja genów cytokin do limfocytów
2. Transfekcja genów cytokin do komórek nowotworowych

Bierna immunoterapia 1. Monoklonalne przeciwciała
2. Monoklonalne przeciwciała jako nośniki: 
a) Radioizotopy b) Toksyny c) Leki

UL -  limfocyty naciekające nowotwór (ang. tumor infiltrating lymphocytes), LAK -  aktywowane 
limfokinami komórki zabijające (ang. lymphokine activated killer cells)

KONSTRUKCJA SZCZEPIONEK PRZECIWNOWOTWOROWYCH 
Z WYKORZYSTANIEM GLIKOLIPIDÓW I GLIKOPROTEIN

Antygeny węglowodanowe ulegają ekspresji na komórkach rakowych w postaci 
glikolipidów i glikoprotein. Antygeny te ulegają również ekspresji w normalnych 
glikoproteinach, np. mucyn. Antygen Thomsen-Friendenreich (Gal Bl-GalNAca-O- 
Ser) ulega ekspresji na komórkach nowotworu sutka. Posłużyło to do przygotowania 
szczepionki przeciwnowotworowej z mucyny gruczołów podszczękowych bydła. 
Antygen sialylowany (sTn) wiązano kowalencyjnie z hemocyjaniną wyizolowaną ze 
ślimaków (KLH -  keyhole limpet hemocyanin) lub z innym nośnikiem. Po podaniu 
takiej szczepionki stwierdzono obecność przeciwciał IgM i IgG oraz reakcje opóź­
nionej nadwrażliwości przeciwko temu antygenowi, a także wyleczenie myszy z 
ustalonego nowotworu [31].

Szereg antygenów glikoproteinowych wyizolowanych z melanomy określono jako 
Gp 75. Są one białkami integralnymi błon melanosomów. Badania o charakterze 
przeciwnowotworowym dotyczą głównie dwóch antygenów: melanoferryny p97 i 
antygenu proteoglikanu komórek melanomy -  chondroityny 58 kDa. Przeciwciała 
przeciwko chondroitynie melanomy wykryto u osobników immunizowanych szcze­
pionką anty-idiotypową, co powodowało przedłużenie czasu przeżycia. Natomiast 
użycie jako szczepionki zrekombinowanego wirusa kro wianki [wg 30], u którego
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występowała ekspresja białka gp 97 powodowało wzrost odporności przeciwko 
komórkom melanomy u gryzoni i małp.

Polimorficzny nabłonkowy antygen mucynowy (PEM) ulegający również ekspre­
sji w komórkach adenocarcinomy sutka został użyty do immunizacji szczurów prze­
ciwko nowotworowi przy użyciu rekombinanta wirusa krowianki (vaccinia), u któ­
rego dochodzi do ekspresji tego genu [21]. Antygen peptydowy PEM i wektor wirusa 
vaccinia używany jest obecnie w placówkach badawczych w stadium przedklinicz- 
nym jako szczepionka przeciwnowotworowa.

Immunizacja myszy produktem ludzkiego onkogenu HER2-neu kodujący trans - 
membranowe białko kinazy tyrozynowej 183 kDa, który ulega ekspresji w wielu 
nowotworach, np. nowotworach jajnika, indukuje transplantacyjną odporność prze­
ciw syngenicznym nowotworom transfekowanych ludzkim genem HER2-neu [6].

WAKCYNACJA REKOMBINACYJNYMI DROBNOUSTROJAMI

Inną możliwością wakcynacji przeciwnowotworowej jest zastosowanie wirusów 
rekombinacyjnych [5,17,41,47,49] lub rekombinantów mykobakterii [13], jako we­
ktorów, u których dochodzi do ekspresji określonych antygenów. W następstwie 
infekcji wektorem dochodzi do wewnątrzkomórkowego wytwarzania antygenu, a w 
wyniku ekspresji antygenu w kontekście antygenów klasy I i II MHC dochodzi do 
indukcji zarówno CTL, jak i komórek pomocniczych Th.

UDZIAŁ ADIU W ANT ÓW IMMUNOLOGICZNYCH

Szczególne miejsce w konstrukcji szczepionek przeciwnowotworowych zajmują 
adiuwanty immunologiczne, które powodują wzrost odpowiedzi immunologicznej na 
antygeny. Bardzo ważne znaczenie mają tutaj:

1) efekt umiejscowienia (an g.dep ot effect) czyli "sekwestracja" antygenu, powolne 
uwalnianie i fagocytoza przez makrofagi oraz inne komórki prezentujące antygen,

2) aktywacja makrofagów,
3) aktywacja komórek-T i B.
Obecnie znanych jest bardzo wiele nowych adiuwantów. Do najnowszej generacji 

adiuwantów zaliczyć można [wg 30]:
(1) niej ono we kopolimery L121, które akty wuj ą makrofagi i powoduj ą doczepienie 

antygenu do frakcji lipidowo-wodnej [30],
(2) SAF-m, który zawiera analog dwupeptydu muramylowego [31],
(3) Detox, który zawiera monofosforyl lipidu A (analog szkieletu ściany mykoba­

kterii),
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(4) QS 21, który jest frakcją oczyszczonej saponiny,
(5) glikozydy i alkaloidy roślin tropikalnych [3,28] oraz
(6) frakcje komórkowe bakterii z rodzaju Corynebacterium, Mycobacterium i 

Nocardia [46,52,53].

ROZWÓJ TERAPII GENOWEJ

Istotne miejsce w badaniach nad przygotowaniem subklonów nie-tumorogennych 
z komórek tumorogennych odegrały badania zapoczątkowane przez Boonai wsp. [wg 
38]. Zastosowano technikę zwaną "shot gun". W wyniku identyfikacji fragmentów 
DNA kodujących antygeny rozpoznawane przez klony cytotoksycznych limfocytów- 
T (CTL) pochodzących od myszy immunizowanych wariantem komórek nowotwo­
rowych tum- (nieimmunogennych) ustalono, że nastąpiła zmiana punktowa poje­
dynczych aminokwasów w regionie genu odpowiedzialnego za wiązanie się z cząste­
czką Ld MHC klasy I ulegającej ekspresji w nowotworze [38]. Tworzenie immuno- 
gennych wariantów przez transfekcję obcych genów to nowy sposób strategii muta- 
genezy z zastosowaniem techniki transfekcji do indukowania ekspresji nowych genów 
w nowotworach. Pierwsze badania dotyczyły wprowadzenia allogenicznych genów 
klasy I MHC do nowotworu [25]. Kiedy gen Ld klasy I MHC został wprowadzony 
do linii H2b raka płuc Lewisa, komórki takie były odrzucane u syngenicznych myszy 
C56BL6. Wprowadzenie genu Ld do komórek nowotworowych osłabiało ich tumo- 
rogenność aż o 40 razy w stosunku do komórek macierzystych. Po inokulacji i 
spontanicznej regresji klonów Ld+ myszy nabywały odporności przeciwko dawce 
macierzystych komórek nowotworowych [25].

Kolejne próby konstrukcji szczepionek przeciwnowotworowych związane były z 
transfekcją genów wirusowych, kodujących białka o wysokiej immunogenności in­
dukujących silną odpowiedź przeciwwirusową, do komórek nowotworowych [14]. 
Wprowadzenie genu HA wirusa grypy do komórek nowotworowych okrężnicy CT26 
u myszy Balb/c powodowało, że transfektanty były odrzucane przez myszy w dawce 
100-krotnie wyższej niż wyjściowy nowotwór. Ponadto transfektanty indukowały 
systemową odpowiedź odpornościową przeciwko pierwotnemu nowotworowi CT26.

Próbowano również wprowadzać geny kodujące antygeny klasy II MHC do 
komórek nowotworowych [37]. W pewnych modelach nowotworów wprowadzenie 
genów kodujących antygeny klasy II MHC do komórek nowotworowych powoduje 
zmniejszenie ich tumorogenności i wytworzenie systemowej odpowiedzi odporno­
ściowej przeciwko macierzystemu nowotworowi [37].

Największa ilość badań przeprowadzonych w ostatnich latach w celu przygotowa­
nia szczepionki genetycznie zmienionych komórek nowotworowych dotyczyła wpro­
wadzania do nich genów cytokin [8,11,12,16,17,18,19,39,40,47,54]. Kilka genów 
cytokin wprowadzonych do komórek nowotworowych wywoływało różnorodne efe­
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kty dotyczące zarówno immunogenności, jak i tumorogenności [22]. Wiele cytokin 
wytwarzanych przez komórki nowotworowe indukowało lokalny stan zapalny, w 
wyniku czego dochodziło do eliminacji i odrzucania nowotworu. Ostanio przeprowa­
dzone eksperymenty [38,44,45,48] wykazały, że komórki nowotworowe indukowane 
przez transfer genów do sekrecji różnych cytokin [IL-2, IL-4, IFN-y ,TNF-a, GM- 
CSF, IL-7, 11-6] są odrzucane u syngenicznych gryzoni. Odrzucanie przeszczepu 
nowotworu uzależnione jest od wysokiego poziomu wytwarzania cytokin przez 
genetycznie modyfikowane komórki nowotworowe i przynajmniej częściowo prowa­
dzą do parakrynnej stymulacji efektorowych, przeciwno wotworowych mechanizmów 
obronnych gospodarza. Odrzucanie komórek nowotworowych wytwarzających cyto- 
kiny często indukuje trwałą odporność na niezmodyflkowane komórki nowotworo­
we.

Po wprowadzeniu do nowotworów genu IL-2 [5,11,15,16,19,22,39], komórki 
nowotworowe wydzielały tę cytokinę, a wysoki poziom sekrecji powodował regresję 
nawet dużego inokulum komórek nowotworowych użytych do transplantacji. W 
badaniu histologicznym odrzucanego guza stwierdzono znaczny naciek tkanki nowo­
tworowej przez limfocyty. Ponadto ustalono, że lokalnie aktywowane komórki NK 
są głównymi komórkami efektorowymi odpowiedzialnymi za odrzucanie komórek 
nowotworowych po transfekcji genem IL-2.

W wyniku autokrynnej stymulacji komórek B przez IL-4 następowało odrzucanie 
nowotworu po transplantacji komórek nowotworowych do syngenicznych zwierząt 
[18,40,50]. W tkance nowotworowej stwierdzono dużąilość makrofagówi eozynofili. 
Ustabilizowany nowotwór Reneca może być leczony przez immunizację komórkami 
po transdukcji IL-4 [18], nawet w odległym miejscu od pierwotnego guza.

Badania nad wprowadzeniem genu IFN-y [17,22,41,47] do komórek nowotwo- 
tworowych wykazały, że następuje indukcja zarówno produktów genów MHC klasy 
I i klasy II, a w pewnych wypadkach powodowało odrzucenie nowotworu [47]. 
Jednak wpływ IFN-y był zależny od typu nowotworu, a w pewnych przypadkach 
kotransdukcja genami innych cytokin wywierała wpływ hamujący IFN-y na genero­
wanie systemowej odpowiedzi przeciwnowotworowej.

Po transdukcji genu TNF-a generalnie komórki nowotworowe rosły wolniej in 
vitro i zdarzało się często, że po transplantacji były odrzucane u syngenicznych 
zwierząt [8,15,22]. Nie wiadomo jednak, czy odrzucanie tkanki nowotworowej nastę­
puje w wyniku prostego oddziaływania TNF-a na komórki nowotworowe, czy też 
występuje dodatkowy efekt oddziaływania T N F-a na komórki stanu zapalnego, np. 
na makrofagi. Wielu badaczy stwierdziło, że zwierzęta, które odrzucały komórki 
nowotworowe po transdukcji genu TNF- a, wykazywały odporność na transplantację 
komórek niezmodyfiko wanych genetycznie.

Podobną przeciwnowotworową odpowiedź immunologiczną uzyskano w wyniku 
immunizacji komórkami nowotworowymi "mastocytoma" zmienionymi w wyniku 
transferu genu IL-7 [24].
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Rys. 1. Schemat wektora retrowirnsa dla transdukcji genów do komórek nowotworowych lub 
limfocytów naciekających nowotwór (TIL); geny dla: fosfotransferazy neomycyny (Neo- 
R), czynnika martwicy nowotworu (TNF) i interleukiny-2 (IL-2); LTR -  długa sekwencja po­

wtórzona, SV -  promotor wirusa SV, TM -  fragment transmembranowy, SP -peptyd sygnałowy
[wg 44]

Można wysunąć wniosek, że komórki nowotworowe zmodyfikowane w wyniku 
wprowadzenia nowych genów powodują powstanie znacznie silniejszej przeciwno- 
wotworowej odpowiedzi immunologicznej w porównaniu z zastosowaniem adiuwan­
tów czy napromieniowanych komórek nowotworowych.

WPŁYW MODYFIKOWANYCH KOMÓREK EFEKTOROWYCH

Adoptywny transfer aktywowanych komórek efektorowych również może pro­
wadzić do regresji nowotworu. Ostatnio konstruuje się szczepionki z naciekających 
nowotwór limfocytów TIL (tumor infiltrating lymphocytes) i poddaje działaniu IL-2 
[44]. Następny krok to transdukcjado komórek TIL przy udziale retrowirnsa transferu 
genów cytokin z markerem genu bakteryjnego neo [44].

Bardziej bezpośrednie wprowadzenie terapii genowej mogłoby mieć miejsce, 
gdyby docelowe geny mogły ulegać ekspresji bardziej efektywnie w pierwotnych i 
wtórnych miejscach pojawiania się komórek nowotworowych in vivo prowadząc do 
lokalnej syntezy białek uczestniczących w destrukcji nowotworu [36,44,45]. Wydaje 
się, że w najbliższej przyszłości firmy biotechnologiczne będą kontynuować przed­
stawione w artykule kierunki badań z wykorzystaniem najnowszych technik stosowa­
nych w biologii molekularnej.
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Streszczenie: Praca obejmuje przegląd artykułów z ostatnich kilku lat dotyczących poszukiwań 
specyficznych, aktywnych in vivo i nietoksycznych inhibitorów proteinaz serynowych, w tym 
przede wszystkim inhibitorów elastaz. Przedstawiono kierunki badań zmierzające do odkrycia 
środka niwelującego skutki niedoboru lub wadliwego funkcjonowania al-inhibitora proteinaz -  
głównego inhibitora proteinaz serynowych osocza ludzkiego. Podano krótką charakterystykę 
omawianych związków z uwzględnieniem ich ewentualnego terapeutycznego wykorzystania.

Słowa kluczowe: proteinazy serynowe, elastaza, inhibitory, al-inhibitor proteinaz, rozedma płuc.

Summary: This paper contains a review of recent 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.
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Stosowane skróty: API -  al-inhibitor proteinaz; HNE -  ludzka elastaza neutrofilowa; 
PCI -  p-nitrofenylo N-(bursztynylo-L-alanylo-L-alanylo-L-prolylo-metylo)-N-izopropylokarba- 
minian; PPCI -  połączenie 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-ł-hydroksyoktadecylowy.

