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W TYM ZESZYCIE PBK

m  Wiekszos¢ biatek mitochondrialnych jest importowana z cytoplazmy. Pod-
stawowa role w tym procesie odgrywajg kompleksy biatkowe zlokalizo-
wane w zewnetrznej i wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Zakiécenia w
imporcie biatka do mitochondriow moga stanowic przyczyne nowej klasy
choréb pochodzenia mitochondrialnego. Artykut na ten tematjest na stro-
nie 379.

m  Pordéd u ssakéw prowadzi do wyjscia ptodu ze sterylnej, w normalnych
warunkach, macicy do srodowiska zewnetrznego, gdzie noworodek ma
kontakt z czynnikami zakaznymi. Makrofagi tworza komorkowa linie obro-
ny, ktérej najwazniejszymi mechanizmami sg fagocytoza i prezentacja”
antygenu. Obecny stan wiedzy na temat roli makrofagow i niektérych cy-
tokin w uktadzie rozrodczym ssakoéw opisano na stronie 409.

.m Modyfikacja komdrek genami dla cytokin jest intensywnie rozwijajgcym
sie kierunkiem terapii nowotworéw. Wykazano, ze do jednej ze skutecz-
niejszych mozliwosci terapii nalezy wprowadzenie genu dla interleukiny
12 (IL-12). Przeprowadzone na zwierzetach badania pozwalajg wierzy¢
w skutecznos¢ takiego postepowania, co pozwolito réwniez rozpoczaé
pierwsze préby kliniczne. Blizej o tym na stronie 465.

*

m  Rodzina biatek transkrypcyjnych Rel/NFicB petni wazng role w regulacji
procesow zapalenia i odpowiedzi immunologicznych, a réwniez w rozwo-
ju nowotworéw - patrz artykut na stronie 487.
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METODA MIKROJADER
W BADANIACH EPIDEMIOLOGICZNYCH

THE MICRONUCLEUS TECHNIQUE IN EPIDEMIOLOGICAL STUDIES

Agnieszka CIERNIAK, Maria KAPISZEWSKA

Zaktad Biochemii Ogdlnej, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Streszczenie: Technika mikrojader stosowanajest do oceny stopnia uszkodzeri chromosomoéw na pozio-
mie pojedynczej komérki. Mikrojadra pochodzg z fragmentéw chromosoméw, a takze catych chromo-
somow nieprawidtowo rozdzielonych podczas podziatu komérkowego. Metoda tajest tatwa do zasto-
sowania w ludzkich limfocytach i tym samym nadaje sie do prowadzenia badan monitoringowych na
ludzkich populacjach. Obecnie jest ona szeroko stosowana do oceny wplywu zaréwno $rodowisko-
wych i genetycznych czynnikéw, jak i stylu zycia na stabilno$¢ genetyczng. W pracy tej opisano
podstawowe zasady lezace u podstaw tej metody wigczajac w to sposdb zliczania i kryteria oceny
mikrojader. Dokonano réwniez przeglagdu wybranych pozycji literatury, w ktérych czesto$¢ pojawiania
sie mikrojader byta zastosowana jako biomarker podatnoéci na nowotwory i inne choroby degenera-
cyjne. Oméwiono takze wptyw genetycznie uwarunkowanych metabolicznych polimorfizméw na réz-
ne biologiczne markery ryzyka genotoksycznego po ekspozycji na Srodowiskowe i zawodowe czynni-
ki.

Stowa kluczowe: mikrojadra, limfocyty, genotoksycznos$¢

Summary: The micronucleus assay measure chromosome damage at the level ofsingle cells. Micronuclei
originate from chromosome fragments or whole chromosomes that are not included in the main daughter
nuclei during nuclear division. The method is very easily applied to human lymphocytes and in various
cell types, and therefore lends itselfto human biomonitoring studies. This assay is now in widespread
use to assess effect of the impact of environmental, genetic and lifestyle factors on genomic stability.
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The underlying principles of this assay including criteria for scoring micronuclei are described. More-
over, this paper describes some ofthe results published in the literature where frequency of micronucleus
was used as a biomarker of cancer risk and other degenerative diseases. The influence of metabolic
genotypes on different biological markers of genotoxic risk in environmental or occupational exposure is
reviewed.

Key words: micronuclei, lymphocytes, genotoxicity.

WSTEP

Niebezpieczenstwo, jakie niesie ekspozycja na czynniki genotoksyczne, w duzej
mierze zalezy od podatnosci osobniczej zwigzanej ze sposobem metabolizowania
genotoksycznego zwigzku, od wydajnosci uktadéw naprawiajacych uszkodzenia
DNA czy od obecno$ci mutacji w onkogenach czy genach supresorowych.
Genetyczny polimorfizm enzyméw metabolizujgcych mutageny i kancerogeny, w tym
genéw CYP kodujacych enzymy cytochromu P450, transferazy glutationowe czy N-
acetylo-transferazy, moze zmieni¢ ryzyko powstania nowotworu nawet 2-10-krotnie
[3]. Oznacza to, ze wyznaczenie bezpiecznej granicy ekspozycji na dany czynnik
powinno uwzglednia¢ powyzsze sktadowe fizjologicznej odpowiedzi organizmu na
czynniki genotoksyczne. Mimo ze badania nad polimorfizmami genetycznymi postepuja
szybko, a ich rezultaty w przysztosci pomogaw ocenie indywidualnej predyspozycji
na rozwoj choroby nowotworowej i innych chor6b degeneracyjnych, to nie nalezy
spodziewac sie, aby polimorfizm genetyczny miat wkrétce staé sie powszechnie
stosowanym biomarkerem w badaniach nad zagrozeniami $rodowiskowymi.
Zautomatyzowanie technologii mikroprocesorow DNA (DNA-chip technology), a
tym samym znaczne obnizenie kosztow jej zastosowania, jest wielkg szansg na
wprowadzenie metod badania gendw polimorficznych, jako waznego biomarkera do
badan epidemiologii molekularnej, zwtaszcza ze etiologia tych choréb dotyczy zwykle
niejedno-, ale wielosktadnikowego zespotu czynnikow genotoksycznych. Najpilniejszym
zadaniem epidemiologii mole-kularnej prowadzacej biologiczne badania
biomonitoringowe jest znalezienie uniwer-salnego biomarkera pozwalajgcego na ocene
narazenia organizmu na czynniki geno-toksyczne. Badania na poziomie molekularnym
analizujgce zwigzek przyczynowy pomiedzy ekspozycjgna czynniki genotoksyczne a
efektem biologicznym pomoga w zrozumieniu mechanizméw prowadzacych do
powstawania nowotwordw.

Skutki ekspozycji na czynniki genotoksyczne moga by¢ oceniane klasycznymi
metodami cytogenetycznymi, takimijak: analiza aberracji chromosomowych, wymiana
chromatyd siostrzanych, zmiany w ilosci chromosoméw [29,30,33,34,35,36]. Metody
te sg jednak czasochtonne i kosztowne. Prosta metoda pozwalajgca na szybkie, tanie,
powtarzalne i wiarygodne przeprowadzenie oceny chromosomowych mutacji na duzej
liczbie komorek polega na okre$leniu czestosci wystepowania w komorce struktur
nazwanych mikrojgdrami. Zalety tej metody czynig jg niezwykle przydatng w



METODA MIKROJADER W BADANIACH EPIDEMIOLOGICZNYCH 367

prowadzonych na duzych populacjach badaniach epidemiologicznych. Wyko-
rzystywana jest ona takze w toksykologii genetycznej oceniajgcej wptyw réznych
mutagennych i kancerogennych czynnikéw na genom komorkowy, a takze w ocenie
wplywu suplementéw o dziataniu prewencyjnym [4,12,14,15,20,22].

Czestos¢ pojawienia sie mikrojader analizuje sie przede wszystkim w limfocytach
izolowanych z krwi obwodowej, ale takze w komérkach nabtonkowych, w erytrocytach
i w fibroblastach, jak rowniez w komérkach szpiku kostnego, keratynocytach skory i
w nowotworowych liniach komérkowych [15,22,23].

Mikrojadra odzwierciedlajg zgubione fragmenty chromosomu, a takze nieprawidtowe
rozdzielenie sie chromosoméw podczas podziatu komérkowego. Doktadniejszych
informacji o miejscu, w ktérym doszto do uszkodzenia, dostarcza identyfikacja
kinetochorow czy centromeréw [15].

1. METODA MIKROJADER

Metoda analizy mikrojader zostata opracowana niezaleznie przez Schmida [32] i
Heddle’a [18]. Podstawg wprowadzenia tej techniki staty sie obserwacje powstawania
ciatek Howell-Jolly, zwanych takze mikrojadrami, podczas procesu erytropoezy [15,22].
Erytroblasty rozwijajac sie w polichromatyczne erytrocyty - PCE (miode erytrocyty
bazofilne, barwigce sie Giemsagnajasnoniebiesko i zawierajgce jeszcze RNA) wyrzucaja
jadro komdrkowe z komorki. Z czasem staja sie erytrocytami normo-chromatycznymi
- NCE (dojrzate erytrocyty, acidofilne, mniejsze niz PCE, barwigce sie na
jasnopomaranczowo), tracg RNA i zawierajg gtéwnie hemoglobine. W procesie
erytropoezy chromosomy komérek macierzystych wchodzac w faze proliferacji i
dojrzewania moga ulec uszkodzeniu (ztamanie lub wymiana). Pojawienie si¢ takich
anomalii we fragmencie lub catym chromosomie prowadzi do powstania struktur
zawierajacych fragmenty chromosomoéw otoczonych btong jadrowa. Widoczne sg
one w cytoplazmie jako struktury jgdropodobne o znacznie mniejszych wymiarach,
stad nazwa-mikrojgdra. Zaréwno w organizmie cztowieka,jak i myszy, gdzie proces
tenjest dobrze scharakteryzowany, erytrocyty z mikrojagdrami usuwane sg w $ledzionie
[15,22].

Analize mikrojader przeprowadza sie zwykle w populacji komoérek dzielgcych sie
lub stymulowanych do podziatu. Zastosowanie tej metody do badania komérek
znajdujacych sie w fazie GOwymaga zastosowania mitogendéw. Ze wzgledu na niepewny
los mikrojader w dalszych podziatach oceny czestosci ich wystepowania dokonuje sie
po pierwszym podziale komdrkowym (ryc. 1). Po zakoriczonym podziale i wyksztatceniu
obydwu jader, cytokineza blokowanajest przy pomocy cytochalazyny B (cytokinesis-
btock micronucleus). Cyt-B jest inhibitorem polimeryzacji mikrofilamentéw akty-
nowych. Zastosowanie jej umozliwia faktyczng akumulacje wszystkich dwujadrowych
komérek bez wzgledu na stopien zsynchronizowania w cyklu komérkowym i wielko$¢
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RYSUNEK 1. Formowanie mikrojader z catych opdznionych chromosomoéw lub acentrycznych
fragmentéw w anafazie: a- dwujadrowa komdrka z dwoma roznej wielkosci mikrojgdrami. Formowanie
mostkéw nukleoplazmatycznych z dicentrycznych chromosoméw, w ktoérych centromery sg ciggniete
do przeciwlegtych biegunéw komarki: b - dwujadrowa Kc.nérka zjednym mikrojadrem

populacji dzielgcych sie komorek. Ztamane fragmenty chromosomu, czesto z
brakujgcym centromerem i/lub cate chromosomy, niezdolne do przemieszczenia sie w
obszar wrzeciona kariokinetycznego podczas mitozy, zostajg otoczone w telofazie
otoczkgjadrowg i stopniowo przybierajg morfologiejadra interfazowego. Procentowy
udziat komoérek zawierajgcych mikrojadra, a takze sama ilo$¢ mikrojgder w komorce
dwujadrowej dostarczajg zatem informacji o skali uszkodzenia. Sporadycznie w takich
dwujadrowych komoérkach obserwuje sie potgczenie miedzy jadrami Swiadczace, ze
w trakcie podziatu doszto do zaburzen w przegrupowaniu chromosoméw. Takie
potgczenie ma miejsce, kiedy centromery dicentrycznych chromosoméw sg $ciggane
do przeciwlegtych biegunoéw podczas anafazy.

Stosowanie metody mikrojadrowej jako biomarkera zagrozenia chorobami nowo-
tworowymi przez coraz wiekszg liczbe placéwek zrodzito pilng potrzebe jej wystan-
daryzowania. Byto to tym pilniejsze, ze wstepne wyniki badan uzyskanych w ramach
miedzynarodowego projektu pod nazwg Mikrojadra Cztowieka {Human Micro-
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Nucleus - HUMN), rozpoczetego w 1997 roku wskazywaty, ze gtéwne przyczyny
rozbieznosci wynikéw miedzy laboratoriami sa efektem r6znic w stosowanym protokole
oraz w sposobie liczenia i oceny mikrojader [4,12]. W rezultacie Michael Fenech
[14,15] opublikowat wystandaryzowany protokot postepowania dotyczacy zar6wno
metody przygotowania limfocytéw do pomiaru, jak i kryteriow obowigzujgcych przy
ocenie i liczeniu mikrojader.

2. PROCEDURAIKRYTERIAOBOWIAZUJACE
PRZY UZYCIU METODY MIKROJADROWEJ
Z BLOKOWANIEM CYTOKINEZY

W metodzie mikrojgdrowej stosuje sie blokowanie cytokinezy (CBMN -
cytokinesis-block micronucleus assay) w limfocytach ludzkich stymulowanych do
podziatu.

2.1. lzolacja limfocytow i hodowla komorek

Limfocyty z peinej krwi sg izolowane przy uzyciu Ficoll Pague, a nastepnie
umieszczane w pozywce RPMI 1640 zawierajgcej 10-15% inaktywowanej ptodowej
surowicy cielecej. Gestos¢ takiej zawiesiny komorek powinna wynosi 0,5-1 min/ ml.
Wyizolowane limfocyty z krwi obwodowej wystepujg w fazie GO. Mozliwos¢ ich
stymulacji do podziatéw pozwala na ocene genotoksycznosci badanego czynnika na
kazdym etapie cyklu komérkowego [14,15].

Po 44 godzinach hodowli od dodania mitogenu, fitohemaglutyniny (stezenie zalezy
od stopnia jej czystosci i zrédta) dodaje sie cytochalazyny B w stezeniu 4,5 jug na
mililitr hodowli na 28 godzin. Nastepnie zawiesing odwirowuje sie i utrwala (metanol:
lodowaty kwas octowy, 4:1) oraz wykonuje sie preparaty mikroskopowe na szkietkach
i barwije. Ludzkie limfocyty uzyskane w hodowli z peinej krwi wymagajg zastosowania
tagodnego szoku osmotycznego (0,075 M KC1) przed utrwaleniem. Optymalne warunki
hodowli moga dostarcza¢ 35-60% dwujgdrowych komoérek zdolnych do zycia (pomijajac
komorki nekrotyczne iapoptotyczne).

2.2. Szacowanie ilosci mikrojader

Utrwalone i wybarwione na szkietkach komorki, w zaleznos$ci od zastosowanego
barwnika, analizowane sg w mikroskopie Swietlnym lub fluorescencyjnym przy
powiekszeniu 1000x. Struktury cytoplazmatyczne okre$lone jako mikrojadra sa
morfologicznie identyczne, lecz mniejsze niz gtéwne jadro komérkowe. W ludzkich
limfocytach $rednica mikrojader rowna sie zwykle od 1/16 do 1/3 $rednicy jadra
komdérkowego. Mikrojadra nie zatamujq Swiatta i dlatego fatwo jest je odréznic¢ od
artefaktow, takich jak zabarwione czasteczki. Prawidtowe mikrojadra nie sg zwigzane
lub potgczone z jadrem komorkowym. Moga styka¢ sie z jadrem, ale wtedy otoczka
mikrojader musi byé wyraznie odréznialnaod otoczKijadra.
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Analizie poddaje sie 1000 komérek i ocenia czestos¢ wystepowania:

1. komérek dwujadrowych,

2. komorek zawierajgcych w pojedynczej komoérce dwujgdrowej 1,2 lub wiecej mi-
krojader,

3.  mostkéw nukleoplazmatycznych w dwujadrowych komorkach,

4. 1, 2-, 3-i4-jgdrowych komorek na 500 liczonych komérek - informacja potrzeb-
na do obliczenia wskaznika podziatu jadrowego (WPJ) - wedtug wzoru zapropo-
nowanego przez Eastmona i Tuckera:

WPJ = [MI + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)] /N

gdzie: M1 - M4 oznacza ilo$¢ komérek z 1do 4 jagdrami, a N oznacza catkowitg liczba zdolnych do
zycia komaérek.
WPJ oraz proporcja dwujadrowych komorek sa uzytecznymi parametrami do

poréwnywania mitogennej odpowiedzi limfocytow oraz badania cytostatycznych
efektow wywotywanych przez rézne czynniki.

5. komorek apoptotycznych i nekrotycznych (na 500 liczonych komoérkach) - wskaz-
nik cytotoksycznego podziatu jadra (WCPJ). Bardziej wiarygodnym pomiarem
wyznaczajgcym status podziatu jadra jest uwzglednienie w rownaniu komaérek
nekrotycznych i apoptotycznych. Jest to bardzo wazne, gdyz wyzsza dawka te-
stowanych genotoksycznych czynnikéw zwieksza liczbe martwych komérek.

WCPJ = [Ap + Nec + M1 +2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/N

gdzie: Ap oznacza ilo$¢ komdrek apoptotycznych, Nec oznacza ilos¢ komorek nekrotycznych,
natomiast N - ilo$¢ wszystkich liczonych komérek.

2.3. Selekcja dwujadowych komérek zawierajacych mikrojadra

Komorki muszg zawiera¢ dwa jagdra komdrkowe, ktére w przyblizeniu majg
jednakowy rozmiar. Jagdra w dwujgdrowych komdrkach moga;
m  miec zigczone blonyjadrowe,
m  by¢ powigzane mostkiem nukleoplazmatycznym o szerokosci nie wiekszej niz
1/4 $rednicy jadra. Btona cytoplazmatyczna takich komérek musi by¢ nienaruszo-
na i wyraznie odrézniac sie od bton sgsiadujgcych komarek.

2.4. Liczenie mostkéw nukleoplazmatycznych

Mostki nukleoplazmatyczne, obserwowane w niektérych dwujgdrowych komor-
kach, sg najczesciej rezultatem ekspozycji na promieniowanie jonizujgce lub wolne
rodniki. Sgto ciagte potgczenia miedzy jadrami, ktérych szeroko$é moze by¢ zmienna,
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lecz zwykle nie przewyzsza 1/4 Srednicy jadra komérkowego. Czesto komorki
zawierajace mostki nukleoplazmatyczne majg wiecej nizjedno mikrojadro.

2.5. Liczenie komérek apoptotycznych inekrotycznych

Izolowane limfocyty lub linie komérkowe nie wymagajghipotonicznego traktowania
(w przeciwienstwie do limfocytéw hodowanych z petnej krwi). Umozliwia to
zachowanie nienaruszonej morfologii komorek apoptotycznych i nekrotycznych. Jako
apoptotyczne liczone sg te komorki, ktére wykazuja kondensacje chromatyny i/lub
fragmentacje jadra oraz fragmentacje cytoplazmy i tworzenie ciatek apoptotycznych
z dobrze zachowanymi organellami. Jako nekrotyczne liczone sg te komorki, ktore
wykazuja pekniecia btony komérkowej, liczne wakuole irozpad organelli.

2.6. Identyfikacja w mikrojadrach chromosomoéw zgubionych
lub nierozdzielnych

W analizie CBMN istotne jest rozroznienie mikrojader utworzonych z catych
chromosomow lub ich acentrycznych fragmentow. Sugerowanie sie wielkoscig
mikrojadra nie jestjednak wtasciwag metodg oceny w przypadku komérek, w ktérych
wielko$¢ chromosomow jest heterogenna, w szczeg6lnosci w ludzkich limfocytach.
Moze sie zdarzy¢, ze ,,mate” mikrojagdra mogg zawieraé jeden lub oba fragmenty
»,duzych” chromosoméw lub cate ,,mate” chromosomy. Dlatego prostg i niedroga
technikajest uzycie przeciwciat specyficznych dla biatek kinetochoru. Metoda tajednak
nie moze wykry¢ chromosomow zgubionych, ze wzgledu na nieobecno$¢ kinetochoru
na nieaktywnych centromerach. W tym przypadku nalezatoby sie postuzyé
hybrydyzacja in situ (ISH). Technika ta jest drozsza i bardziej pracochtonna, ale
dostarcza wiecej informacji o rodzaju uszkodzenia. Na przyktad sondy dla centromeréw
pozwalaja na identyfikacje nierozdzielnych chromosomoéw [4,14,15].

2.7. Mikrojadra w niedzielgcych siejednojadrowych komérkach

Okreslanie czestosci wystepowania mikrojaderjedynie w limfocytach dwujadrowych
po pierwszym podziale komarkowym nie uwzglednia ilosci mikrojgder wystepujacych
w limfocytach, ktére nie ulegty stymulacji podziatowej. A to one wiasnie zawieraja
informacje o ewentualnej ekspozycji organizmu na czynniki genotoksyczne i powinny
by¢ uwzglednione przy liczeniu mikrojader w klasycznej metodzie bloku cytokinezy.
Ocena czestosci pojawiania sie mikrojader w jednojadrowych limfocytach moze by¢
zrédtem dodatkowych informacji. Decydujac sie na ich uwzglednienie w analizowaniu
wynikéw nalezy jednak pamietaé, ze po stymulacji i zablokowaniu cytokinezy nieznane
jest pochodzenie komorek jednojadrowych znajdujacych sie wérod komérek dwu-
jadrowych. Moga one bowiem reprezentowac te limfocyty, ktore: nie ulegty podziatowi,
zreplikowaty DNA, ale uniknety podziatujadra, podzielity sie, ale uniknety zahamowania
cytokinezy przez cytochalazyne B, nie ulegty stymulacji podziatowej, gdyz znajdowaty
sie we wczesnym stadium nekrozy badz apoptozy. Pozostajace po stymulacji mito-
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genami komérkijednojadrowe z mikrojadrami moga takze mie¢ uszkodzony mechanizm
podziatow jadrowych, a zatem nie sa w stanie sta¢ sie komoérkami dwujadrowymi.

Niezaleznie od tych zastrzezen, szacowanie ilosci mikrojgder w jednojadrowych
komérkach najprawdopodobniej odzwierciedla uszkodzenia DNA powstate w fazie
Golimfocytow in vivo. Dokonywanie zatem oceny czestosci wystepowania mikrojader
w komorkach jednojagdrowych daje zatem informacje o niestabilnoSci genetycznej,
wynikajacej z akumulacji uszkodzen dokonujacej sie w ciggu zycia w komorkach
macierzystych i w krgzacych limfocytach; podczas gdy czesto$¢ wystepowania
mikrojader w dwujgdrowych komérkach dodatkowo wskazuje na uszkodzenia, jakim
ulegty limfocyty w czasie ostatniego podziatu [15].

3. MIKROJADRAW BADANIACH BIOMONITORINGOWYCH

Wzrost liczby peknie¢ chromosoméw czy liczby utraconych chromosomow jest
dobrym wskaznikiem podwyzszonego ryzyka wystgpienia nie tylko nowotwordw, ale
takze chordb degeneracyjnych zwigzanych z wiekiem, takich jak na przyktad choroba
Alzheimera [8].

Metoda analizy mikrojader przez zablokowanie cytokinezy jest wykorzystywana
do biomonitoringu ludzkiej populacji, gdyz umozliwia:

m  pordwnanie czestosci wystepowania genetycznych uszkodzer pomiedzy popula-
cjami 0s6b prowadzgcych rézny styl zycia czy uprawiajacych zawody o réznym
stopniu zagrozenia zdrowia lub narazonych na dziatanie réznych czynnikéw $ro-
dowiska,

m oceneg osobniczej odpowiedzi gospodarza (np. pteé, wiek, styl zycia),

ocene wrazliwosci na promieniowanie pomagajgce w optymalizacji radioterapii,

m ocene potencjalnej genotoksycznosci zwigzkdw nowowprowadzanych w prze-
mys$le agrochemicznym i farmaceutycznym [20,21].

Zastosowanie tej metody wykazato, ze czesto$¢ wystepowania mikrojader wzrasta
stopniowo z wiekiem osobnikdw. W limfocytach kobietjest w przyblizeniu 1,2-1,6
razy wyzsza niz u mezczyzn pomiedzy 20. a 90. rokiem zycia [4,12]. Takze ilo$¢
mikrojader wzrasta z niedoborem folianow, witaminy B 12 i homocysteiny w organizmie
[12]. Zaobserwowano, ze wsrdd palaczy ilosé mikrojader byta wyzsza w porownaniu
z badang grupg niepalacych [2,7]. Na podstawie obserwacji znacznej redukcji liczby
mikrojader po duzych dawkach witaminy C sugeruje sie jej ochronne dziatanie na
uszkodzenia wywotane bleomycyng [1].

3.1. Mikrojadrajako biomarker w procesach nowotworowych

Wiele badan koncentruje sie na wyjasnianiu przyczyn wystepowania zwiekszonego
ryzyka pojawienia sie chor6b nowotworowych jedynie w pewnych populacjach. Ryzyko
to, wynikajace z genetycznego zréznicowania populacji ludzkiej, jest odzwierciedleniem
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polimorfizmu enzyméw aktywacyjnych biorgcych udziat w metabolizowaniu i
detoksyfikacji karcinogendw iproduktow ich metabolizmu. Efekt genotoksyczny jest
czesto rezultatem roznej kombinacji aktywnosci enzymatycznych. Coraz czesciej
przedmiotem analizy sg préby znalezienia zaleznosci miedzy czestos$cig powstawania
mikrojgder pod wptywem czynnikéw genotoksycznych a polimorfizmami enzymoéw
zaangazowanych w jego metabolizm [2,4,12]. Jako biomarkery wykorzystywane sg
takze chromosomowe aberracje (CA), wymiana chromatyd siostrzanych (SCE),
wykrywanie peknie¢ nici DNA przez elektroforeze pojedynczych komoérek w zelu
agarozowym [3,6,7,24,25,29,30,33,34,35,36].

Mikrojadra moga takze by¢ markerem zaburzen w procesie naprawy uszkodzen
DNA. Swiadczy o tym zwiekszona ilo$¢é mikrojader po zastosowaniu inhibitoréw
wypetniania luk nukleotydowych w czasie naprawy uszkodzen przez wycinanie [13].
Wiele ostatnio publikowanych danych wskazuje na zwiagzek pomiedzy wzrostem
czestosci wystepowania mikrojgder a transformacjg neoplastyczng [2,4,20].

Nie zawsze jednak wyniki badan epidemiologicznych potwierdzajg zwigzek
pomiedzy zwiekszong liczbg mikrojader a zagrozeniami nowotworowymi. Z opu-
blikowanych przez Hagmara i wsp. [17] badan wynika na przyktad, ze najwieksza
wartos$¢ predykcyjng ryzyka choréb nowotworowych majg badania chromosomowych
aberracji. Zwigzku takiego nie zaobserwowali oni stosujgc jako biomarker zarowno
wymiane chromatyd siostrzanych, jak i czesto$¢ pojawiania sie mikrojgder w
limfocytach.

3.2. Czesto$¢ wystepowania mikrojaderjako biomarker
chorob degeneracyjnych

Analiza mikrojgder wykorzystywanajest jako wiarygodny biomarker nie tylko w
badaniach nad zagrozeniami nowotworowymi. Prowadzone sg tez badania, w ktorych
wykorzystuje sie metode mikrojgdrowg w innych chorobach degeneracyjnych. Na
przyktad badania pacjentéw z chorobg wieficowg naczyn sprawdzajg, czy istnieje
zwigzek pomiedzy obecnoscig chromosomowych uszkodzerh w limfocytach krwi
obwodowej a stopniem rozwoju miazdzycy. Stwierdzono, ze obecno$¢ mikrojader byta
znacznie wyzsza w grupie pacjentéw z udokumentowang chorobg wieficowag w
poréwnaniu z grupg kontrolng oraz ze czesto$¢ wystepowania mikrojader wzrasta
wraz z iloScig zmian miazdzycowych w naczyniach [5]. Jednym z czynnikow uwazanym
za czynnik ryzyka chordb naczyniowych i choroby Alzheimerajest zwiekszone stezenie
homo-cysteiny bedacej bezposrednim prekursorem metioniny. Wyzsze stezenie
homocysteiny w pozywce hodowlanej znacznie zwieksza czesto$¢ wystepowania
mikrojader w hodowanych limfocytach wskazujac, ze mogiby to by¢ dobry biomarker
uszkodzenn chromosoméw w limfocytach in vivo wywotanych zaburzeniami w
metabolizmie homocysteiny czy kwasu foliowego. Obecno$¢ mikrojader byta
nieznacznie nizsza, jesli zamiast homocysteiny do pozywki hodowlanej dodano metioniny
[8]. Badania na limfocytach pracownikdw narazonych na dziatanie kobaltu i metali
ciezkich wskazuja, ze obecno$¢ mikrojader moze by¢ takze biomarkerem ekspozycji
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na metale ciezkie. Nieznacznie podwyzszony poziom mikrojgder i 8-hydroksy-
deoksyguaniny zaob-serwowano u pracownikéw, ktorzy byli narazeni na pyt zawierajacy
metale ciezkie [9]. Mikrojadra jako biomarker genotoksycznosci zostaly takze za-
stosowane w badaniach toksycznosci pestycydow (alfa- i beta-endosulfanu) [13] i
kwasu 2,4-dichlorofenoksyacetylowego [16]. Pilotowe badania bytych gérnikow kopalni
uranu narazonych na dziatanie radonu i czesciej niz inne grupy zawodowe zapadajacych
na raka ptuc wykazaty zwiekszong czesto$é aberracji chromosomowych w limfocytach
krwi obwodowej [31]. Przeprowadzono takze interesujace badania na limfocytach
izolowanych z krwi obwodowej anastezjologéw narazonych zawodowo na dziatanie
tlenku azotu. Zaobserwowano znacznie wyzszy poziom mikrojader u kobiet niz u
mezczyzn pracujagcych w tych samych warunkach. To zdaje sie sugerowac, ze kobiety
sg bardziej wrazliwe na genotoksyczne efekty tlenku azotu. Nie odnotowano natomiast
réznic miedzy obydwiema grupami badajac wptyw palenia papieroséw na czestos¢
wystepowania mikrojader [28]. Réwniez analiza mikrojgder zostata wykorzystanajako
biomarker do wczesnego wykrywania uszkodzen w komaérkach szpiku kostnego i krwi
obwodowej gryzoni eksponowanych na dziatanie genotoksycznych czynnikéw
Srodowiskowych [10].

Mikrojgdra jako biomarker chor6b neurodegeneracyjnych zostaty sprawdzone w
chorobie Parkinsona. Mimo ze etiologia tej choroby jest ciggle nieznana, coraz wiecej
dowodow wskazuje, ze stres tlenowy odgrywa w jej rozwoju duza role. Badane
limfocyty pacjentow wykazujg zaréwno znacznie podniesiong ilos¢ peknie¢ DNA,
oksydacyjnych uszkodzen w zasadach purynowych, a takze wielokrotnie wieksza
czesto$¢ wystepowania mikrojader [26].