Prawidłowy przebieg procesów zachodzących w organizmie jest uwarunkowany 
m.in. kontrolą aktywności enzymów proteolitycznych. Najszerzej rozpowszechnioną 
i najlepiej poznaną grupą enzymów proteolitycznych są proteinazy serynowe. Chro­
niczny brak równowagi między inhibitorami proteinaz serynowych a ich enzymami 
docelowymi prowadzi do szeregu schorzeń, takich jak: rozedma płuc, zapalenie 
trzustki, obrzęk naczynioruchowy czy niektóre choroby układu krzepnięcia krwi. 
Głównym inhibitorem proteinaz serynowych osocza ludzkiego jest al-inhibitor pro­
teinaz (al-antyproteinaza, al-antytrypsyna- API). API jest zdolny hamować niemal­
że wszystkie proteinazy serynowe u ssaków, jednakże pomiary stałej szybkości 
tworzenia kompleksów z różnymi proteinazami wskazują, że głównym docelowym 
enzymem dla tego inhibitora jest elastaza [63]. Stwierdzono, że stężenie 1,7 pM 
inhibitora w płynie surowiczym nabłonka oddechowego wystarcza do ochrony tkanek 
płuc przed strawieniem przez elastazę [24]. Gen API wykazuje silny polimorfizm. 
Allele normalne charakterystyczne dla ludzi z prawidłowym poziomem aktywnego 
API w surowicy dominują w populacji stanowiąc 95% wszystkich alleli. Allele 
deficytowe powstały w wyniku mutacji punktowych. Najczęstsze allele w tej grupie 
występują w populacjach rasy kaukaskiej z częstością wahającą się od 1 do 4%. 
Mutacje punktowe typu zmiana fazy odczytu oraz mutacje nonsensowne sąprzyczyną 
całkowitego braku API w surowicy krwi. Występują one z częstością ok. 0,1% [30]. 
Niedobór lub wadliwe funkcjonowanie API, skorelowane z nadmierną aktywnością 
elastaz przyczynia się do rozwoju rozedmy płuc, choroby charakteryzującej się 
powiększeniem objętości pęcherzyków płucnych na skutek zaniku elementów sprę­
żystych, pękania przegród międzypęcherzykowych i zmniejszenia liczby naczyń 
włosowatych. Zmniejszenie powierzchni kontaktu krwi z powietrzem doprowadza do 
niewydolności płuc objawiającej się postępującą dusznością. Zaburzenia genetyczne 
nie są jedynym czynnikiem sprzyjającym rozwojowi rozedmy płuc. Potencjalne 
zagrożenie stanowić mogą również czynniki utleniające zarówno endogenne (uwal­
niane przez aktywowane granulocyty i makrofagi), jak i egzogenne (zawarte na 
przykład w dymie papierosowym). Spowodowane jest to wyeksponowaną, a przez to 
wyjątkowo podatną na utlenienie resztą metioniny w centrum reaktywnym inhibitora. 
Utlenienie in vitro tej krytycznej reszty do sulfotlenku metioniny prowadzi do tysiąc­
krotnego obniżenia zdolności hamowania aktywności elastaz leukocytów [49].

Prace zmierzające do odkrycia środka, który niwelowałby skutki wynikające 
z braku lub wadliwego funkcjonowania API poszły w trzech kierunkach:

a) izolowania natywnego inhibitora z osocza osób zdrowych,
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Poza wyżej wymienionymi inhibitorami w fazę badań nad zastosowaniem tera­
peutycznym weszło białko wyizolowane z pijawki lekarskiej, eglina c. Otrzymana w 
drodze rekombinacji eglina c ma taką samą sekwencję aminokwasów jak natywne 
białko Jedyną różnicę stanowi reszta kwasu octowego na N-końcu zrekombinowa- 
nego białka) i rozpoznawana jest przez przeciwciała monoklonalne skierowane prze­
ciwko natywnemu białku. Wykazuje taką samą jak swój natywny odpowiednik 
aktywność inhibitorową w stosunku do elastazy, katepsyny G, chymazy i chymotry- 
psyny. Zastosowanie terapeutyczne tego inhibitora mogłoby mieć bardzo korzystne 
znaczenie ze względu na jego dużą stabilność, wynikającą z wysokiej odporności na 
atak proteinaz. Zaletą również jest to, że nie reaguje on z białkami układu krzepnięcia 
i fibrynolizy ani z czynnikami układu dopełniacza. Podany dotchawiczo chomikom 
na 8 godzin przed podaniem ludzkiej elastazy z neutrotili skutecznie uniemożliwiał 
rozwój rozedmy płuc. Również badania nad jego zastosowaniem w hamowaniu 
wstrząsu endotoksynowego i wstrząsu urazowego przeprowadzone na modelach 
zwierzęcych przyniosły bardzo obiecujące rezultaty. Niestety ponieważ wywoływał 
on silną reakcję alergiczną, zaniechano dalszych prac badawczych nad terapeutycz­
nym zastosowaniem tego białka [51].

Wydajną ekspresję sklonowanego cDNA można osiągnąć zarówno w komórkach 
bakteryjnych, drożdżach, jak i w komórkach eukariotycznych. Ze względu na obrób­
kę potranslacyjną białka wskazane jest zastosowanie metod inżynierii genetycznej w 
celu ekspresji cDNA u organizmów eukariotycznych. Wykazano m.in. ekspresję API 
w oocytach Xenopus levis po mikroiniekcji mRNA [14], niemniej jednak doświad­
czenia w tym kierunku mają małe możliwości zastosowań praktycznych. Bardziej 
obiecujące wyniki uzyskano stosując zwierzęta transgeniczne. Wykazano ekspresję 
ludzkiego API u myszy transgenicznych poprzez hybrydyzację in situ [28]. Pokazano 
również wydzielanie ludzkiego API przez hepatocyty myszy transgenicznych [53]. 
Transplantując komórki transdukowane in vitro możliwe stało się rozwinięcie naj­
bardziej spektakularnego i zarazem dyskusyjnego osiągnięcia inżynierii genetycznej 
-terapii genowej. Metodami terapii genowej próbuje się leczyć wiele schorzeń w tym 
również schorzenia wynikające z mutacji wewnątrz genu API [13,15,35,36,52,66]. 
Eksperymenty oparte na technice wprowadzania konstruktu zawierającego ludzki API 
obejmowały doświadczenia zarówno na poziomie in vitro, jak i in vivo. W doświad­
czeniach in vitro infekowano komórki linii CHO i HeLa defekty wnym adenowirusem 
przenoszącym gen ludzkiego API. W wyniku tej infekcji uzyskano ekspresję genu 
inhibitora w komórkach obu linii oraz wydzielanie API do pożywki, w której były one 
hodowane [17]. Również w hodowli pierwotnej komórek nabłonkowych szczura 
(Sigmodon hispidus) po transdukcji komórek konstruktem zawierającym gen ludz­
kiego API metodą hybrydyzacji in situ stwierdzono ekspresję genu i obecność trans- 
kryptu ludzkiego API. Równocześnie taki transkrypt nie był obecny w nieinfe- 
kowanych, świeżo pobranych komórkach nabłonkowych [46].
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W przypadku rozedmy płuc możliwe jest dostarczanie prawidłowego genu bez­
pośrednio do komórek nabłonkowych płuc przez układ oddechowy. Wykorzystano 
tę dogodność w doświadczeniach in vivo. Szczurom dotchawiczo podawano de- 
fektywne adenowirusy przenoszące gen ludzkiego API. Od dwóch dni do tygodnia 
po infekcji wpłucach szczurów wykrywalny był transkrypt ludzkiego API. Stwierdzo­
no również wydzielanie do płynu surowiczego nabłonka oddechowego API, który 
reagował z przeciwciałami dla ludzkiego inhibitora. W płucach szczurów, którym 
podano sól fizjologiczną lub adenowirusy z delecją rejonu Ela (blokującą zdolność 
wirusa do replikacji), nie stwierdzono obecności mRNA dla API [46]. Uzyskany po 
transdukcji komórek poziom API w płynie surowiczym nabłonka oddechowego był 
50-krotnie niższy od stężenia inhibitora wystarczającego do ochrony tkanek płuc 
przed strawieniem przez elastazę. Teoretycznie można osiągnąć wystarczające stęże­
nie inhibitora poprzez zwiększenie ilości wektorów w jednej dawce, dostarczenie 
wektorów w aerozolu (co zwiększyłoby powierzchnię poddawaną infekcji) czy też 
przez powtarzanie zabiegu. Zastosowanie adenowirusów jako wektora w przypadku 
transdukcji komórek nabłonkowych płuc jest uwarunkowane kilkoma czynnikami. 
Przede wszystkim podział komórek gospodarza (w tym wypadku komórek nabłonko­
wych) nie jest konieczny, aby zaszła ekspresja genów adenowirusa [6]. Ponadto 
adenowirusy są naturalnie pochłaniane przez komórki nabłonka, co ułatwia proces 
transdukcji. Adenowirusy jako wektory są również korzystne z tego względu, że nie 
integruj ąc się z genomem gospodarza zmniejszaj ą ryzyko rekombinacji genetycznych 
i związanych z tym mutacji [ 4, 6,22].

Synteza API w hepatocytach jest 200-krotnie bardziej intensywna niż w innych 
badanych tkankach [37]. Dlatego też bardzo duże znaczenie terapeutyczne przy­
wiązuje się do metod umożliwiających transdukcję genów do hepatocytów. Jedna z 
nich polega na izolacji komórek wątroby, transdukcji hodowli pierwotnej konstruktem 
zawierającym cDNA lub gen, którego ekspresję chcemy uzyskać i ponownym wpro­
wadzeniu transdukowanych hepatocytów do organizmu. Doświadczenia, w których 
sprawdzano możliwość efektywnego wprowadzenia hepatocytów do organizmu, pro­
wadzone były na myszach [21,43]. Świeżo wyizolowane hepatocyty z myszy trans- 
genicznych wprowadzane były bezpośrednio do śledziony lub żyły wrotnej myszy 
pokrewnych. Wprowadzone komórki wędrowały do wątroby i stawały się jej funk­
cjonalną częścią. W doświadczeniach prowadzonych na psach pierwotną hodowlę 
hepatocytów psa transdukowano konstruktem zawierającym cDNA dla ludzkiego 
API pod kontrolą promotora wirusa cytomegalii. Wektorem przenoszącym infor­
mację genetyczną był defektywny retrowirus. Następnie przeprowadzono autoprze- 
szczep transdukowanych komórek, wstrzykując je do śledziony. Transdukowane 
hepatocyty migrowały do wątroby i przez 30 dni produkowały znaczne ilości inhi­
bitora [26]. Z doświadczeń wynika, że ok. 5% masy wątroby może być trans - 
plantowane tą metodą. Ostateczny zanik ludzkiego API w osoczu psa, pomimo 
stwierdzonej zachowanej żywotności transdukowanych hepatocytów, sugeruje zalia-
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b) produkcji syntetycznych inhibitorów oraz dzięki rozwojowi metod inżynierii 
genetycznej możliwości uzyskiwania zrekombinowanych inhibitorów elastaz,

c) leczenia zaburzeń genetycznych "u źródła" poprzez terapie genowe.
Najbardziej oczywistą metodą leczenia niedoborów API jest terapia polegająca na

wprowadzeniu do organizmu chorego naty wnego inhibitora, wyizolowanego z osocza 
ludzi zdrowych. W badaniach przedklinicznych prowadzonych na zwierzętach ba­
dano częściowo oczyszczony preparat API i wykazano, że pod względem bio­
logicznym, immunologicznym i fizjologicznym zachowywał się prawie identycznie 
z naturalnie występującym API w osoczu ludzkim. Preparat ten testowano w wielu 
klinikach i określono, że dożylne podawanie pacjentowi dawki API 60 mg/kg masy 
ciała raz w tygodniu przez okres kilku do kilkunastu miesięcy skutecznie przywracało 
prawidłowy poziom i ochronne działanie API w dolnych drogach oddechowych [9, 
23]. Obecnie na rynku istnieje już lek na bazie naty wnego API o nazwie handlowej 
Prolastin [51].

W celu przedłużenia czasu przebywania preparatu w osoczu, a tym samym zwię­
kszenia skuteczności jego działania rozpoczęto badania nad modyfikowanymi che­
micznie naturalnymi inhibitorami proteinaz serynowych. Wśród chemicznych mo­
dyfikacji bardzo popularne są modyfikacje syntetycznymi polimerami. Przedłużają 
one czas półtrwania preparatu w osoczu oraz zwiększają jego dostępność we krwi 
i tkankach. Ponadto polimery mogą maskować antygenowe determinanty w białkach 
o innym niż ludzkie pochodzeniu, a także zmieniać immunogenność szczepionek. 
Polimery można użyć również w celu zmiany biodystrybucji makrocząsteczki przez:

a) modyfikacje zwiększające powinowactwo do błon biologicznych (użycie amfi- 
patycznych polimerów),

b) specyficzne receptory, wiążąc końcowy ligand z polimerem.
Najczęściej używanym do modyfikacji białek polimerem jest glikol polietylenowy 

aktywowany karbonyldiimidazolem. Wybór uzasadniony jest jego komercyjną do­
stępnością, wysoce hydrofilową naturą cząsteczki oraz łatwością syntezy pochod­
nych. W przypadku API i wielu innych białek modyfikacje syntetycznymi polimerami 
rozwiązują problem gwałtownego usuwania tych preparatów z osocza. Na bazie 
modyfikacji glikolem polietylenowym wołowej deaminazy adenozynowej powstał 
lek o nazwie handlowej Adagen, stosowany w leczeniu złożonych niedoborów od­
pornościowych. Dalsze badania zmierzają w kierunku połączenia modyfikacji gli­
kolem polietylenowym z metodami ukierunkowanej mutagenezy, celem uzyskania 
ściśle zdefiniowanych pochodnych [54].

Izolacja natywnego inhibitora pociąga za sobą problemy związane ze znajdo­
waniem odpowiednich dawców oraz uzyskiwaniem wystarczającej dawki preparatu. 
Klonowanie i ekspresja określonego cDNA umożliwiła uzyskanie zrekombinowa­
nych inhibitorów proteinaz serynowych. Dotychczas sklonowano i opisano sekwen 
cje nukleotydowe między innymi dla następujących ludzkich inhibitorów: API 
[10,31,45], al-antychymotrypsyna [47], C l, inhibitor [61], inhibitor aktywatora
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plazminogenu [18,65], wydzielniczy leukocytarny inhibitor proteinaz (ang.: secretory 
leukocyteproteinase inhibitor -  SLPI [40], a ponadto dla szczurzego i króliczego API 
[8, 49], API świnki morskiej [59] oraz kontrapsyny świnki morskiej [59], myszy i 
szczura [58, 38]. Scharakteryzowana została również struktura genów kodujących 
serpiny, między innymi dla ludzkich API, ACT [5], PAI-1 [57], PAI-2 [ 1 ], szczurzego 
angiotensynogenu i API [60]. API produkowany jest głównie przez hepatocyty oraz 
przez fagocyty jednojądrzaste, monocyty krwi, makrofagi pęcherzyków płuc [37] i 
komórki nabłonkowe jelita [42]. Otrzymany w drodze rekombinacji genetycznej API 
(rAPI) uzyskany z organizmów prokariotycznych pozbawiony jest reszt cukrowych, 
które stanowią ok. 20% masy natywnego białka. Nie wpływa to jednak na jego 
efektywność hamowania elastazy czy katepsyny G. Doświadczenia przeprowadzone 
na chomikach wykazały, że rAPI w pełni hamuje rozwój rozedmy płuc indukowanej 
podaniem ludzkiej elastazy z neutro fili. Dodatkową korzyścią wynikającą z możliwo­
ści terapeutycznego stosowania rAPI jest możliwość wprowadzenia mutacji w obrębie 
pojedynczych kodonów. Ponieważ ludzki API jest wrażliwy na utlenianie, uzyskano 
punktowe mutanty ze zmienionym centrum aktywnym o niezmienionej specyfi­
czności, lecz odporne na utlenianie [11,45,62]. W ten sam sposób (podstawiając Arg 
358 w miejsce Met 358) uzyskano zrekombinowany API o zmienionej specyficzności 
hamujący trombinę [16,34]. Wadą rAPI, wynikającą z braku glikozylacji zrekom- 
binowanego białka jest znacznie krótszy czas półtrwania w osoczu (1-2 godzin) w 
porównaniu z naty wnym API (2-4 dni). Jednakże podanie rAPI w aerozolu zwiększa 
czas półtrwania zrekombinowanego inhibitora do kilkunastu godzin. Nie stwierdzono 
reakcji alergicznej po podaniu rAPI.

Innym sklonowanym inhibitorem, z którym wiąże się nadzieje na terapeutyczne 
zastosowanie, jest wydzielniczy leukocytarny inhibitor proteinaz-SLPI. U człowieka 
jest on obecny we wszystkich wydzielinach śluzowych i w osoczu (w bardzo niskim 
stężeniu). W płucach jest syntetyzowany przez nieorzęsiony nabłonek oskrzelików 
i nabłonek górnych dróg oddechowych. Przyjmuje się, że podczas gdy API jest 
głównym inhibitorem kontrolującym aktywność elastaz w dolnych drogach odde­
chowych, SLPI jest głównym inhibitorem elastaz w górnych drogach oddechowych. 
Podobnie jak rAPI podany dotchawiczo rSLPI skutecznie hamował rozwój indu­
kowanej elastazą rozedmy płuc u chomika. Stwierdzono również, że rSLPI hamuje 
zmiany morfologiczne komórek wydzielniczych oskrzelików [32] oraz rozedmę płuc 
indukowane podaniem chomikowi lipopolisacharydu [48]. rSLPI nie powodował 
reakcji alergicznej ani nie reagował z czynnikami dopełniacza. Skutkiem ubocznym 
podania dożylnego rSLPI był spadek ciśnienia i nieznaczne obniżenie krzepnięcia 
krwi. Stwierdzono, że czas przeżycia w krążeniu rSLPI po dożylnym podaniu wynosił 
u szczura 40 minut, a po podaniu bezpośrednio do płuc 4 godziny u szczura i 12 
godzin u owcy. Istnieje również możliwość diagnostycznego zastosowania rSLPI w 
związku ze zmianami stężenia tego białka w osoczu osób z zapaleniem płuc [27].
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Rys. 3. a) L -659,286; b) L -658,758

płuc przez inhalacje wykazywał wysoką aktywność i długi czas życia w tkance 
płucnej, natomiast podany dożylnie był szybko usuwany z krwiobiegu. Podany w 
aerozolu chomikom przed wkropleniem HNE długotrwale hamował wywołane ela- 
stazą zaburzenia w dolnych drogach oddechowych. Obecnie preparat ten jest testo­
wany u ludzi [64]. Syntetyczne inhibitory proteaz kaskady krzepnięcia zastosowano 
do obniżenia rozległej, wewnątrznaczyniowej krzepliwości krwi. Klinicznie stosowa­
ne są obecnie preparaty o nazwie handlowej Foy, Futhan i Miraclid. Inhibitory te nie 
wymagają antytrombiny do swojej aktywności. Czas półtrwania tych związków we 
krwi wynosi kilkanaście minut i jest krótszy od czasu półtrwania heparyny [2].

Przedstawione kierunki poszukiwań skutecznego leku dla chorych z niedoborem 
lub wadliwym funkcjonowaniem API pozostają w większości przypadków w fazie 
badań na modelach zwierzęcych. Badania te ograniczają się przeważnie do wywołania 
rozedmy płuc łub innych jednostek chorobowych przez podanie ludzkiej elastazy 
neutrofilowej lub świńskiej elastazy trzustkowej wraz z podaniem badanego inhibi­
tora. Modele, w których podaje się w nadmiarze jeden czynnik oraz czynnik, który
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Rys. 4. ICI 200,880 -  związek o pełnej nazwie: 
4-(4-chlorofenylosulfokarbamoilo)benzoilo-L-vaiilo-L-prolilo-l-(RS)-(l-trifluoroacetyb-2-mety-

loprolilo) amid

ma za zadanie znieść jego niekontrolowane działanie, są w swojej istocie bardzo 
uproszczone i nie uwzględniają szeregu złożonych procesów zachodzących w stanie 
patogennym u chorego. Syntetyczne inhibitory w większości przypadków są to­
ksyczne, a polimery hydrofilowe, którymi są modyfikowane zmniejszają tylko częś­
ciowo szkodliwość preparatu. Dodatkowo większość z nich jest w mniejszym lub w 
większym stopniu niespecyficzna wpływając na inne procesy enzymatyczne zacho­
dzące w organizmie, a nawet w przypadku bardzo specyficznych preparatów nie 
badano ich pod kątem niespecyficznego wpływania w danych jednostkach cho­
robowych na inne procesy biochemiczne toczące się w organizmie. Brakuje ponadto 
wyczerpuj ących danych dotyczących na przykład własności antygenowych preparatu, 
zdolności syntetycznych inhibitorów do wywoływania reakcji alergicznej, czy też 
innych skutków ubocznych u zwierząt i ludzi. Nie prowadzi się długoterminowych 
badań testowanych zwierząt. Nie ma też jednolicie przyjętego czasu, po jakim można 
uznać preparat za całkowicie bezpieczny. Równie dużo problemów i kontrowersji 
budzi terapia genowa. Nie ma całkowitej pewności co do aspektów związanych z 
bezpieczeństwem i późniejszymi możliwymi skutkami tego typu działań. Szeroka 
skala prowadzonych prac badawczych daje jednakże dużą nadzieję na uzyskanie 
skutecznych środków pozwalających leczyć dolegliwości osób z niedoborem lub 
wadliwym funkcjonowaniem inhibitorów enzymów proteolitycznych.
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mowanie transkrypcji transgenów in vivo. Dowodem potwierdzającym tę ewen­
tualność jest doświadczenie, w którym stwierdzono aktywność promotora wirusa 
cytomegalii w pierwotnej hodowli fibroblastów i brak aktywności po transplantacji 
transdukowanych komórek zwierzęciu [50]. Możliwe, że problem ten można roz­
wiązać używając w kostruktach promotorów genów białek wątrobowych, które w 
normalnych warunkach ulegają wydajnej ekspresji w wątrobie, na przykład pro­
motora genu albuminy czy transferyny.

Niezależnie od wyżej wymienionych prac nad naturalnymi inhibitorami pro­
wadzone są badania nad syntetycznymi związkami, które hamowałyby enzymy pro­
teolityczne. Dotychczasowe badania in vitro dostarczyły wielu syntetycznych, nisko- 
cząsteczkowych, odwracalnych i nieodwracalnych inhibitorów HNE (ang.: human 
neutrofil elastase -  ludzka elastaza neutrofilowa) i katepsyny G, jednakże tylko z 
niektórymi z tych inhibitorów prowadzono badania in vivo. Do syntetycznych, odwra­
calnych inhibitorów należą oligopeptydy modyfikowane kwasem borowym. Wyka­
zano, że efektywnie zapobiegają one rozwojowi rozedmy płuc indukowanej elastazą 
trzustkową u chomika [18]. Inhibitory te mocno wiążą ludzką elastazę neutrofilową 
(Ki = 5,7 x 10-10 M) [7]. Wydają się być ponadto nietoksyczne i mają wystarczającą 
stabilność in vivo [44]. Do syntetycznych, odwracalnych inhibitorów należy też 
SC-39026: kwas benzoesowy 2-chloro-4-l-hydroksyoktadecylowy. Podany z pokar­
mem szczurom zapobiega on między innymi indukowanemu elastazą nadciśnieniu 
płucnemu. Selektywnie hamuje on wolną elastazę neutrofili ludzkich, kompleksy 
HNE-elastyna, a także elastazy neutrofilowe szczura, chomika, królika i świni [38]. 
Szeroko badane pod względem terapeutycznym były chlorometyloketony oligopep- 
tydów należące do syntetycznych, nieodwracalnych inhibitorów, takie jak butylo- 
oksykarbonylo-Ala3-CH2Cl [3] czy N-bursztynylometylo-Ala2-Pro-Val-CH2Cl [7]. 
Wykazano, że dootrzewnowe podanie chlorometyloketonów równocześnie z elasta­
zą chroni tkankę płucną zwierząt przed uszkodzeniami powodowanymi enzymem. 
Stwierdzono jednakże toksyczne działanie tych związków objawiające się ognisko­
wymi, śródmiąższowymi chorobami nerek [20, 55]. Terapeutyczne właściwości 
syntetycznych inhibitorów mogą być wzmocnione, a ich ewentualny toksyczny efekt 
zredukowany, jeżeli są podane bezpo­
średnio do płuc poprzez nośnik. W tym 
celu opracowano preparatykę prowa­
dzącą do otrzymania chlorometyloke­
tonów oligopeptydów kowalencyjnie 
połączonych z dostępnymi w handlu 
mikrociałami ludzkiej albuminy. Zwią­
zki te podane przed ekspozycją płuc na 
działanie elastazy spełniały rolę ochron­
ną w doświadczalnie wywołanej roze­
dmie płuc, co wykazywano poprzez ba­
dania histologiczne płuc [20]. Z innych,

Rys. 1. Furoilosacharyna
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mniej badanych syntetycznych, nieodwracalnych inhibitorów potencjalne terapeuty­
czne znaczenie mogą mieć azolid estru metylowego L-norwaliny związek o struktu­
rze:
(L)-CH3CH2CH2 - CH(COOCH3)-NH-CO-Imidazol
oraz furoilo sacharyna (rys. 1). Drugi z wymienionych związków hamuje elastazę 
rozszczepiającą wiązanie CON w pierścieniu inhibitora. Zacytowany enzym deacy- 
luje niezmiernie wolno (kcat = 1,4 x 1(T6 s 1 dla elastazy leukocytów) [7]. Badania 
obu związków in vivo wykazały ich ochronne działanie w rozwoju rozedmy płuc u 
zwierząt doświadczalnych [19]. Poszukiwania wśród szerokiej gamy syntetycznych 
inhibitorów zmierzają w kierunku znalezienia wysoce specyficznych inhibitorów 
elastazy neutrofili, które zachowywałyby swą aktywność również podane dożylnie. 
W doświadczeniach in vitro wykazano, że ONO-5046 (rys. 2) selektywnie hamuje 
aktywność wieprzowej elastazy trzustkowej oraz ludzkiej elastazy neutrofilowej, a 
także elastazy leukocytów królika, szczura, chomika i myszy. W badaniach in vivo 
ONO-5046 podany dotchawiczo hamuje krwawienie płucne, natomiast podany do­
żylnie skutecznie hamuje nadmierną przepuszczalność skóry u zwierząt doświadczal­
nych, oba objawy wywołane wcześniejszym podaniem elastazy [25]. Krwawienie 
płucne u chomika, indukowane HNE hamują również podane dotchawiczo oligopep- 
tydy modyfikowane karbaminianami, pełna nazwa przykładowego związku: 
p-nitrofenyloN-(bursztynylo-L-alanylo-L-alanylo-L-prolylo-metylo)-N-izopropylo- 
karbaminian (PCI).
Nie łagodzą one jednak indukowanej HNE rozedmy płuc u tych zwierząt [56]. 
Połączenie PCI z hydrofilowym polimerem: a, (3, -poli [N(2-hydroksyetylo)-D,L- 
aspartamidem] (produkt końcowy oznaczony w skrócie PPCI) sprawiło, że podanie 
PPCI na godzinę przed dotchawiczym wkropleniem elastazy znacznie łagodziło 
objawy rozedmy płuc [33]. Zastosowanie w leczeniu schorzeń powstałych w wyniku 
niekontrolowanej aktywności elastaz mogą znaleźć również obojętne cefalosporyny, 
znane ze swoich właściwości hamowania proteinaz serynowych bakterii. Wśród tej 
grupy inhibitorów dwa wykazywały aktywność in vivo: L-659,286 oraz L-658,758 
(rys. 3), hamowały bowiem krwawienie płucne u chomika [12]. Zsyntetyzowano też 
inhibitor ICI-2G0-880 (rys. 4) selektywnie i mocno wiążący się z HNE (Ki = 5,0 x 
10~10 M) i znacznie słabiej ze świńską elastazą trzustkową. Podany bezpośrednio do

Rys. 2. ONO-5046 -  związek o 
pełnej nazwie: N-[2-[4-(2,2- 

dimetylopropionylooksy) fenylosulłb- 
nyloamino] benzoilo] kwas aminooctowy
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ANTYBAKTERYJNE BIAŁKA I PEPTYDY LUDZKICH 
NEUTROFILL 

W POSZUKIWANIU NOWYCH ANTYBIOTYKÓW*

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

PAWEŁ MAK

Zakład Biochemii Zwierząt, Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego, 
Uniwersytet Jagielloński, Kraków

Streszczenie. W pracy przedstawiono przegląd współczesnej wiedzy na temat niezależnego od 
tlenu, nieenzymatycznego zabijania mikroorganizmów przez neutrofile -  najistotniejsze komórki 
fagocytujące ludzkiego organizmu. Mechanizm ten wykorzystuje niespecyficzne działanie białek 
ipeptydów obecnych w ziarnistościach pierwotnych i wtórnych oraz w cytoplazmie. Do substancji, 
których działanie antybakteryjne nie jest związane z normalnie przypisy wanymi im właściwościa­
mi enzymatycznymi czy fizjologicznymi, należą: a) bakteriobójczy czynnik zwiększający przepu­
szczalność błon, b) tzw. serprocydyny -  antybakteryjne proteinazy serynowe (elastaza, katepsyna 
G, proteinaza 3 oraz nieaktywny proteolitycznie ich homolog -  azurocydyna), c) tzw. defensyny -  
grupa antybakteryjnych peptydów ziarnistościpierwotnych, d) powszechnie znanebiałka -  lizozym 
i laktoferryna oraz e) cytoplazmatyczny kompleks określany mianem kalprotektyny. Oprócz 
krótkiej charakterystyki przedstawiono hipotezy dotyczące mechanizmów działania tych czynni­
ków oraz wyniki badań prowadzonych w celu opracowania nowych, skutecznych antybiotyków.

Słowa kluczowe: aktywność bakteriobójcza krwi, neutrofile, chemia czynników bakteriobójczych, 
cytotoksyczność.