3.3. Mikrojadra apolimorfizm genetyczny

W wielu pracach analizowano, w jakim stopniu wptyw polimorfizmu
metabolicznego odzwierciedla sie w biologicznych wskaznikach ryzyka geno-
toksycznego w Srodowisku i miejscu pracy. Najczesciej badanymi metabolicznymi
genotypami lub fenotypami byty: ALDH2 (dehydrogenaza aldehydowa), CYP (P450
cytochrom), 1Al, CYP1A2, CYP2E1, CYP2D6, EPHX (epoxihydrolaza), NAT2 (N-
acetylotransferaza), GST (S-transferaza glutationu), M1, GSTT1 i GSTP1.
Analizowanymi biomarkerami wczesnych efektow biologicznych byty: aberracje
chromosomowe CA, wymiana chromatyd siostrzanych SCE, mikrojgdra MN, pomiar
metodg kometowg i mutacje w genie HPRT. Rezultaty badan wskazujg na
wystepowanie u zawodowych kominiarzy znacznie wiekszej korelacji pomiedzy
poziomem adduktow DNA a czestos$cig wystepowania mikrojader pozbawionych
genu GST 1w limfocytach T niz limfocytach B [19]. Zbadano réwniez ilos¢ mikrojader
w limfocytach pracownikéw szklarni narazonych na dziatanie pestycydéw. Oceniano
wptyw genetycznego polimorfizmu genéw: GSTM1, GSTT1 i NAT2. Czestos¢
wystepowania mikrojgder byta wyraznie wyzsza u palgcych pracownikéw szklarni o
genotypie GSTM1iNAT2. Wptyw genotypu byt takze skorelowany z wiekiem badanych
i czasookresem ekspozycji na pestycydy. Zaohserwowano réwniez u palaczy wiekszg
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ilo$¢ mikrojader u osobnikéw z GSTM1 iz NAT2 szybko acetylujgcym genotypem
NAT2 [11]. Rezultaty te sgjednak sprzeczne z tymi, ktére otrzymano badajac wptyw
tych polimorfizméw na aberracje chromosomowe. Autorzy sugerujg, ze obydwa typy
biomarkeréw odzwierciedlajg inny typ uszkodzen genotoksycznych. Przeprowadzono
réwniez epidemiologiczne badania nad wptywem GSTM 1na wrazliwo$é na choroby
zwigzane ze stresem tlenowym. Limfocyty z nieaktywnym genotypem GSTM 1w
porownaniu z limfocytami kontrolnymi nie wykazywaty zwiekszonej wrazliwosci,
wyrazonej czestoscig powstawania mikrojader, na benzoapiren [27]. Szereg badan, w
ktérych biomarkerami sgmikrojadra, atakze komety, w poréwnaniu z zastosowaniem
aberracji chromosomowych, wskazujg badZ na zbyt matg ich czuto$¢ na wielkos$¢
ekspozycji na genotoksyczne czynniki srodowiskowe czy zawodowe lub na réznice w
mechanizmie uszkodzen [6,29,30,33,36].

PODSUMOWANIE

Nie znamy do tej pory jednego uniwersalnego biomarkera, a obserwowane czesto
rozbieznosci w genotoksycznosci ocenianej przy pomocy réznych biomarkerdw sktaniaja
do poszukiwania nie tylko nowych biomarkerow, ale takze do znalezienia przyczyny
odpowiedzialnej za te réznice. Coraz wiekszgpopularnoscia cieszy sie metoda oceny
mikrojader. W poréwnaniu z klasycznymi metodami cytogenetycznymi jest znacznie
fatwiejsza, tafnsza i wymaga mniej czasu na przeanalizowanie wiekszej liczby komorek,
aprzy tym jest rownie czutajak metoda analizy chromosomow z ptytki metafazowe;j.
Zalety te czynig jag niezwykle przydatng w prowadzonych na duzych populacjach
badaniach epidemiologicznych oceniajacych stopied narazenia na czynniki geno-
toksyczne. Ocena czestosci powstawania mikrojader po stymulacji limfocytow i zaha-
mowaniu cytokinezy wydaje sie byé dobrym biomarkerem wczesnego wykrywania
zagrozen chorobami nowotworowymi oraz degeneracyjnymi. Mikrojadra reprezentujg
inny typ uszkodzer uszkodzen niz te, ktére odpowiedzialne sg za powstawanie aberracji
chromosomowych. Moze to by¢jedng z istotnych przyczyn rozbieznos$ci w rezultatach
otrzymywanych obydwoma metodami. Mikrojadra pochodza bowiem nie tylko z
peknietych chromosomow, ale takze z zaburzen w segregacji chromosomoéw. Ponadto,
jak sugeruja Falek i wsp. [11], pewne czynniki genotoksyczne indukujg zmiany w
sktadzie subpopulacji limfocytow. Rézne subpopulacje reaguja w inny sposéb zaréwno
na stymulacje mitogenem, jak i na hamowanie cytokinezy cytochalazyng B. To w
konsekwencji moze prowadzi¢ do roznic w czestosci powstawania mikrojader.

Poszerzanie wiedzy na temat mechanizmu tworzenia sie mikrojader, a takze
wystandaryzowanie metody umozliwi jej stosowanie jako wiarygodnego biomarkera.
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IMPORT BIALKA DO MITOCHONDRIOW
PROTEIN IMPORT INTO MITOCHONDRIA

Matgorzata WOJTKOWSKA

Zaktad Bioenergetyki, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Poznan

Streszczenie: Wiekszo$¢ biatek mitochondrialnych importowanajest z cytoplazmy. Podstawowa role w
tym procesie odgrywajg kompleksy biatkowe zlokalizowane w zewnetrznej i wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej. Sa to translokaza btony zewnetrznej (kompleks TOM) i translokazy btony wewnetrznej
(kompleksy TIM). Ich sktadniki rozpoznajg importowane biatka, jak i umozliwiajg ich translokacje
przez btony lub ich wbudowanie w btony. Dynamiczna natura obu typéw translokaz pozwala na
sortowanie biatek o odmiennych mechanizmach importu. Poza tym istotng role w imporcie odgrywaja
biatka zlokalizowane w cytoplazmie, przestrzeni miedzybtonowej i matriks mitochondrialnej. Zakoce-
nia w imporcie biatka do mitochondriéw mogga stanowi¢ przyczyne nowej klasy choréb pochodzenia
mitochondrialnego, co potwierdza kluczowe znaczenie procesu importu biatka dla prawidtowego dziata-
nia mitochondriéw.

Stowa kluczowe: import biatka, kompleks TOM, kompleks TIM, mitochondria

Summary. Mitochondria import majority of their proteins from the cytosol. The recognition and trans-
location across the mitochondrial membranes are supported by dynamic protein complexes termed the
translocase of the outer membrane (the TOM complex) and translocase of inner membrane (the TIM
complex).The translocases consist of receptor proteins and proteins involved in protein translocation.
The dynamic nature of both membrane translocases permits sorting of preproteins at distinct stages
of the import pathway. Essential factors in protein import are also cytosol, intermembrane space and
matrix proteins. The link between mitochondrial import defects and some of the neurological dise-
ases is crucial to explanation of their molecular bases.

Key words: protein import, TOM complex, TIM complex, mitochondria
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WPROWADZENIE

Mitochondria to organelle odgrywajace centralng role w metabolizmie
energetycznym komérki, a wiec procesy kluczowe dla ich funkcjonalnosci maja
zasadnicze znaczenie dla mozliwosci przezycia komorki. Do procesow takich zalicza
sie import biatka, bowiem wiekszos¢ biatek mitochondrialnych kodowana jest przez
geny jadrowe isyntetyzowana w cytoplazmie [48]. Obecnie dostepne dane wskazuja,
iz import biatka do mitochondriéw moze by¢ procesem zaréwno potranslacyjnym, jak
i kotranslacyjnym [18,40]. Import biatka do mitochondriéw moze zachodzi¢ réznymi
drogami i przy wykorzystaniu r6znych mechanizméw. Istniejgjednak wspolne warunki
determinujgce mozliwo$¢ skierowania danego biatka do mitochondriéw. Sato:

(i) prawidtowe funkcjonowanie maszynerii translokujacej zlokalizowanej w zewnetrz-
nej btonie mitochondrialnej (kompleks TOM, z ang. the translocase of outer
membrane) i wewnetrznej btonie mitochondrialnej (kompleksy TIM, ang. the trans-
locases of inner membrane)’,

(ii) rozfatdowanie, przynajmniej czeSciowe, importowanego biatka, gwarantowane przez
cytozolowe i matriksowe biatka opiekuncze, gtéwnie z rodziny Hsp, nazywane tez
biatkami szoku termicznego [49,70];

(iii) rozpoznanie importowanego biatka dzieki istnieniu wjego obrebie sekwencji kie-
rujacej.

Charakter i lokalizacja sekwencji kierujgcej zalezg w duzym stopniu od miejsca
przeznaczenia importowanego biatka. W przypadku biatek kierowanych do matriks
mitochondrialnej sekwencja Kierujaca to tak zwana presekwencja, czyli znajdujgca sie
na koncu aminowym sekwencja obejmujaca od 15 do 40 reszt aminokwasowych, w
wiekszosci obdarzonych tadunkiem dodatnim i usuwana w procesie dojrzewania biatka.
Zdolno$¢ do tworzenia przez presekwencje struktury amfipatycznej a helisy wydaje
sie by¢ bardzo istotna dla petnionej przez nig funkcji [55]. Biatka kierowane do bton
mitochondrialnych, a takze niektére biatka przestrzeni miedzybtonowej zawierajg
sekwencje kierujgcg innego typu. Jest ona zlokalizowana w obrebie dojrzatej postaci
tancucha polipeptydowego i moze mieé rozny charakter. W przypadku niektdrych
biatek importowanych do mitochondriéw wyrdéznia sie rowniez tzw. sekwencje sortujace,
ktére stanowig dodatkowy sygnat o miejscu przeznaczenia biatka umieszczony za
sekwencjg kierujaca.

Pierwsze prace nad ztozonym zagadnieniem importu biatka do mitochondriéw
prowadzono na mikroorganizmach, takich jak: Neurospora crassa i Saccharomyces
cerevisiae. Mikroorganizmy te stanowig obecnie materiat modelowy w badaniach
nad budowg aparatu importu biatka, jak i nad mechanizmami tego procesu w przypadku
mitochondridw organizmow bardziej ztozonych, takichjak rosliny [10,26,48,54,68,71]
i ssaki, w tym cztowiek [63,49,52,72]. Stad, dane uzyskiwane w badaniach importu
biatka do mitochondriéw tych organizméw odnosi sie zawsze do wzorca, zajaki uznano
mitochondria S. cerevisiae i N. crassa.
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1. TRANSLOKAZAZEWNETRZNEJ BLONY
MITOCHONDRIALNEJ- KOMPLEKS TOM

Na powierzchni zewnetrznej btony mitochondrialnej zachodzi rozpoznawanie biatek
zudziatem specyficznych receptoréw btonowych oraz insercja importowanego biatka
umozliwiajgca jego translokacje. Za procesy te odpowiedzialny jest ztozony z wielu
podjednostek kompleks TOM (ryc.IB). Podjednostki zawierajgce duze domeny
zlokalizowane od strony cytozolu petnig funkcje btonowych receptoréw, inne stanowia
sktadniki kanatu importowego lub sg jego modulatorami. Nazwy poszczeg6lnych
biatek tworzacych kompleks TOM nawigzujg do ich mas czgsteczkowych.

Do tej pory zidentyfikowano cztery biatka receptorowe kompleksu TOM: Tom20,
Tom22, Tom37 i Tom70. Wystepuja one w postaci heterodimerow Tom20 -Tom22 i
Tom37-Tom70, przy czym zdolno$¢ rozpoznawania wigkszej liczby importowanych
biatek wykazuje heterodimer Tom20 -Tom22. Wchodzace wjego skfad biatka formuja
jednostke receptorowg niezbedng do tworzenia miejsca rozpoznawania i wigzania
importowanego biatka zwanego ,,miejscem cis” (ryc.IB) [57]. Istotng role odgrywa
tu domena Tom22 o przewazajagcym udziale reszt aminokwasowych obdarzonych
fadunkiem ujemnym, uczestniczgca w oddziatywaniach jonowych z presekwencjg
importowanego biatka, w ktérej z kolei dominujg aminokwasy obdarzone tadunkiem
dodatnim [36]. Natomiast karboksylowy koniec biatka Tom22 wraz z biatkiem Tom40
bierze prawdopodobnie udziat w tworzeniu, zlokalizowanego od strony przestrzeni
miedzybtonowej, ,,miejsca trans”(ryc. 1C), ktore jest odpowiedzialne za przechwycenie
biatka translokowanego przez kompleks TOM i skierowanie go do dalszych przedziatéw
mitochondrialnych [57,59].

Wystepowanie drugiego heterodimeru biatek receptorowych, Tom37-Tom70,
ograniczone jest prawdopodobnie tylko do mitochondriéw S.cerevisiae, bowiem poza
mitochondriami tego mikroorganizmu nie udato sie do tej pory stwierdzi¢ obecnosci
biatka Tom37 [56]. Zatem, w mitochondriach innych organizméw Tom70 dziala
prawdopodobnie samodzielnie. Biatko Tom70 wigze preferencyjnie biatka z sekwencja
kierujaca zlokalizowang w obrebie taicucha polipeptydowego [28,16,17] (ryc.2B).
Nalezg do nich biatka kierowane do btony wewnetrznej, w tym translokaza nukleotydow
adeninowych i przenosnik fosforanowy [62]. Biatka rozpoznawane przez Tom70
kierowane sg do heterodimeru Tom20-Tom22, skad moga by¢ transportowane dalej
(ryc.2B). Innym biatkiem receptorowym kompleksu TOM scharakteryzowanym
jedynie u drozdzy S. cerevisiae jest Tom71 [65]. Jego sekwencja aminokwasowa jest
w 53% identyczna z wystepujaca w przypadku biatka Tom70. Poniewaz obecnos¢
Tom71niejest konieczna dla importu biatek z sekwencjami Kierujgcymi rozpoznawanymi
przez Tom70, biatko to, choé biochemicznie podobne, petni jednak odmienne funkcje.
Uczestniczy ono prawdopodobnie w oddziatywaniach mitochondriow z biatkami
komadrkowymi, na przyktad biatkami cytoszkieletu [65].

Biatka rozpoznane i zwigzane przez receptory kompleksu TOM zostajg nastepnie
skierowane do kanatu importowego kompleksu TOM. Kanat ten tworzony jest przez
biatko Tom40 [24], ajego aktywno$¢-modulowana jest przez Tom22 i biatka Tom o
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RYCINA 1 Import biatka do matriks - etapy: A - prekursorowa postac¢ biatka z presekwencjg na koncu
aminowym - rozfaldowanie biatka, B - kompleks TOM, oddziatywanie z receptorami Tom20 Tom22
i translokacja przez kanat importowy, C - wigzanie w miejscu ,,trans”, D - kompleks TimI7-Tim23 -
translokacja przez btone wewnetrzng z udziatem AT, ATP, Hsp70 i Mgel, E - odciecie presekwencji
przez peptydaze MPP i dojrzewanie biatka
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RYCINA 2. Schemat importu translokazy nukleotydéw adeninowych do btony wewnetrznej - etapy:
A - prekursorowa posta¢ translokazy - rozfatdowanie z udziatem czynnika MSF, B - kompleks TOM,
oddziatywanie z receptorami Tom37-Tom70, przekazanie biatka do kanatu importowego poprzez
oddziatywanie z drugim heterodimerem Tom20-Tom22, C - udziat biatek Tim przestrzeni miedzy-
btonowej w przekazywaniu translokazy do kompleksu btony wewnetrzej, D - kompleks Tom22-
Tom54, F - zalezne od AT wbudowanie biatka w btone
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matej masie czasteczkowej, czyli Tom5 [11,14], Tom6 i Tom7. Kanat importowy wraz
z biatkami modulujacymi aktywnos$¢ kanatowg tworzgtacznie tzw. rdzen kompleksu
TOM (z ang. the TOM core complex) [3,37,60], nazywany réwniez gtdwng porg
importowg - GIP (z ang. general insertion pore), ktéry uwaza sie za natywny kanat
importowy [2,12,24,58].

2. TRANSLOKAZY WEWNETRZNEJBLONY
MITOCHONDRIALNEJ- KOMPLEKSY TIM

Wewnetrzna btona mitochondrialna zawiera dwa odrebne aparaty translokacji
biatka. Jednym z nich jest kompleks Timl7-Tim23 [50,41], nazywany réwniez
kompleksem TIM23 [6] (ryc.ID), ktéry rozpoznaje biatka zawierajgce sekwencje
kierujaca do matriks, czyli typowa presekwencje. Oprocz wyzej wymienionych biatek,
kompleks ten zawiera peryferyczne, hydrofilowe biatko Tim44 oraz biatka opiekuricze
mtHsp70 i Mgel (czynnik wymiany nukleotydéw), wspomagajace aktywnos$¢ mtHsp70
(rycID) (patrz rozdz. 4). Timl7, Tim23 i Tim44 wystepujgw ilosciach ekwimolowych,
podczas gdy ilos¢ mtHsp70 jest trzydziestokrotnie wyzsza. Biatka Tim44 i Tim23
zawierajg powtarzajacy sie motyw heptaleucynowy odpowiedzialny za formowanie
struktury suwaka leucynowego, ktoéra odgrywa istotngrole w ich dimeryzacji (ryc. 1D)
[66]. W przeciwienstwie do Tim44, dimeryzacja Tim23jest Scisle zalezna od potencjatu
btony wewnetrznej (AT*) oraz obecnosci translokowanego biatka [8]. W nieobecnosci
AP, biatko Tim23 tworzy dimer i wéwczas tworzony przez to biatko kanat importowy
w btonie wewnetrznej jest zamkniety. Natomiast w obecnosci AY, biatko Tim23 wiaze
sie z presekwencjatranslokowanego biatka, co prowadzi do dysocjacji dimeru i otwarcia
kanatu. Presekwencjg zostaje przeniesiona piZ~z btone, ale translokacja pozostatej
czesci biatka wymaga udziatu biatek mtHsp70, Tim44 i Mgel oraz hydrolizy ATP.
Wymienione biatka dziatajg jak kontrolowany przez ATP molekularny mechanizm
»zapadkowy” dla kolejnych segmentéw biatka wytaniajacych sie z kanatu. W ten
sposob wspdlnie stanowigone ,,site ciggnaca” translokowane biatko [46,47]. Obecnos¢
potencjatu btonowego zapobiega zwrotnemu ruchowi faicucha polipeptydowego, az
do momentu wigczenia w matriks biatka mtHsp70. Woweczas proces translokacji biatka
do matriks staje sie nieodwracalny [19] (ryc.IE). W ostatnich latach zostaty sfor-
mutowane dwa modele wyjasniajace funkcje biatka mtHsp70 w procesie translokacji
importowanego biatka przez btone. Wedtug modelu ,,zapadki” Browna nazywanego
réwniez modelem putapki (z ang. Brownian ratchet lub trapping model) przejscie
taricucha polipeptydowego przez kanat importowy odbywa sie na zasadzie kontro-
lowanej zapadki. Mechanizm ten zalezny jest od spontanicznych ruchéw rozfat-
dowujgcych translokowang cze$¢ biatka znajdujaca sie po cytozolowej stronie blony.
Kiedy cze$¢ tajest luzno sfatldowana, woéwczas biatko moze zosta¢ przeniesione i
dalej wigza¢ sie z mtHsp 70, co zapobiega jego cofaniu [19]. Natomiast model sity
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translokujgcej (z ang. pulling model lub translocation motor model) zaktada, ze
biatko mtHsp70 spetnia w imporcie aktywng role motoru poprzez wptyw na stopien
roz-fatldowania importowanego biatka. Oznaczato, ze biatko mtHsp70 odpowiedzialne
jest za przeprowadzenie konformacyjnych zmian prowadzacych do wciagnigcia poli-
peptydu przez btony do matriks [70,43]. Sprzezenie miedzy kanatem importowym i
biatkami umozliwiajacymi catkowitg translokacje importowanego biatka do matriks
powstaje dzieki oddziatywaniom miedzy biatkami Tim23 i Tim44, ktore jest zalezne od
ATP [45,66] (ryc.ID). Do kompleksu Tim23-Timl7 zalicza sie takze biatko Timll.
Jednakze stanowi ono réwnoczes$nie podjednostke F,FOATP-azy, ajego rola w dziataniu
kompleksu TimI7-Tim23 jest nadal niejasna i przez niekt6rych autorow wykluczana
[5].

Druga translokaza wewnetrznej btony nazywana jest kompleksem Tim22-Tim54
lub kompleksem TIM22 [28]. Jest ona zbudowana z integralnych biatek btonowych
Tim54, Tim22 i TimlI8 [7,29] oraz peryferycznego biatka Timl2 [31] (ryc.2D).
Kompleks Tim54-Tim22, w przeciwienstwie do kompleksu Tim 17-Tim23, nie wykazuje
aktywnosci kanatowej. Importowane przez ten kompleks biatka uwalniane sg
bezposrednio do btony w sposob zalezny od AT. Sgto gtownie biatka kierowane do
btony wewnetrznej charakteryzujgace sie sekwencja kierujgcg zlokalizowang w obrebie
ich dojrzatej postaci [16,17]. Nalezg do nich, na przyktad, przenos$nik fosforanowy,
translokaza nukleotydow adeninowych oraz biatka Tim23, Tim22 iTim|7. Istotngrole
w funkcjonowaniu kompleksu Tim22-Tim54 odgrywajg oddziatywania z biatkami
przestrzeni miedzybtonowej: Tim8, Tim9, Tim 10 i Tim 13 [1,33,67]. Biatka te tworzg
dwa kompleksy: Tim9-Timl0 i Tim8-Timl3 [6,32] (ryc. 2C). Dzieki oddziatywaniom z
peryferycznie zlokalizowanym w wewnetrznej btonie biatkiem Tim 12, kompleks Tim9-
TimlO odgrywa podstawowag role w przekazywaniu translokowanego biatka z kom-
pleksu TOM do kompleksu Tim22-Tim54 [1,3] (ryc. 2C,D). Kompleks Tim8-TimI3
odgrywa podobngrole, chociaz tworzace go biatka ulegaja ekspresji na zdecydowanie
nizszym poziomie niz biatka Tim9 i TimlO [32]. Komleks ten odpowiedzialny jest za
import niektorych integralnych biatek btonowych, na przyktad Tim23 [6,38,53]. W
ostatnich latach zidentyfikowano ludzki gen kodujacy homolog biatka Tim8 S.
cerevisiae. Produkt tego genu nazywany jest biatkiem Tim8a lub biatkiem DDP1 (z
ang. deafness dystonia peptide), ajego mutacje sa przyczyng schorzenia nazywanego
zespotem Mohra-Tranebjaerga (MTS) [6,7,9,30]. Jest to rzadka choroba zwigzana z
chromosomem X, do ktérej objawdw zalicza si¢ miedzy innymi utrate stuchu, dystonie
i $lepote. Najnowsze prace dotyczace MTS wskazuja, iz istotng role wjego powstaniu
odgrywajg zaktocenia w imporcie biatka Tim23 do mitochondriow cztowieka, bedace
konsekwencjg pojawienia sie wadliwego biatka Tim8 [53]. Udowodniono, ze import
biatka Tim23 do ludzkich mitochondriow wymaga znacznie wyzszego AT niz jego
drozdzowy odpowiednik. Dlatego sadzi sig, ze import biatka Tim23 do mitochondriow
cztowieka jest prawdopodobnie, bardziej niz u drozdzy, zalezny od obecnosci i pra-
widtowego dziatania heterooligomeru Tim8-Tim 13.
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3. KOMPLEKSY TOMITIM - RAZEM CZY OSOBNO?

Istniejg dwa modele wyjasniajagce oddziatywania miedzy btonami mito-
chondrialnymi podczas translokacji importowanego biatka. Pierwszy oparto na zatozeniu
o istnieniu jednego rodzaju aktywnosci taczacej obie btony itworzacej nieprzerwany,
szczelny kanalt, taczacy cytozolowg strone zewnetrznej btony z matriks [51]. Wedtug
drugiego modelu [56], kompleksy w obu btonach przeznaczone sgdo petnienia odrebnych
funkcji. Stanowia one niezalezne aparaty translokacji, ktére podczas importu do
mitochondriéw wspotdziatajg ze sobg w miejscach kontaktowych miedzy btonami.
Badania ostatnich lat dowodzg stuszno$ci  drugiego modelu. Istnienie odrebnych
aktywnosci w obu btonach mitochondrialnych zostato miedzy innymi poparte wynikami
badan nad importem pecherzykdw tworzonych przez btony zewnetrzne oraz mitoplastow
[44]. Ostatnio stwierdzono, iz istotng role w tworzeniu miejsc kon-taktowych obu bton
mitochondrialnych iwspotdziataniu translokaz odgrywa biatko Tim23 [15]. Jest to biatko
zlokalizowane w btonie wewnetrznej, ale jego koniec aminowy znajduje sie w btonie
zewnetrznej (ryc.3A). Dzieki takiemu rozmieszczeniu biatka Tim23, w przestrzeni
miedzybtonowej znajduje sie jego natadowana ujemnie domena rozpoznajagca
presekwencje biatka zwigzanego wczesniej przez kompleks TOM. Od-dziatywania
miedzy tg domeng Tim23 i presekwencjg prowadzg do odtgczenia sie importowanego
biatka od btony zewnetrznej ijego skierowania do kompleksu Timl7-Tim23 (ryc. 3B).
Zatem, Tim23 tgczgc btony mitochondrialne zasadniczo zwieksza efektywnos$¢ importu

RYCINA 3. Biatka Tim23 jako gcznik obu bton mitochondrialnych. Na rycinie przedstawiono kompleks
Timl 7-Tim23 jako monomer: A - wigzanie presekwencji w miejscu ,, trans” i oddziatywanie z domeng
biatka Tim23, B - skierowanie biatka do kanatu btony wewnetrzne;j.



IMPORT BIALKA DO MITOCHONDRIOW 387

biatka do mitochondriow. Role tgcznika bton mitochondrialnych dla biatek trans-
lokowanych przez druga translokaze btony wewnetrznej (kompleks Tim22-Tim54)
petnig wspétdziatajace z nig biatka przestrzeni miedzybtonowej: Tim9, TimlO, Tim8,
Timl3 (patrz rozdz. 2).

4, CYTOPLAZMATYCZNE | MATRIKSOWE BIALKA
OPIEKUNCZE

Funkcja biatek opiekuniczych w procesie importu biatka do mitochondriéw jest
ztozona. Znajdujgce sie w cytoplazmie biatka opiekuncze zapobiegajg agregacji
nowosyntetyzowanego biatka, a takze jego fatdowaniu, uniemozliwiajgcemu trans-
lokacje przez btone. Do biatek tych zalicza sie czynnik MSF (z ang. mitochondrial
import stimulating factor) i biatka Hsp70 (z ang. heat shock protein). Co ciekawe,
wykazuja one rézne preferencje wzgledem biatek rozpoznawanych przez heterodimery
receptorowe kompleksu TOM. Czynnik MSF oddziatuje z biatkami rozpoznawanymi
przez heterodimer Tom37-Tom70, podczas gdy biatko Hsp70 wspomaga import biatek
rozpoznawanych przez heterodimer Tom20-Tom22 (ryc.lA) [49,56,73]. W biatkach
Hsp70 wyrdznia sie dwie funkcjonalne domeny: pierwsza, zlokalizowana na aminowym
koncu, odpowiedzialnajest za wigzanie ATP, natomiast druga, zlokalizowana na korcu
karboksylowym, wigze substrat, ktorym jest importowane biatko. Domena wigzgca
ATP jest wysoce konserwatywna, podczas gdy domena wigzgca substrat wykazuje
wieksze zréznicowanie sekwencji.

Znajdujace sie w matriks mitochondrialnej biatka opiekuricze uczestniczaw réznych
etapach importu biatka. Biatko mtHsp70 bierze udziat w zaleznym od ATP mechanizmie
odpowiedzialnym za prawidtowag translokacje importowanego biatka (patrz rozdz. 2).
Biatko wprowadzone do matriks podlega dziataniu peptydazy MPP (ang. mitochondrial
Processingpeptidase), ktora odcina sekwencje kierujaca. Natepnie biatko moze zostaé
przekazane do dwoch kolejnych biatek opiekunczych. Sg to mtHsp6O, nazywane
row-niez biatkiem Cpn60 oraz mthsplO, nazywane rowniez biatkiem CpnlO [49]. Biatka
te wraz z mtHsp70 biorg udziat w fatdowaniu zaimportowanego biatka ijego wigczeniu
w wieksze kompleksy.

5. SZLAKI IMPORTU BIALKA

5.1. Importdo matriks mitochondrialnej

Biatka importowane do matriks mitochondrialnej charakteryzuja sie obecnoscia
sekwencji kierujacej na konicu aminowym. Jest to tak zwana presekwencja (patrz
Wprowadzenie). Jak wczesniej wspomniano (rozdz. 1), import biatka do matriks
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rozpoczyna sie odczytaniem presekwencji przez heterodimer receptorowy kompleksu
TOM, tworzony przez biatka Tom20 i Tom22 (ryc.l). Po zwigzaniu z receptorami
importowane biatko zostaje skierowane do kanatu importowego kompleksu TOM, co
umozliwia jego translokacje do przestrzeni miedzybtonowej. W dalszych etapach
importu biatka do matriks uczestniczy kompleks Tim 17-Tim23 (patrz rozdz. 2). Import
biatka do matriks zalezy od obecnosci potencjatu btonowego i hydrolizy ATP, zasilajacej
dziatanie biatek opiekuriczych (rozdz. 4). Odciecie presekwencji przez zlokalizowang
w matriks peptydaze MPP zapoczatkowuje proces przyjmowania przez biatko docelowej
struktury (patrz rozdz. 4).

5.2. Import do wewnetrznej btony mitochondrialnej

Import biatek kierowanych do wewnetrznej btony przebiega trzema réznymi drogami.
Ponizej, przedstawiono kazda z tych drég postugujac sie opisem importu odpowiedniego
biatka mitochondrialnego. Sato:

(i) import translokazy nukleotydow adeninowych;

(ii) eksport biatka O xal;

(iif) import cytochromu c,.

Translokaza nukleotydéw adeninowych, podobnie jak inne biatka importowane do
btony wewnetrznej w ten sam sposéb, zawiera sekwencje kierujgcg wewnatrz dojrzatej
postaci faricucha polipeptydowego [28,30] (ryc. 2). Sekwencja ta rozpoznawana jest
przez biatko Tom70 (ryc. 2B), skad translokaza z posrednictwem kompleksu Tom20-
Tom22 kierowana jest do kanatu importowego kompleksu TOM. Po czeSciowej
translokacji przez kanat translokaza trafia do przestrzeni miedzybtonowej, przy czym
nadal pozostaje zwigzana z kompleksem TOM. Kolejny etap importu translokazy to
oddziatywanie z heterooligomerem Tim9-TimlO0 (ryc. 2C), co nastepnie umozliwiajej
oddziatywanie z heterooligomerem Tim9-Tim 10-Tim 12 [6,16,40,69]. Oddziatywanie to
powoduje z kolei odtgczenie translokazy od kompleksu TOM, co prowadzi do zaleznej
od AT insercji w wewnetrzng btone, w czym uczestniczy kompleks Tim22-Tim54
(patrz rozdz. 2) (ryc. 2D)[ 1,38]. Po wprowadzeniu w btone translokaza przyjmuje
ostateczng strukture przestrzenng (ryc. 2D,E). Taka droge importu opisano réwniez
dla innych przeno$nikow metabolitow btony wewnetrznej, jak i sktadnikow kompleksow
TIM (np. Tim 17, Tim22, Tim23).

Druga droga importu biatka do wewnetrznej btony to nietypowy proces eksportu
biatka wczes$niej wprowadzonego do matriks (ryc.4A). Szlak ten stuzy m.in.
wprowadzeniu do btony biatka Oxal, ktérego prekursor (pOxalp) z klasyczng
presekwencja kierowany jest do matriks przez kompleks Timl 7-Tim23 (patrz podrozdz.
5.1) [25]. Po translokacji przez btony i odcieciu presekwencji, biatko Oxal zwrotnie
kieruje sie do wewnetrznej btony, w ktdrej zakotwicza sie w ten sposob, ze jego aminowy
koniec skierowany jest do przestrzeni miedzybtonowej, a koniec karboksylowy do
matriks. Eksport biatka Oxal zalezny jest od AT i nie wykorzystuje sygnatu stop
kotwiczacego eksportowane biatko w btonie. Krytyczna dla eksportu w kiemnku
przestrzeni miedzybtonowej jest natomiast obecno$¢ reszt aminokwasowych ob-
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RYCINA 4. Schemat przedstawiajacy insercje biatka Oxal w wewnetrzng btone: import i eksport: A -
0g6lny schemat importu i eksportu z matriks i zaleznej od AT insercji w btone biatka Oxal oraz biatek
kodowanych przez genom mitochondrialny, B - wprowadzenie Oxal do btony wewnetrznej - eksport
z matriks (na podstawie [21])
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darzonych tadunkiem ujemnym zlokalizowanych w obrebie aminowego konca biatka
Oxal. Wowczas bogaty w aminokwasy obdarzone tadunkiem dodatnim koniec
karboksylowy doprowadza do skutecznego eksportu korica aminowego [61] (ryc.4B).
Oxal, ulegajac eksportowi z matriks, jest réwnoczes$nie centralnym sktadnikiem
maszynerii odpowiedzialnej za insercje w btone wewnetrzng biatek kodowanych przez
genom zaréwno jadrowy, jak i mitochondrialny [22,23]. Mechanizm insercji biatka
Oxal w btone wewnetrzng jest o tyle ciekawy, ze tgczy dwie drogi wprowadzania
biatka: import do matriks i wystepujacy réwniez u bakterii eksport (niezalezna od biatek
sec, a zalezna od pH insercja politopowych biatek do btony bakteryjnej) [25]. Stad
twierdzi sie, ze import biatek z rodziny przeno$nikéw, w ktorym uczestniczy kompleks
Tim22-Tim54, jest ewolucyjnie miodszy.

Cytochrom c, jest podjednostka kompleksu be, tafcucha oddechowego. Biatko to
powstaje w cytoplazmie w postaci prekursora zawierajgcego podwdéjngpresekwencje
umieszczong na aminowym koricu oraz wewnetrzny sygnat sortujacy znajdujacy sie
na koncu karboksylowym (ryc. 5A)[20,21]. Pierwszg cze$¢ presekwencji stanowi
kla-syczny sygnat kierujacy do matriks, proteolitycznie tam odcinany, w wyniku czego
powstaje posrednia forma cytochromu cr Druga cze$¢ presekwencji stanowi hydro-
fobowa sekwencja sortujgca (TM 1), ktora kieruje cytochrom ¢, do btony wewnetrznej,
podczas gdy aminowy koniec powstatej formy posredniej pozostaje w matriks (ryc.
5B,C). Kolejny etap importu cytochromu c] zostaje uruchomiony w wyniku
kowalencyjnego zwigzania grupy hemowej przezjego posrednig forme. Jest to odciecie
hydrofobowej sekwencji sortujgcej (TM1) katalizowany przez proteaze Imp2 (ryc.
5D), co umozliwia powstanie dojrzatej formy cytochromu c, (ryc.5E). Na wewnetrzny
sygnat sortujgcy (TM2) skiada sie helisa transbtonowa i znadujacy sie za nig, w kierunku
konca karboksylowego, fragment fancucha z traktem reszt aminokwasowych
obdarzonych fadunkiem dodatnim. Ten wewnetrzny sygnat Kieruje region cytochromu
g zlokalizowany przy koncu karboksylowym z przestrzeni miedzybtonowej do btony,
po czym, w obecnosci AY, zakotwicza sie w blonie wewnetrznej, prawdopodobnie
tworzac strukture szpilki do wtoséw (ryc.5C,D). Sygnat ten umozliwia nastepnie
skierowanie karboksylowego konca cytochromu c, z wewnetrznej btony do matriks.
Biatkami odgrywajacymi wazna role w rozpoznaniu i translokacji przez wewnetrzna
btone tego typu sygnatu sg prawdopodobnie Timl7 i Tim23 [63]. Warto dodaé, iz oba
wymienione sygnaly sortujgce dziatajg w sposob niezalezny od siebie i sgjednakowo
istotne podczas importu i wtasciwej, zaleznej od potencjatu, insercji cytochromu c, w
btone wewnetrzna.

Przebieg importu cytochromu c, pozostaje nadal w sferze dyskusji. W ramach
jednego z proponowanych modeli sugeruje sig, ze cytochrom ¢, musi najpierw zostac¢
wpro-wadzony do matriks, gdzie odstonieta zostaje hydrofobowa sekwencja sortujaca,
co umozliwia zwrotne skierowanie do btony wewnetrznej. Mechanizm ten stanowi
kontynuacje uktadu wbudowywania biatek do btony iprzestrzeni peryplazmatycznej u
bakterii. Stad model ten nosi nazwe ,,konserwatywnego sortowania”. Alternatywne
spojrzenie na ten problem daje hipoteza ,,zatrzymanego transteru” (z ang. stop transfer),
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RYCINA 5. Model przedstawiajacy insercje cytochromu w wewnetrzng btone: TM1 - hydrofobowa
sekwencja sortujgca, TM2 - wewnetrzny sygnat sortujagcy, H - hem, Imp2p - proteaza 2 w przestrzeni
miedzybtonowej, MPP - mitochondrialna proteaza w matriks mitochondrialnej (szczegétowy opis w
tekscie)

wedtug ktérej biatka kierowane sg do btony wewnetrznej z pominieciem matriks, a to
przez zatrzymanie procesu translokacji, gdy zawarty w prekursorze sygnat stop
zakotwiczy biatko w btonie wewnetrznej. Translokacja cytochromu c, przez kompleks
TIM moze wiec by¢ zatrzymana przez sygnat, ktéry stanowi hydrofobowa sekwencja
sortujgca. Jednakze oba modele zbytnio upraszczajg mechanizm sortowania cytochromu
c, [4]. Stad zaproponowana niedawno ,.trzecia droga” przebiegu importu cytochromu
c(, zaktadajaca istnienie dwoch odrebnych sekwencji sortujgcych. Wewnetrzny sygnat
sortujacy umieszczony na karboksylowym koricu cytochromu c, nie wymaga bowiem
importu do matriks podobnie jak sygnat sortujacy z korica aminowego, ktéry nie
zatrzymuje sie w btonie podczas importu, a prawdopodobnie przechodzi do matriks w
nieznany jeszcze sposob [4].
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5.3. Import biatek do przestrzeni miedzybtonowej

Do biatek kierowanych do przestrzeni miedzybtonowej nalezg mitochondrialne liazy
hemowe i cytochrom c. Biatka te tgczy nietypowy mechanizm importu i peryferyjna
lokalizacja po zewnetrznej stronie btony wewnetrznej.

Liaza hemowa cytochromu ¢, (CC,HL) i liaza hemowa cytochromu ¢ (CCHL)
katalizujg przytaczenie hemu do posredniej formy cytochromu c, i cytochromu c [34,40].
Import liaz hemowych do przestrzeni miedzybtonowej wydaje sie by¢ procesem
unikatowym, bowiem, w przeciwienstwie do innych biatek kierowanych do tego
przedziatu, zachodzi niezaleznie od potencjatu btonowego i ATP (ryc. 6). Na powierzchni
zewnetrznej btony liaza hemowa jest rozpoznawana przez heterodimer Tom20-Tom?22,
skad poprzez kanat importowy trafia do miejsca ,trans” kompleksu TOM zlo-
kalizowanego od strony przestrzeni miedzybtonowej. W ostatnim czasie ziden-
tyfikowano sygnat odpowiedzialny za kierowanie CCHL oraz CC,HL do docelowego
przedziatu mitochondrialnego [13]. Zlokalizowany jest on wewnatrz polipeptydu ijest
hydrofilowy (ponad 30% reszt aminokwasowych). Nadal jednak nie wiadomo, jaki
mechanizm rzadzi importem CCHL i CC,HL do przestrzeni miedzybtonowej. Badania
ostatnich lat sugeruja, ze import tenjest mozliwy dzieki oddziatywaniu, jakie zachodzi
miedzy sekwencja kierujacg liazy hemowej iniektérymi biatkami przestrzeni miedzy-
btonowej [13].

RYCINA 6. Model importu CCHL do przestrzeni miedzybtonowej (szczeg6towy opis w tekscie)
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Cytochrom cjest syntetyzowany w cytozolu jako apocytochrom c, a nastepnie
przeksztatcany w holo-forme w przestrzeni miedzybtonowej dzieki kowalencyjnemu
przytaczeniu hemu katalizowanemu przez CCHL (ryc.7). Apocytochrom c nie zawiera
odcinalnej presekwencji, nie wymaga oddziatywania z receptorami kompleksu TOM,
udziatu ATP oraz obecnosci potencjatu wewnetrznej btony. Dostepne dane pozwalaja
whnioskowac, iz import cytochromu c zalezy od obecnosci kompleksu TOM, przy czym
lezacy ujego podtoza mechanizm nie zostat jeszcze poznany [39].

5.4. Importdo zewnetrznej btony mitochondrialnej

Biatka btony zewnetrznej, podobnie jak niektdre biatka btony wewnetrznej i
przestrzeni miedzybtonowej, zawierajg sekwencje kierujace nieulegajgce usunieciu,
przy czym do tej pory sekwencje te nie zostaty blizej scharakteryzowane. Najwiecej
informacji dotyczacych importu do btony zewnetrznej uzyskano w przypadku sktadnikéw
kompleksu TOM i poryny mitochondrialnej, nazywanej réwniez kanatem VDAC (z
ang. voltage dependent anion selective channel) [42,64]. W przypadku sktadnikow
kompleksu TOM (z wyjatkiem biatka Tom40) za sygnaty kierujace uznaje sie sekwencje
aminokwasowe tworzace helisy transbtonowe kotwiczgce te biatka w btonie lub
sekwencje je flankujace [27]. W przypadku biatka Tom40 postuluje sie, iz sygnat
Kierujacy znajduje sie w srodkowej czesci polipeptydu, przy czym istotngrole odgrywa
takze sekwencja znajdujgca sie na koncu aminowym, ktéra umozliwia powstanie
funkcjonalnego oligomeru Tom40, odgrywajacego kluczowa role w dziataniu kanatu
importowego [58]. Z kolei sekwencja kierujgca biatko VDAC, uznawane za biatko
markerowe dla btony zewnetrznej, zlokalizowana jest najego obu koricach lub tylko
na koncu karboksylowym [35].

RYCINA 7. Model importu cytochromu c do przestrzeni miedzybtonowej (szczegétowy opis w tekscie)
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RYCINA 8. Schemat importu poryny mitochondrialnej do btony zewnetrznej z udziatem biatek Tom20,
Tom22 i Tom40

Skuteczny import biatek do btony zewnetrznej, w tym biatek Tom i VDAC,
wymaga obecnos$ci ATP, biatka Hsp70 oraz funkcjonalnego kompleksu TOM ( ryc.
8). Po rozpoznaniu przez receptor Tom20, biatka te przy udziale Tom22 kierowane sg
do kanatu importowego, skad prawdopodobnie uwalniane sg bezposrednio do btony

[3].

6. PODSUMOWANIE

Import biatka do mitochondridw to proces niezwykle zréznicowany. Nawet biatka
kierowane do tego samego przedziatu mitochondrialnego moga tam trafia¢ przy
wykorzystaniu r6znych mechanizmdw. Jest to rownoczesnie proces niezwykle istotny
dla prawidtowego funkcjonowania mitochondriéw. Zatem, jakiekolwiek zaburzenia w
jego przebiegu moga mie¢ decydujgce znaczenie dla dziatania mitochondriéw. Oznacza
to, ze wiedza o biatkach budujgcych aparat importu biatka, ich funkcji w réznych
szlakach importu oraz przebiegu tych szlakéw moze przyczynic¢ sie do identyfikacji
nowego typu choréb mitochondrialnych. Przyktadem takiego schorzeniajest wspom-
niany w niniejszej pracy zesp6t Mohra -Tranebjaerga (MTS).

Sktadam serdeczne podziekowania Dr Hannie Kmicie za nieoceniong pomoc
w przygotowaniu niniejszej pracy.
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MOLECULAR ASPECTS OF SOMATIC CLONING IN ANIMALS
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w Balicach koto Krakowa

Streszczenie: Postap w dziedzinie klonowania somatycznego ssakéw byt mozliwy dzieki badaniom nad
interakcjami-jgdrowo-cytoplazmatycznymi miedzy enukleowanym oocytem-biorca a dawcg egzogenne-
go jadra komoérkowego. Waznym czynnikiem, ktéry bezposrednio wptywa na ten proces, jest poziom
aktywnosci MPF w cytoplazmie oocytu. Czynnik ten oddziatuje na cytoszkielet mikrotubularny i
otoczke jadrowa, warunkujgc okre$long forme przestrzenng chromatyny umozliwiajgcg skoordynowang
replikacje DNA w zrekonstruowanym oocycie. Pozwala to na uruchomienie molekularnych mechani-
zmow odpowiedzialnych za przeprogramowanie genomu komorki somatycznej w cytoplazmie dojrza-
tego oocytu-hiorcy.

Stowa kluczowe: oocyt, MPF, cykl komérkowy, przeprogramowanie

Summary: Advances in the somatic cloning of animals were possible thanks to research on the nuclear-
cytoplasmic interactions between enucleated recipient-oocyte and donor exogenous cell nucleus. One
of the factors that has a direct influence on these interactions is the level of MPF activity in the oocyte
cytoplasm. High level of MPF activity affects the microtubular cytoskeleton, nuclear envelope as well
as the spatial form of chromatin enabling coordinated replication of DNA in the reconstructed oocyte.
This leads to the activation of molecular mechanisms responsible for the reprogramming of the geno-
me of the donor somatic cell in the recipient-oocyte’s cytoplasm.

Key words: oocyte, MPF, cell cycle, reprogramming

Uwienczone sukcesem eksperymenty lana Wilmuta i Keitha Campbella z Roé$lin
Institute w Szkocji otworzyty nowy rozdziat w dziedzinie klonowania ssakow [41].
Narodziny owcy Dolly oraz kolejne doswiadczenia, w ktérych uzyskano potomstwo
takze u innych gatunkéw ssakow [2,19,28,39,40] potwierdzity mozliwo$¢ klonowania
dorostych ssakow.



400 M. BRYLA

Technika klonowania somatycznego umozliwia powielanie osobnikéw wybitnych
pod wzgledem okreslonych cech, jednak jej atrakcyjnos¢ wigze sie przede wszystkim
z mozliwoscig uzyskiwania zwierzat transgenicznych [7]. Wydajno$é metody jest niska
i nie przekracza obecnie kilku procent [2,19, 28].

Zwiekszenie efektywnos$ci klonowania somatycznego jest wiec warunkiem
koniecznym, aby metoda znalazta praktyczne zastosowanie. Kluczem do osiggniecia
tego celu bedzie rozpoznanie czynnikdw, ktére warunkuja prawidtowe przemodelowanie
i przeprogramowanie egzogennego jadra komodrkowego w Srodowisku cytoplaz-
matycznym oocytu - biorcy.

W klonowaniu somatycznym biorcg egzogennych jader komorkowych sg dojrzate
in vivo lub in vitro oocyty, zatrzymane w metafazie drugiego podziatu mejotycznego,
a wiec w stadium, w ktérym nie wystepuje otoczka jadrowa, a skondensowana
chromatyna ma posta¢ chromosoméw ustawionych w ptaszczyznie réwnika wrzeciona
podziatowego.

W cytoplazmie dojrzatego oocytu enzymem zaangazowanym w utrzymanie bloku
w metafazie Il jest MAP kinaza (ang. Mitogen Activated Protein Kinase). Po rozpadzie
otoczki jadrowej aktywnos$¢ tego enzymu rosnie i osigga maksimum w metafazie
pierwszego podzialu dojrzewania. Za zapoczatkowanie aktywacji MAP Kkinazy
odpowiedzialnajest kinaza biatkowa Mos. Aktywuje ona kinaze MAP kinazy, MEK-
1, a ta aktywuje MAP kinaze. MAP kinaza nie jest inaktywowana podczas przejscia
metafaza I/metafaza Il, w tym okresie jest ona odpowiedzialna za utrzymanie
chromatyny oocytu w stanie skondensowanym, a takze uniemozliwia odtworzenie
interfazowej sieci mikrotubul [37]. Aktywno$¢ MAP kinazy utrzymuje sie na wysokim
poziomie takze w oocytach zablokowanych w metafazie 11, a spada po aktywacji oocytu.
Aktywacja MAP kinazy jest konieczna do powstania aktywnos$ci cytostatycznej
odpowiedzialnej za zablokowanie dojrzewajacych oocytow w metafazie Il [14].

Charakterystyka Srodowiska cytoplazmatycznego oocytu biorcy wskazuje na role
czynnikow w niej wystepujacych. Z przeprowadzonych dotychczas badan wynika, ze
cytoplazma wyjadrzonego oocytu zachowuje wihasciwosci umozliwiajgce przepro-
gramowanie zréznicowanego jadra komorki somatycznej w jadro zygoty, co jest
warunkiem koniecznym dla rozwoju zrekonstruowanych zarodkéw. Istotng role
odgrywa tutaj czynnik MPF (ang. M-phase Promoting Factor lub Maturation
Promoting Factor) [3,4], ktéry bierze udziat w zapoczatkowaniu zaréwno podziatéw
mejotycznych, jak i mitotycznych. Zidentyfikowano go po raz pierwszy w cytoplazmie
dojrzewajacych oocytow zaby szponiastej (Xenopus laevis) [22]. MPF jest dimerem
ztozonym z dwu podjednostek: katalitycznej - (kinazy biatkowej o masie 34 kDa,
homologicznej z biatkiem cdc2 wyizolowanym z drozdzy Saccharomyces cerevisiae)
oraz regulacyjnej - (cykliny B). Kinaza cdc 2 nalezy do rodziny kinaz biatkowych
CDK (ang. Cyclin Dependent Kinase), biorgcych udziat w regulacji takich procesow
w cyklu komorkowym, jak synteza DNA czy mitoza. Regulacja aktywnosci enzymoéw
z grupy CDK odbywa sie przez:

m  przejsciowe potgczenie ze specyficznymi podjednostkami regulatorowymi (cykli-
nami),
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m  oddziatywanie z inhibitorami biatkowymi,
m  odwracalng fosforylacje.

Poziom kinazy CDK nie ulega istotnym wahaniom w czasie cyklu komérkowego,
natomiast precyzyjnie okreslony jest moment syntezy i degradacji podjednostek
regulatorowych - cyklin. Dzieki temu mozliwe jest przyporzagdkowanie aktywnosci
okre$lonej kinazy CDK do specyficznego okresu w cyklu komérkowym [27].
Fosforylacja okreslonych biatek katalizowana przez MPF odgrywa podstawowsg role
podczas przejscia z fazy G2 do M. Fosforylacja histonu H 1oraz biatek z grupy HMG
(ang. Human Menopausal Gonadotropin), katalizowana przez kinaze cdc2, towarzyszy
kondensacji chromatyny wjadrze [4, 30]. Kinaza cdc2 bierze tez udziat w fosforylacji
lamin jadrowych, co prowadzi do degradacji otoczki jadrowej [29], wptywajgc na
dynamike polimeryzacji i depolimeryzacji mikrotubul. MPF utrzymywany jest w formie
nieaktywnej dzieki aktywnosci kinaz biatkowych Weel [12] i Mytl [26], ktore
fosforylujg tyrozyne w pozycji 15 itreonine w pozycji 14. Aby zaszta aktywacja MPF,
konieczne jest potaczenie kinazy cdc2 z cykling B oraz fosforylacja i defosforylacja
specyficznych reszt aminokwasowych biatka cdc2 (rye. 1). Dodatkowo niezbedne jest
usuniecie specyficznych inhibitorow biatkowych, ktére odwracalnie tacza sie z
kompleksem cdk2-cyklina E zaangazowanego w aktywacje kompleksu cdc2-cyklina
B [43]. Zablokowanie aktywnosci kinazy cdk2 uniemozliwia rozpoczecie mitozy.
Enzymem biorgcym bezposredni udziat w aktywacji cdc2 jest fosfataza biatkowa cdc25,
ktora defosforyluje tyrozyne w pozycji 15 i treonine w pozycji 14. Wiadomo, ze po
aktywacji kompleksu cdc2-cyklina B kompleks ten moze fosforylowaé fosfataze cdc25
powodujac jej aktywacje. Takie sprzezenie zwrotne ttumaczy gwattowny wzrost
aktywnosci MPF po rozpoczeciu mitozy. Obok MPF enzymem zaangazowanym w
aktywacje cdc-25 jest kinaza zaliczana do rodziny kinaz okre$lonych jako Polo lub
PLK (ang. POLO-Like-Kinase). Badania na oocytach Xenopus laevis wykazaty,
ze kinaza Polo odpowiedzialna jest za aktywacje fosfatazy cdc25, a tym samym za
aktywacje MPF, bierze takze udziat w prawidtowym funkcjonowaniu wrzeciona
podziatowego. Do aktywnosci MPF niezbednajest rowniez aktywnos$¢ kinazy biatkowej
CAK (ang. CDKActivating Kinase) na skutek fosforylacji treoniny w pozycji 161.7/2
vitro funkcje CAK petni kompleks cdk7 - cyklina H [13,31]. Inaktywacja MPF podczas
przejscia metafaza/anafaza zwigzana jest z proteolityczng degradacjg cykliny B,
zachodzacg réwnoczes$nie z ruchem anafazowym chromosomoéw. Aby doszto do
degradacji cykliny B, musi nastgpi¢ aktywacja wielobiatkowego kompleksu okreslonego
jako ,,cyklosom™ lub kompleks inicjujacy anafaze APC (ang. Anaphase Promoting
Complex). Skiadniki APC to biatka i enzymy odpowiedzialne za potaczenie biatka
majacego ulec degradacji z ubikwityng oraz proteosom, ktéry jest odpowiedzialny za
degradacje ubikwitynowego biatka [42]. Prawdopodobnie role w aktywacji kompleksu
odgrywa sygnat z prawidtowo uformowanego wrzeciona mitotycznego. Zapo-
czatkowanie ruchu anafazowego wymaga degradacji biatek zaangazowanych w
potaczenie chromatyd siostrzanych (Cut2, Pdsl). APC odpowiedzialny jest réwniez
za degradacje cykliny B. Inaktywacja kompleksu APC zachodzi dopiero w fazie G1 i
jest katalizowana przez kinazy CDK charakterystyczne dla tej fazy. Do rozpadu otoczki
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RYCINA 1 Mechanizm aktywacji MPF, schemat uwzglednia czynniki zaangazowane w pojawienie
sie aktywnosci cytostatycznej w metafazie 11 podziatu mejotycznego: p - grupa fosforanowa; dalsze
objasnienia w tekscie

jadrowej dochodzi w oocytach, ktére uzyskaty kompetencje do kontynuowania
dojrzewania mejotycznego i sg w stanie zareagowaé na zewnetrzny sygnat inicjujacy
ten proces. Warunkiem niezbednym jest zgromadzenie w cytoplazmie oocytéw
odpowiedniej ilosci podjednostki katalitycznej MPF-biatkacdc2 [8]. Defosforylacja
tego biatka na tyrozynie 15 i treoninie 14 prowadzi do rozpadu otoczki jagdrowej i
formowania wrzeciona podziatowego [9]. Nastepnie aktywnos¢ MPF narasta stopniowo
i osigga maksimum w metafazie pierwszego podziatu mejotycznego. Podczas wy-
rzucenia pierwszego ciatka kierunkowego aktywnos¢ MPF przejsciowo spada, co jest
wynikiem gwattownej degradacji cykliny B. Po wyrzuceniu pierwszego ciatka
kierunkowego MPF jest ponownie aktywowany dzieki syntezie cykliny B itworzeniu
kompleksu z biatkiem cdc2. Réwnoczesnie formowane jest wrzeciono metafazy Il, a
po osiggnieciu tego stadium aktywno$¢ MPF utrzymuje sie na wysokim poziomie az
do zaptodnienia lub aktywacji oocytu.
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Czynnikiem odpowiedzialnym za stabilizacje aktywnosci MPF w trakcie matafazy
Il oocytu odkrytym w oocytach ptazéw [22] jest czynnik cytostatyczny CSF (ang.
Cytostatic Factor). Do wytworzenia aktywnosci cytostatycznej CSF niezbedna jest
kinaza Mos aktywujgca MAP kinaze [14]. Pojawienie sie aktywnosci MAP kinazy w
dojrzewajacych oocytach skorelowane jest z akumulacjg biatka Mos [38]. Po aktywacji
oocytu nastepuje stopniowy spadek aktywnos$ci czynnika cytostatycznego. Podczas
dojrzewania oocytu kinaza Mos biorgca udziat w aktywacji kinazy MAP odpo-
wiedzialnajest za utrzymanie oocytow w metafazie Il. Prawdopodobnie za wytworzenie
aktywnego CSF odpowiedzialny jest czynnik (lub czynniki), ktére aby ulec aktywacji,
musza by¢ najpierw ufosforylowane przez kinaze MAP, a nastepnie przez MPF [1].

Dotychczasowe badania nad rolg CSF wskazuja, ze czynnik ten przeciwdziata
proteolitycznej degradacji cykliny B, zapobiegajac w ten sposéb inaktywacji MPF. W
stadium metafazy Il degradacji cykliny B towarzyszy jej ciggta synteza, co umozliwia
utrzymanie aktywnosci MPF na statym poziomie. Po aktywacji oocytu dochodzi do
gwattownej degradacji cykliny B przewyzszajacej poziom syntezy tego biatka, co
prowadzi do inaktywacji MPF. Rolg CSF bytoby zatem spowolnienie/ostabienie
degradacji cykliny B umozliwiajace zachowanie rownowagi miedzy jej syntezg a
degradacja. Po aktywacji poziom CSF zanika stopniowo, a obecnos$¢ aktywnej kinazy
MAP i biatka Mos jest prawdopodobnie zwigzana z ciggtg obecnos$cig CSF [18].

W dojrzatym oocycie przestajg funkcjonowac¢ mechanizmy mejotyczne, a ich miejsce
zajmuja mechanizmy typowe dla kontroli cyklu mitotycznego. Nastepuje inaktywacja
CSF, a utrzymujacy sie wysoki poziom MPF wplywa na organizacje cytoszkieletu.
Wiadomo, ze czynnik ten oddziatuje na cytoszkielet mikrotubulamy iotoczkejgdrowa
podtrzymujgc ich metafazowy charakter [37, 38]. Wplywa na fosforylacje biatek
towarzyszacych mikrotubulom oraz laminy B, biatka wchodzacego w sktad ostonki
jadrowej [29].

Jednym z istotnych czynnikdw wplywajgcych na efektywnos$é klonowania jest
wiasciwy dobér faz cyklu komdrkowego dawcy jadra komérkowego i komérki-biorcy.
Dojrzate oocyty wykazujg bardzo wysoki poziom MPF warunkujacy rozpoczecie
podziatu mitotycznego w komorce i determinujg prawidtowy rozwoj rekonstruowanych
zarodkéw. Po wprowadzeniu jadra interfazowego do wyjadrzonego oocytu dochodzi
do: rozpadu otoczki jadrowej NEBD (ang. Nuclear Envelope Breakdown) i
przedwczesnej kondensacji chromosoméw PCC (ang. Premature Chromosome
Condensation) [6]. Moze to prowadzi¢ do nieskoordynowanej replikacji DNA
powodujacej powstawanie anomalii chromosomowych oraz zaburzen ploidii jgdra w
zrekonstruowanych zarodkach. Uzaleznione to jest od fazy cyklu komoérkowego
wprowadzanego jadra. Jesli PCC ulegajadro w fazie G 1, dochodzi do skoordynowanej
replikacji DNA bez powodowania uszkodzen chromatyny. Natomiast je$li wpro-
wadzone jadro jest w fazie S lub G2, dochodzi do zaburzen w koordynacji replikacji
DNA, czego konsekwencjg jest re-replikacja genomu i wysoka czestotliwo$¢ anomalii
chromosomowych [5]. Molekularne podstawy kontroli procesu replikacji DNA w
cyklu komérkowym muszg przebiega¢ w Scisle wyodrebnionym przedziale czasu, co
ma wpltyw na oocyt. Faza G 1jest okresem, w ktdrym zapada decyzja, czy cykl bedzie
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kontynuowany i zakonczony petnym podziatem (pierwszy punkt kontrolny). Ponadto
przedwczesna inicjacja syntezy DNA w komdérce nieprzygotowanej pod wzgledem
energetycznym lub pozbawionej odpowiedniego zestawu enzymatycznego grozi moz-
liwoscig powstania btedu replikacyjnego [15, 20]. Zmiany stanu metabolicznego
komorki sprzezone sg w tym systemie z kaskadowymi reakcjami wyzwalanymi przez
kinazy MAP, modyfikacje aktywatoréw irepresoréw gtdwnych kinaz biatkowych cyklu
komérkowego oraz fosforylacje i defosforylacje komplekséw podczas kazdej fazy S.
Komorki eukariotyczne kopiujg swoje chromosomy wykorzystujac jednoczesnie liczne
miejsca inicjacji (103do 105w kazdym jadrze) rozmieszczone wzdtuz liniowych
czasteczek DNA, przez co caty materiat genetyczny ulega syntezie w znacznie krétszych
odcinkach czasu. Taka strategia wymaga mechanizmu ochrony miejsc inicjacji funk-
cjonujacych we wczesnych stadiach fazy S (ang. early replicons) przed ich ponownym
uruchomieniem podczas dalszych etapow fazy S (ang. late replicons) w tym samym
cyklu komorkowym [11]. Mitotyczny podziatjgdra nie moze nastgpi¢ przedwczesnie,
tj. przed zakonczenie replikacji. Zapewnia to prawidtowe potaczenie chromatyd
siostrzanych, tworzacych sie podczas fazy S, z przeciwlegtymi biegunami wrzeciona
podziatowego. Spetnienie tych warunkdw jest podstawg stabilnego poziomu ploidalnosci
jader komaérkowych, atym samym niezmiennosci osobniczych programéw rozwojowych
oraz informacji genetycznej przekazywanej w kolejnych pokoleniach. Badania nad
zdolnoscig do replikacji DNA jagdrowego, polegajace na fuzji komorek w réznych
stadiach interfazy wskazuja, ze stan kompetencji do inicjacji syntezy DNA jest wytgcznie
cechg komorek w fazie GI. Ponadto obecno$¢ czynnika aktywujacego, zdolnego do
indukowania replikacji DNA chromosoméw kompetentnych (tj. jader w fazie G1),
jest wytacznie cechg komérek w fazie S, ajadra bedace w fazie G2 nie sg w stanie
ponownie inicjowac replikacji DNA do czasu przejscia przez mitoze.

Proces inicjacji fazy S i mitozy skorelowany jest z aktywacjg czynnikéw indu-
kujacych SPF (ang. S-phase Promoting Factor) i MPF. Czynniki te nalezg do grupy
kinaz biatkowych CDK, specyficznych dla fazy S (S-CDK) i mitozy (M-CDK). Brak
stosownej kinazy blokuje faze S lub mitoze, natomiast przyspieszenie aktywacji CDK
prowadzi do wczesniejszej inicjacji syntezy DNA albo przedwczesnej kondensacji
chromosomoéw (powstanie btedoéw). Wéréd mechanizmdw regulacji aktywnosci réznych
typéw CDK do najwazniejszych nalezg zmiany w dynamice transkrypcji genow
kodujacych cykliny [21], roznicowanie poziomu biatek inhibitorowych [33], blokowanie
i fosforylacja podjednostek CDK [10], a takze proteoliza cyklin. Nie jest to jedyny
mechanizm kontroli replikacji - wazna jest rowniez funkcjonalna organizacja miejsc
inicjacji replikacji. Aktywnos$¢ kinaz CDK prawdopodobnie chroni miejsca inicjacji
przed przetgczeniem w stan gotowosci replikacyjnej. Warunkiem wstepnym tworzenia
specyficznych wigzan z czynnikami umozliwiajgcymi replikacje DNA, mitotyczng
kondensacje oraz segregacje chromosoméw jest okreSlona forma przestrzenna
chromatyny. Osrodkiem regulacji zmiennej architektury genomu jest sie¢ struktur
macierzy jadrowej. Wysoki poziom MPF w metafazie indukuje proces mitotycznej
kondensacji chromosomoéw. Kondesacja chromatyny podczas rozpoczecia mitozy
zachodzi poprzez fosforylacje histonu HI oraz histondw H2A i H3, ktére zmieniajac
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swojag konformacje prowadzg do zwiekszenia stopnia zwartosci chromatyny. W
cytoplazmie dochodzi do depolimeryzacji mikrotubul cytoszkieletu. Powstata w ten
sposob tubulina stuzy jako budulec dla wrzeciona podziatowego (przy udziale cykliny
znajdujacej sie w centromerze). Prawidtowe potgczenie mikrotubul z kinetochorami
znajdujacymi sie na chromatydach siostrzanych warunkuje wytworzenie odpowiedniego
naprezenia - punkt kontrolny (ang. checkpoint), ktéry umozliwia komorce prawidtowe
potaczenie chromosomdw z aparatem mitotycznym [11]. W sklad aparatu mitotycznego
poza wrzecionem podziatowym wchodzg takze cysterny i pecherzyki siateczki
Srodplazmatycznej gtadkiej, miozyna i aktyna oraz swoiste biatka aparatu mitotycznego.
Aparat mitotyczny tgczy sie w wielu miejscach (z wyjatkiem centrioli) z siecig widkien
posrednich, ktore stabilizujg go przestrzennie.