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 Badań 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), c) defensins -  
a family 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 skrótów: AGP7 -  białko 7 ziarnistości azurofilnych, BP -  białko bakteriobójcze, BPI -  
bakteriobójcze białko zwiększające przepuszczalność błon, CAP -  kationowe białko bakteriobój­
cze, Gr~ -  bakterie gramujemne, Gr+ -  bakterie gramdodatnie, HBP -  białko wiążące heparynę, 
HSV -  wirus Herpes simplex, LBP -  białko wiążące lipopolisacharyd, LPS -  lipopolisacharyd 
(endotoksyna), NK -  limfocyty zabijające, TNF -  czynnik nekrozy nowotworów.

1. WPROWADZENIE

Jako komórki żerne znacznie przewyższające liczebnością inne fagocyty -  makro- 
fagi, monocyty i eozynofile -  granulocyty obojętnochłonne (neutrofile) spełniają w 
nieswoistej, a w szczególności przeciwzakaźnej odpowiedzi immunologicznej orga­
nizmu bardzo ważnąrolę [27]. Uwalniane w miejscu inicjowanej odpowiedzi zapalnej 
lub immunologicznej czynniki chemotaktyczne powodują przemieszczanie się neu- 
trofili w tym kierunku, lokalny zaś wzrost przepuszczalności naczyń ułatwia ich 
migrację. Mikroorganizmy ulegają fagocytozie, która poprzedza ich zabicie i strawie­
nie w fagolizosomie powstałym w wyniku fuzji fagosomu z lizosomem pierwotnym. 
Proces zabijania drobnoustrojów odbywa się tzw. drogą zależną od tlenu, zapocząt­
kowaną aktywacją oksydazy NADPH i min. przy udziale mieloperoksydazy prowa­
dzi do powstania toksycznych, wysoce reaktywnych związków -  nadtlenku wodoru, 
rodników hydroksylowych, tlenu singletowego, kwasu podchlorawego oraz chlora­
min. Mechanizmami biegnącymi równolegle, wyłącznymi w przypadku mikroorga­
nizmów nie stymulujących syntezy reaktywnych związków tlenowych, jest zabijanie 
niezależne od tlenu. Wiąże się ono z obecnością w lizosomach pierwotnych (zwanych 
też ziarnistościami azurofilnymi), a w mniejszym stopniu również i w ziarnistościach 
wtórnych oraz w cytoplazmie szeregu białek i peptydów o działaniu bakteriostatycz- 
nym i bakteriobójczym. Są to zarówno duże białka, np. czynnik bakteriobójczy 
zwiększający przepuszczalność błon, jak i kilkudziesięcioaminokwasowe peptydy -  
defensyny. Należy tutaj również bakteriobójcza rodzina homologów proteinaz sery­
nowych, tzw. serprocydyny (elastaza, katepsyna G, proteinaza 3, azurocydyna), 
kalprotektyna oraz powszechnie znane białka -  lizozym i laktoferryna. W pracy 
niniejszej przedstawiono najważniejsze z doniesień dotyczących tych białek i pepty­
dów ludzkich neutrofili, których zdolności do zabijania mikroorganizmów nie są 
związane z ich ewentualną aktywnością enzymatyczną. W ostatnich latach związki te
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cieszyły się znacznym zainteresowaniem badaczy, co wynikało zarówno z eksploracji 
ciekawego obszaru z pogranicza nauk podstawowych, medycyny i farmakologii, jak 
i z potencjalnie bardzo chłonnym na skuteczniejsze antybiotyki rynkiem zbytu dla 
firm farmaceutycznych i biotechnologicznych.

2. BAKTERIOBÓJCZY CZYNNIK 
ZWIĘKSZAJĄCY PRZEPUSZCZALNOŚĆ BŁON (BPI)

BPI (inne określenia spotykane w literaturze: CAP57, BP) jest bogatym w lizynę, 
nieenzymatycznym białkiem o m. cz. 55-58 kDa, stanowiącym ok. 0,3% całkowitego 
białka neutrofili [53]. Jest syntetyzowany i pakowany do ziarnistości azurofllnych 
tylko podczas promielocytarnych i mielocytarnych stadiów rozwoju neutrofili. Nie 
wykry to go w innych liniach komórkowych człowieka.

Kodowany jest przez gen zlokalizowany w tym samym miejscu chromosomu 20 
co gen kodujący LBP (białko wiążące lipopolisacharyd należące do białek ostrej fazy, 
uwalniane podczas infekcji bakteriami Gr“) i wykazuje do tego białka duże podobień­
stwo strukturalne [23]. Wykazano również, że białko wiążące lipopolisacharyd obe­
cne na powierzchni neutrofili jest identyczne z BPI [56]. Już wcześniej domyślano 
się, że natywny BPI działa w stanie związanym z membranami, ponieważ jego 
C-końcowy fragment jest hydrofobowy i może doskonale spełniać funkcję kotwiczą­
cą. Przynależność do rodziny białek wiążących lipopolisacharyd (LPS) jest jedną z 
podstawowych cech BPI. Wykazano, że za wiązanie z lipidem A (silnie konserwa­
tywnym fragmentem cząsteczki LPS), odpowiedzialny jest 199-aminokwasowy, N- 
końco wy fragment B PI, który otrzymano już w drodze rekombinacji [21 ]. Ten 25 kD a 
fragment łączy się przy tym z częścią kotwiczącą odcinkiem o sekwencji potencjalnie 
rozszczepianej przez elastazę [31]. Ponieważ uwalnianie LPS (endotoksyny) podczas 
infekcji bakteriami Gr“ inicjuje kaskadę cytokin powodując w efekcie szok, uszko­
dzenia wielonarządowe i nawet śmierć, sugestia zastosowania terapeutycznego BPI 
jest bardzo wyraźna [34]. Efekt letalny wywołuje BPI już w ilościach 0,1-5 pg/ml w 
zależności od szczepu bakterii [53]. Antybakteryjna domena BPI ma zarówno wła­
ściwości amfipatyczne, jak i kationowe, manifestując swe zdolności zabójcze wyłą­
cznie wobec bakterii Gr“, optimum działania wykazując w pH neutralnym, przy 
stosunkowo malej wrażliwości na zmiany siły jonowej [31]. Poznanie mechanizmu 
działania tego czynnika wymaga jeszcze wielu badań, wiadomo już jednak, że w 
pierwszym etapie BPI lub też jego antybakteryjna domena w odwracalny sposób wiąże 
się z powierzchnią zewnętrznej błony komórki bakteryjnej, nie dopuszczając do jej 
wzrostu i podziału, zaś w etapie drugim, nieodwracalnym, w znacznie większym 
stopniu wrażliwym na zmiany pH, indukuje zabójczy dla komórki wzrost przepusz­
czalności błony i wypływ metabolitów. Nieznaną dotychczas drogą dochodzi do
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aktywacji bakteryjnych enzymów degradujących fosfolipidy i peptydoglikany [31,- 
33]. Wykazano również, że BPI i jego N-końcowy fragment jest zdolny do zabijania 
bakterii Gr~ w pełnej krwi, i to nawet w przypadku szczepów opornych na inne 
osoczowe mechanizmy inaktywacji drobnoustrojów. BPI hamuje jednocześnie indu­
kowane bakteryjnie wydzielanie TNF [57].

3. SERPROCYDYNY

Ziarnistości azurofilne zawierają grupę proteinaz serynowych, do których należą 
elastaza, katepsyna G, proteinaza 3 oraz nieaktywna enzymatycznie azurocydyna. 
Wszystkie te białka mają prawdopodobnie wspólne pochodzenie ewolucyjne oraz 
wysoki stopień homologii, wyrażający się podobieństwem centrum aktywnego i 
miejsca wiążącego substrat oraz podobieństwami w sekwencji i strukturze przestrzen­
nej. Odgrywają one istotną rolę w bardzo wielu procesach fizjologicznych [3]. W 1975 
roku po raz pierwszy wykazano zdolności dwóch z tych białek (katepsyny G i elastazy) 
do zabijaniabakterii [43] -  i w związku z tymi właśnie bakteriobóczymi własnościami 
utworzono wspólne określenie tej grupy białek -  serprocydyny (od słów angielskich 
SERine PROteinase bcicteriCIDal proteins). Nie znaleziono w literaturze sugestii o 
ewolucyjnym rodowodzie takich właściwości wśród proteinaz serynowych.

3.1. ELASTAZA
Antybakteryjne właściwości elastazy [4] są niezależne od aktywności proteolity­

cznej enzymu [43]. Aktywny enzym degradując białka otoczki komórki bakteryjnej 
może jednak w znacznym stopniu wzmacniać efekt działania innych czynników 
bakteriobójczych. Wykazano ponadto inne, nieenzymatyczne, synergistyczne wzma­
cnianie aktywności bakteriobójczej katepsyny G i azurocydyny [40], oraz zdolność 
do uwalniania z natywnego BPI 25 kD a domeny antybakteryjnej [31]. Szczegółowych 
prac nad antybakteryjnym działaniem elastazy dotychczas nie prowadzono, z wyjąt­
kiem określania wrażliwości konkretnych patogenów [35]. Ostatnio na podstawie ok. 
40% homologii antybakteryjnej domeny azurocydyny z resztami 20-44 elastazy 
zsyntetyzowano jej bakteriobójczy peptyd (LRGGHFCGATLIAPNFVMSAAHC- 
VA), przy czym ogólnie działał on na testowy szczep bakterii Gr~ w większych 
stężeniach niż jego azurocydynowy odpowiednik, wykazując równocześnie bardziej 
stromą zależność zdolności bakteriobójczych od dawki [45]. Wykazano również [39], 
że w pobliżu N-końca elastazy znajduje się sekwencja IVGGR, która jest odpowied­
nikiem jednej z najbardziej bakteriobójczych domen katepsyny G (IIGGR). Jak 
wynika z badań porównawczych [1], aby wykazać efekt bakteriobójczy peptydu 
IVGGR wobecNeisseriagonorrhoecie i Staphylococcus aureuskoniecznejestjednak 
średnio ok. dwa razy większe jego stężenie niż peptydu IIGGR i ponadto peptyd
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elastazy w odróżnieniu od swego katepsynowego odpowiednika okazuje się być 
całkowicie nieaktywny wobec patogenów jamy ustnej [39].

3.2. KATEPSYNA G
Katepsyna G jest zmiennie glikolizowaną proteinazą serynową o m. cz. 27 kDa, 

stanowi ok. 0,5% całkowitego białka ludzkich neutrofiłi i w mniejszych ilościach 
występuje również w monocytach. Produkowana w postaci pierwotnej formy prekur- 
sorowej, pakowana jest do ziarnistości podczas stadiów promielocytarnych i mielo- 
cytarnych [53]. Białko to jest aktywne wobec szerokiego spektrum bakterii Gr~ i Gr+ 
oraz grzybów przy stężeniach rzędu 25 [tg/ml [31]. Aktywność bakteriobójcza nie 
ulega zahamowaniu przy zablokowaniu inhibitorem centrum katalitycznego enzymu, 
choć oczywiście enzym aktywny jest bardzo "pomocny" w nadtrawianiu zewnętrz­
nych struktur białkowych komórek mikroorganizmów oraz po ich zabiciu -  do 
trawienia resztek. Aktywność antybakteryjna katepsyny G jest związana z dwoma 
krótkimi peptydarni IIGGR i HPQYNQR, uzyskanymi po trawieniu enzymu klostry- 
painą [1,48]. Peptydy te są najbardziej bakteriobójcze spośród produktów klostrypai- 
ny i mają identyczne jak katepsyna G optima działania: temperatura 37°C, pH 
7,0-7,5, niska siła jonowa. Wzorując się na podobieństwie bakteriobójczego peptydu 
azurocydyny (reszty 20-44) do sekwencji 20-47 katepsyny G, Pereira i wsp. [45] 
zsyntetyzowali go i wykazali jego bakteriobójcze własności, przy czym wymagane 
były jednak kilkukrotnie wyższe stężenia. Sugeruje się, że zgodnie z pierwszymi 
hipotezami dotyczącymi mechanizmu zabijania przez katepsynę G, jej aktywne 
domeny tworzone przez wymienione peptydy, jak i również one same wiążą się z 
powierzchnią błony komórki bakteryjnej i ulegają wbudowywaniu, zaburzając jej 
strukturę. Wyniki najnowszych badań dają podstawę do stwierdzenia, że oddziaływa­
nia związane z pierwszą fazą są nieswoiste, bowiem zsyntetyzowane D-aminokwa- 
sowe odpowiedniki aktywnych peptydów katepsyny G działały dokładnie tak samo 
jak ich naturalne L-aminokwaso we odpowiedniki [39]. Ponadto studia nad wpływem 
substytucji innymi aminokwasami i wprowadzaniem grup funkcyjnych wykazały 
istotność nie tyle sumarycznego ładunku cząsteczki, co jego wewnątrzcząsteczkowej 
dystrybucji. Sugeruje to podobny do detergentów i defensyn mechanizm działania. 
Z drugiej jednak strony niespodziewanie wykazano, że endotoksyna (LPS) Pseudo- 
monas aeruginosa jest kompetycyjnym inhibitorem zarówno enzymatycznych jak i 
bakteriobójczych własności katepsyny G. Chociaż nie ma doniesień, czy endotoksyny 
innych bakterii również mają takie własności, jest to ważny sygnał sugerujący ist­
nienie specyficznych dróg oddziaływania tego białka z bakteriami, zwłaszcza, że 
wcześniej stwierdzono już jego powinowactwo do kwasu tejchojowego i białka 
wiążącego penicylinę [53]. Warto ponadto zaznaczyć, że sekwencje homologiczne do 
aktywnych peptydów katepsyny G znaleziono w granzymie B -  białku cytolitycznych 
ziarnistości limfocytów T cytotoksycznych oraz w chymazie (enzym proteolityczny
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komórek tucznych). W przypadku chymazy z powodów stery cznych sekwencje te nie 
mogą jednak manifestować swych bakteriobójczych własności [48].

3.3. PROTEIN AZ A 3
Oprócz omówionych już wyżej dwóch enzymów do grona akty wnych proteolity­

cznie serprocydyn ziarnistości azurotilnych ludzkich neutrofili zalicza się też pro- 
teinazę 3 (cytowaną w literaturze również jako: AGP7, p29b, mieloblastyna i au- 
toantygen ziarnicy Wegenera [28]). Mimo stosunkowo późnego odkrycia, jest to już 
dobrze poznany enzym [5, 7, 47] o m. cz. 29 kDa, szerokiej specyficzności sub­
stratowej, odróżniający się od katepsyny G i elastazy niezdolnością do trawienia 
specyficznych dla nich substratów peptydowych oraz brakiem hamowania przez 
leukocytowy inhibitor proteinaz i słabym hamowaniem przez eglinę C (inhibitor 
wyizolowany z pijawki lekarskiej). Ponadto enzym ten wykazuje istotne różnice w 
budowie zarówno miejsca katalitycznego, jak i miejsca wiążącego substrat [28]. 
Proteinaza 3 wykazuje identyczną z azurocydyną (patrz niżej) aktywność bakterio­
bójczą w przypadku bakterii Gr~ i Gr+ zaś zabijanie grzybów wymaga już stężeń 
proteinazy 3 o co najmniej 50% wyższych niż analogiczne efektywnie stężenie 
azurocydyny. Ponadto zabijanie bakterii (podobnie jak w przypadku elastazy i kate- 
psyny G) jest niezależne od aktywności enzymatycznej [6]. Dokładniejsze studia nad 
bakteriobójczym działaniem proteinazy 3 nie były prowadzone, wiadomo jednak, że 
nie zawiera ona sekwencji podobnych do najaktywniejszych peptydów katepsyny G 
(IIGGR i HPQYNQR), aktywność bakteriobójcza peptydu zaś z charakterystyczne­
go dla serprocydyn regionu reszt 20-44 nie była badana. Wydaje się jednak, że jeżeli 
peptyd 20-44 azurocydyny ma największe zdolności bakteriobójcze spośród analogi­
cznych peptydów katepsyny G i elastazy, to przy przyjęciu założenia o wpływie 
stopnia homologii na aktywność bakteriobójczą peptyd rejonu 20^44 proteinazy 3 
mającej 15 aminokwasów zgodnych powinien być bardziej bakteriobójczy od analo­
gicznie usytuowanego peptydu elastazy (13 zgodnych aminokwasów) i katepsyny G 
(11 zgodnych).