Inaczej zachowuja sie jadra wprowadzone do oocytu po zaniku aktywno$ci MPF.
W jadrach takich nie dochodzi bowiem do NEBD iPCC, a replikacja DNA ma charakter
skoordynowany bez wzgledu na faze cyklu komdrkowego wprowadzanego jadra. Z
tego powodu oocyty takie okreslano mianem ,,uniwersalnych biorcéw” [5,6]. Z drugiej
jednak strony wskazuje sie, ze NEBD i PCC sg warunkiem koniecznym (ale
niewystarczajagcym) dla prawidtowego przeprogramowania wszczepionego jadra
komarki somatycznej. Przypuszcza sie, ze wystawienie nagiej, silnie skondensowanej
chromatyny (po zajsciu NEBD i PCC) oraz biatek jadrowych na dtugotrwate dziatanie
czynnikow cytoplazmatycznych moze wpltywaé korzystnie na przeprogramowanie i
przemodelowanie zréznicowanych jader komérkowych. Kompleksowe przepro-
gramowanie jadra mozliwe jest poprzez wykorzystanie w procedurze klonowania
populacji komérek somatycznych znajdujacych sie w fazie G1/GO0 [41]. Taki specyficzny
stan komorek i skondensowanej chromatyny jadrowej umozliwia prawidtowa reakcje
wszystkich genéw na sygnaty ptynace z cytoplazmy oocytu. Faze G1/G0 osiggnac
mozna przez tzw. gtodzenie komérek, czyli drastyczne obnizenie poziomu surowicy w
pozywce hodowlanej lub przez sortowanie komdrek w cytometrze przeptywowym. W
przypadku drugiej metody obserwuje sie lepszy rozwoj zrekonstruowanych oocytéw
niz w przypadku komoérek populacji niesortowanej [23].

Bardzo istotnym etapem w procedurze klonowania somatycznego jest aktywacja
zrekonstruowanego oocytu, a w szczegdlnosci wiasciwy momentjej przeprowadzenia.
Stosowane sg rozne protokoty aktywacji przy wykorzystaniu szeregu czynnikéw fizyko-
chemicznych, takich jak: pole elektryczne, jonomycyna, jonofor wapnia A 23187 w
potaczeniu ze zwigzkami blokujacymi aktywnos$¢ kinazy MPF/MAP, takimi jak 6-
dimetylaminopuryna (6-DMAP) czy cykloheksymid. Najczesciej stosowany protokot
aktywacji zaktada przeprowadzenie jej w kilka godzin po fuzji cytoplastu z komorka
somatyczng. Taki typ aktywacji okre$lany jestjako postaktywacja [7]. Stosowany jest
réwniez model rbwnoczesnej aktywacji i fuzji, kiedy czynnik fuzjogenny jest réwno-
czesnie czynnikiem aktywujacym [19].Ostatnio proponowany jest model aktywacji
oocytu bezposrednio przed elektrofuzja-pre-aktywacja [32]. Jesli wprowadzone jadra
sg w fazie G1/GO, stosunkowo najczesciej stosuje sie rGwnoczesng aktywacje i fuzje
jako metode najprostsza technicznie [16,25].
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Prowadzone w ostatnich latach intensywne badania dotyczace interakcji jadrowo-
cytoplazmatycznvch w rekonstruowanych oocytach przyniosa niewgtpliwie rozwiazanie
wielu niejasnosci wystepujacych przy klonowaniu somatycznym. Nie do korica poznane
sg bowiem mechanizmy warunkujgce przeprogramowanie jagder somatycznych w
cytoplazmie oocytu-biorcy, jak réwniez stabo poznane sa zmiany morfologiczne i
funkcjonalne zwigzane z ich przemodelowaniem. Jesli bowiem tylkojeden gen kodujacy
istotne biatko wykazuje w krytycznym okresie nieodpowiednig ekspresje lub jej brak,
to efekty klonowania sg ograniczone [24, 25].

U sklonowanych zwierzat wystepujg czesto zaburzenia w funkcjonowaniu uktadu
oddechowego, krazenia, a w rozwoju ptodowym zaobserwowano nieprawidtowosci w
budowie bton ptodowych oraz tozyska. Wiele cielat padto w czasie okotoporodowym
lub po pewnym czasie od urodzenia [16, 17]. Watpliwo$ci budzi réwniez wiek
sklonowanych zwierzat w momencie ich narodzin. Badania nad telomerami (koficowe
fragmenty chromosomow stabilizujgce ich strukture w czasie replikacji, skracajgce sie
wraz z liczbg replikacji DNA) wykazaly, ze sg one krétsze niz u zwierzat kontrolnych
bedagcych w tym samym wieku [34]. Nie potwierdzity tego jednak badania prze-
prowadzone na zrekonstruowanych zarodkach bydlecych [36]. Nasuwa sie przy-
puszczenie 0 mozliwych réznicach gatunkowych w tym zakresie. Problem nie jest
rozstrzygniety, wydaje sie bowiem, ze nie tylko telomery, ale przede wszystkim jaderko
jest odpowiedzialne za starzenie komorki [35].

Prawidtowe przeprogramowanie przeszczepionych jader komérkowych wymaga
wielu czynnikéw, wydaje sie wiec, ze opracowanie uniwersalnego schematu klonowania
ssakdw tg metoda moze by¢ trudne. Zanim klonowanie somatyczne stanie siejedng z
metod praktycznego rozrodu zwierzat, niezbedne jest przeprowadzenie badan, ktore
umozliwigwyjasnienie i zrozumienie molekularnych mechanizmow przeprogramowania
genomu komoérek somatycznych w cytoplazmie oocytéw - biorcow.
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Streszczenie. Poréd u ssakéw prowadzi do wyjscia ptodu ze sterylnej, w normalnych warunkach,
macicy do $rodowiska zewnetrznego, gdzie noworodek narazony jest na kontakt z réznymi czynnikami
zakaznymi (bakterie, wirusy i grzyby chorobotwoércze). Ochrong przeciwko patogenom zapewnia
uktad immunologiczny, a takze wiele humoralnych i komérkowych mechanizméw odporno$ci wrodzo-
nej. Makrofagi nalezg do komoérek prezentujacych antygen. Uczestniczg w procesie fagocytozy, zapew-
niajac nieswoistg obrone przeciwko czynnikom zakaznym. W uktadzie rozrodczym zaréwno meskim,
jak izenskim makrofagi uczestniczg na poziomie komérkowym i molekularnym w istotnych dla rozro-
du procesach. Wielkos$¢ populacji makrofagdw oraz ich aktywno$¢ biologiczna podlegajg kontroli hor-
monalnej, w tym estrogendw i progesteronu, ktdre z kolei, regulujg ilos¢ M-CSF (zwanego réwniez
CSF-1), ktory jest czynnikiem chemotaktycznym dla makrofagow. U samcow komérki te biorg udziat
w regulacji steroidogenezy w jadrze. W zenskim uktadzie rozrodczym makrofagi zasiedlajg jajnik,
jajowod, macice, szyjke macicy i pochwe. W jajniku uczestnicza w follikulogenezie i oogenezie oraz w
tworzeniu i funkcjonowaniu ciatka z6tego. Najwazniejszg funkcjg makrofagéw obecnych w jajowo-
dzie jest wptyw na transport oocytu i zarodka, za posrednictwem cytokin i prostaglandyn dziatajacych
na komorki nabtonka jajowodu i warstwe miesni gtadkich. Cytokiny wydzielane przez makrofagi za-
siedlajgce macice uczestnicza w rozwoju przedimplantacyjnym oraz w procesie implantacji zarodka.
Makrofagi obecne w $luzie szyjki macicy i pochwy tworzg komaérkowa linie obrony, ktérej najwazniej-
szymi mechanizmami sa fagocytoza i prezentacja antygenu. Niektore cytokiny wytwarzane przez ma-
krofagi w szyjce macicy moga wptywacé na jej relaksacje, co umozliwia poréd. W niniejszej pracy
przedstawiono w zarysie obecny stan wiedzy na temat roli makrofagéw i niektérych cytokin w ukta-
dzie rozrodczym ssakow.

*Doktorantka na Dziennym Studium Doktoranckim ,,mikrobiologia i immunologia * (kierownik:
prof.dr hab. M.Niemiattowski) przy Wydziale Medycyny Weterynaryjnej SGGW.
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Stowa kluczowe: uktad rozrodczy, makrofagi, cytokiny.

Summary: In mammals, the delivery means introduction of the newborn to environment where it is
exposed to various pathogenic agents (bacteria, viruses and fungi). Protection against pathogens is
provided by the immune system and also by many humoral and cellular mechanisms of innate immu-
nity. Macrophages are classified as professional antigen presenting cells. They are involved in phago-
cytosis, thereby provide non-specific protection against infectious agents. These multifunctional cells
are also present in the reproductive system of both male and female mammals, where they are involved
in the process of reproduction at cellular and molecular level. The macrophage population and function
is under control of estrogens and progesterone, which regulate the amount or monocyte-macrophage
colony-simulating factor (M-CSF; CSF-1), which apparently is a macrophage chemoattractant. In ma-
les, macrophages participate in the regulation of steroidogenesis. In females, ovaries, oviducts, uterus,
cervix and vagina are locations, which macrophages may inhabit. They actively participate in follicu-
logenesis and oogenesis as well as in formation and function of the corpus luteum. The most signifi-
cant role of oviductal macrophages is their effect on oocyte and embryo transport achieved through
cytokines and prostaglandins activity on the oviduct epithelium and smooth muscle layer. Cytokines
secreted by uterine macrophages contribute to the preimplantation development and subsequent em-
bryonic implantation. Cervical and vaginal mucosal macrophages form a cellular defence mainly evi-
denced by phagocytosis and antigen presentation. Moreover, particular cytokines produced by cervical
macrophages allow relaxation of the cervical muscles, important for parturition. This minireview di-
scusses the current knowledge on the role of macrophages and influence of particular cytokines on
reproduction in mammals.

Key words: reproductive system, macrophages, cytokines

Wyjasnienie uzytych skrétow: APC (antigen presenting cells) - komérki prezentujgce antygen; CR
(complement receptor(sj) - receptor(y) dla sktadnikéw dopetniacza; CSF-1 (colony stimulatingfac-
tor-1) - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii-1; EGF (epidermal growth factor) - nabtonkowy
czynnik wzrostowy; FcR (Fc receptor(s)) — receptor(y) Fc; FGF (fibroblasts growthfactor) - czyn-
nik wzrostowy fibroblastow; FSH (follicle stimulating hormone) - hormon dojrzewania pecherzykéw
jajnikowych; GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) - czynnik stymulujgcy
tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw; ICAM-1 (intracellular adhesion molecule)- wewnatrz-
komadrkowa czgsteczka adhezyjna; IFN - interferon; IL - interleukina; LH - luteinizing hormone,
hormon luteinizujacy; LPS (lipopolysaccharide) - lipopolisacharyd; Mf (macrophage(s)) - makrofa-
gi; MAACAM-1 (mucosal adressin cell adhesion molecule) - czasteczka adhezji bton §luzowych be-
daca adresyng bton Sluzowych; MARKCS (myristylated alanine-rich C kinase substrate) - myrystolo-
wany substrat kinazy C bogaty w alanine; M-CSF (macrophage-colony stimulatingfactor) - czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéw; MCP (monocyte chemoattractant protein) - biatko che-
motaktyczne monocytéw; MHC (major histocompatibility complex) - gtéwny kompleks zgodnosci
tkankowej; MIF (migration inhibitoryfactor) - czynnik hamujacy migracje makrofagéw; IP (macro-
phgage inhibitory protein) - biatko hamujace makrofagi; MR (mannose receptors) - receptory man-
nozowe; PGE - prostaglandyna E; PKC (protein kinase C) - kinaza biatkowa C; RANTE S
(regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted) - czasteczki powierzchniowe na sty-
mulowanych limfocytach T; slgA (soluble IgA) - wydzielnicze IgA; TGF (transforming growthfactor)
- transformujacy czynnik wzrostu; TNF (tumor necrosisfactor) - czynnik martwicy nowotworu;
VAP-1 (vascular adhesion protein) - naczyniowe biatko adhezyjne; V-CAM-1 (vascular cell adhesion
molecule) - czasteczka adhezji komoérkowej naczyn.
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1. WSTEP

Natychmiast po porodzie, noworodek musi by¢ przygotowany do nowych,
trudnych i niebezpiecznych warunkéw bytowania poza organizmem matki, ktora
podczas cigzy asystowata mu immunologicznie. Powinnato czynié réwniez po porodzie,
przekazujac mu przez wydzieline gruczotu mlekowego sktadniki odpornosci nieswoistej
i swoistej (humoralnej i komérkowej). Arthur M. Silverstein w swoim artykule ,,The
most elegant immunological experiment of the X1X century™ opublikowanym w
roku 2000 w Nature Immunology [37], opisuje doSwiadczenie przeprowadzone przez
Paula Ehrlicha (1854-1915). Ten znakomity badacz, zafascynowany odkryciem
przeciwciat (,,anti-bodies”) przez Emila Behringa i Shi-basaburo Kitasato, stwierdzit
w swoim experimentum crucis, ze tylko potomstwo pochodzace od uodpornionych
myszy byto chronione przed dziataniem toksyny btoniczej. W artykule ,,On immunity
by inheritance and suckling”, opublikowanym w roku 1892 (cyt. za [37]) Ehrlich
podzielit odporno$¢ na bierng i czynng. Od tamtego czasu wiele sie zmienito w naszym
rozumieniu immunologii rozrodu i mechanizmoéw z nig zwigzanych. W procesie tym
wiele komérek, w tym i makrofagi, bierze udziat w zapewnieniu nie tylko niezbednej
obrony przed patogenami, ale takze w regulacji mechanizméw koordynujacych procesy
rozrodcze i rozwdj ptodu.

2. MAKROFAGI: CHARAKTERYSTYKA IFUNKCJE
PELNIONE W ORGANIZMIE

Makrofagi nalezg do fagocytéw jednojadrzastych. Powstajg w szpiku kostnym z
komorek macierzystych. W wyniku dojrzewania i aktywacji moga uzyskiwac
réznorodne formy morfologiczne. Pierwszym typem komdrek, ktére migruja do krwi
obwodowej po opuszczeniu szpiku kostnego, sa promonocyty. Srednica monocytéw
waha sie od 13 do 25 pm, charakteryzujg sie one nerkowatym jgdrem oraz licznymi
kwasochtonnymi ziamisto$ciami w cytoplazmie, wérod ktorych wyrdznia sie lizosomy,
fagocytujgce wakuole oraz fragmenty cytoszkieletu. W ciggu 24 godzin opuszczajg
tozysko naczyniowe i zasiedlajg tkanki, gdzie dojrzewajg i stajg sie makrofagami.
Migracja tych komorek do miejsca inicjowanej odpowiedzi zapalnej lub reakcji
immunologicznej przebiega na skutek dziatania szeregu czasteczek chemotaktycznych,
takich jak: fragmenty dopetniacza C5a i C3a, uwalniane przez bakterie formylowane
peptydy, a takze chemokiny, takie jak: MCP-1 i M IP-la oraz niektére czynniki
wzrostowe, jak np. TGF-(3 [15, 26, 36].

Do najsilniejszych czynnikéw pobudzajgcych makrofagi nalezy IFN-y, ktéry moze
wspotpracowac z innymi aktywatorami, takimi jak: MIF, GM-CSF oraz IL-2. W
pierwszym etapie aktywacji wzmocnieniu ulega sekrecja enzyméw lizosomalnych,
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wzmaga sie aktywnos¢ fagocytama oraz ulegajg ekspresji receptory btonowe. W
drugim etapie obserwuje sie zwiekszenie rozmiardw komorki, zdolno$¢ do prze-
mieszczania sie, a takze fagocytozy, aktywnoSci bakteriobdjczej oraz zwiekszenie
ekspresji biatek MHC klasy I, cojest szczegolnie istotne przy prezentacji antygenu.

Makrofagi zasiedlajg r6zne tkanki i mogg by¢ zréznicowane fenotypowo i funk-
cjonalnie, w zaleznosci od typu tkanki docelowej. W zwigzku z tym wyréznia sie
makrofagi watrobowe (dawniej zwane komdérkami Kupfera), histiocyty w tkance
tacznej, osteoklasty w tkance kostnej, a takze makrofagi ptucne i makrofagi osrodkowego
uktadu nerwowego, ktére wchodzg w sktad mikrogleju. Duze ilosci tych komorek
zasiedlajg takze zatoki $ledziony, szpik kostny oraz wezty chlonne ijame otrzewnej.
Jednakze, niezaleznie od nazwy czy lokalizacji w organizmie, sg one makrofagami i
naleza do uktadu fagocytéw jednojadrzastych [5, 16].

Uktad fagocytow jednojadrzastych reprezentuje populacje komdrek niezwykle
istotnych dla odpornosci nieswoistej, ktore biorg takze udziat w swoistej odpowiedzi
immunologicznej. Funkcje petnione przez makrofagi w odpornosci nieswoistej to przede
wszystkim fagocytoza obcych czasteczek, takich jak: mikroorganizmy, makroczasteczki
oraz wiasne komdrki organizmu, ktére zostaty uszkodzone lub obumarty, jak np.
starzejace sie erytrocyty. Komorki te sg rowniez zdolne do wewnatrzkomdérkowego
zabijania patogennych drobnoustrojéw w drodze wybuchu tlenowego [1]. Makrofagi
stuzg zatem jako jedne z gtdwnych komoérek oczyszczajacych organizm, w tym z
komorek, ktore ulegty apoptozie. Oprécz tego, komorki te wydzielajg rozne enzymy,
miedzy innymi kolagenazy, arginazy, lipazy i nukleazy, poza tym reaktywne formy
tlenu oraz tlenek azotu. Wszystkie te zwigzki majgzdolno$¢ zabijania mikroorganizmow
oraz przeciwdziatajg rozprzestrzenianiu sie zakazenia. Istotnymi produktami wydzie-
lanymi przez makrofagi sg rowniez prostaglandyny.

Makrofagi petnig takze istotng role jako komorki wydzielajgce szereg waznych
biatek regulatorowych, w tym cytokin. Do najwazniejszych cytokin przez nie wyt-
warzanych nalezy TNF i IL-1. Ta ostatnia jest niezbedna do inicjacji odpowiedzi
immunologicznej i aktywuje limfocyty. Ma ona zdolno$¢ aktywacji limfocytow T
pomocniczych (Th2) oraz indukuje wytwarzanie przez te komorki innych cytokin,
takich jak: 1L-4, IL-5 i IL-10. Tym samym makrofagi biorg aktywny udziat w
odpowiedzi humoralnej. Do cytokin wytwarzanych przez makrofagi nalezg takze 1L-6
i IL-12. IL-6 aktywuje limfocyty B i stymuluje je do wytwarzania przeciwciat, ma
takze zdolno$¢ pobudzania hepatocytéw i fibroblastow. Z kolei, IL-12 dziata podobnie
jak IL-1, aktywujac wybiorczo limfocyty Thl odpowiedzialne za rozwoj odpowiedzi
komorkowej. Makrofagi wytwarzajg rowniez czynniki wzrostowe TNF i EGF dla
fibroblastow i nabtonka naczyniowego, co utatwia naprawe uszkodzonych tkanek [36].
Wazng cytoking produkowang przez makrofagi jest takze IL-10, dziatajaca
przeciwzapalnie. Ma ona zdolno$¢ do hamowania produkcji cytokin przez monocyty,
makrofagi i limfocyty Th 1, a takze hamowania wytwarzania reaktywnych form tlenu.
Moze takze hamowac proliferacje limfocytéw Th 1[36].

W swoistej odpowiedzi immunologicznej makrofagi funkcjonujg jako komorki
zarbwno towarzyszace, jak i efektorowe [1]. Maja zdolno$é prezentacji antygenu
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limfocytom T CD4+w potgczeniu z biatkami MHC Kklasy Il. W efektorowej fazie
odpowiedzi komdrkowej pobudzone limfocyty T wydzielajg cytokiny aktywujace
makrofagi, z ktérych najsilniej dziata TGF-(3. Aktywowane monocyty/makrofagi,
podobnie jak neutrofile, majg wiekszg zdolno$¢ do fagocytozy i niszczenia niepo-
trzebnych wiasnych lub obcych antygendw niz komorki nieaktywowane. Przykiadowo,
w ifektorowej fazie odpowiedzi patogeny ulegaja fagocytozie przy udziale receptoréw,
tal.ichjak:
(i) receptory mannozowe (MR),
(iii receptory dla dopetniacza (CR) po nieswoistej opsonizacji dopetniaczem,
(ii.) receptory dla Fc (FcR) po swoistej opsonizacji przeciwciatami [1, 36].
Wymienione receptory wspétdziatajg ze sobg oraz z aktyng cytoszkieletu makrofaga,
co prowadzi do fagocytozy pochianianej czagsteczki. Wiadomo obecnie, ze wiele
sk adnikow cytoszkieletu komérki uczestniczy w procesie przylegania, gromadzac sie
biegunowo w btonie komorkowej - do czasteczek tych zaliczamy, miedzy innymi,
taline, winkuling, a-aktynine, kinaze biatkowa Ca oraz MARCKS. Wiele receptorow
powierzchniowych wykazuje podwojng funkcje uczestniczac zaréwno w przyleganiu,
jal. i pochtanianiu czasteczek podlegajgcych temu procesowi. Oczywiscie, nie tylko
monocyty/makrofagi, ale rowniez inne komorki (np. granulocyty obojetnochtonne)
wykazujg aktywnos$¢ fagocytama w warunkach in vivo i in vitro. Co wiecej, transfekcja
fitroblastéw (bedacych komérkami o znikomych wiasciwosciach zernych) cDNA
kodujagcym FcR wzmaga znaczaco zdolno$¢ tych komorek do fagocytozy [1].

3. ROZMIESZCZENIE I FUNKCJE MAKROFAGOW
W NARZADACH ROZRODCZYCH SSAKOW

Makrofagi osiadte w tkankach wytwarzajg szereg biatek, takich jak: cytokiny,
proteazy oraz inhibitory enzymow, miedzy innymi metaloproteinaz. Udowodniono, iz
mckrofagi, oprocz swoich funkcji obronnych w organizmie, biorg takze udziat w
regulacji proceséw zachodzacych w komérkach narzaddw niepowigzanych z uktadem
immunologicznym [32].

Makrofagi wystepuja w duzej liczbie w uktadzie rozrodczym zaréwno meskim,
jal izenskim. Ich rozmieszczenie i funkcjonowanie podlega wahaniom, w zaleznosci
od poziomu hormondw steroidowych [5, 6, 17, 34, 38, 41, 44]. Z kolei, estrogeny i
progesteron regulujg sekrecje czynnika stymulujacego tworzenie kolonii makrofagéw.

3.1. Makrofagi w meskim uktadzie rozrodczym

Makrofagi wjadrach stanowig okoto 20% komorek tkanki srédmigzszowej, jednak
nie wykryto ich w Swietle kanalikéw nasieniotwérczych. Jadrowe makrofagi wystepuja
w )liskim sasiedztwie komérek srédmigzszowych (Leydiga), produkujacych hormony
steroidowe. Ich wzajemne oddziatywania sg mozliwe na skutek bliskiego kontaktu
poniedzy oboma typami komérek, potaczonych uktadem mikrokosmkow i zagtebien
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[5]. Makrofagi jadrowe biorg udziat w regulacji steroidogenezy przez komorki
§rédmigzszowe (ryc. 1). Za posrednictwem cytokin, gtdwnie IL-1, TNF-a i TGF-(3,
makrofagi moga regulowac ilos¢ mMRNA dla cytochromu P450cl7, z udziatem ktérego
zachodzi przeksztatcanie progesteronu w testosteron. Zwiekszony naptyw makrofagow,
na skutek podwyzszonego poziomu LH, w poblize komoérki sré6dmigzszowej,
doprowadza do supresji aktywnosci cytochromu P450cl7 [27]. Wzrost produkcji
cytokin przez makrofagi zasiedlajace jadro nastepuje po stymulacji, miedzy innymi,
przez IFN-y [20]. Czynnik hamujacy migracje makrofagow (M1F), ma zdolno$¢
przetamywania supresyjnego dziatania honnonow steroidowych na produkcje cytokin
prozapalnych. Oprocz tego przypisuje mu sie role posrednika w oddziatywaniach
pomiedzy komdrkami Leydiga a nabtonkiem kanalika nasiennego. MIF ma zdolnos¢,
miedzy innymi, doprowadzania do supresji wytwarzania inhibiny przez ten nabtonek
[29]. Ostatnie badania dowodzg bezposredniego udziatu makrofagéw w produkcji
hormonoéw steroidowych [27]. Makrofagi produkujg bowiem 25-hydroksycholesterol,
ktéry moze by¢ przeksztatcany w testosteron przez komérki Leydiga. Ponadto, w
jadrowych makrofagach wykryto mRNA dla hydroksylazy 25-cholesterolu, ktdrajest
odpowiedzialna za przeksztatcanie cholesterolu, przenikajgcego z naczyn krwiono$nych,
w 25-hydroksycholesterol, ktéry droga wielu reakcji enzymatycznych, poprzez
pregnenolon, progesteron i androstenodion, przeksztatcany jest w testosteron [5].
Oprocz regulacji funkcji parakrynowej komorek srédmigzszowych, makrofagi biorg
takze udziat w utrzymaniu wiasciwej struktury i funkcjonowania tych komorek. U

RYCINA 1 Wspdtdziatanie makrofaga (Mf) i komorki Leydiga (adaptowane z [5]): C - cholesterol,
P- pregnenolon, P4 - progesteron, 17P —17a-hydroksyprogesteron, A - androstenodion, T - testosteron,

* - boczny taincuch cytochromu P450, - enzymy szlaku syntezy testeronu
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myszy doswiadczalnie pozbawionych genéw dla CSF-1, zaobserwowano zaburzenia
w strukturze komoérek srédmigzszowych, miedzy innymi nieprawidtowosci w budowie
siateczki Srodplazmatycznej, a takze nieprawidtowosci w produkcji i sekrecji steroidow
[5,30,32].

Makrofagi zasiedlajagce jadra maja takze zdolno$¢ prezentacji antygenu limfocytom
T, wykazujg rowniez typowe cechy komérek fagocytamych. Mechanizm fagocytozy
jest szczegdlnie istotny w procesie spermatogenezy, kiedy to makrofagi fagocytuja
pozostajgce resztki komorkowe, nie dopuszczajgc do rozwoju procesu zapalnego [5].
Prezentacja antygenu w jadrach jest hamowana, co zapobiega wystgpieniu odpowiedzi
immunologicznej przeciwko plemnikom.

3.2. Makrofagi w zenskim uktadzie rozrodczym
3.2.1. Rozmieszczenie i funkcje makrofagow w jajniku

Jajniki wszystkich gatunkéw ssakéw sa obficie zasiedlone przez makrofagi. Komérki
te sg homologiczne funkcjonalnie do makrofagéw jgdrowych, biorgc, miedzy innymi,
udziat w regulacji steroidogenezy [32, 33]. Regulatorem naptywu i rozmieszczenia
makrofagéw w jajniku jest CSF-1, ktéry, z kolei, podlega wpltywowi estrogenow i
progesteronu [5, 33] (ryc. 2).

M()

TNFa

implantacja

follikulogeneza
zarodka

i oogeneza funkcjon owani e nabt onka

rozwdj zarodka " T .
i mie$niowki macicy

RYCINA 2. Funkcje makrofagéw w zenskim uktadzie rozrodczym (objasnienia podano w tekscie)



416 M. WOJCIECHOWSKA, M. NIEMIALTOWSKI

U myszy, makrofagi zasiedlajgjajnik juz w okresie zycia ptodowego, a ich liczba
wzrasta w miare dojrzewania organizmu [18, 24]. Rozmieszczenie makrofagéw w
jajniku zmienia sie podczas cyklu ptciowego. W komadrkach zrebu lgcznotkankowego,
pomiedzy rozwijajacymi sie pecherzykami jajnikowymi, stanowiajedng z istotnych
populacji komoérek. W zdrowych pecherzykach nie obserwowano ich obecnosci w
warstwie komorek ziarnistych, za to w miare ich dojrzewania makrofagi zasiedlaty
zewnetrzng warstwe komorek ostonki pecherzyka [3, 5,22, 33,40,41 ]. Po zasiedleniu
warstwy komorek ostonki, wkrétce po powstaniu pecherzyka antralnego, makrofagi
moga aktywnie uczestniczy¢ w dalszych, strukturalnych i funkcjonalnych przemianach
w obrebie pecherzyka. Jednym z przejawdw ich aktywnosci jest kontrola ekspresji
receptora dla LH w réznych rejonach jajnika. Pojawienie sie LH-R na komdérkach
ostonki pecherzyka uwazane jest za kluczowe wydarzenie w trakcie jego rozwoju,
poniewaz moze wptywac na selekcje dojrzewajacego pecherzyka. Tym samym moze
dojs¢ do rozwoju jednego, dominujacego pecherzykajajnikowego. Makrofagi przeja-
wiajg swoje dziatanie za posrednictwem cytokin, z ktérych IL-1 zdolna jest do
hamowania rozwoju receptoréw LH na niedojrzatych komdrkach warstwy ziarnistej.
Makrofagi nie dopuszczajg zatem do luteinizacji niedojrzatych pecherzykdw. Za
posrednictwem cytokin, np. TNF-a, makrofagi mogg rowniez uczestniczy¢ w owulacji
oraz w procesie oogenezy, o czym Swiadczy obecnos¢ na oocycie receptoréw, miedzy
innymi dla IL-1 i CSF-1 [3, 10, 24, 32, 33].

Po owulacji obserwuje sie gwattowny naptyw makrofagéw do wnetrza pecherzyka
jajnikowego. W ciatku z6ttym makrofagi wystepujg przez caty okresjego trwania, a
ich rozmieszczenie podlega regulacji w trakcie cyklu jajnikowego. Zaobserwowano
dwu- do trzykrotny wzrost ich liczby do potowy fazy lutealnej cyklu jajnikowego [33,
41]. W trakcie rozwoju ciatka zéttego, makrofagi zasiedlajgce dotad ostonke pecherzyka
migrujg do warstwy komoérek ziarnistych i sa tam hormonalnie stymulowane do
produkcji cytokin. Fagocytujac resztki komorkowe makrofagi nie dopuszczajg do
rozwiniecia sie procesu zapalnego, chronig rdwniez wnetrze pecherzyka przed
ewentualnym zakazeniem [3, 5, 33, 40, 41]. Makrofagi uczestniczg w regresji ciatka
z6ktego, po uprzedniej ich aktywacji przez limfocyty T. Sa odpowiedzialne za usuwanie
starzejgcych sie, zluteinizowanych komérek warstwy ziarnistej. Oprécz tego, za
posrednictwem wytwarzanych przez makrofagi cytokin (IFN-y i TNF-a) dochodzi do
hamowania sekrecji przez te komorki estrogenu i progesteronu [40]. Makrofagi
fagocytujg rowniez komérki warstwy ziarnistej, ulegajgce apoptozie [17, 39, 41].

Jak juz wspomniano, makrofagi mogg uczestniczyé w regulacji procesu ste-
roidogenezy. Regulacja ta przebiega za posrednictwem parakrynowych czynnikéw
wydzielanych przez te komérki, z ktérych najistotniejszy wydaje sie TNF-a. Ma on
zdolno$¢ modulowania aktywnosci kluczowych enzymow steroidogenezy, 17-a-
hydroksylazy i liazy 17:20, a tym samym wptywa na biosynteze androgenu przez
komorki ostonki pecherzyka [2, 32].

Makrofagi i ich produkty petnig réwniez specyficzne funkcje w stanach pa-
tologicznychjajnika, takich jak nowotwory. Gtéwna ich funkcjg w nowotworach jajnika
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jest wytwarzanie czynnikéw promujacych angiogeneze, takich jak: VEGF, FGF, TGF-
a, TNF-a oraz PDGF. Oprdcz tego moga wydziela¢ enzymy wplywajace na uwalnianie
z substancji miedzykomdrkowej czynnikow wzrostowych utatwiajgcych angiogeneze
[31].

3.2.2. Funkcje makrofagéw zasiedlajgcych jajowody

Wyniki badaid Givan iwsp. [7] oraz Suenaga i wsp. [38] dowodzg obecnosci
makrofagoéw w jajowodach w trakcie catego cyklu ptciowego. Populacja makrofagow
zasiedlajacych nabtonek i miesniowke gtadkajajowodu pochodzi z krwi obwodowej, a
naptyw regulowany jest przez lokalne czynniki chemotaktyczne, takie jak CSF-1 Ich
liczba wzrasta w fazie diestrus cyklu oraz we wczesnej fazie wydzielniczej.

Transport oocytow i zarodkéw umozliwiajg skurcze migsnidwki gtadkiej i ruchy
urzesionego nabtonka jajowodu. Nabtonek znajduje sie pod kontrolg hormonalng
estrogenow i progesteronu, ktdre regulujg zachodzenie zmian morfologicznych. Oprécz
tego, na komorki nabtonka majg réwniez wptyw czynniki wzrostowe wydzielane przez
makrofagi, miedzy innymi EGF [23]. Z kolei, migesniéwka gtadka jajowodu podlega
dziataniu prostaglandyn, gtéwnie z grupy E, ktore sa wytwarzane przez makrofagi.
Oproécz regulacji kurczliwos$ci, makrofagi uczestniczg takze w regeneracji btony
miesniowej, fagocytujagc obumierajgce komorki [38].