3.4. AZUROCYDYNA
Białko to (o spotykanych również w literaturze określeniach CAP37 i HBP) ma 

masę cząsteczkową 37 kDa i charakteryzuje się dużą, związaną ze zmienną głikozy- 
lacją, heterogenicznością w ruchliwości elektroforetycznej [18]. Azurocydyną jest 
obecna tylko w azurofilowych ziarnistościach neutrofili, monocytach oraz promielo- 
cytarnej linii komórek szpiku, metody znakowania immunofluorescencyjnego zaś 
lokalizują ją jako nieintegralne białko zasocjowane z błoną ziarnistości. N-koniec 
azurocydyny stanowi bogatą w zasadowe reszty, wyeksponowaną na zewnątrz dome­
nę. Azurocydyną ma szczególnie duży stopnień homologii z elastazą, lecz charakte­
ryzuje się bardzo istotnymi podstawieniami amino kwasowymi w centrum aktywnym: 
His II Ser i Ser FI Gły, które powodują, że decydujące o aktywności proteolitycznej
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przeniesienie ładunku w odrębie triady aminokwasów nie jest tu możliwe [18]. Nie 
jest to jednak przypadek odosobniony, znanych jest wiele nieaktywnych enzymaty­
cznie analogów różnych białek, gdzie również doszło do podobnych substytucji 
ewolucyjnych, np. haptoglobina, białko Z czy czynnik wzrostu hepatocytów [46]. 
Azurocydyna ma zdolność wiązania heparyny i trzustkowego inhibitora trypsyny oraz, 
stanowi czynnik chemotaktyczny dla monocytów [45,461 Samo działanie antybakte- 
ryjne jest szczególnie ukierunkowane na bakterie Gr~, efektywne stężenia białka są 
rzędu 1-5 [tg/ml [53] przy optimach działania w pH rzędu 5,5 i niskiej sile jonowej. 
Zabijanie bakterii Gr+ i grzybów jest również możliwe, lecz wymaga wyższych 
stężeń. Wykazano ponadto, że patogeny odporne na działanie katepsyny G lub 
elastazy stają się na nie wrażliwe w obecności azurocydyny, lecz synergiczny efekt 
zanika już w sile jonowej powyżej 20 mM NaCl [35]. Mechanizm zabijania przez 
azurocydynę nie jest jeszcze całkowicie wyjaśniony. Ponieważ wykazano, że azuro­
cydyna ma zdolność wiązania się z konserwatywnym regionem LPS -  lipidem A [45], 
sugeruje się, że pierwszym etapem oddziaływania z komórką bakteryjną może być 
związanie się azurocydyny z LPS. Ostatnio wykazano, że 25-aminokwasowy peptyd 
odpowiadający resztom20-44 (NQGRHFCGGALIHARFVMTAASCFQ) decydują­
cy o całkowitych właściwościach antybakteryjnych białka ma identyczne optima 
działania, wykazując przy tym działanie bakteriobójcze wobec nieco szerszego spe­
ktrum mikroorganizmów niż natywne białko [45]. Peptyd ten ma również zdolność 
wiązania lipidu A, który jest przy tym inhibitorem jego działania bakteriobójczego 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, tworzące w obrębie peptydu mostek disiarczkowy. 
Substytucja tych reszt cysteinowych innymi aminokwasami lub redukcja i zabloko­
wanie grup SH dające w elekcie liniowy peptyd znosi całkowicie jego aktywność 
bakteriobójczą. Krótsze peptydy z obszaru 20-44 nie mają aktywności lub aktywność 
ta jest bardzo słaba. Ponieważ sugeruje się [18], żepo asocjacji azurocydyny czyjej 
aktywnej domeny z błoną właściwy efekt zabijający związany jest z interkalacją do 
niej, to wydaje się, że ważną cechą tych cząsteczek powinien być ich ładunek. Wobec 
silnie zasadowego charakteru azurocydyny peptyd 20-44 ma w swym optymalnym 
pH sumaryczny ładunek rzędu +4, którym charakteryzuje się jednak również i inny, 
nieaktywny bakteriobójczo peptyd z odmiennego regionu białka [45]. Być może więc 
o działaniu antybakteryjnym peptydu 20-44 decyduje suma czynników:

a) przestrzenna dystrybucja ładunku,
b) w większości hydrofobowe własności reszt,
c) zasadowy charakter,
d) stabilizowany wiązaniem disiarczkowym mały rozmiar cząsteczki.
O znaczeniu powyższych czynników zdaje się zwłaszcza świadczyć fakt, że szczep 

bakteryjny, charakteryzujący się wskutek substytucji w lipidzie A umiej ujemnym
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Rys. 1. Poglądowy schemat ilustrujący proponowany mechanizm działania defensyn: A -  każda 
cząsteczka ma dodatnio naładowany biegun z eksponowanymi resztami argininy, domenę hydrofo­
bową, na rysunku zacieniowaną, oraz miejsce, do którego może się związać inna cząsteczka 
defensyny, tworząc w miejscu połączenia miniaturowy kanał; utworzony dimer jednym z dodatnich 
biegunów elektrostatycznie oddziałuje z ujemnie naładowaną powierzchnią błony, a następnie ulega 
interkalacji, eksponując swe domeny hydrofobowe do również hydrofobowego wnętrza błony, 
destabilizując tym samym jej strukturę; B -  podwójny dimer zdolny jest poprzez dwustronne 
oddziaływania elektrostatyczne oraz utworzenie lokalnego środowiska hydrofobowego do induko­
wania fuzji dwóch membran; C -  wielokrotnekompleksy dimerów defensyn mogąrównież utworzyć 
w poprzek błony kanał o znacznych rozmiarach (dwa pozostałe dimery lokują się nad i pod płasz­

czyzną rysunku), zmodyfikowane za [24,16]
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ładunkiem lipopolisacharydu, wykazuje równocześnie zwiększoną oporność na azu- 
rocydynę [45].

4. DEFENSYNY

Od pierwszych doniesień o lizosomalnych peptydach kationowych minęło już 
około 30 łat [59], lecz w zasadzie apogeum jakościowe i ilościowe prac ukazujących 
się na ich temat przypadło na drugą połowę lat 80 i początek 90. Ostatnio ukazała się 
poświęcona defensynom znakomita praca przeglądowa [32] i do tej pozycji odsyła 
autor szczególnie zainteresowanych obszerną bibliografią. Defensyny są antybakte- 
ryjnymi i cytotoksycznymi peptydami, zawierającymi 29 do 35 aminokwasów z 
konserwatywnym motywem sześciu reszt cysternowych, tworzących trzy wewnątrz- 
cząsteczkowe mostki disiarczkowe. Mostki te są niezbędne dla aktywności peptydu i 
stabilizują całkowicie p-strukturalną architekturę cząsteczki, której kształt przypomi­
na wydłużoną elipsoidę [24]. Defensyny mają zdolność do tworzenia form di-, tri- i 
tetramerycznych i wydaje się to być bardzo istotną właściwością przy rozpatrywaniu 
ich mechanizmu działania. Testy in vitro wykazały szerokie spektrum działania 
bakteriobójczego w stężeniach 10-100 pig/ml, przy czym szczególną aktywność 
wykazano wobec bakterii Gr+ i grzybów, a nieco mniejszą wobec bakterii Gr~. 
Defensyny są również zdolne do zabijania krętków, mikobakterii oraz do bezpośred­
niej neutralizacji niektórych wirusów z otoczkami (jak HSV, wirus zapalenia jamy 
ustnej i grypy) [32]. Hamują również in vitro replikację wirusa HIV-1 [42]. Efekt 
bakteriobójczy jest zawsze związany z wbudowywaniem do błony komórkowej 
mikroorganizmu i zwiększeniem jej przepuszczalności. Badania z użyciem sztucz­
nych błon fosfolipidowych wykazały, że zdolność do związania się kationowej 
defensyny z powierzchnią błony jest ściśle związana z jej powierzchniowym ładun­
kiem i w związku z tym, indukowane elektrostatycznymi oddziaływaniami przyłącze­
nie defensyny do powierzchni membrany uważa się za pierwszy etap działania. 
Następnie dochodzi do uwarunkowanej oddziaływaniami hydrofobowymi integracji 
defensyny do błony, utworzenia poru ułatwionego połączeniem się dwóch lub więcej 
defensyn (powstaje wtedy w miejscu asocjacji cząsteczek mały kanalik) i w efekcie 
do wyrównania potencjału po obu stronach błony i wypłynięcia jonów, peptydów i 
innych niezbyt dużych metabolitów [16, 24] (rys. 1). Niespecyficzne, podobne do 
detergentów, oddziaływania defensyn z powierzchnią błon biologicznych sugeruje, 
że defensyny mogą również wywoływać w obrębie organizmu efekt cytotoksyczny. 
I rzeczywiście -  wykazano takie działanie wobec limfocytów, neutrofili, komórek 
endotelialnych i innych, przy czym okazało się również, że defensyny są zdolne do 
lizy komórek odpornych na TNF i czynnik cytolityczny komórek NK [32, 50]. 
Postuluje się, że mechanizmem chroniącym przed autocytotoksycznym efektem de­
fensyn jest syntetyzowanie ich jako prepropeptydów, których 40- do 45-aminokwa-
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sowy profr agment zawieraj ący liczne reszty anionowe stanowi czynnik neutralizuj ący 
kationowy charakter dojrzałej defensyny [36]. Chociaż docelowe działanie na błony 
wydaje się być najważniejsze, to zaobserwowano również, że defensyny są zdolne do 
indukowania jednoniciowych przerw w komórkowym DNA [22]. Peptydy te zostały 
również zidentyfikowane jako:

a) chemoatraktanty [55],
b) czynniki kortykostatyczne [17],
c) inhibitory białkowej kinazy C [8],
d) opsoniny [32].
Ludzkie defensyny są charakterystyczne dla ziarnistości azurofilnych neutrofili, 

gdzie trzy z czterech ludzkich defensyn stanowią 30-50% całkowitego białka ziarni­
stości [32], w największym stopniu decydując o niezależnym od tlenu zabijaniu. 
Uczestniczą one ponadto prawdopodobnie w bardziej uogólnionych mechanizmach 
odpornościowych, bowiem wykazano, że są one wydzielane do osocza i poziom ich 
w osoczu podnosi się podczas infekcji [49,20]. Nie ukazały się doniesieniao obecności 
defensyn w innych populacjach ludzkich komórek (poza oczywistym wyjątkiem 
prekursorowych komórek neutrofili w szpiku), tym niemniej jednak, homologiczne 
do ludzkich defensyn peptydy wykryto w niektórych populacjach komórkowych 
takich zwierząt, jak: szczur [12], świnka morska [41], królik [17] i mysz [13,14], a 
peptydy o zbliżonych funkcjach znaleziono również u konia [ 10], bydła [15], niższych 
kręgowców [37] oraz u owadów [9] i roślin [11].

5. LIZOZYM I LAKTOFERRYNA

Lizozym i laktoferryna w przeciwieństwie do wszystkich dotychczas opisanych 
substancji są charakterystyczne dla ziarnistości drugorzędowych (zwanych też spe­
cyficznymi). Spotkać je można również w znaczących ilości ach w niemal wszystkich 
płynach fizjologicznych. Antybakteryjne działanie lizozymu jest powszechnie znane 
[31]. Nie tak dawno jednak wykazano, że działanie antybakteryjne niekoniecznie musi 
być związane z jego aktywnością muraminidazową [30]. Redukcja bowiem istotnych 
dla tej aktywności mostków disiarczkowych lub zablokowanie enzymu oligosachary- 
dami nie znosiło jego bakteriobójczych własności. Stwierdzono, że za właściwości 
takie odpowiedzialna jest (podobnie jak w niektórych opisanych wyżej przypadkach) 
silnie kationowa natura białka (pi > 10,5). Już dość dawno temu wykazano, że 
bakteriobójcze własności in vitro wykazuje podobnie kationowa grupa białek, jaką są 
histony [25]. Lizozym działa bakteriobójczo przy stężeniach 10-30 [tg/ml, które to 
stężenie jest efektywnie takie same dla podobnie jak lizozym kationowych, krótkich 
monopolimerów lizyny czy argininy [30]. Warto zwrócić uwagę na to, że lizozym 
działa w odróżnieniu od innych opisanych tu białek szczególnie wielokierunkowo. 
Aktywność muraminidazowa hydrolizuje wiązania (3-(l,4)-glikozydowe w obrębie
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peptydoglikanu bakteryjnej ściany komórkowej. Wiązanie polikationowych domen 
lizozymu do ujemnie naładowanych części LPS zewnętrznej błony komórek bakterii 
Gr-  powoduje destabilizację tej błony i dodatkowo uwrażliwia peptydoglikan na atak 
od wnętrza komórki [44]. Ponadto ostatnio wykazano, że przyłączenie do C-końca 
lizozymu hydrofobowego pentapeptyduFFVAP umożliwiało penetrację takiej hybry­
dowej cząsteczki do błony wewnętrznej, co wywoływało obniżenie fizjologicznego 
potencjału elektrochemicznego membrany i znaczne tym samym wzmożenie efektu 
bakteriobójczego [26].

Laktoferryna jest białkiem lekko zasadowym (m. cz. 78 kDa) i należy do transfer- 
rynowej rodziny białek wiążących żelazo [31]. Wiążąc żelazo niezbędne bakteriom 
do syntezy katalazy czy cytochromów, laktoferryna hamuje ich wzrost. Wykazano 
jednak, że zablokowanie miejsc wiążących ten jon nie blokuje bynajmiej bakterio- 
statycznej i bakteriobójczej aktywności i białko takie w dalszym ciągu zdolne jest przy 
stężeniach rzędu 100 [ig/ml do zabijania bakterii Gr- , a w mniejszym stopniu również 
Gr+ oraz grzybów [58]. Udowodniono, że takie same, a nawet nieco spotęgowane 
działanie ma N-końcowy, uwalniany przez pepsynę, 23-aminokwasowy fragment 
laktoferryny, tzw. 1 aktoferrycyna H, o unikalnej sekwencji
(TKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKR), przy czym do aktywności bakteriobójczej 
tego peptydu nie jest niezbędny jego wewnątrzcząsteczkowy mostek disiarczkowy 
[2]. Podobnie jak w wielu opisanych wyżej przypadkach peptyd ten ma charakter 
kationowy i poza tym charakteryzuje się zdolnością do uwalniania z powierzchni 
bakterii Gr-  cząsteczek lipopolisacharydu, co wywołuje dodatkowe uwrażliwienie 
mikroorganizmów na działanie hydrofobowych antybiotyków. Uwalnianie przez 
laktoferrycynę endotoksyny jest przy tym znacznie wzmacniane wcześniejszą ekspo­
zycją bakterii na IgG oraz IgA. Zarówno laktoferryna, jak i jej bakteriobójczy peptyd 
tracą swe właściwości pod wpływem wysokiej siły jonowej.