Makrofagi zasiedlajgce jajow6d moga rowniez oddziatywaé na rozwdj zarodka,
ktérego pierwsze podziaty irozwdj przedimplantacyjny odbywa sie wjajowodzie [27].
Kontrola funkcji i rozwoju komérek odbywa sie za posrednictwem cytokin, miedzy
innymi IL-1, TNF-a i CSF-1 [39] oraz czynnikdw wzrostowych, jak np. EGF [23],
stymulujacych rozwdj zarodka.

3.2.3. Rozmieszczenie i funkcje makrofagdw w macicy

Zrab tacznotkankowy btony Sluzowej macicy jest obficie zasiedlony przez makrofagi,
ktérych liczba waha sie w zaleznosci od fazy cyklu ptciowego. U samic nieciezamych
stanowigone okoto 10% komorek macicy, podczas gdy w czasie cigzy ich liczba wzrasta
do okoto 20%. Wystepuja one obficie wokot naczyn krwionodnych, ujs¢ gruczotéw w
endometrium oraz w myometrium, gdzie zgromadzone sg w tkance tgcznej wokot
wiokien migsniowych [28]. Dotyczy to macicy zaréwno nieciezamej, jak iciezarnej.

Liczba makrofagéw w macicy podlega wptywowi hormondw. Hormony, z kolei,
regulujg synteze CSF-1 przez komdrki nabtonka macicy. Jest on syntetyzowany w
odpowiedzi na wzrastajgce stezenie 17-(3-estradiolu. Wzrost poziomu mRNA dla CSF-
loraz samego biatka obserwowano w fazie estrus cyklu oraz pierwszego dnia cigzy.
CSF-1syntetyzowany przez komorki nabtonka macicy ma rowniez zdolno$¢ wnikania
w gtgb endometrium, co umozliwia zasiedlenie przez makrofagi takze warstwy komorek
zrebu macicy [5, 12, 13, 21, 34]. W fazie estrus cyklu piciowego stezenie CSF-1, a
tym samym liczba makrofagow jest wyzsza niz w trakcie cigzy, co sugeruje ich wieksze
znaczenie w tym wiasnie okresie [18]. Oprécz CSF-1prawdopodobnymi czynnikami
chemotaktycznymi dla makrofagéw sg MCP-1 i MIP-la, ktorych synteza réwniez
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podlega wptywowi estrogendéw i progesteronu [21]. Zdolno$¢ regulacji migracji
makrofagow przypisuje sie rowniez chemokinom, takim jak RANTES i C 10 [34]. W
okresie przed implantacjg zarodka w macicy obserwowano wzrost ekspresji mMRNA
dla CSF-1 i GM-CSF, prawdopodobnie w odpowiedzi na pojawienie sie nasienia w
drogach rodnych [39]. Naptyw makrofagow w tym okresie prawdopodobnie ma na
celu zapewnienie obrony przeciwko potencjalnym patogenom, mogacym wnika¢ wraz
z nasieniem. Oprécz tego, makrofagi, jako komorki zdolne do fagocytozy, usuwaja
niezywe plemniki i inne zanieczyszczenia. Naptyw makrofagow do macicy moze by¢
przejawem przygotowania do ewentualnej implantacji zarodka.

W ostatnich latach wykazano, iz na liczebno$¢ populacji makrofagéw w macicy
wptyw majg czynniki niepowigzane z uktadem immunologicznym. U myszy, ktérym w
trakcie doswiadczenia ograniczano ilos¢ pozywienia, zaobserwowano spadek liczby
makrofagéw oraz nieprawidtowosci w ich funkcjonowaniu [9].

Makrofagi zasiedlajgce macice wytwarzajg cytokiny majgce korzystny wptyw na
rozwoj zarodka przed implantacjg oraz na samgimplantacje [34]. Do zwigzkow takich
nalezy CSF-1, dla ktérego receptory znajdujg sie na trofoblascie, przez co moze on
wptywac na proliferacje jego komorek, a tym samym na rozwdj zarodka. Istotngrole
w tym procesie odgrywa takze TNF-a oraz MIF, dla ktérego receptory znajduja sie na
zygocie, zarodkach 2- i 8-komoérkowych oraz na blastocys$cie. Sugeruje to udziat tego
czynnika w rozwoju zarodka. TNF-a produkowany przez makrofagi macicy jest
gtéwnym czynnikiem wzrostu i réznicowania komdrek trofoblastu, zanim zarodek
podejmie wiasng synteze tej cytokiny [41]. W procesie implantacji udziat bierze tzw.
system IL-1, sktadajacy sie z IL-la, IL-1(3 oraz receptora dla IL-1 [5, 28]. W
pbézniejszym etapie cigzy TNF-a powoduje ograniczanie nacieku btony miesniowej
macicy przez trofoblast, oprécz tego bierze udziat w wywotaniu porodu [42].
Prostaglandyny wytwarzane przez makrofagi moga, z kolei, regulowac kurczliwo$é
btony miesniowej macicy w okresie poprzedzajagcym pordéd [28].

Zrab tozyska jest rowniez obficie zasiedlony przez makrofagi, ktére w normalnych
warunkach nie przekraczajg bariery tozyskowej i nie przechodzg do tkanek ptodu [42].
Wytwarzajg one w duzych ilosciach TNF-a, ktory moze wptywaé, miedzy innymi, na
réznicowanie komorek tozyska. Oprdcz tego wykazano wptyw TNF-a na uwalnianie
gonadotropiny kosméwkowej, udziat w procesie angiogenezy i utatwianie migracji
komarek trofoblastu [42].

Oprocz wiasciwosci wspomnianych wyzej, makrofagi obecne w macicy sg zdolne
do fagocytozy, wykazuja aktywnos¢ bakteriobdjczg oraz prezentujg antygen limfocytom
T. Prezentacja antygenu podlega wptywowi hormonow piciowych i cytokin oraz jest
zalezna od fazy cyklu ptciowego [5]. W badaniach na szczurach wykazano, iz w fazie
proestrus, kiedy zwiekszony jest poziom estradiolu we krwi, prezentacja antygenu
przez komorki obecne w zrebie macicy jest intensywniejsza w poréwnaniu z fazami
estrus idiestrus. Estradiol, z kolei, wptywa na synteze i sekrecje IL-6, ktora rowniez
powoduje wzmocnienie prezentacji antygenu. Natomiast najnizszy poziom prezentacji
antygenu zaobserwowano w fazie estrus, kiedy zachodzi owulacja i istnieje praw-
dopodobienstwo obecnosci nasienia w drogach rodnych samicy [34]. Tym samym
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ograniczone zostaje ryzyko wystgpienia odpowiedzi immunologicznej przeciwko
plemnikom.

Pomimo znacznej ilosci informacji dalsze badania wydaja sie konieczne dla ustalenia
pozostatych funkcji petnionych przez te komaérki w macicy zaréwno w trakcie cyklu
jajnikowego, jak i w czasie ciazy.

3.2.4. Makrofagi zasiedlajgce szyjke macicy i pochwe

Woydzielina $luzéwki szyjki macicy i pochwy stanowi pierwszg linie obrony przeciwko
patogennym mikroorganizmom. W reakcjach obronnych na powierzchni $§luzéwki udziat
biorg zaréwno mechanizmy humoralne, takie jak: wydzielnicze IgA (slgA) oraz
komorkowe (makrofagi, limfocyty T i granulocyty). Mechanizmem obronnym, ktory
przewaza w tym odcinku uktadu rozrodczego, jest prezentacja przetworzonego, obcego
antygenu limfocytom T przez komorki obecne zarowno w nabtonku, jak i w zrebie
btony $luzowej [15].

Naptyw leukocytow, w tym réznych populacji limfocytéw i makrofagéw do btony
$luzowej, kontrolowany jest przez czynniki adhezyjne i adresyny, ktére pojawiajg sie
w nabtonku naczyn krwionosnych istuzgjako ligandy dla receptoréw zasiedlania na
powierzchni leukocytéw. Naleza do nich takie czasteczki, jak: MAdCAM-1, ICAM-1,
VAP-1, a takze selektyny P i E [15].

Zasadniczg funkcja makrofagow w tej czesci zenskiego uktadu rozrodczego jest
prezentacja antygenu limfocytom T, w potgczeniu z biatkami MHC klasy Il oraz
fagocytoza ewentualnych patogendw, ale takze i plemnikéw, pozostatych po kopulacji
[7, 8, 35, 45].

Prezentacja antygenu w pochwie i szyjce macicy znajduje sie pod kontrolg
hormonalng i zmienia sie w zalezno$ci od fazy cyklu piciowego. Zaobserwowano
hamujacy wptyw estradiolu na prezentacje antygenu w fazie estrus. Dopiero po owulacji,
kiedy zaczyna funkcjonowac ciatko zo6tte i wzrasta poziom progesteronu, zahamowanie
prezentacji ulega odwrdceniu. Oprocz hormon6w, na poziom prezentacji antygenu
wptywaja réwniez cytokiny, miedzy innymi IFN-y i IL-6, kt6rych poziom regulowany
jest przez odpowiednie stezenie estradiolu [19, 35,44].

Z dotychczas prowadzonych badarh mozna wywnioskowac, iz pozostajaca pod
wptywem hormonéw supresja prezentacji antygenoéw przez komérki rozpoznajace
ogranicza rozw6j odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko plemnikom.
Tym samym, nie dopuszcza sie do powstania nieptodnos$ci na tle immunologicznym
[35,44]. Ponadto, same makrofagi produkujaTNF-a, majacy supresyjne dziatanie na
inne komorki aktywne immunologicznie, takie jak komérki NK, co réwniez chroni
plemniki przed zniszczeniem [6].

Oprocz roli w obronie organizmu przeciwko patogenom, makrofagi obecne w szyjce
macicy biorg udziat w zjawiskach zwigzanych z funkcjonowaniem uktadu rozrodczego.
Przed porodem obserwuje sie naptyw tych komorek do tkanki fgcznej szyjki macicy,
ktérego regulatorem jest IL-la. Z kolei, na skutek dziatania IL -1a i IL-8 zwieksza sie
w szyjce macicy stezenie metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej, niezbednych
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do rozktadu kolagenu. Enzym ten z kolei wptywa na zmiekczanie i relaksacje szyjki
macicy. Jest to oznakg zblizajgcego sie porodu [28].

4. MAKROFAGI ANIEPLODNOSC NATLE
IMMUNOLOGICZNYM

Makrofagi obecne w uktadzie rozrodczym moga réwniez uczestniczy¢ w
niektorych mechanizmach doprowadzajacych do nieptodnosci. Ich dziatanie moze
odbywac sie za posrednictwem cytokin, ktére moga interferowac z enzymami biorgcymi
udziat w biosyntezie steroidowych hormonéw ptciowych, modulowaé wiazanie sie
gonadotropin z ich receptorami w jajniku, a takze mogg wptywac na proces folli-
kulogenezy [4]. Do takich cytokin nalezy TNF-a, ktérego podwyzszone stezenie
wykryto w ptynie pecherzykowym u kobiet ze zdiagnozowang nieptodnoscig na tle
immunologicznym [4]. Z kolei, u kobiet zendometrioza, zaobserwowano wzrost liczby
makrofagéw otrzewnowych. Komorki te mogafagocytowac plemniki, nie dopuszczajac
do zaptodnienia. Moze réwniez dochodzi¢ do niszczenia oocytu lub zygoty [14].

POSUMOWANIE

Niniejsza praca przedstawia w zarysie obecny stan wiedzy na temat roli, jakg
odgrywajg makrofagi i biatka regulatorowe przez nie wytwarzane (miedzy innymi
cytokiny) w procesach zachodzacych w uktadzie rozrodczym cztowieka i innych
ssakow. Udziat tych komorek w regulacji wytwarzania hormon6éw steroidowych,
oogenezie, follikulogenezie oraz implantacji zarodka Swiadczy o czynno$ciowym
powigzaniu uktadéw immunologicznego irozrodczego. Pomimo naszej, znacznej juz,
wiedzy na ten temat, konieczne jest prowadzenie dalszych badan dotyczacych roli,
jaka odgrywaja makrofagi w skomplikowanych procesach zachodzacych w narzadach
rozrodczych ssakow.
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ANALIZA FRAKTALNA KSZTALTU KOMOREK*

FRACTAL ANALYSIS OF CELLS SHAPE

Dariusz ORLOWSKI, Zbigniew SOLTYS

Zaktad Neuroanatomii, Instytut Zoologii UJ, Krakéw

Streszczenie: Ksztatt komaérek tkanki nerwowej jest czesto bardzo skomplikowany, stad wynika ko-
nieczno$¢ stosowania zaawansowanych metod matematycznych do jego opisu. Jedna z tych metod
wywodzi sie z geometrii fraktalnej. Prezentowany artykut przedstawia podstawowe metody obliczania
wymiaru fraktalnego komorek oraz przyktady jego zastosowania. Opisane zostaty cztery metody obli-
czania wymiaru fraktalnego: metoda dylatacji, pudetkowa, cyrkla i pudetek z piaskiem. Mogg one
zosta¢ uzyte w analizie ztozonosci przestrzennej komérek innych tkanek, a takze naczyn krwiono-
$nych, nowotworéw i wielu innych struktur biologicznych. Uzupetnieniem wymiaru fraktalnego moga
by¢ parametry, takie jak: rozmiar, masywnos$¢ czy kotowos$¢, ktére opisujg odmienne cechy badanych
obiektéw. tgczne zastosowanie tych parametréw pozwala doktadniej opisa¢ morfologie komérek.

Stowa kluczowe', analiza fraktalna, morfologia, glej, neurony.

Summary: Shape of the nervous tissue cells is often very complicated and to describe it we have to
apply advanced methods of mathematical analysis. One of these methods derives from fractal geome-
try. This paper presents selected basic methods of calculation of the cell fractal dimension and exam-
ples of their application. Fractal dimension can be measured by pixel dilation, box counting, calliper
and mass-radius methods. The methods can be used to measure the space-filling properties of various
cell types, blood vessels, tumours etc. Additional parameters of the cell such as its solidity, convex hull
area and form factor describe different shape features and are of important values complementary to
fractal dimension. Simultaneous application of the parameters together with fractal dimension present
characteristics of the cell morphology more complete.

Key words: fractal analysis, morphology, glia, neurones.

*Praca dofinansowana grantem KBN numer: 4PO5A 10117
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1. WSTEP

Niewiele komdrek ma rownie skomplikowany ksztat, jak te, ktére znajdujemy w
tkance nerwowej. Ich morfologia wigze sie z petniong przez nie funkcjg. Stad tez
istnieje koniecznos$¢ znalezienia sposobu jej precyzyjnego opisu. IloSciowa analiza
takiej struktury nie jest tatwa, zwiaszcza ze w praktyce musimy zazwyczaj pracowac
zjej dwuwymiarowym obrazem mikroskopowym. Podstawowe parametry opisujace
dwuwymiarowy obraz komérki, takie jak powierzchnia czy obwad, sg czesto niewys-
tarczajgce do opisu przestrzennej struktury tych komérek. Rozwigzaniem moze by¢
zastosowanie analizy ffaktalnej umozliwiajacej ilosciowy opis morfologii nawet bardzo
skomplikowanych obiektéw [8,14,17,19,41]. Wjej wyniku otrzymujemy wspo6tczynnik
bedacy miarg komplikacji ksztattu - wymiar ffaktalny, zazwyczaj oznaczany przez D
[37,38].

Celem przedstawionego przegladu jest om6éwienie metod analizy fraktalnej w
badaniach morfologii komorek oraz jej najwazniejszych osiagniec. Nie wyczerpuje to
oczywiscie wszystkich mozliwych zastosowan tej metody. W ostatnich latach analiza
fraktalna oraz inne ilosciowe metody morfologiczne zyskujg wcigz wzrastajaca
popularno$¢ i wykorzystuje sie je w wielu dziedzinach nauki. Oprécz wspomnianego
wczesniej opisu pojedynczych komorek, badania te obejmowaé moga réwniez ich grupy,
takie jak kolonie bakterii czy grzybow [29,46]. Poza analizg ksztattow mozliwy jest
réwniez pomiar wymiaru fraktalnego powierzchni. Bada sie w ten sposob tkanki lub
kolonie komorek [3,9,36]. Parametr D powierzchni moze mie¢ réwniez znaczenie w
diagnostyce tkanek zmienionych w wyniku kancerogenezy [15,26,30]. W przypadku
zdje¢ rentgenowskich lub obrazéw uzyskanych przy pomocy MRI (obrazowanie za
pomocg rezonansu magnetycznego) analiza fraktalna umozliwia wychwycenie
subtelnych zmian w przebiegu osteoporozy [11]. Obrazy pochodzgce z mikroskopu
elektronowego moga postuzyé do zbadania zmian wymiaru fraktalnego struktur
komorkowych, co wykorzystano miedzy innymi w analizie zmian ksztattu jgdra
komadrkowego i heterochromatyny w komérkach nowotworowych, oraz wptywu na
nie hormondw sterydowych [28, 34]. Metody fraktalne wykorzysta¢ mozna réwniez
w analizie proceséw genezy i efektéw leczenia nowotworéw [49, 50, 51].

Wymiar fraktalny struktur pozakomorkowych, takich jak ptytki starcze w moézgu,
moze miec¢ istotne znaczenie w diagnozowaniu choroby Alzheimera [33].

Za pomocg analizy fraktalnej Waliszewski wraz z wspotpracownikami badali
zaleznosci pomiedzy genotypem a fenotypem analizujgc tworzenie sie i samoorganizacje
sieci komoérkowych [49,50,51,52]. Obrazy MRI postuzy¢ moga do badania przeptywu
krwi w réznych narzadach [22, 24, 47] oraz wigzania znakowanych substancji (na
przyktad neuroprzekaznikéw) do receptorow [25]. Analizowa¢ mozna réwniez sygnaty
elektryczne powstajace na synapsach oraz kinetyke kanatdw jonowych [27, 45].

Omawiane metody znalazty takze zastosowanie w analizie ruchdw organizmow,
czego przykiad stanowig badania stabilnosci postury cztowieka przez opis zmian
potozenia punktu nacisku ciata na podtoze [5,10].
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2. FRAKTALE

Typowe figury i bryty geometryczne,
takie jak linia, kwadrat czy szeScian,
mozna doktadnie opisa¢ za pomoca
geometrii euklidesowej, przedstawiajgc
je odpowiednio w jednym, dwdéch lub
trzech wymiarach. Obiekty wystepujace
w przyrodzie umykajg jednak takiemu
opisowi. Benoit Mandelbrot zauwazyt, ze
istniejg ksztatlty mozliwe do opisania
jedynie za pomoca wymiaru
utamkowego (fraktalnego). Przyktadem
idealnego fraktala jest krzywa (zbior)
Kocha. Rycina 1 przedstawia kolejne
etapy jej tworzenia. Wida¢, ze sktada sie
ona z coraz wiegkszej liczby
powtdrzonych krzywych z pierwszego
kroku. Krzywg Kocha otrzymujemy po
nieskornczonej ilosci powtorzen. Jedna z
jej cech jest samopodobienstwo -
odpowiednio po-wiekszony fragment
podobny jest do catosci.

W przyrodzie mozna spotka¢ wiele
obiektow przypominajgcych abstrak-
cyjne obiekty fraktalne, na przyktad kwiat kalafiora, drzewo oskrzelikdw ptucnych,
sie¢ naczyn krwionosnych, a takze komaérki uktadu nerwowego - neurony, astrocyty,
mikroglej [ 8, 14, 17, 19, 32, 35,41,44]. Fragment kwiatu kalafiora czy sieci naczyn
krwionosnych odpowiednio powiekszony jest podobny do catosci. Zaznaczy¢ nalezy,
iz struktury te sg fraktalami wytgcznie w sensie statystycznym. Od idealnych fraktali
matematycznych rdznig sie tym, ze cechy fraktalne wykazujg tylko w pewnych
przedziatach skali; ograniczenie to wynika z natury obiektéw - nie sg one tworzone w
wyniku nieskoriczonej iloSci iteracji i odpowiednio powiekszone fragmenty przestajg
by¢ podobne do catosci. Niemniej jednak analiza fraktalna pozwala w sposéb ilosciowy
opisac stopien komplikacji takich struktur.

Samopodobienstwo figur geometrycznych, takich jak krzywa Kocha, opisa¢ mozna
zapomoca réwnania wyktadniczego [16,21,49,53 .

N = FD 1)

RYCINA 1 Schemat konstrukcji krzywej Kocha

gdzie N jest liczbg pomniejszonych F razy kopii, z ktérych sktada sie fraktal v
kolejnym kroku jego konstruowania (ryc. 1).
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Korzystajac z réwnania (1), wymiar fraktalny D definiuje sie nastepujaco [4, 8,16,
20]:

D = log (N)/log (F) (2)

Dla figur na ptaszczyznie zawiera sie on pomiedzy la 2.
Przyktadowo, wymiar fraktalny zbioru Kocha mozna policzy¢ korzystajac ze wzoru
(2)[13, 16]:

D =log (4)/10g(3)= 1,26

Przedstawiong metodg mozna obliczy¢ wymiar fraktalny dobrze zdefiniowanych
figur geometrycznych o znanych parametrach N i F, takich jak zbiér Kocha. Wymiar
D obiektéw naturalnych mozna uzyska¢ tylko w sposéb przyblizony, stosujgc metody
przedstawione ponizej. Stanowig one jednak dobre przyblizenie komplikacji prze-
strzennej komorki - im bardziej rozbudowana struktura wypustek, tym wyzsza wartos¢
D [1, 13,35] (ryc. 2).

RYCINA 2. Sylwetki komdrek mikrogleju wraz z podstawowymi parametrami opisujagcymi ich morfologia
(wymiar fraktalny oraz masywnos¢ - jednostki bezwymiarowe; rozmiar [pm ]

3. METODY OBLICZANIAWYMIARU FRAKTALNEGO

Pierwszym etapem w analizie fraktalnej jest uzyskanie obrazu przedstawiajgcego
sylwetke komérki. Niekiedy proces ten moze by¢ wykonany automatycznie przez
odpowiedni program do analizy obrazu [55]. Funkcja wykonujgca te czynno$¢ nosi
nazwe binaryzacji (thresholding) (ryc. 3b). W innych przypadkach zachodzi
koniecznos$¢ recznego obrysowania sylwetek komarek. Jest to etap, ktérego doktadnosé
moze zawazyC na pozniejszych wynikach. Powodzenie procedur automatycznych
uzaleznione jest od charakterystyki badanego obiektu, ktéry powinien wyraznie
wyrozniac sie z ta, co wigze sie miedzy innymi z zastosowanymi technikami obrobki
histologiczne;j.
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RYCINA 3. Poczatkowe etapy analizy obrazu: a- obraz mikroskopowy komoérki mikrogleju, b - obraz
binarny, c- obrys komérki, d - szkielet, e - obrys komérki wraz z wypuktym wielokatem opisanym na
jej wypustkach

Po otrzymaniu obrazu binarnego badanej struktury, a przed jej analizg fraktalng

mozna dodatkowo przeksztatci¢ obraz tak, by otrzymac jej obrys (ryc. 3c) lub szkielet
(ryc. 3d). W analizie fraktalnej komorki najpowszechniej wykorzystuje sie obrysy,
poniewaz odwzorowuja one jej ksztatt, natomiast szkieletjest w znaczacym stopniu
artefaktem, gdyz nie zawierajej centralnych obszaréw [19] i moze da¢ zafatszowany
wynik D. Obraz w postaci szkieletu wykorzystuje sie w badaniach sieci naczyn
krwionosnych lub charakterystyki rozgatezien komérek [16].

a)

b)

Jedng z najczesciej uzywanych metod wyznaczania wymiaru fraktalnego jest me-
toda dylatacji, ktéra z powodzeniem byta stosowana przez wielu badaczy [6, 13,
17,30, 41,43,44]. Jest to technika tatwa do automatycznego przeprowadzenia-
opierajaca sie na procedurach dostepnych w standardowych programach do ana-
lizy obrazu i dajgca dobre wyniki. Polega ona na zastepowaniu kazdego punktu
obrysu kotami o rosngcych $rednicach, za kazdym razem mierzone jest pole po-
wierzchni powstatej figury (ryc. 4a). Powierzchnia figury podzielona przez $red-
nice kot (ryc. 4c, warto$¢ y) wykreslana jest w skali logarytmiczno-logarytmicz-
nej (log-log), wzgledem tej Srednicy (ryc. 4c, wartos$¢ x) [8, 13, 19, 42, 44]. Dla
liniowego odcinka otrzymanej krzywej obliczany jest wspdtczynnik nachylenia (S),
powigzany z wymiarem fraktalnym (D) zaleznosScia:

D=1-5S 3)

Kolejna, czesto stosowang metodg jest metoda pudetkowa {box counting). Na
powierzchnie badanego obszaru naktadane sg kolejno siatki ztozone z kwadratéw
0 coraz mniejszej dtugosci boku (ryc. 4b), w kazdej siatce zliczana jest liczba
kwadratow zawierajgcych czes¢ badanej struktury (ryc. 4c, warto$¢ y). Te liczbe
przedstawia sie na wykresie wzgledem dtugosci boku kwadratu (ryc. 4c warto$¢
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RYCINA 4. Przebieg analizy fraktalnej: a - metoda dylatacji, b - metoda pudetkowa, ¢ - wykres log
- log (dla przedstawionej komorki mikrogleju). Dla metody dylatacji warto$¢y - powierzchnia powstatej
figury podzielona przez $rednice elementéw strukturalnych, x - $rednica elementéw strukturalnych;
dla metody pudetkowej: y - liczba kwadratéw zawierajacych fragment badanej struktury, x - dtugos¢
boku kwadratu

x) w skali log-log. Wymiar fraktalny powigzany jest z nachyleniem linii regresji
otrzymanej krzywej zaleznoscia(3) [4, 8,13, 14,19,20,39,42].

c) Inngmetodajest metoda ,linijki” {calliper), w ktérej obwod figury mierzony jest
za pomocg coraz krotszej linijki, awyniki przedstawiane sg na wykresie log-log.

d) Kolejna, to metoda ,,pudetek z piaskiem” {mass-radius, sandbox). Polega ona
na tym, ze na wybranych losowo punktach obrazu rysowane sg okregi o rosng-
cych srednicach (lub kwadraty o rosnacej dtugosci boku), nastepnie zliczane sa
wszystkie zawierajgce sie w nich punkty obrysu [13,19,42]. Nastepnie, podobnie
jak w poprzednich metodach okresla sie na wykresie log-log zalezno$¢ miedzy ta
liczbg a Srednicg kot (dtugoscia boku kwadratow).

Do testowania poszczeg6lnych metod czesto uzywa sie obiektow matematycznych

o znanych D. Stad wiadomo, ze metoda dylatacji oraz pudetkowa nieco zanizajgwymiar

fraktalny, a metoda ,,pudetek z piaskiem” daje troche zawyzone wartosci D [41].
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4. PROBLEMY ANALIZY FRAKTALNEJ

Podstawowym problemem opisanych technik jest znalezienie jak najlepszego
dopasowania krzywej regresji. Jak wspomniano wczesniej, opis fraktalny naturalnych
obiektéw mozliwy jest tylko w pewnych granicach skali. Wynika z tego brak zaleznosci
liniowej na wykresie log-log. Niektorzy autorzy [13] dopasowywali linie regresji do
catej otrzymanej krzywej, jednakze btgd dopasowania jest w tym przypadku bardzo
duzy. W czesci prac postuluje sie wykonywanie obliczen tylko dlajej liniowego odcinka.
Poszukuje sie takiego zakresu danych, ktory dla najwiekszej liczby punktéw branych
pod uwage daje najmniejszy btagd dopasowania [13].

Kolejne btedy moga wynikaé z zastosowanych procedur obrébki obrazu. Jakos¢
sprzetu mikroskopowego, rozdzielczo$¢ obrazu wykorzystanego w analizie oraz
zastosowany program komputerowy moze wptyna¢ na otrzymane wyniki. Odmienne
metody obliczania wymiaru fraktalnego rowniez prowadzg do otrzymania roznigcych
sie wartosci D. Wymusza to ostrozno$¢ w poréwnywaniu bezwzglednych wartosci
wymiaru fraktalnego otrzymanych w réznych eksperymentach. Ponadto analiza
fraktalnajest niewrazliwa na pewne cechy morfologiczne (takie jak grubos$¢ i dtugosé
wypustek), stad tez wskazane jest obliczanie parametru D w potgczeniu z innymi
pomiarami stereologicznymi [41,42].

5. ANALIZA FRAKTALNA KOMOREK TKANKI NERWOWEJ

Podstawowym zastosowaniem analizy fraktalnej w naukach biologicznych sg
badania ksztattu komdrek o skomplikowanej morfologii, posiadajagcych wypustki, takich
jak neurony czy komorki glejowe. Wymiar fraktalny pozwala opisa¢ zmiany zachodzace
zarbwno w czasie normalnego rozwoju [1, 2, 3, 7, 32, 35,40,42,48], jak i w stanach
patologicznych [43,44]. Przyktadem sg badania komorek mikrogleju, ktore w trakcie
rozwoju zmieniajg swoj ksztatt od form amebowatych do silnie rozgatezionych [35].
W stanach patologicznych obserwujemy proces odwrotny - zmiane ksztattu w kKierunku
form fagocytujacych [44]. Analiza fraktalna pozwala na uchwycenie zmian nie-
dostepnych droga subiektywnej klasyfikacji i opisanie ich w sposob ilosciowy,
utatwiajacy p6zniejszg analize wynikéw. Dzieki niej zauwazono wzrost komplikacji
ksztattu mikrogleju, klasyfikowanych wczesniej do formy spoczynkowej [35] oraz
subtelne réznice ztozono$ci morfologicznej komdrek miedzy mézgiem zdrowym a
uszkodzonym [44].

Analize fraktalng wykorzystano w badaniach wptywu obecnosci astrocytow na
rozwoj neurondw [40] oraz oligodendrocytow [32] w kulturach komorkowych, a takze
rozwoju astrocytow oraz oligodendrocytow z ich wspolnej komorki prekursorowej
(02A) [1]. W tych przypadkach réwniez stwierdzono wystepowanie subtelnych réznic
ztozonosci ksztattu komérek hodowanych w réznych srodowiskach, ktore trudne bytyby
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do zauwazenia przy zastosowaniu klasycznych metod badar morfologicznych. Mozliwy
byt rowniez doktadny opis przebiegu zmian morfologii w czasie. Parametr D znalazt
zastosowanie rowniez w identyfikacji stadiéw rozwojowych oligodendrocytéw [2].
Wymiar fraktalny pozwala na ilosciowy opis ztozonosci komorek nerwowych [14,20],
co utatwia badanie zmian, takich jak: tworzenie, rozbudowa i zmiany komplikacji
drzewka dendrytycznego podczas rozwoju, a takze pod wptywem czynnikow zew-
netrznych [6, 19, 23]. Probuje sie go rowniez wykorzysta¢ w klasyfikacji form tych
komorek, wigkszo$¢ badan w tym zakresie dotyczy klasyfikacji neurondw siatkowki
[12, 18,31,54], ktdre roznig sie swojg ztozonoscig przestrzenng. Przy uzyciu wymiaru
D mozliwajest rowniez w petni automatyczna klasyfikacja form komérkowych [7].

6. INNE PARAMETRY OPISUJACE KSZTALT KOMOREK

Morfologie komérek mozna scharakteryzowac za pomocawielu innych parametrow,
na ktérych pomiar pozwala komputerowa analiza obrazu. Poza podstawowymi, takimi
jak powierzchnia, obwdd, dtugosé, ilos¢ wypustek, przydatne w analizie sg réwniez:
rozmiar (zasieg wypustek), rozumiany jako pole wypukiego wielokata opartego na
wypustkach onvex hull area), oraz masywnos¢, czyli stosunek pola komorki do
pola tego wielokata (solidity)(ryc3o0). Pierwszy z tych parametréw powigzany jest
bezposrednio z dlugoscig wypustek, drugi roznicuje komaérki o odmiennej ich grubosci.

Kolejnym, do$¢ czesto stosowanym parametrem jest wspdtczynnik ksztattu (form
factor), réowny

47t » pole powierzchni/obwo6d2

Dla idealnego kota jest on rdwny 1, a im bardziej nieregularny jest ksztatt, tym
nizsze sg wartosci tego parametru. Nadaje sie on raczej do badania figur o ksztattach
nieznacznie odbiegajacych od kolistego np. komérek amebowatych [23].