6. KALPROTEKTYNA

W cytozolu ludzkich neutrofili, niektórych makrofagów oraz keratynocytów 
epitelium jamy ustnej, a także w osoczu krwi wykryto występujący obficie, nieczynny 
enzymatycznie kompleks dwóch anionowych białek opisywanych jako frakcja LI 
białek wiążących wapń [54] lub jako antybakteryjne i grzybobójcze białko -  kalpro- 
tektyna [52]. Działanie bakteriobójcze i grzybobójcze kalprotektyny stanowi mecha­
nizm zabijania tych patogenów, które, jak np. bakterie z rodzaju Capnocytophaga 
ulegają bezpośredniej internalizacji do cytozolu a nie do obłonionych fagosomów 
[38]. Kalprotektyna stanowi również istotny czynnik bakteriobójczy uwalniany i 
działający po Lizie neutrofili. Efektywne stężenia kalprotektyny są rzędu kilkudziesię­
ciu pg/inl, przy czym komórki grzybów wydają się być bardziej wrażliwe niż komórki 
bakteryjne. Mechanizm działania nie został jeszcze zaproponowany.
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7. PODSUMOWANIE

W powyższym, ze względu na szczupłość miejsca dość pobieżnym przeglądzie 
małego wycinka mechanizmów obronnych organizmu ludzkiego, jakim są naturalne 
"antybiotyki" neutrofili, autor starał się położyć nacisk na te informacje, które pozwa­
lają na łatwiejsze uchwycenie pewnych wspólnych cech tych związków. Bardzo 
zasadne wydawać by się mogło więc zestawienie porównawcze, obrazujące ich 
aktywność wobec patogenów. Wydaje się jednak, że ze względu na mnogość warun­
ków, w jakich przeprowadzano testy (niemal wyłącznie przeprowadzanych in vitro) 
-  różne pH, siła jonowa, obecność różnych dodatków w buforach inkubacyjnych oraz 
ze względu na różnorodność stosowanych mikroorganizmów i nawet jednostek, w 
jakich prezentowano efekty bakteriostatyczne czy bakteriobójcze -  zestawienie takie 
zupełnie nie spełniłoby swego zadania. W jednej z prac [19] porównano aktywności 
poszczególnych frakcji uzyskanych z błon ziarnistości azurofilnych wobec przedsta­
wiciela bakterii Gr~, Gr+ oraz grzybów, lecz wobec niehomogenności tych frakcji 
interpretacja wyników może być problematyczna. Bardzo eleganckie zestawienie 
aktywności zabijającej in vitro peptydów uzyskanych z katepsyny G oraz defensyn 
wobec patogenu wywołującego rzeżączkę, wraz z aktywnościami powszechnie sto­
sowanych, klasycznych antybiotyków opublikowano w pracy [1] i te wyniki warto 
przytoczyć (rys. 2).

Charakterystyczne jest, że przy większości opisanych w niniejszej pracy czynni­
ków zastosowano podobny scenariusz badań. Najpierw sprawdzano na kilku mikro­
organizmach aktywność albo homogenatu danej frakcji komórkowej, którą następnie 
po dalszej analizie identyfikowano, albo też od razu stosowano do oznaczeń jedno­
rodny preparat. W przypadku białek o aktywności enzymatycznej korzystając z 
syntetycznych inhibitorów sprawdzano, jak mają się do siebie aktywności enzymaty­
czne i bakteriobójcze, po czym identyfikowano ewentualną aktywną domenę, syntety­
zowano ją w drodze chemicznej i metodami substytucji aminokwasowej bądź wpro­
wadzaniem grup fiinkcyjnych starano się określić wymagania strukturalne konieczne 
dla zachowania zdolności antybiotycznych, czasem (jak w przypadku defensyn) 
bardzo szczegółowo uzupełniając tę wiedzę informacjami uzyskanymi z zastosowania 
metod dyfrakcji rentgenowskiej i jądrowego rezonansu magnetycznego.

Powszechnie znane antybiotyki peptydowe zawierają grupę substancji, takich jak 
np. polimyksyny, tyrocydyny, bacytracyna czy gramicydyna S, których wspólną 
cechą jest amfipatyczna budowa, umożliwiająca związanie się z powierzchnią błony 
dzięki siłom elektrostatycznym i uwarunkowane oddziaływaniami hydrofobowymi 
wbudowywanie się do niej, zaburzające tym samym strukturę takiej błony. Jest to 
jednak również właściwość innej klasy związków, o jeszcze bardziej niespecyficz­
nych, modelowych często oddziaływaniach z błonami biologicznymi, jakimi są sto­
sowane jako antyseptyki detergenty kationowe, np. cetrymid czy chloroheksydyna 
[29]. Wspólną jednak cechą tych substancji włączając i wymienione antybiotyki
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Rys. 2. Porównanie bakteriobójczych zdolności dwóch najbardziej aktywnych peptydów katepsy­
ny G, częściowo oczyszczonej mieszaniny defensyn oraz kilku popularnych antybiotyków wo­
bec Neisseria gonorrhoeae\ bakterie były inkubowane 30 min w 5,0 • 1CT4 M roztworze czynni­
ka w buforze Hanksa, pH 7,5, po czym były wysiewane na płytki i po 48 h inkubacji liczono 
ilość kolonii, wyrażając efekt procentowo w stosunku do liczby kolonii wyrosłych po inkubacji 

w samym buforze; widać, że peptydy oraz defensyny efektywniej zabijały bakterie niż tetracykli­
na, streptomycyna i kanamycyna (zmodyfikowane za [1])

peptydowe jest ich duża ogólna cytotoksyczność: ciężkie uszkodzenia nerek po 
ogólnym podaniu bacytracyny nie należą do rzadkości.

Informacje uzyskane nad badaniem naturalnych ludzkich antybiotyków mogą 
doprowadzić do skonstruowania pepty do wych środków o:

a) obniżonej immunogenności, co związane będzie nie tyle z małymi wymiarami 
cząsteczek, ile z konsekwencją wprowadzenia do organizmu znanych mu już epito- 
pów,

b) obniżonej wrażliwości na działanie proteinaz i długim tym samym czasie 
półtrwania, jako efektu możliwości wprowadzenia nierozpoznawalnych metabo­
licznie D-enancjomerycznych odpowiedników,

c) skutecznych wobec wielu nie poddających się obecnie efektywnemu traktowa­
niu patogenów (np. [39]) oraz wobec pojawiających się coraz to nowych, odpornych 
na dotychczasowe antybiotyki szczepów bakteryjnych.

Koniecznym i niezbędnym warunkiem wprowadzenia tych substancji do terapii 
będzie jednak określenie stopnia i zakresu ich cytotoksyczności oraz opracowanie 
wydajnych i, co bardzo ważne, tanich metod ich uzyskiwania. Szczególnie próbie-
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matyczny wydaje się być ten ostatni warunek, bowiem mimo wszystko biotechnologia 
nie radzi sobie dzisiaj dobrze z ekonomicznym uzyskiwaniem makrocząsteczek [51]. 
Konieczne są ponadto dalsze szczegółowe badania określające rolę fizjologiczną 
naturalnych antybiotyków ludzkich neutrofili -  przykład defensyn oraz serprocydyn, 
wyraźnie bowiem sugeruje wielofunkcyjność tych substancji.
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WYBRANE METODY SPECYFICZNEGO 
WPROWADZANIA NIENATURALNYCH 

AMINOKWASÓW DO BIAŁEK

SITE-SPECIFIC INCORPORATION OF UNNATURAL AMINO 
ACIDS INTO PROTEINS
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xZakład Biofizyki, xxZakład Biochemii Zwierząt, Instytut Biologii Molekularnej, 
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Streszczenie: W artykule przedstawiono metody wprowadzania w określoną pozycję łańcucha 
białkowego analogów aminokwasów nie występujących naturalnie w białkach. Szczególną uwagę 
poświęcono metodzie opartej na wykorzystaniu zjawiska supresji mutacji nonsensownej. Podano 
również przykłady jej dotychczasowego zastosowania z zaznaczeniem perspektywicznych możli­
wości w badaniu struktury dynamicznej białek.

Słowa kluczowe: ukierunkowana mutageneza, supresorowy aa-tRNA, nienaturalne aminokwasy, 
konformacja białek.

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 postęp i zaawansowanie w badaniach nad konformacją dynamiczną 
białek narzucają konieczność stosowania coraz bardziej wyszukanych technik mody­
fikacji łańcuchów białkowych.

W pierwszej kolejności zwrócono uwagę na możliwość wykorzystania reaktyw­
nych chemicznie grup reszt aminokwasowych naturalnie występujących w białkach.
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Wybiórcza modyfikacja określonym związkiem chemicznym odpowiedniej grupy 
aminokwasowej w białku daje stosunkowo prostą możliwość uzyskania różnego 
rodzaju pochodnych białkowych. Z punktu widzenia badań nad strukturą dynamiczną 
białek najwięcej informacji uzyskano wykorzystując monopochodne białkowe (biał­
ka, w których tylko jedna określona reszta aminokwasowa jest zmodyfikowana). Jeśli 
cząsteczka białka miała więcej niż jedną grupę chemiczną dostępną do modyfikacji, 
dlauzyskaniaposzczególnychmonopochodnych stosowano szereg metodichrozdzia- 
łu opartych przede wszystkim na chromatografii jonowymiennej. W omawiany 
sposób otrzymane były m.in. frakcje cytochromu c modyfikowane na grupach e-ami- 
nowych poszczególnych reszt lizynowych [8, 12, 21,26].

Ponieważ tego typu chemiczne modyfikacje ograniczały się jedynie do miejsc 
determinowanych strukturą białka, opracowano szereg metod umożliwiających 
wprowadzenie w wybrane miej see łańcucha białkowego aminokwasów naturalnie nie 
występujących w danym białku (tzw. nienaturalnych aminokwasów). Obok technik 
opartych na całkowitej syntezie lub semisyntezie peptydów i białek [23, 24, 27] 
zaliczyć do nich należy grupę metod bazujących na technikach ukierunkowanej 
mutagenezy. Przykładem może być ukierunkowane wprowadzanie znaczków spino­
wych (ang. SDSL; site-directed spin labeling), technika, w której przy użyciu muta­
genezy sterowanej oligonukleotydami [11] otrzymuje się mutanty białkowe mające 
w wybranym miejscu łańcucha wprowadzoną resztę cysteiny. Z kolei zastosowanie 
znacznika spinowego reagującego selektywnie wyłącznie z grupą sulfhydrylową 
cysteiny daje możliwość modyfikowania zmutowanych białek jedynie na tych re­
sztach aminokwasowych, a więc w miejscach zdeterminowanych przeprowadzoną 
mutacją. Techniką SDSL uzyskano szereg znakowanych spinowo mutantów bakte- 
riorodopsyny [2, 3, 17], kolicyny [25] i anhydrazy węglanowej [14]. Pochodne 
bakteriorodopsyny i kolicyny zostały wykorzystane w badaniach nad zmianami 
strukturalnymi tych białek podczas oddziaływania z błonami. Natomiast zmodyfiko­
wana tą techniką anhydraza węglanowa posłużyła do badań przebiegu procesów 
zwijania i rozwijania łańcucha białkowego.

W świetle wymienionych powyżej technik całkowicie uniwersalnym sposobem 
wbudowywania nienaturalnych aminokwasów do białek wydaje się być nowo opra­
cowana metoda wykorzystująca zjawisko supresji mutacji nonsensownej [1,20]. 
Umożliwia ona bezpośrednie wprowadzenie nienaturalnego aminokwasu w trakcie 
trans- lacji in vitro przy użyciu funkcjonalnego analogu aa-tRNA, tzw. błędnie 
aminoacylowanego supresorowego tRNA.

Ogólną zasadę metody przedstawiono na rysunku 1. Polega ona na wymianie 
sekwencji kodującej odpowiednio wybrany aminokwas w genie struktury badanego 
białka na sekwencję STOP i wykorzystaniu tak zmutowanego genu w pozakomórko- 
wym systemie translacji. Do genu tego wprowadza się supresorowy tRNA aminoacy- 
lowany wybranym analogiem aminokwasu. Uzyskany w ten sposób produkt translacji
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Rys. 1. Ogólny schemat metody wprowadzania nienaturalnych aminokwasów do białek: 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 więc zdeterminowanym przeprowadzoną mutacją.

Strategia metody została oparta na obserwowanym zjawisku supresji tripletu 
nonsensownego TAG zachodzącym w układach in vivo i in vitro przy udziale natu­
ralnego lub semisyntetycznego supresorowego aa-tRNA [20]. Biorąc pod uwagę, iż 
rozpoznanie kodon-antykodon zachodzi niezależnie od rodzaju aminokwasu przyłą­
czonego do końca akceptorowego tRNA oraz że zarówno syntetazapeptydylowa, jak 
i białkowe czynniki elongacyjne wykazują relatywnie niską specyfikę substratową,
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traktowano metodę jako możliwość wbudowywania szerokiej gamy analogów ami- 
nokwasowych nie występujących naturalnie w białkach [20].

Pierwsze próby błędnej aminoacylacji cząsteczek tRNA zostały przeprowadzone 
przez Hechta i wsp. [13,22,24]. Otrzymane przez nich cząsteczki aa-tRNA nie były 
jednak aktywne, gdyż aminokwasy miały zablokowaną grupę aminową. Metoda ta 
została udoskonalona przez Brunnera i wsp., którzy uzyskali w pełni funkcjonalne, 
błędnie aminoacylowane analogi naturalnych tRNA [5]. Wykorzystanie zjawiska 
supresji mutacji nonsensownej z udziałem błędnie aminoacylo wanych supresorowych 
tRNA zostało opisane przez Baina i wsp. [4] oraz Schultza i wsp. [1, 7, 10, 16, 20]. 
Zasadniczą przewagą tej metody nad procedurami wykorzystującymi błędnie amino­
acylowane analogi naturalnych tRNA [5] jest wysoka selektywność wbudowywania 
nienaturalnego aminokwasu w określone miejsce syntetyzowanego łańcucha białko­
wego. Wynika to z faktu, iż supresorowy aa-tRNA nie konkuruje z żadnym innym 
naturalnym aa-tRNA obecnym w środowisku translacji [1, 4, 20]. Poniżej przedsta­
wiono opis poszczególnych etapów metody:

-  wprowadzenie do genu struktury białka kodonu STOP w odpowiednie miejsce 
sekwencji;

-  konstrukcja supresorowego tRNA i jego aminoacylacja nienaturalnym amino­
kwasem;

-  wprowadzenie supresorowego aa-tRNA do pozakomórkowego systemu syntezy 
białek zaprogramowanego na zmutowany gen.

Pojedyncza mutacja punktowa typu substytucji umożliwia wprowadzenie do genu 
struktury badanego białka sekwencji STOP na odpowiednio wybraną pozycję. Uzy­
skuje się to przez zastosowanie konwencjonalnych technik mutagenezy sterowanej 
przez oligonukleotydy z reguły wykorzystując metodę opracowaną przez Ecksteina i 
wsp. [1,10,16, 20].

W metodzie tej nić DNA zawierająca wykorzystywany w mutagenezie oligonu- 
kleotyd jest syntetyzowana w obecności czterech nukleozydotrifosforanów, w tym 
jednego tionukleotydu. Wykorzystując odpowiedniąrestryktazę, która nie hydrolizuje 
wiązania fosfodiestrowego, przeprowadza się trawienie wyłącznie nietiolowanej nici 
matrycy tak, aby odsłonięty został fragment DNA zawieraj ący mutację. Powstała luka 
wypełniana jest enzymatycznie dając w pełni zmutowaną nić DNA. Stosowanie tej 
techniki znacznie podnosi wydajność prowadzonej mutagenezy (nawet do 100%) ze 
względu na to, iż mutacje zawierają obie nici wektora, którym transformowane są 
komórki bakteryjne [15].

Supresorowy tRNA może być otrzymany przy użyciu jednej z dwóch opisanych 
poniżej procedur.

Pierwsza z nich opracowana przez Bruce’ a i Uhlenbecka [6] polega na wymianie 
antykodonu w naturalnym tRNA na dowolny triplet komplementarny do kodonów 
terminalnych (ang. anticodon loop replacement). Sześcioetapowy schemat tej proce­
dury przedstawiony jest na rysunku 2. Na wstępie cząsteczka tRNA jest specyficznie
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Rys. 2. Schemat otrzymywania supresorowego tRNA metodą wymiany antykodonu w natural­
nym tRNA: 1 -  depurynizacja i rozkład na dwa fragmenty; 2 -  działanie rybonukleazy A; 3 -  
działanie ligazy RN A; 4 -  defosforylacja końca 3’ i fosforylacja końca 5’; 5 -  działanie ligazy 

RNA; 6 -  działanie nukleotydylotransferazy; produkt I jest wykorzystywany do chemicznej ami­
no acylacji, a produkt II do enzymatycznej amino acylacji [wg 6]

depurynowana w pozycji 37 i rozkładana na dwa fragmenty: pierwszy -  zawierający 
antykodon (od pozycji 1 do 36) oraz drugi -  zakończony ramieniem akceptorowym 
(pozycje 38 do 76). Fragmenty te poddawane są działaniu rybonukleazy A, która 
specyficznie wycina antykodon oraz usuwa dimer CA od końca 3’ akceptorowego. 
Kolejny etap polega na przyłączeniu syntetycznego tetramerunukleotydowego zawie­
rającego sekwencję komplementarną do kodonu nonsensownego, po czym przepro­
wadza się defosforylację nukleotydów na pozycjach terminalnych 3 ’ oraz fosforylację 
końca 5 ’ dodanego tetrameru. W etapach końcowych oba fragmenty tRNA są pono w-
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nie łączone przez ligazę RNA oraz ramię akceptorowe jest rekonstruowane przy 
użyciu nukleotydylotransferazy.

Alternatywna metoda umożliwia otrzymanie supresorowego tRNA będącego pro­
duktem transkrypcji in vitro -  procesu katalizowanego przez polimerazę RNA [4,19]. 
W procesie tym matrycą może być syntetyczny, jednoniciowy DNA zawierający 
dwuniciowy region promotorowy oraz odpowiednio zmienioną sekwencję zasad na 
odcinku odpowiadającym antykodonowi (rys. 3).

Aminoacylacja supresorowego tRNA nienaturalnym aminokwasem może zostać 
przeprowadzona dwiema metodami: enzymatyczną oraz chemiczną.

W pierwszym przypadku określony aminokwas jest przyłączony do ramienia 
akceptorowego supresorowego tRNA (rys. 2 produkt II) za pośrednictwem odpo­
wiedniej syntetazy aa-tRNA. Ograniczenia tej metody wynikają z wysokiej specyfi­
czności działania enzymu (tą drogą udało się przyłączyć jedynie analogi nieznacznie 
różniące się strukturą np. błędnie aminoacylować tRNAPhe aminokwasem 3̂H^Phe 
[20]).

Aminoacylacja chemiczna jest techniką bardziej uniwersalną umożliwiającą przy­
łączenie dowolnego analogu aminokwasu [1,20]. W metodzie tej supresorowy tRNA 
pozbawiony dinukleotydu CA przy końcu akceptorowym (supresorowy tRNA(-CA)) 
jest ligandowany z chemicznie zsyntetyzowanym aminoacylo-dinukleotydem zawie­
rającym wprowadzony nienaturalny aminokwas (CA-aa). Supresorowy tRNA (-CA) 
może być otrzymany bezpośrednio przez zastosowanie metody wymiany antykodonu 
(rys. 2 produkt I), może też być produktem transkrypcji in vitro (rys. 3) przy od­
powiednim zaprojektowaniu matrycy zawierającej gen tRNA [19,20].

Chemiczna acylacja dinukleotydu CA odpowiednim aminokwasem obejmuje:
• etap wstępny polegający na chemicznym blokowaniu potencjalnych, a niepożą­

danych miejsc estryfikacji (stosując metodę minimalnej protekcji [1] blokuje się grupę 
aminową cytydyny oraz a-aminową wprowadzanego aminokwasu);

• etap właściwej acylacji przeprowadzany w obecności chemicznych czynników 
aktywujących:

• etap końcowy, którego celem jest usunięcie uprzednio wprowadzonych grup 
blokujących.

Przygotowany w ten spossób aminoacylo-dinukleotyd jest przyłączany do supre­
sorowego tRNA (-CA) za pośrednictwem ligazy RNA.

Błędnie aminoacylowany supresorowy tRNA jest następnie wprowadzany do 
pozakomórkowego układu syntezy białka, w którym rolę matrycy pełni mRNA 
mający kodon nonsensowny na pozycji zdeterminowanej przeprowadzoną w genie 
struktury mutacją punktową. Stosowane na tym etapie układy biosyntezy mogą 
pochodzić z ekstraktów Escherichia coli [1,10,16,20] lub też mogą to być komercyjnie 
dostępne ekstrakty retikulocytów królika (ang. cell-free rabbit reticulocyte lysate 
translation system) [4].
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Rys. 3. Schemat otrzymywania supresorowego tRNA metodą transkrypcji in vitro, GAT oznacza 
zmienioną sekwencję w odcinku odpowiadającym antykodonowi, ostateczny produkt jest pozba­

wiony dinukleotydu CA na końcu akceptorowym [wg 4]

Oczekiwane zjawisko supresji mutacji nonsensownej zajdzie wówczas, gdy wpro­
wadzony supresorowy aa-tRNA nie zostanie rozpoznany przez żadną z obecnych w 
pozakomórkowym układzie biosyntezy syntetaz aa-tRNA. W wyniku takiego rozpo­
znania aa-tRNA mógłby zostać deaminoacylowany i powtórnie acylowany innym 
aminokwasem obecnym w środowisku translacji.

Jeśli supresorowy aa-tRNA został skonstruowany na bazie naturalnego tRNA, do 
układu biosyntezy wprowadza się supresorowy aa-tRNA obcy gatunkowo (przede 
wszystkim tRNA z drożdży). Wykazano bowiem na przykładzie fenyloalanylo-tRNA, 
że drożdżowy tRNAPhe jest rozpoznawany w mniej niż jednym procencie przez 
bakteryjną syntetazę fenyloalanylo-tRNA [20].

Semisyntetyczny supresorowy tRNA -  produkt transkrypcji in vitro nie jest rozpo­
znawany przez syntetazy aa-tRNA, co wynika z faktu, iż nie ulega on posttranskry- 
pcyjnym modyfikacjom, jakim podlegają naturalne, komórkowe tRNA [19].

Etapem końcowym omawianej procedury jest izolacja i oczyszczenie właściwego 
produktu białkowego, a następnie weryfikacja prawidłowości wbudowania nienatu-
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Rys. 4. Analogi aminokwasów wprowadzone na miejsce Alaniny 82 (A) i Leucyny 133 (B) w
lizozymie

ralnego aminokwasu w określone miejsce łańcucha białkowego. Wykorzystywane w 
tym celu metody obejmują trawienie enzymatyczne frakcji zmodyfikowanego białka 
oraz analizę aminokwasową poszczególnych peptydów poprzedzoną ich chromato­
graficznym rozdziałem [20].

Skuteczność metody wykazano wprowadzając znakowaną radioaktywnie j odo ty­
rozynę w zdefiniowaną pozycję modelowego polipeptydu [4] stwierdzając przy tym, 
iż wydajność supresji zależy od rodzaju stosowanego kodonu nonsensownego (dla 
kodonów opal, amber i ochrę wynosiła ona odpowiednio 81, 63 i 43%), nie zależy 
natomiast od rodzaju metody, jaką otrzymano supresorowy aa-tRNA [19].

Opisaną metodą posłużono się przy wprowadzaniu syntetycznych aminokwasów 
na miejsce Phe66 w (3-laktamazie (EC 3.5.2.6.) z Escherichia coli. Otrzymano szereg 
mutantów, w których ten konserwatywny aminokwas zlokalizowany w centrum 
aktywnym enzymu został zastąpiony pochodnymi fenyloalaniny lub tyrozyny [20]. 
Mutanty te scharakteryzowano pod względem ich aktywności enzymatycznej prezen­
tując w ten sposób możliwości, jakie daje metoda w kontekście badań nad rolą 
poszczególnych aminokwasów w strukturze i funkcjonowaniu białek.

Opisaną metodą wprowadzono selektywnie szereg nienaturalnych aminokwasów 
w pozycję Ala82 i Leu133 w lizozymie [10, 16]. Podstawienie Ala82 analogami 
przedstawionymi na rysunku 4A miało na celu zbadanie wpływu punktowych zmian
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strukturalnych dokonanych w szkie­
lecie białkowym na jego stabilność 
konformacyjną [10]. Podstawienie 
Leu133 analogami przedstawionymi 
na rysunku 4B umożliwiło obserwo­
wanie zmian konformacyjnych bia­
łka zachodzących w trakcie: stop­
niowego usuwania grup metylo­
wych ze szczeliny hydrofobowej biał 
ka, solwatacji łańcucha bocznego o- 
raz zmian w gęstości upakowania i 
entropii łańcucha bocznego [16].

Omawianą metodę wykorzystano 
również do otrzymania szeregu bia­
łek nowotworowych z rodziny Ras, 
mających wbudowane nienaturalne

1 0  AH Al
analogi aminokwasów napozycjach: Gly , Gly ' ,  Gly , Ala i Gin [7]. Uzyskane 
mutanty zostały wykorzystane w badaniach nad strukturalną i katalityczną rolą 
poszczególnych aminokwasów w kontekście mechanizmu wiązania GTP oraz kon­
formacji dynamicznych pętli białkowych.

Wymienione przykłady świadczą o tym, że omawiana metoda stanowi efektywną 
możliwość podstawiania naturalnych aminokwasów syntetycznymi analogami natu­
ralnie nie występującymi w układach biologicznych. Dodatkową, niezwykłe atrakcyj­
ną zaletą omawianej metody wydaje się być możliwość podstawienia naturalnych 
aminokwasów takimi analogami, które w powiązaniu z innymi technikami badawczy­
mi (np. ESR, spektroskopia fluorescencyjna) pełniłyby rolę sond molekularnych [9]. 
Przykładem tego typu analogów mogą być przedstawione na rysunku 5 syntetyczne 
nitroksylowe aminokwasy pełniące rolę znaczników spinowych [18].

Uniwersalny charakter metody polega na tym, że potencjalnie dowolny analog 
może zostać wbudowany w wybrane miejsce łańcucha białkowego (jeśli tylko po 
połączeniu z supresorowym aa-tRNA będzie funkcjonalnym substratem dla syntetazy 
peptydylowej w miejscu A rybosomu). Modyfikacje białek analogami o odpowiednio 
dobranych właściwościach strukturalnych i chemicznych mogą dostarczyć wielu 
informacji na temat konformacji badanego regionu białka, a także roli poszczególnych 
aminokwasów w utrzymaniu stabilności i funkcjonalności cząsteczki białka.
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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 
of the 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 add to 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 
specific homing [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 known to 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])
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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 of their 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])
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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 of homing.

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 
inhibit the 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: Neu5 Aca2-3Gal(31 -4(Fuca 1-3)- 
GlcNAc) and sialylated Lewis a (sLed: Neu5Acoc2-3Gal[3l-3(Fucal-4)GlcNAc) 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].

In human 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 sLex and 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 a very 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 "as an advantage to design therapeutic 
agents.

POTENTIAL FOR CONTROL OF INFECTION 
AND METASTASIS

As it is 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 a tool 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 sLea antigens on the cancer cell surface [10, 32].

AS CONCLUDING REMARKS

Glycannic moieties of glycoconjugates are the key of their 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: a glycoprotein has "glyco forms" or variant forms of the 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 dużą różnorodność na wielu polach badań i rozwoju gospodarcze­
go. Aktywność naukowa i dydaktyczna uniwersytetu winna wiązać się z dobieraniem, stymulacją i nauczaniem 
zdolnych młodych Polaków wyposażonych w podstawową wiedzę, aby mieli niekonwencjalne nowe inicjatywy w 
biotechnologii.

Słowa 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 rozwój biotechnologii przyczynił się do powstawania kierunków studiów 
kształcących na wyższych uczelniach w tym przedmiocie. W naszym kraju odbywa 
się kształcenie w biotechnologii na studiach uniwersyteckich, politechnicznych i 
technologii żywności w akademiach rolniczych. Spotkanie w Zakopanem podczas 
XXIII Seminarium Instytutu Biologii Molekularnej UJ w części końcowej miało w 
programie dyskusję nad charakterem studiów uniwersyteckich kierunku biotechnolo­
gii. W dyskusji poruszono problemy potrzeb kształcenia, struktury studiów uniwer­
syteckich oraz możliwości zatrudnienia absolwentów.