Parametry te opisujgrézne aspekty geometrii badanego ksztattu. Rycina 5 pokazuje
przebieg zmian trzech wybranych parametrow opisujgcych komérki mikrogleju w
rozwijajgcym sie mozgu szczura. Jak wida¢, zaden z nich zastosowany osobno nie
daje petnego obrazu zmian tych komérek [Ortowski 2001, przygotowywane do
publikacji]. Wymiar fraktalny rost do 22. dnia zycia, masywnos$¢ malata do 14. dnia
zycia, a rozmiar zwiekszat sie przez caty okres objety badaniami (ryc. 5).

7. PODSUMOWANIE

Analiza fraktalna, mimo swych niedoskonatosci, w potaczeniu z innymi pomiarami
stereologicznymi, stanowi wygodne i obiektywne narzedzie stuzgce do opisu ksztattu
komoérek oraz ich zmian. Stosowanie obiektywnych narzedzi komputerowej analizy
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RYCINA 5. Zmiany wymiaru fraktalnego, masywnosci i rozmiaru komérek mikrogleju w rozwijajagcym
sie mézgu szczura

obrazu utatwia analize danych oraz ich porownywanie, a iloSciowe wyniki pozwalajg
na zastosowanie réznorodnych metod statystycznych. Biorgc to pod uwage nalezy
nadal pracowa¢ nad udoskonalaniem komputerowo wspomaganej analizy obrazu ijej
praktycznych zastosowan w biologii i medycynie.
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WPLYW CISNIENIA OSMOTYCZNEGO NA STAN
FIZJOLOGICZNY KOMOREK BAKTERYJNYCH

INFLUENCE OF OSMOTIC PRESSURE ON PHYSIOLOGICAL
CONDITION OF BACTERIAL CELLS
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Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Akademii Rolniczej
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Streszczenie: W naturalnym $Srodowisku bakterie czesto narazone sg na warunki stresowe zwigzane ze
zmianami takich parametréw, jak: temperatura, pH czy ci$nienie osmotyczne. W zwigzku z tym w toku
ewolucji mikroorganizmy wyksztatcity mechanizmy pozwalajace im aktywnie przeciwdziata¢ nieko-
rzystnym czynnikom. Podczas stresu osmotycznego komorki akumulujg wewnatrz specyficzne sub-
stancje osmoregulacyjne. Ich kontrolowane gromadzenie umozliwia komérkom bakteryjnym utrzyma-
nie odpowiedniego poziomu turgoru, niezbednego do ich wiasciwego funkcjonowania. Poza utrzyma-
niem turgoru, substancje osmoregulacyjne wptywaja pozytywnie na stabilizacje bton i struktury bia-
tek, nie zaktocajgc przy tym proceséw biochemicznych zachodzacych w komérce. Gromadzenie sub-
stancji osmoregulacyjnych odbywa sie przez pobranie z pozywki i/lub synteze. Do regulacji ich steze-
nia w cytoplazmie wykorzystywane sg specjalne, osmotycznie indukowane mechanizmy transportowe
oraz kanaty uaktywniane przez bodzce mechaniczne.

Stowa kluczowe: osmoregulacja, substancje ochronne, betaina, prolina, Bacillus subtilis, Escherichia
coli

Summary: Microorganisms are all the time exposured to highly stressful circumstances including osmotic
stress, temperature, and pH changes. To survive under the unfavourable conditions microorganisms
posses specific adaptation mechanisms. Under osmotic stress conditions, meant as a sudden decrease or
increase of osmotic pressure, particularly important is to maintain turgor pressure at appropriate level.
To keep intracellular osmolarity and turgor pressure balanced there is limited group oforganic osmolytes
- compatible solutes. Many microorganisms accumulate compatible solutes during periods of decreased
water activity. The controlled amassing of these organic osmolytes allow the cells to control turgor
pressure. Besides, compatible solutes have a positive influence on membrane stabilization and proteins
structure. The osmolarity ofthe environment regulates intracellular concentration of compatible solutes.
This involves changes in transport systems activities (uptake from environment) and/or synthesis.

Key words: osmoregulation, stress protectants, glycine betaine, proline, Bacillus subtilis, Escherichia
coli
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WPROWADZENIE

Parametrem okres$lajgcym oddziatywania dwu roztworéw oddzielonych potprze-
puszczalngprzegroda (btong) jest ciSnienie osmotyczne. Osmolalnosé¢, opisujaca cisnienie
osmotyczne roztworu, wyrazanajest w osmolach, czyli molach substancji aktywnych
znajdujacych sie w roztworze (wszystkich substancji tgcznie) na kilogram
rozpuszczalnika. W przeciwienstwie do cisnienia osmotycznego osmolalno$é nie zalezy
od temperatury, natomiast najej warto$¢, oprécz ilosci osmotycznie aktywnych czastek
obecnych w roztworze, majg wptyw rowniez ich ksztatt, rozmiar i tadunek. W praktyce
osmolalno$é roztworéw mozna okres$li¢ przez pomiar takich wtasciwosci roztworéw,
jak: punkt zamarzania, ci$nienie par i punkt wrzenia [8, 11, 39].

Innym parametrem zwigzanym z zagadnieniem osmoregulacji jest ci$nienie turgoru.
Jest to aktualne cisnienie wywierane na warstwe peptydoglikanowga spowodowane
réznicgpotencjatu chemicznego pomiedzy cytoplazma a otoczeniem. Cisnienie tojest
regulowane przez kontrole ilosci zawartych w cytoplazmie specyficznych substancji
osmoaktywnych [12, 23, 24]. Wszystkie zywe komorki, w tym takze bakterie,
odznaczajg sie dodatnim ci$nieniem turgoru. Jest ono niezbedne dla normalnego
funkcjonowania i rozwoju komorki. Doktadna warto$¢ turgorujest trudna do zmierzenia,
jakkolwiek rozne zrddia literaturowe podaja, ze waha si¢ ona w zakresie 0,1-1,0 MPa
(1-10 baréw) dla bakterii gram-ujemnych i 1,5-2,5 MPa (15-25 baréw) dla bakterii
gram-dodatnich [8,31,39,49]. Dzieki swej mocnej i stosunkowo elastycznej otoczce
mureinowej komorki sg w stanie znie$¢ cisnienia okoto dziesie¢ razy wieksze niz w
standardowej oponie samochodowej [49]. Znacznie wyzsze wartosci cis$nienia turgoru,
podawane dla bakterii gram-dodatnich, ttumaczone sg konieczno$cig gromadzenia
wiekszej ilosci rozpuszczalnika cytoplazmatycznego (wody), potrzebnego do rozwoju
wielowarstwowej $ciany peptydoglikanowej [8]. Sadzi sie bowiem, iz to wiasnie turgor
dostarcza podstawowej sity mechanicznej niezbednej do rozwoju $ciany komérkowej
[11, 49]. Jak juz wspomniano, komérki utrzymuja zawsze pewng nadwyzke turgoru,
to znaczy koncentracja substancji osmoaktywnych jest zawsze nieco wyzsza niz w
otoczeniu [31]. Obliczono, ze minimalna ilo$¢ wolnej wody w cytoplazmie, niezbedna
do wzrostu komorki bakteryjnej, wynosi okoto 0,5 cm3g suchej masy komorki [18].

Bakterie aktywnie reagujg na stres osmotyczny, ktéry rozumiany jest jako zmiana
ci$nienia osmotycznego w ich $rodowisku [12]. Reakcja ta jest zwykle nazywana
osmoregulacja lub osmoadaptacjg. Ma ona na celu utrzymanie turgoru i objetosci
komérki w normalnych, fizjologicznie okre$lonych granicach. Z utrzymaniem turgoru
wigze sie rowniez pojecie wrazliwosci osmotycznej, rozumianej jako mechanizm
odbierania, rejestracji i przetwarzania sygnatéw powodowanych zmianami ci$nienia
osmotycznego $rodowiska. Receptory komorkowe moga rejestrowac wiele sygnatéw
zwigzanych z takimi parametrami, jak: ci$nienie hydrostatyczne, osmolalnos¢, potencjat
jonowy, koncentracja poszczegdlnych molekut sygnatowych iinne [8]. Nalezy jednak
zaznaczy¢, iz mechanizmy te wcigz jeszcze nalezg do stabo poznanych.
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Wzrost ci$nienia osmotycznego w pozywce powoduje powstanie gradientu, zgodnie
z ktérym nastepuje wyptyw wody z komorki. Moze to prowadzi¢ do spadku turgoru,
plazmolizy i dehydratacji skfadnikow cytoplazmy [11]. Natomiast nagty spadek cisnienia
osmotycznego w srodowisku komaérki moze prowadzi¢ do nadmiernego pobrania wody,
powodujac jej puchniecie, a w skrajnych wypadkach nawet rozerwanie [19]. Stwier-
dzono, iz komorki bakterii gram-dodatnich nie s tak podatne na plazmolize, jak komarki
bakterii gram-ujemnych. Prawdopodobnie jest to zwigzane z silng adhezjg btony
cytoplazmatycznej do stosunkowo sztywnej mureinowej $ciany komdrkowej oraz
znacznie wyzszym ci$nieniem turgoru [39].

Nagta zmiana cisnienia osmotycznego $rodowiska zmusza komérke do natych-
miastowej kompleksowej reakcji. Jak dotad opisano dwa podstawowe mechanizmy
adaptacyjne. Pierwszy z nich, wystepujacy u ekstremalnie halofilnych bakterii, polega
na wewnatrzkomérkowym gromadzeniu wysokich stezefijonow nieorganicznych [19].
Drugi z mechanizméw, wykorzystywany przez bakterie zyjgce w $rodowiskach
cechujacych sie jedynie okresowym wystepowaniem stanow obnizonej aktywnosci
wodnej, polega na gromadzeniu substancji osmoregulacyjnych [8]. Terminem tym
okreslane sg substancje akumulowane przez komdrki w warunkach stresu osmo-
tycznego, nie majace negatywnego wplywu na procesy zyciowe zachodzace w
komérkach [11].

Strategia polegajaca na gromadzeniu tego typu substancji nie jest charakterystyczna
wytacznie dla bakterii, lecz rowniez dla komorek eukariotycznych, w tym takze roslin
i zwierzat (rowniez ssakow) [52, 31]. Utrzymanie statej wartosci potencjatu osmo-
tycznego wewnatrz komérki odbywa sie w drodze kontroli stezenia sktadnikéw
osmoregulacyjnych w cytoplazmie. Uogdlniajagc, zawartos¢ sktadnikow osmo-
regulacyjnych w cytoplazmie jest w sposob bardzo precyzyjny regulowana przez
zewnetrzne cisnienie osmotyczne. W sytuacji, gdy zewnetrzne ci$nienie osmotyczne
zaczynarosngc, dla uzyskania stanu réwnowagi ilos¢ tych sktadnikéw jest uzupetniana,
natomiast gdy cisnienie to zaczyna spadac, ich nadmiar jest natychmiast usuwany,
podczas gdy stezenie innych substancji (np. pozostatych aminokwasow i cukrow itp.)
pozostaje bez zmian [39].

Stezenie substancji osmoregulacyjnych w cytoplazmie ksztattuje gradient osmo-
tyczny, oddziatujacy przez sciany komorkowe i wptywajacy tym samym na ilos¢ wody
w komorce. Transport wody przez podwdjng warstwe lipidowg uwazano diugo za
catkowicie pasywny proces dyfuzyjny. Jakkolwiek woda moze przedostawac sie
pasywnie przez btony cytoplazmatyczne, decydujgcg role wjej transporcie odgrywajg
specjalne kanaty wodne (ang. aguaporins). Poczatkowo kanaty te odkryto u ssakéw,
jednak niedawno udowodniono ich istnienie réwniez u bakterii. Zidentyfikowano nawet
gen kodujacy te kanaty u Escherichia coli. Udato sie réwniez przy pomocy mikroskopu
elektronowego zaobserwowac strukture i funkcjonowanie takiego kanatu [39]. Nalezy
jednak zaznaczyé, ze zagadnienie to nie jestjeszcze do korica zbadane.
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SUBSTANCJE OSMOREGULACYJNE
-CHARAKTERYSTYKA | WEASCIWOSCI

Gtownym zadaniem substancji osmoregulacyjnych w komdrce bakteryjnej jest
regulacja cisnienia osmotycznego i utrzymanie turgoru [21]. Jednakze nie wszystkie
substancje osmoaktywne moga petnic role osmoregulacyjng. W wielu wypadkach trudno
okresli¢, dlaczego sposrod substancji nalezacych do tej samej grupy zwigzkow
chemicznych (np. aminokwaséw) jedne sg wykorzystywane przez komérki w osmo-
regulacji, a inne nie [50-52]. Na podstawie wieloletnich badan ustalono jednak szereg
cech, ktdrymi odznaczajg sie substancje osmoregulacyjne:

m  S3z reguly matymi, organicznymi czasteczkami [25]. Wyjatek stanowigjony po-
tasowe, ktdre czesto réwniez sg zaliczane do substancji osmoregulacyjnych [23,
24]; najczesciej wystepujg one jedynie w postaci soli kwasu glutaminowego (ich
wiasciwosci i rola w osmoregulacji nie jest catkowicie zgodna z 0ogdlng definicja)
[11,12,15].

m Sa dobrze rozpuszczalne w wodzie i mogg by¢ gromadzone w wysokich steze-
niach (nawet do kilku moli) w cytoplazmie komorek, bez negatywnego wptywu na
procesy zyciowe [12].

m S zwykle czastkami amfoterycznymi lub obojetnymi, nie majagcymi tadunku w
szerokim zakresie pH. Dzieki temu ich pobranie nawet w znacznych ilosciach nie
wptywa na rownowage elektrolityczng i/lub kwasowo-zasadowg w komorce [31].

m Potrafig w sposéb selektywny i kontrolowany przenika¢ przez btony komoérkowe,
aich poziom w cytoplazmie okre$lany jest przez zewnetrzne ci$nienie osmotycz-
ne [11, 20].

m Zgromadzone w wysokich stezeniach nie obnizajg aktywnosci enzyméw [38].

m Mogastabilizowac strukture biatek (zapobiegajg denaturacji i wysalaniu) [21].

m Mogag stabilizowa¢ strukture bton komorkowych, np. wchodzgc w interakcje z
polarnymi grupami fosfolipidéw [2,26].

m Nie zaklocajg waznych proceséw biochemicznych, takich jak replikacja DNA
[31].

m W wiekszosci nie stanowig produktéw posrednich w szlakach metabolicznych,
lecz sg ich produktami koricowymi [19].

m Dodatkowo niektore sposrdd substancji osmoregulacyjnych majg whasciwosci
ochronne w stosunku do sktadnikéw cytoplazmy, stad nazywane sg czesto osmo-
ochronnymi [11].

Do sktadnikéw osmoregulacyjnych zaliczane sg substancje nalezace do wielu grup
zwigzkow organicznych. R6zni badacze [18,25,31,39,50-52] zaliczajg do tej grupy:
aminokwasy, takiejak: alanina, glicyna, glutamina, prolina, tauryna oraz krotkie peptydy
i ich pochodne (najczesciej A-zmetylowane i sulfonowe), jak np. kamityna, betaina
(N,N,N-trimetyloglicyna), DMSP (dimetylosulfopropionian), ektoina (tetrahydro-
pirymidyna); cukry, takie jak: trehaloza, sacharoza, laktoza; alkohole wielo-wodo-
rotlenowe, takiejak: glicerol, glukozyloglicerol, sorbitol, mannitol i inne.
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Potas

Jony potasu sg kationami najpowszechniej wystepujacymi w cytoplazmie bakterii.
Ich rolajako substancji osmoaktywnych sprowadza sie gtéwnie do utrzymywania na
odpowiednim poziomie turgoru. W normalnych warunkach osmolamosci pozywki, w
stacjonarnej fazie wzrostu komarek, utrzymywany jest ciggle pewien przeptyw jonow
potasu, polegajacy na tym, ze ciggty ich wyptyw jest kompensowany podobnym
poziomem pobrania, co udato sie stwierdzi¢ w doswiadczeniach z uzyciem izotopow
radioaktywnych. Strategia taka, polegajgca na ciggtym utrzymywaniu w stanie
czesciowej aktywacji mechanizmow przeptywu potasu, pozwala komérkom szybciej i
efektywniej reagowaé na zmiany w cisnieniu osmotycznym Srodowiska [11]. Udato
sie rowniez dowie$é, ze jony potasu, poza bezposrednim wpltywem na cis$nienie
osmotyczne wewnatrz komorki, sg niezbedne do prawidtowego funkcjonowania innych
mechanizmdéw zwigzanych z osmoregulacja, jak np. synteza trehalozy u Escherichia
coli [25].

Glutamina i glutaminiany

U wielu bakterii gram-ujemnych jednymi z najwazniejszych substancji osmoregu-
lacyjnych sa glutamina i kwas glutaminowy oraz jego sole - glutaminiany. Stezenie
tych sktadnikéw w cytoplazmie, w warunkach podwyzszonej osmolamosci, moze
wzrasta¢ nawet dziesieciokrotnie, przekraczajac tym samym poziom 90% catkowitej
ilosci wolnych aminokwas6w zawartych w cytoplazmie. Poza tym kwas glutaminowy
wykorzystywany jestjako zrédto aniondw (jakojon przeciwny do K+), biorgcych udziat
w bilansowaniu sktadu elektrolitycznego cytoplazmy [11].

Betaina

Jedng z najwazniejszych i najwczesniej opisywanych substancji osmoregulacyjnych
jest betaina [18]. Jej ochronny wptyw potwierdzono miedzy innymi dla takich rodzajow
bakterii, jak: Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium, Vibrio
Pediococcus i Lactobacillus. Potwierdzono, ze bakterie z rodzaju Lactobacillus,
hodowane na pozywkach o podwyzszonym cisnieniu osmotycznym, znosza wyzsze
stezenia soli, jesli pozywka zawiera dodatek betainy. Rowniez koricowe koncentracje
komorek, osiggane w hodowlach o podwyzszonym cisnieniu osmotycznym, sa wyzsze,
jezeli do pozywki wprowadzono betaine [32]. Tylko niektére drobnoustroje zaliczane
do cyjanobakterii sg zdolne do syntezy de novo tego zwigzku - pozostate zalezg od
jego pobierania ze srodowiska. W tym celu sg wykorzystywane miedzy innymi, podobnie
jak do pobierania proliny, systemy transportowe typu ProP i ProU (ang. proline
transport, proline uptake) [11]. Wiekszo$¢ bakterii nie ma systeméw pozwalajacych
im na synteze betainy ze zwiazkdw prostych. Jednakze wiele z nich, w tym Escherichia
coli, jest zdolna w dwuetapowym procesie oksydacji przeksztatca¢ choline (poprzez
forme aldehydowg betainy) do betainy [4, 5]. Cholina jest przyktadem prekursora
substancji osmoregulacyjnej, ktéry dopiero po pobraniu ze Srodowiskajest przeksztatcany
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enzymatycznie w substancje aktywna [12,23]. Do pobierania choliny wykorzystywane
sg systemy transportu napedzanego potencjatem protonowym [8, 11,29, 38].

Prolina

Stwierdzono, iz akumulowanie proliny przez bakterie moze znosié¢ inhibicje wzrostu
powodowang stresem osmotycznym. Gromadzenie tego sktadnika moze zachodzi¢
zar6bwno przez synteze wewnatrz komorki, jak i przez pobranie z pozywki. Prowadzono
doswiadczenia, w ktérych bakterie poddawano stresowi osmotycznemu w Srodowisku
pozbawionym proliny, mimo to jej poziom w cytoplazmie komdrek wzrastat. W ba-
daniach prowadzonych na bakteriach Bacillus subtilis, umieszczonych w pozywce
pozbawionej proliny, stwierdzono, ze nagty wzrost cisSnienia osmotycznego (0,4 M
NaCl) powoduje zmiane zawarto$ci wewnatrzkomaérkowej proliny, z poczatkowego
poziomu 16 mM do okoto 500 mM [48]. Dowodzi to w sposdbjednoznaczny, iz bakterie
sg zdolne do syntezy tego sktadnika, cho¢ w warunkach dostepnosci proliny prefe-
rowanym mechanizmem jestjej pobranie ze Srodowiska. W tym celu wykorzystywane
sg takie mechanizmy, jak: ProP, ProU i PutP (omdwione w dalszej cze$ci opracowania)

[11].

Trehaloza

Oproécz regulacji ciSnienia osmotycznego, trehaloza bierze udziat w stabilizacji
membran zaréwno u organizmow prokariotycznych, jak i eukariotycznych [2, 8]. U
wielu szczepdw bakteryjnych, w tym rowniez E. coli, jej gromadzenie odbywa sie w
wyniku syntezy [35]. Wewnatrzkomdrkowy poziom trehalozy u tych bakterii moze
odpowiadac 20% ilosci osmotycznie aktywnych sktadnikéw zawartych w srodowisku
otaczajgcym komarki [11].

WPLYW SUBSTANCJI OSMOREGULACYJNYCH
NA ROZWOJ BAKTERII

Mechanizmy pobierania oraz rodzaj zwigzku petnigcego funkcje substancji osmo-
regulacyjnej zaleza od rodzaju drobnoustrojow. Réwniez wptyw poszczegdlnych
substancji na stymulacje tempa wzrostu drobnoustrojow jest zdecydowanie rézny.
Wydaje sie, iz pewne mechanizmy pobierania lub syntezy moga by¢ charakterystyczne
dla bardzo waskich grup drobnoustrojow, jednakze dajg sie takze zauwazy¢ pewne
podobienstwa oraz preferencje co do rodzaju akumulowanych substancji w obrebie
grup bakterii gram-dodatnich oraz gram-ujemnych. Zauwazono na przyklad, ze bakterie
gram-ujemne reaguja na nagty wzrost cisnienia osmotycznego, gromadzac duze ilosci
glutaminianu wraz z jonami potasu, podczas gdy bakterie gram-dodatnie gromadzg
aminokwasy, na przykiad proline. Jednakze juz w normalnych, nie stresowych
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warunkach, bakterie gram-dodatnie zawierajg duze, znacznie wieksze niz bakterie
gram-ujemne, iloscijonéw potasu oraz wolnych aminokwasow, ze znacznym udziatem
kwasu glutaminowego, co jest zwigzane miedzy innymi z utrzymywanym przez ich
komérki wyzszym cis$nieniem turgoru [21]. Odnoszac sie do mechanizmdw gromadzenia
takich substancji, jak prolina i betaina, mozna stwierdzi¢, iz, poza pewnymi wyjatkami,
bakterie gram-dodatnie moga te substancje syntetyzowac, z kolei drobnoustroje gram-
ujemne pobierajgje zwykle ze srodowiska [39]. By¢ moze jest to jedng z przyczyn
odmiennego oddziatywania betainy na rézne grupy drobnoustrojow. Stwierdzono
bowiem, ze skiltadnik ten moze stymulowaé wzrost bakterii z rodziny Entero-
bacteriaceae zarowno w warunkach stresu wywotanego jonami (KC1, NaCl), jak i
innymi substancjami (sacharoza), podczas gdy stymulacyjny efekt betainy wobec
bakterii fermentacji mlekowej (Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum)
obserwowano jedynie w warunkach stresu wywotanego dziataniem soli. Rdzna jest
tez efektywnos$¢ dziatania substancji osmoochronnych w odniesieniu do poszczegdélnych
bakterii. Przyktadowo ektoina w odniesieniu do bakterii z rodzajéw Escherichia i
Erwinia dziataréwnie efektywnie jak betaina, podczas gdyjej dziatanie osmoochronne
w stosunku do Bacillus subtilis jest zdecydowanie stabsze [27].

Stwierdzono rowniez, ze bakterie termofilne preferuja jako substancje osmo-
regulacyjne czastki o tadunku ujemnym, jak glutaminian czy 1,3,4,6-tetrakarbo-
ksyloheksan. Istniejg spekulacje, iz ujemnie natadowane czastki moga odgrywac rdwniez
role w termostabilizacji. Przeciwnie, mezofile zdajg sie preferowac czastki elektrycznie
neutralne, jak np. betaina. Moze ona stabilizowa¢ biatka i to nawet w stezeniach
dochodzgcych do 3 moli. W badaniach eksperymentalnych stwierdzono réwniez, ze
wywiera ona stabilizujacy wptyw na btony oraz na aktywnos$¢ enzymow [33].

Stabilizacyjne dziatanie substancji osmoregulacyjnych na biatka bytojuz kilkakrotnie
potwierdzane, jednak mechanizm tego procesu nie jest jeszcze w petni poznany.
Prawdopodobny model ochrony przed denaturujgcym dziataniem wysokich stezef jonow
nieorganicznych zaktada, ze w cytoplazmie zwigzki osmoregulacyjne utrzymuja sie w
pewnej odlegtosci od czasteczek biatek, w wyniku czego dochodzi do preferencyjnej
hydratacji powierzchni biatek. Takie rozmieszczenie wody prowadzi do sytuacji, w
ktorej rozerwanie struktury wodnej ptaszcza otaczajacego biatka przez miejscowe lub
catkowite rozwiniecie tancucha polipeptydowego bytoby energetycznie niekorzystne.
Prawdopodobnie dlatego pierwotna struktura biatka pozostaje stabilna [18, 31].

Dowiedziono tez, ze niektdre substancje osmoregulacyjne moga chroni¢ bakterie
réwniez przed stresami innymi niz dehydratacja. Stwierdzono, ze w wyniku akumulacji
betainy wzrasta tolerancja na niskg temperature u histeria monocytogenes. Co wiecej,
warunki podwyzszonej osmolalno$ci wzmagajg réwniez tolerancje zaréwno na niskie,
jak i wysokie temperatury u wiekszosci bakterii [33]. Bakterie z rodzaju Propio-
nibacterium, rosngce na pozywkach o wysokiej osmolalnosci, szybciej osiggaja
maksymalne tempo wzrostu, jezeli do podtoza wprowadzono betaine. Wykazano
rowniez, ze bakterie te nie sg zdolne do wykorzystania betainy jako Zrédta wegla badz
azotu [34]. W innych badaniach prowadzonych réwniez nad bakteriami propionowymi,
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stwierdzono akumulacje trehalozy w odpowiedzi na warunki stresowe. Oprécz
podwyzszonej osmolalnosci takze nagty spadek temperatury wzmaga biosynteze tej
substancji [6]. Dowiedziono réwniez, ze warunki podwyzszonej osmolalnosci moga
stymulowaé termotolerancje bakterii z rodzaju Salmonella. W hodowlach bakterii
Salmonella na podtozach o podwyzszonej osmolalnosci (0,2 M NaCl) stwierdzono
pieciokrotnie wyzszg synteze trehalozy u pateczek Salmonella hodowanych w tem-
peraturze 45°C niz w probie kontrolnej, ktérg stanowita hodowla prowadzona w
temperaturze 30°C. Wprowadzenie do podtoza substancji osmoochronnych, takich jak
betaina, obnizato termoopomosc¢ tych bakterii [9,16,17].

PRZEPLYW SUBSTANCJI OSMOREGULACYJNYCH
| KONTROLA PROCESOW OSMOADAPTACYJNYCH

Wzrost cisnienia osmotycznego Srodowiska, prowadzacy w efekcie do akumulacji
substancji osmoregulacyjnych, nazywany jest stresem hiperosmotycznym, natomiast
spadek cisnienia osmotycznego prowadzacy do usuwania sktadnikéw osmo-regu-
lacyjnych z komorki - stresem hipoosmotycznym.

Jak juz wczes$niej wspomniano, w warunkach zmieniajgcego sie cis$nienia osmo-
tycznego srodowiska komaérki mogg zaréwno pobierac, jak i pozbywac sie substancji
osmoregulacyjnych. Do tego celu komorki wykorzystujg pewne mechanizmy, zupenie
inne od mechanizmoéw stuzacych do pobierania czesto tych samych zwigzkéw
chemicznych, majgcych dalej stuzy¢ jako zrédto wegla lub azotu. Cechg charak-
terystyczng systeméw stuzacych do pobierania substancji osmoregulacyjnych, w
przeciwienstwie do systemdw pobierania substratéw metabolizmu, jest ich wysokie
powinowactwo w stosunku do swych podstawowych substratéw. Cechujg sie one
ponadto tym, ze pozwalajg osigga¢ w cytoplazmie stezenie substancji osmo-regu-
lacyjnych rzedu kilku moli, oraz tym ze w warunkach wysokiej osmolalnosci srodowiska
funkcjonujg lepiej od zwyktych transporterow sktadnikéw odzywczych [8]. Wskazuje
sie takze na mozliwos¢ istnienia specyficznej autoinhibicji systeméw pobierania
substancji osmoregulacyjnych, dziatajacej na zasadzie sprzezenia zwrotnego,
wywotywanego nagromadzeniem substratu [46].

Stosunkowo dobrze poznano jedynie mechanizmy adaptacyjne wykorzystywane
przez bakterie Bacillus subtilis oraz Escherichia coli [23, 24].

W wielu przypadkach wstepnag, przejsciowg fazg reakcji na stres hiperosmotyczny
jest akumulacjajon6éw potasu [21,35]. Ma ona na celu szybkie wyréwnanie cisnienia
wewnatrz komérki i tym samym utrzymanie turgoru, podczas gdy aktywowane sg
mechanizmy pobierania lub syntezy innych substancji osmoregulacyjnych [13]. W miare

jak zaczynajg one funkcjonowac, jony potasowe stopniowo sg usuwane z komorki, a
ich role w regulacji cisnienia osmotycznego przejmujg inne, organiczne substancje
osmoregulacyjne, jak prolina, betaina badz trehaloza [39]. Dzieje sie tak, poniewaz
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potas jako substancja nieorganiczna w stezeniach 0,7-0,8 M zaczyna juz dziataé
niekorzystnie na strukture biatek [25]. Poza tym pobranie duzej ilosci potasu wigze sie
z zachwianiem réwnowagi elektrolitycznej. Jednym ze sposobdw jej utrzymania jest
zwiekszenie zawartosci w cytoplazmie kwasu glutaminowego. Sktadnik ten przez
niektore bakterie, w tym Escherichia coli, moze by¢ syntetyzowany de novo [39].
Jednakze kwas glutaminowy, ze wzgledu na posiadanie tadunku, nie spetnia wszystkich
warunkdw wczesniej podanej definicji. Dlatego jego akumulacja, podobnie jakjonéw
potasu, odgrywa role raczej w poczatkowej fazie adaptacji, ajego poziom w cytoplazmie
nie osigga stezen tak wysokich, jak ma to miejsce w wypadku innych substancji
osmoregulacyjnych [12].

Osmotycznie kontrolowane procesy pobierania substancji osmoregulacyjnych regu-
lowane sg na poziomie genetycznym (indukcja ekspresji genéw) i enzymatycznym
(aktywacja biatek transportowych). Stopien pobudzenia tych mechanizmow zalezy od
sygnatu przekazywanego przez specjalne receptory zlokalizowane w btonach, reje-
strujgce zmiany w potencjale osmotycznym Srodowiska [23, 35].

Dobrze poznanym biatkiem btonowym, odpowiedzialnym za rejestracje sygnatéw
osmotycznych, jest kinaza KdpD z Escherichia coli, bioragca udziat w regulacji
transkrypcji operonu kdpFABC (operon kodujacy biatka systemu transportowego
nalezacego do rodziny ABC - ATP-bindig cassette) [7]. Operon ten, wystepujacy u
Escherichia coli, koduje biatka systemu Kdp, odpowiedzialnego za pobieranie jonow
potasu. System ten odznacza sie duzg wydajnos$cig i powinowactwem do substratu,
ktore to cechy umozliwiajg mu skuteczne funkcjonowanie w warunkach niskich stezen
jonow K+wpozywce, nawet ponizej 2 mM K+[1,8,11,12,37]. Sygnatem wywotujagcym
aktywacje systemujest rozciggniecie lub naprezenie btony w nastepstwie nagtej zmiany
ci$nienia osmotycznego, ktére prowadzg do autofosforylacji KdpD (biatko petniace
funkcje receptorowg). Grupa fosforanowa jest nastepnie przenoszona na regulator
(KdpE), ktéry wchodzac w interakcje z regionem promotorowym operonu kdpFABC,
transkrypcyjny [15, 39]. Opisany proces, aktywowany po naglym wzroscie cisnienia
osmotycznego, jest co prawda natychmiastowy, jednak jedynie przejsciowy. Okresla
sie, iz ekspresja gendw systemu Kdp powraca do poziomu podstawowego po okoto 30
minutach od wzbudzenia wywotanego szokiem [11].

Poza systemem Kdp, Escherichia coli majeszcze inne systemy pobierania potasu,
takie jak Trk i Kup (ang. transport system for K+i K+uptake). Sa to jednak
konstytutywne systemy transportu i nie odgrywajg one znaczacej roli w adaptacji do
warunkow stresu hiperosmotycznego [37]. Stwierdzono réwniez, ze systemy, ktére
moga by¢ uznawane za homologi Kdp, wystepujg takze u wielu innych bakterii [12].