Współczesny rozwój ekonomii naszego kraju budzi wątpliwości w rozważaniach 
relacji między ilością absolwentów kończących studia a możliwością ich zatrudnienia. 
Pomimo niekorzystnych danych o ilości młodzieży kształconej na wyższych uczel­
niach, statystyki o bezrobociu ludzi z dyplomami wyższych uczelni są stałym hamul­
cem w powiększaniu liczby przyjmowanych na studia kandydatów i otwieraniu 
nowych kierunków. W dyskusji nad otwieraniem kierunków biotechnologii pojawia 
się pytanie, czy ludzie z dyplomem biotechnologa mają dziś możliwości zatrudnienia

http://rcin.org.pl



198 Z. ŻAK

i czy te perspektywy będą coraz większe. Pesymizm w tej sprawie był udziałem 
profesorów: Danuty Fronckowiak i Włodzimierza Korohody. Prof. Zofia Walter 
przedstawiła możliwości zatrudniania biotechnologów w różnych gałęziach produ­
kcji, pracowniach analitycznych i w uczelniach ośrodka łódzkiego. Prof. Anna J. 
Podhajska uważa, że należy ostrożnie rozwijać kierunek z ograniczeniem liczby 
przyjmowanych na studia kandydatów i możliwie tworzyć warunki do zatrudnienia 
w danym regionie, przyjmując równocześnie założenie, że wśród studiujących bio­
technologię w Gdańsku są absolwenci o sprecyzowanych zainteresowaniach oraz o 
zdolnościach przedsiębiorczych. Z nimi można wiązać nadzieję rozwoju instytucji 
biotechnologicznych w kraju. Prof. Leonowicz na podstawie dotychczasowych do­
świadczeń stwierdził, że aktualnie opuszczający UMCS absolwenci z dyplomami 
biotechnologów bez trudności znajdują zatrudnienie i niektóre zakłady nie mogą 
doprosić się o młodych biotechnologów. Na studia zgłasza się pięciu kandydatów na 
jedno miejsce. Dr Michael Boulton z Uniwersytetu w Menchester uważa, że w Polsce 
należy kształcić biotechnologów i modernizować przy ich pomocy przemysł. To 
będzie przesuwało równowagę w kierunku zmniejszenia importu.

Panuje przekonanie, że kształcenie na wyższych uczelniach powinno w każdej 
dziedzinie wyprzedzać potrzeby rynku pracy. Dobrze teoretycznie przygotowani 
absolwenci powiększą kadrę dobrych pracowników i stają się motorem rozwoju 
istniejących zakładów produkcyjnych. Ponadto ich zdolności przedsiębiorcze dają 
możliwość udziału we wprowadzaniu nowych technologii w tworzących się nowych 
zakładach. Oni po zdobyciu gruntownej wiedzy teoretycznej i po dobrym stażu w 
placówkach biotechnologicznych w kraju lub zagranicą mogą stawać się organizato­
rami nowoczesnej biotechnologii w Polsce. Wydaje się, że przeżywamy kryzys w 
docenianiu inwestycji w rozwój intelektualny młodych Polaków. W drodze do pro­
blemów XXI wieku leży przed nami konieczność podjęcia wezwania związanego z 
rozwojem biotechnologii. Prognozy wskazują, że biotechnologia ma szanse dorów­
nania i może być bardziej użyteczną w porównaniu z mikroelektroniką. Wszelkie 
obawy, że równo waga między liczbą absolwentów aliczbąmiejsc zatrudnienia będzie 
zachwiana, są nie na czasie. Winniśmy przesuwać tę równowagę na korzyść liczby 
ludzi kształconych w biotechnologii, co niewątpliwie przyczyni się do rozwoju 
gospodarczego i intelektualnego naszego kraju.

Struktura studiów była równie burzliwie dyskutowana poczynając od propozycji 
studiów łączących przedmioty teoretyczne z aplikacyjno-technologicznymi do stu­
diów bez przedmiotów technologicznych dających rzetelną wiedzę teoretyczną, którą 
absolwent może wykorzystać zarówno w jednostkach naukowych, jak i produkcyj­
nych i laboratoriach typu analitycznego. Bardzo krytycznie odniesiono się do projek­
tu studiów dwustopniowych. Pierwszy stopień trzechletnich studiów, kończący się 
licencjatem obejmowałby przedmioty obowiązkowe. Pierwszy rok przewidywał 
przedmioty podstawowe: matematykę, informatykę, fizykę, chemię i podstawy z 
biologii. Drugi rok obejmowałby przedmioty będące podstawą do studiów biotechno­
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logicznych, takie jak: biochemia, biofizyka, mikrobiologia, genetyka, wirusologia, 
immunologia itp., natomiast trzeci rok -  przedmioty biotechnologiczne z profilem 
aplikacyjnym: enzymologia przemysłowa, mikrobiologia przemysłowa, bioreaktory, 
inżynieria genetyczna, inżynieria komórko wa i tkanko wa, biotechnologia środo wiska. 
Podczas studiów pierwszego stopnia przewidziane są dwie jednomiesięczne praktyki 
wakacyjne: po drugim roku praktyka analityczna w zakładzie przemysłowym i druga 
po trzecim roku technologiczno-produkcyjna.

Drugi stopień studiów-magisterskich miałby charakter studiów indywidualnych z 
dwiema grupami specjalności. Jedna grupa to specjalności teoretyczno-podstawowe: 
biofizyczno-biochemiczna, genetyki molekularnej, mikrobiologiczna itp., druga spe­
cjalności aplikacyjno-produkcyjne:biotechnologiiżywności, biotechnologii środowi­
skowej, biotechnologii farmaceutycznej, biotechnologii biopreparatów itp.

Po pierwszym stopniu studiów absolwenci powinni osiągnąć dobrą znajomość 
języka angielskiego. Po drugim stopniu studiów magisterskich absolwent powinien 
wykazać się dobrą znajomością drugiego języka obcego.

Dyskusja potoczyła się w kierunku krytyki przedstawionego przez prof. Zdzisława 
Żaka projektu dwustopniowych studiów. Głównym zarzutem był brak swobody w 
wyborze przedmiotów podczas studiów pierwszego stopnia. Ilość zajęć dydaktycz­
nych oceniono jako bardzo dużą, co powoduje ograniczenie możliwości studiowania 
przedmiotów związanych z indywidualnymi zainteresowaniami.

Prof. Anna J. Podhajska przeciwstawiła organizację studiów w Gdańsku, gdzie 
założeniem podstawowym jest przyjęta zasada, że kierunek biotechnologii jest kie­
runkiem elitarnym, liczb a przyjętych na studia jest ograniczona do 30 osób, które mają 
się wykazać dobrą znajomością języka angielskiego i przedmiotów ścisłych. Z dal­
szych wypowiedzi wynikało, że należy się przeciwstawić ubezsamowolnianiu studen­
tów. Studenci powinni sami decydować o swoich zainteresowaniach i o tym, co chcą 
studiować. Uznano w Gdańsku, że są istotne sprawy, na których podstawie można 
ustalić zasadę organizacji studiów. W pierwszym rzędzie anglojęzyczność, co otwiera 
drogę do kontaktów z placówkami na zachodzie. Następnie określono limit godzino­
wy kursów do zaliczenia w ciągu studiów odpowiadący 150 kredytom (15 godzin 
wykładów lub 30 godzin ćwiczeń praktycznych w semestrze odpowiada jednemu 
kredytowi), przy czym co najmniej 130 kredytów powinno być merytorycznie zwią­
zanych z kierunkiem studiów. Za najważniejsze uważają zrobienie inwentaryzacji 
potencjału dydaktycznego. Taki program został rozpowszechniony wśród studentów 
z przedstawieniem możliwości kształcenia się w biotechnologii na terenie całego 
Wybrzeża. Okazało się, że jest wiele możliwości nauczania chemii, fizyki, mikrobio­
logii i przedmiotów biotechnologicznych. Wszyscy, którzy weszli w skład pracowni­
ków Wydziału Biotechnologii, to są ludzie z biologii molekularnej, genetyki, me­
dycyny, farmacji, biologii. Wśród kandydatów są ludzie o różnych zainteresowaniach 
i dowiedzieli się, że mogą studiować przedmioty podstawowe ze studiów biologicz­
nych, farmaceutycznych, lekarskich i innych.
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Sumując Prof. Anna J. Podhajska nie jest zwolenniczką ustawiania sztywnego 
programu przedmiotów podstawowych i aplikacyjnych. Studenci są ludźmi o różnych 
zainteresowaniach i predyspozycjach, a będąc studentami uniwersytetu powinni mieć 
możliwość wyboru i to przede wszystkim przedmiotów podstawowych. Ci ludzie, 
którzy mają postawić nasz kraj na nogi ekonomicznie, powinni mieć zainteresowania 
aplikacyjne, ale od nas przede wszystkim dostaną rzetelne wykształcenie teoretyczne. 
W tym systemie jest także zasada porządkowania studiów indywidualnych. Wprowa­
dzono system wymagań związanych z wcześniejszym zaliczeniem przedmiotów 
będących konieczną podstawą do studiowania danego docelowego kursu. Do studio­
wania mikrobiologii są potrzebne: chemia, fizyka, matematyka, biochemia. Do stu­
diowania biofizyki potrzebne jest wcześniejsze zaliczenie: matematyki, fizyki itp. 
Takie podejście jest kluczem do tworzenia środowiska akademickiego. Studenci 
wędrują do różnych instytucji naukowych i mogą studiować dowolne zagadnienia, 
które ich naprawdę interesują. Zachodzi wymiana w obrębie placówek naukowych i 
dydaktycznych między instytutami Uniwersytetu, Akademii Medycznej i Politechniki 
Gdańskiej. Ta wymiana potencjału dydaktycznego i naukowego doprowadziła do 
utworzenia jednego wielkiego Uniwersytetu Wybrzeża. W ten sposób zbliżają się do 
modelu uniwersytetu zachodniego, co jest godne naśladowania.

Stałym niepokojem w nauczaniu na studiach biologicznych jest sprawa, że 
studenci mając swobodę wyboru przedmiotów są skłonni uczęszczać na kusy łatwe 
do zaliczenia. Optymistyczne wnioski przedstawiła prof. Ewa Bartnik stwierdzając, 
że kandydaci odpowiednio dobrani wg ostrych kryteriów są najczęściej ludźmi 
wiedzącymi, co chcą studiować i nie unikają trudnych przedmiotów. Prof. Anna J. 
Podhajska uważa, że dziś wielu młodych ludzi wie, że z brakami w wykształceniu nie 
dostaną się do dobrego laboratorium. Prof. Włodzimierz Korohoda także podkreślił, 
że studenci wybierają wartościowe kursy, ale obawia się, że w prowadzeniu warto­
ściowych przedmiotów musimy liczyć się z kosztami. To wymaga ograniczenia liczby 
osób przyjmowanych na dane zajęcia. Prof. Anna Podhajska potwierdziła to stano­
wisko cytując, że w Stanach Zjednoczonych trzeba się rejestrować i nie wszyscy 
zgłaszający się na dane zajęcia są przyjmowani w danym okresie dydaktycznym. 
Student musi planować i odpowiednio rozliczyć się z zaliczonych i nie zaliczonych 
punktów kredytowych, co uczy studjących odpowiedzialności.

PODSUMOWANIE

W konsekwencji dyskusja potoczyła się w kierunku akceptacji propozycji Uniwer­
sytetu Gdańskiego. Indywidualne studiabiotechnologiczne na uniwersytecie powinny 
zapewnić dużą ilość kursów do wyboru. Umożliwi to wszechstronne kształcenie 
absolwentów w wiedzy teoretycznej, co jest właściwym celem kształcenia uniwersy­
teckiego.

Zdzisław Żak
Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego, UJ 31 120 Kraków, Al. A. Mickiewicza 3
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INFORMACJE DLA AUTORÓW

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe z zakresu najnowszych osiągnięć biologii 
komórki, nie publikowane dotąd w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadają za ścisłość podawanych informacji. 
Obowiązuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i 
embriologicznym. Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOMÓRKI nie mogą być bez zgody redakcji 
publikowane w innych periodykach.

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają:
1. Artykuły przeglądowe nie przekraczające 20 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych w zasadzie 

z ostatnich 5 lat (do 10% pozycji bibliograficznych starszych).
2. Artykuły przeglądowe ze wskazaniem kierunków przyszłych badań o objętości do 15 stron maszynopisu i 

bibliografii z ostatnich 3 lat (do 35 pozycji). Każda pozycja bibliograficzna powinna zawierać dodatkowo 1 zdanie 
streszczenia, a szczególnie ważne pozycje powinny być oznaczone gwiazdką.

3. Doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego 
roku (licząc od daty wysłania do redakcji).

4. Listy do redakcji ( do 1 strony maszynopisu).
Tekst pracy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach. Maszynopis powinien być pisany jedno­

stronnie na papierze formatu A4 z podwójną interlinią i marginesem 4 cm po lewej strome. Strony powinny być 
kolejno numerowane. W tekście nie należy robić podkreśleń.

Dostarczenie pracy (po poprawieniu po recenzjach) na dyskietce znacznie przyspieszy jej opublikowanie.
Pierwsza strona nie numerowana przeznaczona jest dla redakcji i powinna zawierać: imiona i nazwiska autorów 

oraz ich tytuły naukowe, adresy pracy i domowe wraz z telefonem, tytuł pracy w języku polskim i angielskim oraz 
liczbę stron maszynopisu, liczbę tabel i rysunków. Na pierwszej (numerowanej) stronie należy podać kolejno tytuł 
pracy w języku polskim i angielskim, imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska autorów, nazwę zakładu naukowego, 
nazwisko i adres autora prowadzącego korespondencję i wysyłającego nadbitki, informację o dofinansowaniu pracy 
oraz skrót tytułu (do 40 znaków). Następna strona powinna zawierać streszczenie (do 150 słów) oraz słowa kluczowe 
-  3 do 10 słów zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile słowa te są tam zawarte. 
Streszczenie i słowa kluczowe powinny być przedstawione także w języku angielskim. W tytule i streszczeniu można 
stoso wać j edynie powszechnie przyjęte skróty, np. DNA. Tekst artykułu należy rozpocząć od nowej strony. W tekście 
nie zamieszczać tabel, schematów lub rysunków, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich lokalizację (np. 
tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na rozdziały tytułowane i numerowane (1, 2 itd.) oraz 
podrozdziały (1.1, 1.2 itd.). Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism podawać należy 
według Index Medicus (listy czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym). Powołanie w tekście 
następuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym ( np. [5]). Spis 
literatury należy zestawić alfabetycznie według następującego wzoru:

[1] HNILICA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, 
Schwartz E [red. [Histone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64.

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium poly- 
cephalum. Exptl Cell Res 1980; 2: 41-48.

Tabele, opisy schematów i rysunków powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki muszą 
być wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie prosimy zastępować raczej rysunkami, ale jeżeli są 
niezbędne, powinny być kontrastowe i wykonane na błyszczącym papierze. Wymiary poszczególnych rysunków, 
schematów i fotografii nie mogą przekraczać 125 x 180 mm lub ich połowy. Jeżeli załączniki są zapożyczone z innych 
źródeł, należy podać, skąd zostały zaczerpnięte i dołączyć zgodę autora i wydawnictwa na reprodukcję, jeżeli 
materiały te zamieszcza się w niezmienionej formie. Wszystkie załączniki muszą być opatrzone na odwrocie 
nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem góry i dołu ilustracji.

Stosowane jednostki miar muszą być zgodne z układem SI.
Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. Autor zobowiązany jest do 

wykonania korekty autorskiej i zwrócenia jej w ciągu 3 dni. Koszty, spowodowane większymi zmianami tekstu 
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują bezpłatnie 25 
nadbitek.
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