Systemem transportowym odpowiedzialnym za pobieranie betainy i proliny u
Escherichia coli i Salmonella typhimurium jest ProU (system transportu aktywnego,
wykorzystujacy energie ATP). Odznacza sig on niskim powinowactwem substratowym
w stosunku do proliny i wysokim w stosunku do betainy [11]. W przeciwienstwie do
regulacji operonu kdp, transkrypcja operonu proU regulowana jest przez czynniki
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niespecyficzne. Indukcja operonu proU, wywotana warunkami wzrastajgcego
zasolenia, wymaga fazy adaptacyjnej, trwajacej przecietnie 15-20 minut [11, 13].
Prawdopodobnie za indukcje tego operonu, przynajmniej czesciowo, odpowiedzialny
jest tez glutaminian potasu. Jego obecno$¢ wzmaga transkrypcje oraz selektywnos¢
czynnikdw trans-krypcyjnych w stosunku do promotorow [14].

Funkcje podobng do proU ma operon proP. W przeciwienstwie do proU jego
ekspresja ma wieksze znaczenie podczas stacjonarnej fazy wzrostu. Maksymalny
poziom indukcji proP jest w przyblizeniu 15-krotny, natomiast proU moze by¢
indukowany ponad 500-krotnie [11, 13, 23]. Mikroorganizmy z rodziny Entero-
bacteriaceae, takie jak Escherichia coli i Salmonella typhimurium, maja jeszcze
system transportowy PutP (ang. proline permease). W odréznieniu do ProU i ProP
stuzy on do transportu proliny, wykorzystywanej dalej w metabolizmie jako Zrodto
wegla lub azotu [11]. Systemy transportowe typu ProP i ProU wystepuja u wielu
szczepOw bakterii, u ktérych optymalne stezenia substancji osmogennych w otoczeniu,
wymagane do ich aktywacji, sg rozne. Na przyktad optymalne stezenie NaCl wywotujace
aktywacje u Escherichia coli wynosi okoto 0,2 M [36], natomiast dla Listeria
monocytogenes i Staphylococcus aureus 0,7-0,8 M, a dla Lactobacillus plantarum -
1,2 M [21].

W wypadku Bacillus subtilis doktadnie opisano trzy systemy transportowe biorgce
udziat w pobraniu czwartorzedowych amin i ich pochodnych: OpuA, OpuC, OpuD
(ang. osmoprotectant uptake) [28].

Aktywno$¢ OpuC i OpuD jest indukowana przez stres osmotyczny, natomiast OpuA
jest systemem semi-konstytutywnym, to znaczy funkcjonujgcym réwniez w normalnych
warunkach, przy braku czynnikdw stresowych, i to wtasnie on, ze wzgledu na duza
wydajnos$é, ma najwiekszy udziat w akumulacji betainy [22]. W pobieraniu betainy
bierze rowniez udziat OpuD, ktdry jest wysoce specyficznym systemem transportowym
dla betainy, napedzanym potencjatem jonowym [8,40]. Z kolei cechg wsp6ing OpuA
i OpuD jest ich ograniczona specyficzno$é substratowa ukierunkowana na betaine,
podczas gdy OpuC odznacza sie wysoka wydajnoscig transportowa w stosunku do
wielu substancji osmoregulacyjnych [8]. W skiad systeméw OpuA i OpuC wchodzg
biatka wigzace ATP (OpuAA i OpuCA), biatka btonowe (OpuAB i OpuCB) i
powierzchniowe biatka wigzace substrat (OpuAC i OpuCC). Wszystkie trzy syste-
my wykazujg podobne powinowactwo do betainy, w zakresie Kn¥ 2-13 pM,
jednak ich wydajno$¢ transportowa rozni sie znaczgco, jak pokazano nizej:

[Vnae 60-280 nmol «min-1 (mg biatka)-1] [30].

Bacillus subtilis majeszcze dwa scharakteryzowane systemy transportowe: OpuB
i OpuE. OpuE jest systemem podobnym do OpuD, z tym ze wykorzystywany jest do
transportu proliny [47]. Natomiast OpuB, cho¢ blisko zwigzany z OpuC, stuzyjedynie
do transportu choliny iwraz z represorem (GbsR), reagujgcym na obecnos$é choliny w
pozywce, daje poczatek przemianom na szlaku biosyntezy betainy [29].
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Jak juz wczesniej wspomniano, niektére sktadniki moga by¢ akumulowane przez
komaérki nie tylko przez pobranie z pozywki, lecz rdwniez przez synteze. Do takich
sktadnikow nalezy na przyktad dwucukier trehaloza. Organizmami zdolnymi ja
syntetyzowac¢ sg Escherichia coli i Salmonella typhimurium [35]. Operon otsAB
koduje dwa enzymy: syntazetrehalozo-6-fosforanowg(OtsA), katalizujgcg kondensacje
glukozo-6-fosforanu i glukozo-UDP oraz fosfataze trehalozo-6-fosforanowg (OtsB),
katalizujgcadefosforylacje kompleksu przejsSciowego do wolnej trehalozy [12]. Poza
tym Escherichia coli nie moze w og6le korzysta¢ z pozakomérkowych zrodet trehalozy,
gdyz dwucukier ten jest podczas wchtaniania hydrolizowany w przestrzeni pery-
plazmatycznej, przez trehalaze (TreA), do dwoch czasteczek glukozy i dopiero w takiej
postaci transportowany do cytoplazmy (system transportowy PTS) (ang. phospho-
transferase carbohydrate uptake system) [8, 18].

Niekiedy reakcja fizjologiczna na stres osmotyczny bywa trudna do wykrycia, gdyz
znane sg przyktady, kiedy substancje osmoregulacyjne byly w duzych iloSciach
gromadzone juz wczesniej, jak gdyby ,,na zapas”,jeszcze przed wystapieniem warunkow
stresowych [46]. Postepowanie takie moze by¢ niekorzystne dla komérek bakteryjnych
w wypadku, gdy cisnienie osmotyczne srodowiska nie wzrosnie, lecz zacznie spadac.
Wowczas, w warunkach stresu hipoosmotycznego, aktywowane sg mechanizmy
wyptywu substancji osmoregulacyjnych. Zjawisko to byto obserwowane w wielu
szczepach drobnoustrojow, ktore pozbywaty sie charakterystycznych dla siebie sub-
stancji osmoregulacyjnych [21,46]. Zauwazono na przyktad, ze komorki Escherichia
coli, rosngce w warunkach podwyzszonej osmolalnosci pozywki, potrafity w odpowiedzi
na szok hipoosmotyczny pozby¢ sie zapasu betainy w czasie krotszym niz 200 ms [8].
Najczesciej jednak w pierwszej kolejnosci komérki pozbywajasie matych czastek, jak
np. jony potasu [12]. Stwierdzono, ze u Listeria monocytogenes, poddanej dziataniu
obnizonego ci$nienia osmotycznego, wyptyw betainy i L-kamityny trwat okoto 5 sekund
[46].

W wyptywie substancji osmoregulacyjnych uczestnicza prawdopodobnie opisane
niedawno kanatly uaktywniane przez bodZce mechaniczne (ang. mechanosensitive
channels - skrét Msc) [43, 44]. Wyplyw taki jest szybki, niezalezny od energii
metabolicznej, i moze by¢ blokowany niespecyficznie przez jony gadolinowe (Gd3¥)
[22]. Najlepiej dotad poznanym kanatem tego typu jest kanat formowany przez biatko
MscL, wystepujacy u Escherichia coli. Biatko MscL jest zbudowane ze 136
aminokwasow ijego przypuszczalna masa wynosi 15 kDa [12, 42, 45]. Ma ono dwa
centra aktywne, przy czym w jednym z nich grupa aktywnajest grupa karboksylowa,
aw drugim aminowa [43]. Do otwarcia kanatu dochodzi pod wptywem naprezenia lub
naciggniecia btony, spowodowanego zwiekszeniem objeto$ci komorki, bedgcego
nastepstwem pobrania wody [41]. Na czutos¢ aktywacji kanatu wptywa potencjat btony,
natomiast szczelina powstajgca po otwarciu kanatu wynosi w przyblizeniu 4 nm [3,
43]. Decydujaca role w pozbywaniu sie substancji osmoregulacyjnych w warunkach
hipoosmotycznych odgrywaja kanaty uaktywniane przez bodzce mechaniczne, chociaz
komérki wykorzystujg do usuwania tych substancji réwniez systemy transportu opartego
na przenosnikach [22, 39].
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PODSUMOWANIE

Przezycie bakterii w warunkach podwyzszonego, jak i obnizonego ci$nienia
osmotycznego uwarunkowane jest wieloma czynnikami. Jednym z najwazniejszych
mechanizmow adaptacyjnych jest kontrolowane gromadzenie substancji osmo-
regulacyjnych. Badania prowadzone w ostatnich latach znacznie poprawity rozumienie
funkcjonowania mechanizméw zwigzanych z osmoregulacjg. W przysztosci
wykorzystanie tej wiedzy z pewnos$cig pozwoli na lepsza kontrole proceséw, w ktérych
istotnajest przezywalnos¢ bakterii.
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E-NTPDazy - ENZYMY UCZESTNICZACE
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E-NTPDases - ENZYMES INVOLVED IN SIGNALLING PROCESSES
IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM
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Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Streszczenie: E-NTPDazy (Ecto-Nucleoside Triphosphate Diphosphohydrolasefamily, E-fosfohydrolazy
ATP), nazywane wcze$niej ekto-ATPazami i ekto-apirazami, sag enzymami, ktére w obecnosci milimo-
lowych stezeA kationéw dwuwartosciowych hydrolizujg pozakomérkowe tri- i difosfonukleotydy.
Wiele dowodéw wskazuje, ze E-NTPDazy uczestniczg w procesach przekazywania informacji z udzia-
tem ATP i purynoreceptoréw P2. Funkcja E-fosfohydrolaz ATP w neurotransmisji nie ogranicza sie
jedynie do usuwania agonistéw receptoréw P2. Enzymy te poprzez utrzymywanie rbwnowagi pomie-
dzy stezeniem ATP i adenozyny regulujg rowniez szybkos¢ i intensywno$¢ odpowiedzi komoérek na
sygnat purynowy. Zachwianie rbwnowagi [E-ATP]: [E-adenozyna] moze prowadzi¢ do wielu groznych
choréb. Jak dotad nie wyjasniono sensu wystepowania w przestrzeniach synaptycznych E-NTPDazy 2.
Naszym zdaniem, enzym ten uczestniczy w obnizaniu wysokiego stezenia ATP w synapsie oraz two-
rzeniu z ATP innego neuroprzekaznika - ADP.

Stowa kluczowe: E-NTPDazy, ekto-enzymy, ekto-apirazy, ekto-ATPazy, ATP, centralny uktad nerwowy.

Summary: The E-NTPDases (ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase family, E-phoshohy-
drolases ATP) belong to the family of enzymes previously called ecto-ATPases and ecto-apyrases,
which hydrolyze a variety of ecto-tri- and ecto-diphosphonucleosides in presence of divalent cations.
There is strong evidence that E-phosphohydrolases ATP are involved in signaling processes via ATP and
purinoceptors. The function of those enzymes is not restricted to releasing agonist from purinoceptors.
They also regulate the velocity and intensity of cell response to purinergic signal by maintaining the
balance between concentration of ATP and concentration of adenosine. Lack of [ATP]:[adenosine]
balance may lead to different diseases. The reason for existence of E-NTPDase 2 in synapse remains
unclear. In our opinion E-NTPDase 2 participates in lowering the high ATP concentrations in synaptic
cleft and degradation of ATP to another signaling molecule - ADP.

Key words: E-NTPDases, ecto-enzymes, ecto-ATPases, ecto-apyrases, ATP, central nervous system.
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1. WSTEP

E-NTPDazy (Ecto-Nucleoside Triphosphate Diphosphohydrolase family, E-
fosfohydrolazy ATP) znane wczesniej jako ekto-ATPazy i ekto-apirazy sg enzymami,
ktére hydrolizujg pozakomérkowe tri- i difosfonukleozydy [47,67]. Wszystkie E-
fosfohydrolazy ATP, niezaleznie od pochodzenia:

1) charakteryzujg sie niskg specyficznos$cia substratowg

2) sg aktywowane przez kationy dwuwartosciowe (najsilniej Ca i Mg" ),

3) majg alkaliczne optimum pH,

4) saniewrazliwe na inhibitory ATPaz (typu - P, V, F) i alkalicznych fosfataz,

5) ich aktywnos¢jest modulowana przez lektyny, zwigzki bifunkcjonalne (sprzegaja-
ce) i detergenty [33,47].

Poza tym, wiekszos$¢ analizowanych NTPDaz wykazuje wyzsze od ATPaz powi-
nowactwo do ATP [33]. Sekwencje aminokwasowe sklonowanych dotychczas E-
fosfohydrolaz ATP, tak rozpuszczalnych jak i membranowych, saw wysokim stopniu
identyczne, natomiast poszczegdlni cztonkowie tej rodziny enzymdéw réznia sie sto-
sunkiem szybkosci hydrolizy ATP do szybkosci hydrolizy ADP (Kd) [67]. Kshstanowi
gtowne kryterium podziatu E-fosfohydrolaz ATP [67]. E-NTPDazy ulegaja ekspresji
w wiekszosci przebadanych komorek i tkanek [47]. Uwaza sie, iz podstawowa funkcjg
tych enzymow jest regulacja poziomu wolnych nukleotyddéw di- i trifosforanowych w
komorce i w przestrzeniach pozakomoérkowych [32]. Ta cecha E-NTPDaz wy-
korzystywana jest do uwalniania purynoreceptorow P2 od agonéw - ATP i ADP
[32,34,69].

W niniejszej pracy przedstawilismy rezultaty badan oraz aktualne poglady na funkcje,
budowe molekularng i wiasciwosci kinetyczne E-NTPDaz mézgu. W przegladzie
uwzgledniliSmy tez nowg nomenklature omawianych enzyméw [67].

2. BUDOWA MOLEKULARNA | WEASCIWOSCI
FIZYKO-CHEMICZNE E-NTPDazy 1(E-APIRAZY, CD39),
E-NTPDazy 2 (E-ATPazy, CD39L1)
| E-NTPDazy 3 (HB6, CD39L3)

W procesy neurotransmisji zaangazowane sg dwie grupy NTPDaz. W skiad
pierwszej z nich, zwigzanej ze strukturg membran i okreSlanej jako E-NTPDazy
wchodzg: E-NTPDaza 1, E-NTPDaza 2 i E-NTPDaza 3. Drugg rozpuszczalng forme
NTPDaz nazwano egzo-NTPDazami (e-NTPDazy) [47,67]. e-NTPDazy pojawiaja
sie w przestrzeni pozakomérkowej jednoczesnie z ATP [40].

2.1. Budowa molekularna E-NTPDaz

Przez wiele lat brak byto wyraznego postepu w poznawaniu witasciwosci fizyko-
chemicznych E-NTPDaz. Wynikato to przede wszystkim z braku wydajnych metod
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izolacji aktywnych katalitycznie E-fosfohydrolaz ATP z bton komorkowych i braku
specyficznych inhibitoréw E-apiraz i E-ATPaz [61]. Przetomem w poznawaniu budowy
molekularnej omawianej grupy enzyméw byto odkrycie, iz sekwencja aminokwasowa
apirazy tozyska ludzkiego jest identyczna z sekwencjg aminokwasowg antygenu CD39,
ktéry aktywuje limfocyty [11,39]. Ekspresja ludzkiego CD39 w komérkach hodo-
wlanych COS-7 prowadzita do wzrostu hydrolizy pozakomérkowego ATP i ADP przez
transfekowane komorki [59].

Dotychczas opisano budowe molekularna trzech E-NTPDaz mézgu - NTPDazy
1, NTPDazy 2 i NTPDazy 3 [27,50,61,68]. NTPDazy 1, 2 i 3 charakteryzujg sie
zblizong masg czasteczkowa, ktora wynosi odpowiednio 57.4, 54.4 i 59 kDa. Po
glikozylacji masa czasteczkowa tych enzymow osigga wartos¢ 70-80 kDa [27,50,61,68].

E-fosfohydrolazy ATP mo6zgu zakotwiczone sg w btonie komérkowej za pomoca
dwdch domen transbtonowych potaczonych duzg zewnatrzkomorkowa petlg. Koice N
i C faincucha polipeptydowego tych enzyméw znajdujg sie w cytoplazmie (ryc. 1)
[4,20,27,50,61]. Dla poréwnania, E-ATPaza watroby szczura mimo wyraznego
podobienstwa w sekwencji aminokwaséw do E-NTPDaz mézgu, matylkojedng domene
transbtonowa (ryc. 2) [37]. W obrebie petli zewnatrzkomérkowej E-NTPDaz mozna
wyréozni¢ od 4 do 5 zakonserwowanych sekwencji aminokwasowych oznaczonych
jako ACR (apyrases conserved regions) [19], zakonserwowane reszty cysteinowe
(10) oraz liczne potencjalne miejsca glikozylacji (ryc. 2) [20,27,50,61].

Cytoplazma
E-NTPDaza 1 E-NTPDaza 2

RYCINA 1 Struktura E-NTPDazy 1i E-NTPDazy 2: ACR1 - 4 -zakonserwowane domeny apirazowe;
A - reszty cukrowcowe
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W tancuchu polipeptydowym E-NTPDazy 1 wystepuja takze takie sekwencje
aminokwasowe (np. FCSKNI i AVIA przy koricu N), ktdre nie wystepujg w strukturze
E-NTPDazy 2 (ryc. 2) [50]. Podobnie E-NTPDaza 2 ma zakonserwowana sekwencje
N konicowg - AKKVLPLLLPPLVXAALGLAXF, ktdrej nie stwierdzono w biatku
E-NTPDazy 1(ryc. 2) [50]. E-NTPDaza 3 nie zawiera zadnej z wyzej wymienionych
sekwencji (ryc. 2) [50].

Wydaje sig, iz E-NTPDaza 3 moze by¢ pierwotng formg, z ktoérej powstaty E-
NTPDaza 1i E-NTPDaza 2. Istniejg dwa podstawowe argumenty przemawiajace za
tg hipotezg - wysoka identyczno$¢ sekwencji aminokwasowej E-NTPDazy 3 do E-
NTPDazy 1i E-NTPDazy 2 (odpowiednio 0,35-0,38 i 0,38-0,40), oraz posrednia
warto$¢ Ks(2,75-3,6) tego enzymu w odniesieniu do E-ATPaz i E-apiraz [50].

Analiza sekwencji aminokwasowych E-fosfohydrolaz ATP mézgu wykazata, iz
aktywnosc¢ tych enzyméw moze byé regulowana przez kinazy biatkowe. Potencjalne
miejsca fosforylacji zlokalizowano zardwno w domenach zewnatrz-, jak i wew-
natrzkomaérkowych E-NTPDaz. Petla zewngtrzkomorkowa E-NTPDazy 2 moze by¢
fosforylowana przez kinaze biatkowg C (2 miejsca), kinaze kazeinowg 2 (6 miejsc),
kinazy zalezne od cAMP i cGMP (po 1miejscu). Dodatkowo, jedno potencjalne miejsce
fosforylacji dla kinazy biatkowej C znajduje sie wewnatrz komarki [27]. Wiekszos¢
miejsc fosforylacji E-NTPDazy 3 znajduje sie w petli pozakomdrkowej - cztery dla
kinazy biatkowej C, po jednym dla kinaz zaleznych od cyklicznego AMP lub cGMP i
dwa dla kinazy kazeinowej. Poza tym, 20-aminokwasowy koniec C tego biatka zawiera
miejsca fosforylacji dla kinazy biatkowej C oraz kinaz zaleznych od cAMP i cGMP
[50]. Sugestie dotyczace fosforylacji E-NTPDaz zostaty potwierdzone przez wyniki
badan Wink i wspétpracownikéw [64]. Wyizolowana przez ta grupe badaczy E-
NTPDaza 1neurondw iastrocytow moézgu szczura byta fosforylowana przez kinazy
biatkowe.

Wiasciwosci fizykochemiczne E-NTPDaz mozgu przedstawiono w tabeli 1

2.2. Znaczenie domen ACR w procesach wigzania i hydrolizy substratow

Mimo intensywnych badan prowadzonych wieloma technikami nie wyjasniono
dotychczas, dlaczego enzymy rodziny E-NTPDaz o bardzo podobnej sekwencji
aminokwasowej i obecnosci zakonserwowanych regionéw ACR maja tak rézne warto$ci
Ksh E-NTPDaza 2 przeszto dziesieciokrotnie szybciej hydrolizuje ATP niz ADP,
natomiast E-NTPDaza 1 hydrolizuje ADP $rednio tylko 20-30% wolniej niz ATP.
Stosunek hydrolizy ATP do ADP w transfekowanych enzymem HB6 komérkach COS-
1wynosit 2,75 lub 3,6 [20,23,50,68]. Ponadto E-NTPDaza 1i 2 hydrolizujg roézne
trifosfonukleotydy purynowe ipirymidynowe, takie jak: GTP, UTPITP, CTP,aNTPDaza
ldodatkowo difosforany réznych nukleozydéw: GDP, UDP, IDP i CDP [20,68]. Nalezy
podkresli¢, iz produktami hydrolizy ATP przez E-NTPDaze 1ljest zawsze AMP oraz
2 Pppodczas gdy E-NTPDaza 2 hydrolizuje ATP do ADP i P. (ryc. 3) [20]. Zadna z
opisanych E-NTPDaz nie hydrolizowata AMP [68]. Aktywnos¢ E-fosfohydrolaz ATP
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MFTVLTRQPCEQAGLKAT IYRTPTXXALWL . LVEXV*VLVBX7VXQIHKQE
MELASARLLRGQIPWRGLLLTASLLTYWSPLTTAQVTVDAVPPNWEEK

ACR 1
KPLPENVKYGIVLDAGSSHTNLY I YKWPAEKENDTGWQLLEECQVKGP
REPPALKYG IVLDAGSSHTSMFVYKWPADKENDTG I VGQHSSCDVQGGG
VLPPGLKYGIVLDAGSSRTTVYVYQWPAEKENNTGWSQTFKCSVKGSG
SVLLLAHNLTQEFQVFYWYKGTTLNPDSE IARY IRSDNMSKTGTAYSGR

ACR 2
GISKYAQKTDE IAAYLAECMKMSTER IPASKQHQTPVYLGATAGMRLLR
1SSYANDPSKAGQSLVRCLEQALRDVPRDRHASTPLYLGATAGMRPFNL
1SSYGNNPQDVPRAFEECMQKVKGQVPSHLHGSTP IHLGATAGMRLLRL
ETGNNSNPMEGEPFVSLMCEPYTNNTSYLWSRNGESLSEGDRVTFSEGN

ACR 3
MESKQSADEVLAAVSRSLKSYPFDFQGAK T ITGQEEGAYGWITINYLLG
TSPEATARVLEAVTQTLTQYPFDFRGARILSGQDEGVFGWVTANYLLEN
QNETAANEVEESIQSYFKSQPFDFRGAQI ISGQEEGVYGWITANYLMGN
RTLTLLNVRRTDKGYYECEARNPATFNRSDPFNLDV 1 YGPDAPV I SPPD

ACR 4
RFTQEQSWLNF I SDSQKQATFGALDLGGSSTQVTFVPLNQTLEAPETSL
FIKYGWVGRWIRPRKGTLGAMDLGGASTQITFETTSPSEDPGNEVHLRL
FLEKNLWHMWVHPHGVETTGALDLGGASTQ I SFVAGEKMDLNTSD IMQV
1YLHQGSNLNLSCHADSNPPAQYFWL INEKLQTSSQELFISNITTNNSG

QFRLYGTDYTVYTHSFLCYGKDQALWQKLAQD 1QVSSGG I LKDPCFYPG
YGQHYRVYTHSFLCYGRDQILLRLLASALQIHRFHPCWPKGYSTQVLLQ
SLYGYVYTLYTHSFQCYGRNEAEKKFLAMLLQNSPTKNHLTNPCYPRDY
TYACFVNNTVTGLSRTTVKNITVFEPVTQPSIQITNTTVKELGSVTLTC

YKKWNVSELYGTPCTKRFEKKLPFNQFQVQGTGDYEQCHQS ILKFFNN
EVYQSPCTMGQRPRAFNGSAIVSLSGTSNATLCRDLVSRLFNISSCPFS
SISFTMGHVFDSLCTVDQRPESYNPNDV I TFEGTGDPSLCKEKVASIFD
FSKDTGVSVRWLFNSQSLQLTDRMTLSQDNSTLRIDP IKREDAGDQCEI

SHCPYSQCAFNGVFLPPLQGSFGAFSAFYFVMDFFKKMANDSVSSQEKM
QCSFNGVFQPPVAGNF IAFSAFYYTVDFLTTVMGLPVGTLKQLEEATEI
FKACHDQETCSFDGVYQPKIKGPFVAFAGFYYTASALNLSGSFSLDTFN
SMPVSFRISHP IKLDV IPDPTQGNSGLSEGAXAGXVXGSVAGWLLXAAL

TEITKNFCSKPWEEVKASYPTVKEKYLSEYCFSGTY ILSLLLQGYNFTG
TCNQTWTELQARVPGQKTRLADYCAVAMF IHQLLSRGYHFDERSFREW
SSTWNFCSQNWSQLPLLLPKFDEVYARSYCFSANY I YHLFVNGYKFTEE
AYFLYSRKTGGGSDHRDLTEHKPSTSSHNLGPSDDSPNKVDDVSYSVLN

TSWDQIHFMGK IKDSNAGWTLGYMLNLTNM IPAEQPLSPPLPHSTYXSL
FQKKAADTAVGWALGYMLNLTNL IPADLPGLRKGTHFSSWVALLLI/FTV
HFEKEVGNSS IAWSLGYMLSLTNQIPAESPL IRLPIEPPVFVGTLAFFT
FNAQQSKRPTSASSSPTETVYSWKKK  (476)

MVLFSLVLVAMVXTGLFXFSKPSYFWKEAV  (511)
LILAALVLLL “%5)
ATWP (?XARLLCLAFLAYLCSATRRKRHSEHAFDHAVDSD  (529)

RYCINA 2. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych moézgowych E-NTPDaz: czcionka pochyta -
domeny transhtonowe; czcionka pogrubiona - zakonserwowane reszty cysteiny; podkreslono domeny

ACR
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TABELA 1Nomenklatura i podstawowe wtasciwos$ci strukturalne E-NTPDaz mézgu

Nowa nazwa

E-NTPDaza 1

E-NTPDaza 2

E-NTPDaza 3

Poprzednia nazwa

CD39L3, HB6

Elementy struktury

CD39, ekto-apiraza, - masa czasteczkowa 70-80 kDa
ekto-ATP difosfohydrolaza - ACR 14

- dwie domeny transhtonowe

- sze$épotencjalnych miejsc glikozylacji

- dziesie¢ zakonserwowanych reszt
cysternowych w petli zewnatrzkomérkowej

CD39L1, ekto-ATPaza - masa czasteczkowa 70-80 kDa

- ACR 14

- dwie domeny transhbfonowe

- siedem potencjalnych miejsc glikozylacji

- dziesie¢ zakonserwowanych reszt
cysternowych w petli zewnatrzkomérkowej.

- miejsca fosforylacji dla E-kinazy biatkowej C
(2), E-kinazy kazeinowej 2 (6) oraz E-kinazy
zaleznej od cCAMP i cGMP w petli
zewnatrzkomoérkowej

- jedno miejsce fosforylacji dla kinazy biatkowej
w cze$ci wewnatrzkomorkoweyj.

- masa czasteczkowa 79 kDa

- ACR 14

- dwie domeny transhtonowe

- siedem potencjalnych miejsc glikozylacji

- dziesie¢ zakonserwowanych reszt
cysternowych w petli zewnatrzkomérkowej

-miejsca fosforylacji dla E-kinazy biatkowej C (4),
E-kinaz zaleznych od cAMP i cGMP (po 1),
E-kinazy kazeinowej (2) w petli
zewnatrzkomoérkowej

- miejsca fosforylacji dla kinazy biatkowej C oraz
kinaz zaleznych od cAMP i cGMP w czesci
wewnatrzkomérkowe;j.

mézgu jest hamowana przez pochodne fosforanu pyridoxalu (PPADS) [25], a E-
NTPDaza 1i E-NTPDaza 3 sg dodatkowo hamowane przez NaN3[31,50].
Wykazano réwniez, ze E-NTPDaza 1i2 roznigsie wrazliwoscig na niektdre zwigzki
bedace antagonami purynoreceptorow P2. E-NTPDaze 1silniej hamuje btekit Evansa
(Evans blue), podczas gdy suramina efektywniej hamowata aktywno$¢ E-NTPDazy

2 [68].

Panuje poglad, izdomeny ACR budujg miejsce wigzania substratow ijednoczesnie
centrum katalityczne NTPDaz [19,22,65]. Sekwencja aminokwasowa z regionéw ACR
1i ACR 4 E-fosfohydrolaz ATP jest homologiczna z sekwencjami aminokwasowymi
motywow wigzacych 3iy fosforany ATP biatek rodziny heksokinaz (actin/hsp70/
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RYCINA 3. Schemat przemian E-puryn w przestrzeniach pozakomérkowych: 1- E-NTPDaza 1;
2- E-NTPDaza 2; 3- E-kinaza adenylanowa; 4 - E-5’-nukleotydaza; 5 - deaminaza E-adenozyny

hexokinasefamily) [19,45,51]. Wobec powyzszego wydaje sie, iz to wiasnie ACR 1
i 4 odgrywajg decydujacg funkcje w wigzaniu substratéw i ich hydrolizie. Jednak
badania wykazaty, izw powyzszych procesach biorgudziat réwniez pozostate domeny
ACR. Naszczeg6lngrole domen ACR w procesach katalizy wskazuje fakt, ze usuniecie
histydyny 59 lub argininy 67 z ACR 1, histydyny 135z ACR 2 lub kwasu gluta-minowego
182 z ACR 3 czy tez seryny 224 z ACR 4 prowadzi do czesciowej lub catkowitej
utraty aktywnosci biologicznej E-NTPDaz [16,23,51,65].

Z drugiej jednak strony, apiraza trzustki pomimo braku w fancuchu polipeptydowym
regionéw ACR 1-3,jest aktywnym fosfohydrolitycznie enzymem [26].

2.3. Aminokwasy wptywajace na szybkos$¢ degradacji przez NTPDazy
di- i trifosfonukleotydow

Interesujgcym, lecz nie do korica opisanym zagadnieniem jest mechanizm odpo-
wiedzialny za istniejgce miedzy E-NTPDazami roznice w szybkosci hydrolizy di- i
trifosfonukleotydéw. Dotychczasowe badania wykazaty, iz réznice w wartosciach K
E-fosfohydrolaz ATP wynikajg z obecnos$ci lub braku w ich tancuchach poli-
peptydowych okreslonych aminokwaséw. Brak tryptofanu 459 w tancuchu poli-
peptydowym E-NTPDazy 3 powodowat wzrost aktywnosci NTPazowej ijednoczesny
spadek aktywnos$ci NDPazowej tej hydrolazy [53]. E-NTPDaza 3 bez tryptofanu w
pozycji 187 1459 hydrolizowatajedenascie razy szybciej ATP niz ADP [53]. Natomiast
mutacja polegajaca na zamianie asparaginy 191 na alanine zmieniata stosunek szybkosci
hydrolizy ATP do ADP z 3,6 do 0,88 przez 135% wzrost aktywnosci ADPazowej i
67% spadek aktywno$ci ATPazowej w poréwnaniu z formg dzikg enzymu [65].
Prezentowane wyzej rezultaty wyraznie wskazuja ze sktad aminokwasowy regionéw
ACR ma istotny wptyw na powinowactwo E-NTPDaz do ATP i ADP.

2.4. 1Y-rzedowa struktura E-NTPDaz

Z dotychczasowych badan wynika, ze wiekszo$¢ E-NTPDaz wystepuje in vivo w
formie oligomerdéw [22,28,49,52,55,60]. Rezultaty analiz przeprowadzonych z udziatem
zwiazkow sprzegajacych sugeruja ze E-NTPDazy w membranach wystepujaw formie
homotetramerdéw, ardznice we wiasciwosciach kinetycznych tych hydrolaz wynikaja
z roznic w sitach interakcji miedzy monomerami kompleksu [29,30,35,55].
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Jak dotad nie wyjasniono jednoznacznie, za pomocg jakich wigzan podjednostki
E-NTPDaz taczg sie ze sobg w formy oligomeryczne. Smith i wspotpracownicy [52]
badajac wptyw glikozylacji na aktywnos$¢ E-NTPDazy 3 stwierdzili, izw oligomeryzacji
tego biatka biorg udziat reszty cukrowcowe. Wang i wspotpracownicy [60] wykazali
natomiast, ze do oligomeryzacji E-NTPDazy 1prowadzg interakcje miedzy domenami
transbtonowymi monomeréw. Fakt, iz réwniez mutanty E-NTPDazy 1 majace tylko
jedna domene transhtonowa wystepuja w formie tetrameréw $wiadczy, ze jedna domena
transbtonowajest wystarczajaca do oligomeryzacji tych enzymow. Jeszcze inna grupa
badaczy [49] stwierdzita, iz w procesie formowania oligomeréw E-NTPDaz istotng
role odgrywaja grupy -SH z zewnatrzkomorkowej petli tych biatek, ktore tworzg mostki
dwusiarczkowe miedzy monomerami.

2.5. Whptyw struktury 1V-rzedowej na wtasciwosci katalityczne E-NTPDaz

Niektorzy autorzy uwazajg, ze struktura 1V-rzedowa tych enzyméw ma istotny
wptyw na réznice w powinowactwie E-NTPDaz do substratow [18]. Stwierdzono
bowiem, ze aktywno$¢ E-NTPDazy 1wzgledem ATP i ADP jest regulowana przez
interakcje pomiedzy domenami transbtonowymi podjednostek a zakonserwowanymi
resztami H59 i N61 z regionu ACR 1. Autorzy sugeruja, iz zmiany struktury IV-
rzedowej wptywajg na strukture ACR 1imodyfikujgw ten sposéb szybkosé hydrolizy
ATP i ADP [18].

3. ROZPUSZCZALNE FORMY NTPDaz

Pierwszg oczyszczong, sklonowang i zsekwencjonowangrozpuszczalngNTPDazg
byta apiraza ziemniaka [19]. W tkankach ludzkich stwierdzono obecnos$¢ dwdch
rozpuszczalnych e-fosfohydrolaz ATP: e-N iTDazy 5 (CD39L4) i e-NTPDazy 6
(CD39L2) [10,21,42]. Wystepowanie e-NTPDazy 5 ogranicza sie do ukiadu
krwionos$nego. Synteza tego biatka odbywa sie w makrofagach, po czym jest ono
uwalniane do krwi, gdzie obniza stezenie ADP [42].

Badania wykazaly, iz rozpuszczalne NTPDazy moga by¢ uwalniane z komérek
poddanych stymulacji elektrycznej lub dziataniu bodzcdw mechanicznych [40,56,66].
Stymulacja elektryczna nerwdw uktadu autonomicznego przewodu moczowego swinki
morskiej uwalnia do przestrzeni synaptycznej jednocze$nie ATP i rozpuszczalne
e-fosfohydrolazy, ktére hydrolizujg pozakomérkowe nukleotydy (ATP, ADP i AMP)
do adenozyny [40,56]. Wyrzut E-fosfohydrolaz ATP i E-5’-nukleotydaz na zewnatrz
komorki jest nastepstwem wzrostu stezeniajonow Ca2+w zakonczeniach nerwowych.
Na tej podstawie autorzy zasugerowali, iz podobnie do neurotransmiteréw, niektére
rozpuszczalne hydrolazy sa magazynowane w neuronach w postaci pecherzykéw.
Enzymy i ATP moga wystepowac¢ razem w tych samych pecherzykach - w tym
przypadku rozpuszczalne NTPDazy stajg sie aktywne dopiero w przestrzeni synap-
tycznej, natomiast we wnetrzu pecherzyka ich aktywnos$¢ jest hamowana przez kwasne
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pH (okoto 4) [56]. Nie wykluczone jest rowniez, iz enzymy i ATP sg magazynowane
w osobnych pecherzykach. Rozpuszczalne hydrolazy nukleotydéw uwalniane z nerwow
uktadu autonomicznego Swinki morskiej, podobnie do E-NTPDaz nie sg wrazliwe na
inhibitory klasycznych ATPaz, natomiast sg silnie hamowane przez suramine i ARL
67156 [3,41,62]. Podobnie jak neurony ukiadu autonomicznego, réwniez komorki
nabtonka naczyn krwionosnych poddane dziataniu bodZzcéw mechanicznych {share
stress) uwalniajg do Swiatta naczyn krwionos$nych jednoczesnie ATP oraz rozpuszczalne
NTPDazy i 5’-nukleotydazy [66].

Inny jest mechanizm tworzenia formy rozpuszczalnej E-NTPDazy 6 [21]. Enzym
ten jest monomeryczng glikoproteing o masie czasteczkowej 50 kDa, ktora ulega
ekspresji w wielu réznych tkankach. E-NTPDaza 6 staje sie rozpuszczalna po
proteolitycznym odcieciu 78 aminokwasowego peptydu sygnatowego. Enzym ten
preferuje difosforany nukleozydéw jako substraty i wykazuje najwyzsze powinowactwo
do GDPIilDP [21].

4. FUNKCJA E-NTPDaz

Z wielu badan wynika, iz podstawowg funkcjg E-NTPDazy 1, zlokalizowanej w
szczelinie synaptycznej lub ptytce nerwowo-mie$niowej jest uwalnianie pury-
noreceptoréw P2 od agondéw (ATP i ADP). Przerwanie sygnatu zwigzanego ze
stymulacjg receptora P2 przez ATP i/lub ADP odbywa sie dzieki hydrolizie obu tych
nukleotydéw do AMP (ryc. 3) [32,47,63]. E-NTPDazy modulujac sygnat purynergiczny
posrednio uczestniczg w regulacji wielu waznych procesoéw fizjologicznych, tj.
wydzielanie hormonow, funkcjonowanie uktadu naczyniowo-sercowego, uczenie sie i
zapamietywanie, odpowiedZ immunologiczna, apoptoza, przewodzenie bélu, neuro-
transmisja, skurcz i rozkurcz miesni gtadkich oraz wzrost i regeneracja komorek
[1,2,5,17,24,44]. E-NTPDazy 1w kooperacji z E-5’-nukleotydazamihydrolizujg ATP
i ADP do adenozyny bedacej ligandem purynoreceptoréw P 1(ryc. 3) [32,63]. Apirazy
obecne na powierzchni komérek endotelialnych naczyn krwionos$nych degradujac ADP,
zapobiegajg niekontrolowanej agregacji ptytek krwi [32]. Nie wyjasnionajestjeszcze
funkcja E-NTPDazy 2, hydrolizujagcej ATP do ADP. By¢ moze sensem dziatania tego
enzymujest tworzenie ADP - czasteczki sygnatowej aktywujacej niektére z receptorow
P2Y [48]. E-NTPDazy regulujg réwniez stezenie substratéw dla E-kinaz biatkowych
[12] oraz uczestnicza w procesach adhezji komérkowej [13,14].

5. E-NTPDazy A BIALKA ADHEZJI KOMORKOWEJ
(CAM-CELL ADHESIONMOLECULE)

W 1991 roku ukazata sie praca dotyczaca strukturalnego i immunologicznego
podobienstwa pomiedzy wyizolowang z watroby szczura E-ATPazg i C-CAM 105
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[36]. Relacje pomiedzy E-NTPDazami i biatkami adhezji komdrkowej do dnia
dzisiejszego budzg kontrowersje [13,54]. Cze$¢ badaczy uwaza, iz E-fosfohydrolazy
ATP sgjednoczesnie biatkami adhezji komorkowej lub biatka adhezji komérkowej majg
zdolnos¢ hydrolizy ATP, co upodabniaje do NTPDaz [13,14]. W uktadzie nerwowym
biatka NCAM biorgudziat w procesach prowadzacych do tworzenia nowych potaczen
pomiedzy neuronami, czyli tzw. plastycznosci synaps [14]. Powyzsze procesy lezgu
podstaw miedzy innym uczenia sie i zapamietywania. Istnieje hipoteza wyjasniajaca
Scisty zwigzek pomiedzy E-NTPDazami i biatkami NCAM. ATP jest uwalniany do
synaps przez neurony réwniez w okresie miedzy kolejnymi impulsami sygnalizacyjnymi.
Ta porcja nukleotydu w aktywnych synapsach jest w sposéb ciggty hydrolizowana
przez E-NTPDaze 2. Chroni to biatka adhezyjne synaps przed zalezng od ATP proteoliza.
Jednoczesnie proteoliza biatek NCAM eliminowataby nieaktywne synapsy, a wynikiem
tego procesu bytoby przerwanie potaczenia nerwowego miedzy neuronami [14].
Nowsze badania nad zwigzkiem miedzy biatkami NCAM a E-NTPDaza 1prowadzone
z udziatem specyficznych przeciwciat sugerujg iz hydroliza ATP przez te enzymy
ostabia site oddziatywania miedzy komaérkami [15].

6. UDZIAL E-NTPDazy 1W PROCESACH UCZENIA SIE
| ZAPAMIETYWANIA

Badania wykazaty, iz ATP poprzez aktywacje purynoreceptorow P2 moze
indukowa¢ w hipokampie zjawisko nazywane LTP (dtugotrwate wzmocnienie) [63].
LTP odgrywa decydujaca role w uczeniu sie i zapamietywaniu. Bonan i wspo6t-
pracownicy [5] analizowali zmiany aktywnosci E-NTPDazy 1w procesie uczenia sie.
Stwierdzono, iz aktywnos¢ tego enzymu w hipokampie szczuréw poddanych treningowi
(avoidance task), po trzech godzinach od chw'li jego zakoriczenia, byta 33% nizszaw
poréwnaniu z aktywnos$cig tego enzymu w hipokampie zwierzat z grupy kontrolnej.
Obnizona aktywno$¢ E-NTPDazy 1prowadzita do wzrostu stezenia ATP w przestrzeni
pozakomorkowej, co z kolei warunkowato powstawanie LTP [5].

7. UDZIAL E-NTPDaz
W ETIOLOGII NIEKTORYCH CHOROB

Pozycja chromosomowa ludzkiego CD39 (10g23.1 do g24.1) [39] pokrywa sie z
pozycja grupy gendéw odpowiedzialnych za wystepowanie epilepsji ogniskowej z
objawami stuchowymi (10922 do q24) [46]. Jednocze$nie, aktywno$é E-NTPDazy 1
w hipokampie i w czesci skroniowej kory mézgowej ludzi chorych na epilepsje jest
obnizona. Powyzsze obserwacje moga sugerowac, iz mutacja w genie apirazy stanowi
gtéwng przyczyne epilepsji. Spadek aktywnosci apirazowej powodowatby wzrost
stezenia pozakomdrkowego ATP ijednoczes$nie obnizenie stezenia pozakomorkowej
adenozyny [43]. Podobnie, obnizong aktywno$¢ E-NTPDazy 1stwierdzono u myszy z
padaczka stuchowopodobng [57]. Natomiast komdrki kory mézgu i hipokampu szczurow
z indukowang padaczka skroniowg'(lobe epilepsy) charakteryzowaty sie wyraznym



E-NTPDazy - ENZYMY UCZESTNICZACE W SYGNALIZACII 459

wzrostem aktywnosci ATP/ADPazowej, ktéry utrzymywat sie do okoto 100 dni od
momentu wywotania padaczki [6]. Ten dtugotrwaty wzrost aktywnosci E-NTPDazowej
tagodzit skutki epilepsji.

Niezwykle interesujace wyniki uzyskano w badaniach nad czerniakiem [15].
Wykazano, iz aktywno$¢ E-NTPDazy 1w melanocytach ro$nie wraz z rozwojem
choroby. Wzrost aktywnosci E-apirazowej pokrywat sie ze wzrostem ilosci mRNA
tego enzymu. Poniewaz E-NTPDaza 1 bierze udziat w regulacji proceséw adhezji
komorkowej (poprzez hydrolize ATP ostabia kontakt miedzy komorkami) zasu-
gerowano, iz nadekspresja apirazy w komérkach czerniaka redukuje kontakt limfocytow
T z tymi komdrkami i tym samym utrudnia rozpoznanie immunologiczne [15].
Potwierdzeniem tego sg badania nad pasozytami cztowieka, takimi jak: przywry
(Schistosoma mansoni) oraz pierwotniaki z gatunku Entamoeba. Inwazyjne formy
tych pasozytow charakteryzuje niemal 5-krotnie wieksza aktywno$¢ E-NTPDaz [8,58].

Z naszych badan nad rolg puryn w etiologii miazdzycy wynika, iz chorobie tej
towarzyszg dramatyczne zmiany w stezeniu nukleotyddw i nukleozydoéw adeninowych
we krwi oraz w aktywno$ci E-NTPDazy 1, E-NTPDazy 2, E-5’-nukleotydazy i
deaminazy E-adenozyny z naczyn krwionosnych ze zmianami miazdzycowymi [38].
Poznanie funkcji, a takze mechanizmu regulacji aktywnosci tych enzyméw moze utatwic
skuteczng walke z zawatami mozgu, degradacjg komorek mézgu wywotang nie-
dotlenieniem, czy tez z uwagi na role ATP w przenoszeniu sygnatéw bélowych, w
poznaniu etiologii migren [7,48,63]. Wykazano bowiem, iz ekspresja E-NTPDazy 1i
E-5’-nukleotydazy wzrasta gwattownie w obszarach mézgu szczura z indukowanym
niedokrwieniem przejsciowym przodomdzgowia. Skutkiem dziatania tych enzyméw
jest wzrost poziomu pozakomoérkowej adenozyny, ktora obnizajac tempo metabolizmu
chroni komorki z obszaru objetego niedokrwieniem przed $miercig [7].

8. PODSUMOWANIE

Naszym zdaniem omawiane w tym przegladzie enzymy odgrywaja role znacznie
wieksza niz przypisywana im funkcja zmiataczy agonéw purynoreceptoréw P2. Istotny
jest fakt, ze czasteczki sygnatowe wydzielane z komoérki (ATP) zostaja, poza komérka,
przeksztatcone w inne czasteczki sygnatowe (ADP i adenozyne). Przemiany te
odbywajg sie z udziatem szeregu E-enzymédw, w tym E-NTPDazy 1i E-NTPDazy 2
(ryc. 3).

W wiekszosci przypadkéw ATP i adenozyna, ATP i ADP oraz ADP i adenozyna
w komoérkach aktywuja przeciwstawne procesy. W centralnym uktadzie nerwowym
ATP stymuluje aktywno$¢ neurondw, podczas gdy adenozyna zwalnia tempo tych
przemian [63]. ADP w ukfadzie krwionosnym aktywuje agregacje ptytek, podczas
gdy ATP (kompetycyjnie) i adenozyna (niekompetycyjnie) hamuja ten proces [32]. E-
NTPDazy regulujg szybkosc¢ i intensywnos$¢ odpowiedzi komarki na sygnat purynowy.
Jesli zatozymy, ze pierwotnym sygnatem jest ATP (a wiele dowodow na to wskazuje),
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to w wyniku przemian enzymatycznych poza komaérkg zawsze powstaje adenozyna, a
ilos¢ tego zwigzku dzieki aktywnos$ci E-hydrolaz roénie proporcjonalnie do iloSci ATP
wydzielonego z komorki. W tkankach E-enzymy utrzymujg rownowage miedzy [E-
ATP] i [E-adenozyng]. Z uwagi na ochronng funkcje adenozyny (serce, centralny uktad
nerwowy) réwnowaga ta powoduje, iz tempo przemian w zdrowych komérkach
pozostaje na takim poziomie, ze komdrki nie zostang uszkodzone w wyniku np.
niedotlenienia [7]. Taki spos6b utrzymywania homeostazy nie wymaga dodatkowych
czujnikéw poziomu metabolitéw, bowiem role ich petnig E-enzymy, ktére regulujgtempo
przemian ATP w adenozyne.

Postep, jaki dokonat sie w badaniach nad neurotransmisja z udziatem nukleotydow
purynowych, wyjasnit wiele szczegdtéw dotyczacych struktury, funkcji, mechanizmu
idrogi, jaka sygnat nukleotydowy przenoszony jest do komérki [48,63]. Opisano réwniez
niektore szlaki, jakimi sygnat propagowany jest w komérkach nerwowych [48]. Analiza
genow pozwolita na okre$lenie réznic i podobieAstw w sekwencji enzymow uczest-
niczacych w degradacji di- i trifosfonukleotydéw [9,10,28,39,50]. Nie wyjasniono
jednak, dlaczego komérki wytwarzajgdwa E-enzymy o zréznicowanym powinowactwie
do substratow di- i trifosforanowych.

Z naszych badan wynika, ze powinowactwo E-NTDPazyl do ATP jest 10-krotnie
wieksze od NTPDazy 2 [dane niepublikowane]. Wiadomo réwniez, iz receptory P2Y,
aktywowane przez ADP oraz P2Y20 wysokim powinowactwie do ATP jako liganda
ulegajg koekspresji w wielu typach komoérek [48]. Powyzsze obserwacje moga
sugerowac, iz E-NTPDaza 2 uczestniczy w obnizeniu wysokiego poziomu ATP w
synapsach oraz produkcji innego neurotransmitera - ADP. W ten spos6b zostaje
uruchomiony kolejny szlak transmisji sygnatu np. majacy na celu obnizanie wydzielania
neuroprzekaznikow w tym ATP [48]. Nie jest do korica jasne, dlaczego E-NTPDazy
sq identyczne z antygenami lub CCAM-em [36,39,59]. Nie okreslono réwniez roli
tych enzyméw w etiologii schorzen centralnego uktadu.
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EKSPERYMENTALNE | KLINICZNE PROBY
LECZENIA NOWOTWOROW Z UZYCIEM GENU
DLA INTERLEUKINY 12 (IL-12)

EXPERIMENTAL AND CLINICAL APPLICATION OF INTERLEUKIN 12
(IL-12) GENE-BASED THERAPY IN TUMOUR TREATMENT

Grzegorz BASAK, Witold LASEK

Zaktad Immunologii, Centrum Biostruktury Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Strategia dotyczaca modyfikacji komérek genami dla cytokin jest intensywnie rozwijaja-
cym sie kierunkiem terapii genowej nowotworéw. W licznych badaniach wykazano, ze jednym ze
skuteczniejszych podejs¢ terapeutycznych jest wprowadzanie genu dla interleukiny 12 (IL-12) w celu
indukcji jej miejscowego uwalniania. Unika sie w ten sposéb ciezkich efektow toksycznych powodo-
wanych przez IL-12 podawang systemowo. Najliczniejsze prace eksperymentalne dotyczg podawania
komoérek nowotworowych modyfikowanych genem dla IL-12 ex vivo, uzywanych jako szczepionki.
Wykazano takze wysokga skuteczno$¢ fibroblastéw z wprowadzonym genem dla IL-12. Dzieki modyfi-
kacji komérek dendrytycznych genem dla IL-12 udato sie réwniez wzmocni¢ skuteczno$é zwiazanych
z nimi strategii terapeutycznych. Postep w dziedzinie inzynierii genetycznej pozwolit na wprowadza-
nie genéw dla IL-12 in vivo, poprzez transfer genéw za pomocg adenowiruséw, a takze wiruséw ospy
lub opryszczki. Niewirusowe metody transferu genu dla IL-12 obejmowaty bezposrednie podawanie
plazmidu do mies$ni poprzecznie pragzkowanych, skéry lub tkanki nowotworowej. Skutecznos¢ transfe-
ru potegowana byta przez elektroporacje lub zastosowanie metody ,,wstrzeliwania” DNA. Podjeto
nawet préby terapii genem dla IL-12 podajac ten gen doustnie. Efektywno$¢ terapii nowotworéw genem
dla IL-12 wzmagana byta poprzez jednoczesne zastosowanie cytokin: I1L-2, -15,-18, GM-CSF, TNF-a,
chemokin IP-10 i MIG, wprowadzenie genéw dla czasteczek kostymulujacych B7.1 i4-1BB oraz dotg-
czenie terapii adoptywnej. Przeprowadzone na zwierzetach badania udowodnity skuteczno$¢ terapeu-
tyczng modyfikacji komoérek genem dla I1L-12. Pozwolito to na podjecie pierwszych préb klinicznych.

Stowa kluczowe: IL-12, terapia genowa nowotworéw

Summary: The strategy concerning the modification of cells with genes encoding cytokines is an inten-
sively developing branch of tumour gene therapy. Many experiments show that inserting IL-12 gene
into cells is one of the most effective therapeutic approaches. 1L-12, when produced in the tumour
microenvironment efficiently stimulates antitumour immunity, preventing severe toxicities caused by
IL-12 given systemically. The majority of research papers concern the therapy with ex vivo IL-12 gene
modificated tumour cells, used as antitumour vaccines. High therapeutic efficiency of fibroblasts mo-
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dificated to secrete IL-12 has also been shown. Further, insertion of IL-12 gene into dendritic cells made
these cells highly efficient and improved their function as antitumour vaccine. The development of
genetic engineering methods has allowed in vivo transduction ofcells with IL-12 gene, by adenoviral gene
transfer as well as Vaccinia Virus or Herpes Simplex Virus vectors. Nonviral IL-12 gene transfer methods
used direct injection ofnaked DNA into skeletal muscles, skin or tumour tissue. The effectiveness ofgene
transfer has been improved by electroporation or the gene gun method. Also the trial with IL-12 gene
givenper os has already been undertaken. The efficacy oftumour gene therapy with IL-12 gene has been
enhanced by simultaneous administration of cytokines: IL-2, -15,-18, GM-CSF, TNF-a, chemokines:
IP-10 and MIG, insertion of genes for costimulatory molecules B7.1and 4-1BB and also by addition of
adoptive therapy approaches. The experiments in animal models have documented the therapeutic
effectiveness of modification of cells with IL-12 gene. As a result ofthat, the first clinical trials have been
undertaken.

Key words: IL-12, tumour gene therapy

1. WSTEP

Juz od ponad 10 lat, w wielu prébach terapii nowotworéw wykorzystuje sie metody
inzynierii genetycznej. Jeden z gtéwnych kierunkéw terapii genowej ma wptywaé na
zwiekszenie efektywnosci odpowiedzi immunologicznej przeciwko nowotworowi,
poprzez modyfikacje materiatu genetycznego komdrek gospodarza. U podtoza tego
postepowania lezy hipoteza, méwigca o mozliwosci odwrdcenia stanu anergii lub
tolerancji uktadu immunologicznego pacjenta w stosunku do komaérek nowotworowych,
co moze prowadzi¢ do wyleczenia nowotworu [30]. Aby to osiggna¢, nalezy zwiekszy¢
skuteczno$¢ prezentacji antygendw nowotworowych komoérkom efektorowym uktadu
immunologicznego.

Opierajac sie na tych przestankach, stosowano poczatkowo niezdolne do proliferacji
komarki nowotworowe (np. napromieniane promieniami Roentgena) w pofgczeniu z
réznymi adjuwantami np. z BCG. Po odkryciu molekularnej budowy niektorych
antygenow nowotworowych oraz kodujacych je gendw, podawano pacjentowi okres$lone
determinanty antygenowe w postaci peptydéw lub DNA. Nastepnie, zaczeto mody-
fikowa¢ komorki nowotworowe genami cytokin, czasteczek kostymulujacych, czas-
teczek uktadu HLA iinnych. Kolejne strategie obejmowaty modyfikacje genetyczng
limfocytéw, komorek prezentujgcych antygen, jak rowniez komdrek innych tkanek
potozonych w miejscu nowotworu lub dystalnie.

Juz w 1988 r. [11] opublikowano pierwszg prace donoszaca o skutecznosci
terapeutycznej komérek nowotworowych modyfikowanych ex vivo genami dla cytokiny
- IL-2. Od tej pory byty prowadzone liczne eksperymenty obejmujace transfer genéw
dla wielu réznych cytokin. Skuteczno$¢ ich w badaniach przedklinicznych réznitfa sie
m.in. w zaleznos$ci od badanego nowotworu. Jedng z najefektywniejszych strategii
wydaje sie by¢ wprowadzanie genu dla interleukiny 12 (IL-12) (ryc.l).

Interleukina 12jest heterodimeryczna glikoproteing, sktadajacg sie z potgczonych
mostkiem dwusiarczkowym podjednostek 35 140 kD. Po raz pierwszy zostata opisana
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RYCINA 1Podsumowanie strategii terapeutycznych zwigzanych z transferem genu dla IL-12 opisanych
w tekscie

w 1989 roku jako czynnik stymulujgcy komorki NK (NKSF). Wkrotce odkryto jej
liczne, istotne biologicznie witasciwosci wigczajac stymulacje cytotoksycznosci i
proliferacji komoérek NK oraz limfocytow T cytotoksycznych (CTL), indukcje
wydzielania cytokin i chemokin, zwlaszcza IFN-y, oraz udziat w powstawaniu komorek
typu Th 1 Fizjologicznymi zrodtami 1L-12 wydajg sie by¢ komarki prezentujgce antygen
(APC), takie jak makrofagi i komérki dendrytyczne. W ostatnich latach wykazano, ze
IL-12 jestjedngz najsilniej dziatajgcych przeciwnowotworowo cytokin. Systemowemu
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podaniu rekombinowanej, mysiej IL-12 towarzyszy wyrazna odpowiedZ przeciw-
nowotworowa w wielu modelach eksperymentalnych u myszy. PoSredniczg w niej
limfocyty T, prowadzac do regresji guzow, zwigzanej czesto z wytworzeniem przeciw-
nowotworowej pamieci immunologicznej. W aktywnosci przeciwnowotworowej IL-
12 w duzej mierze posredniczy IFN-y wydzielany w miejscu nowotworu przez
stymulowane komérki T i NK. Dochodzi do wzrostu ekspresji czasteczek MHC na
komorkach nowotworowych, indukcji syntazy tlenku azotu (NOS), uwalniania innych
cytokin oraz hamowania angiogenezy, dzieki indukowaniu wydzielania chemokiny IP-
10 (IFN-inducible-protein 10) przez komérki nowotworowe oraz limfocyty T [29].

Wobec obiecujgcych wynikow leczenia mysich modeli nowotwordéw za pomoca
rekombinowanej interleukiny 12, Atkins i wsp. [7] przeprowadzili faze | badan
klinicznych. Ujawnita ona znaczng toksyczno$¢ IL-12 podawanej systemowo. Juz przy
minimalnej dawce dozylnej 3 ng/kg IL-12 wystepowata gorgczka z dreszczami trudna
do zlikwidowania przy pomocy niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych. Inne czeste
dolegliwosci obejmowaty: zmeczenie, nudnosci, wymioty i b6l gtowy. Testy
laboratoryjne wykazywaty anemie, neutropenie, limfopenie, hiperglikemie, trombo-
cytopenie i hipoalbuminemie. Przy dawce IL-12 1000 ng/kg zaobserwowano efekty
toksyczne zmuszajgce dojej zmniejszenia - zapalenie jamy ustnej i zmiany w testach
watrobowych, przede wszystkim podwyzszony poziom transaminaz.

W prébach systemowego zastosowania rekombinowanej 1L-12 u cztowieka [7,62],
zaskakujgco, nie wykazano istotnej skutecznosci przeciwnowotworowej tej cytokiny.
Ponadto, zasugerowano, ze systemowe podanie IL-12 moze indukowac przejsciowa,
uogdlniong immunosupresje u myszy [38]. Nieefektywnos$¢ systemowe;j terapii IL-12
w klinice moze by¢ zwigzana z niemoznoscig osiggniecia przez te cytokine, w maksy-
malnej, tolerowanej dawce, skutecznych stezer w tozysku naczyniowym nowotworu
i/lub indukcjg uogo6lnionego zahamowania odpowiedzi limfocytow T [23].

Ryzyko toksycznosci i uog6lnionej immunosupresji znika, gdy terapia stosowana
jest miejscowo. Juz w 1988 r. Forni i wsp. [24] wykazali, ze doguzowe podawanie
niskich dawek rekombinowanych cytokin moze wybi6érczo zmienia¢ odpowiedZ
przeciwnowotworowg gospodarza, nie powodujgc znacznych efektow toksycznych.
Wedtug aktualnej teorii zwiekszone stezenie cytokiny w miejscu nowotworu powoduje
lokalng rekrutacje komérek zapalnych, ktére bezposrednio lub posrednio (po kontakcie
z limfocytami T) moga zniszczy¢ co najmniej cze$¢ komérek guza, uwalniajac ich
antygeny. Antygeny te, w formie biatek, peptydéw lub ciatek apoptotycznych, sa
przejmowane przez komorki dendrytyczne, ktére migrujg do weztéw chtonnych. Tam
wchodzg w interakcje z dziewiczymi limfocytami T. Aktywujac je, dajg poczatek
specyficznej odpowiedzi immunologicznej [37].

W 1993 r. Brunda i wsp. [10] udowodnili, ze po podaniu doguzowym IL-12, mozna
catkowicie wyleczy¢ nawet do 50% myszy z nowotworem. Efekt hamujgcy wzrost
guza byt tym silniejszy, im wyzsza byta dawka cytokiny, a przy podaniu miejscowym
nie obserwowano tez og6lnej toksycznosci. Wysoka skuteczno$é miejscowego dziatania
cytokiny wymagajednak trudnego do kontrolowania systemu wstrzyknie¢ doguzowych.
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Powstaty wiec projekty, wedtug ktérych IL-12 mogtaby by¢ wydzielana parakrynnie
w miejscu guza, wzbudzajgc efektywng odpowiedz immunologiczng skierowang
przeciwko jego komdrkom.

Wydaje siejednak, ze skuteczno$¢ uwalnianej miejscowo 1L-12 moze zaleze¢ takze
od jej dziatania systemowego [85]. IL-12 moze wtedy funkcjonowac¢ w krazeniu jak
hormon, regulujgc odporno$¢ organizmu. Wediug niektérych badaczy [16], w
okreslonych modelach doswiadczalnych podanie systemowe IL-12 cechuje sie jednak
wyzszg skutecznoscig niz podanie miejscowe. Wedtug nich, w badanym modelu
nowotworu jelita grubego C26 u myszy, systemowe podanie IL-12 w dawce 1pg/dobe
daje wrecz te same skutki, co 30-80 pg/ml IL-12 uwalnianej w miejscu nowotworu.

2. TERAPIA KOMORKAMI MODYFIKOWANYMI GENEM
DLA IL-12EXVIVO

2.1. Szczepionki z komdrek nowotworowych wydzielajacych IL-12

Komdérki szczepionki uzyskuje sie z masy nowotworowej usunietej podczas zabiegu
chirurgicznego badZ tez z pobranych biopsyjnie wycinkéw guza. Po wprowadzeniu
genu dla cytokiny do komorek oraz ich namnozeniu sg one napromieniowywane w
celu zahamowania proliferacji, a nastepnie podawane pacjentowi. Niektorzy badacze
postulujg mozliwo$¢ zastgpienia uzyskanych w ten sposéb autologicznych komoérek
szczepionki gotowymi, allogenicznymi liniami komorek o zblizonym profilu
antygenowym. Wiele prac dowodzi jednak wyzszej skutecznos$ci szczepionek
autologicznych. Dajg one najwieksza gwarancje zgodnosci komérek szczepionKi i
nowotworu pod wzgledem antygenowym. Jednak, modyfikacja genetyczna auto-
logicznych komorek nowotworowych pobranych uprzednio od pacjenta, musi by¢
wysoce zindywidualizowana, kosztowna i pracochtonna. Wyprowadzenie stosownych
klonéw komérek do zastosowania w szczepionce, o ilejest mozliwe, trwa tygodnie lub
nawet miesiace.

Inne strategie, omijajace problemy zwigzane z wprowadzaniem genu do komérek
autologicznych, obejmuja podawanie mieszaniny napromienionych komorek
autologicznych z modyfikowanymi genetycznie komdrkami nowotworowymi
allogenicznymi, komorkami innymi niz nowotworowe lub biopolimerowymi
mikrosferami, wydzielajgcymi 1L-12.

Skuteczno$¢ szczepionek wydzielajacych IL-12 zalezy od wielu czynnikéw:

1) ilosci IL-12 wydzielanej w miejscu nowotworu [19] (tabela 1),

2) rbwnowagi miedzy iloscig i szybkosScig lokalnego uwalniania cytokiny a tempem
indukowanej przez nig Smierci komorek szczepionki,

3) ekspresji charakterystycznych antygenow.
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TABELA 1 Poziom wydzielania IL-12 przez komorki nowotworowe i fibroblasty modyfikowane
jej genem ex vivo, w wybranych badaniach

Komérki nowotworowe
modyfikowane genetycznie

Poziom wydzielania IL-12

Pismiennictwo

Ostra biataczka szpikowa (AML) 2,2-3,4 ng/106 komorek/24 h [24]
Ludzki czerniak 507 pg/106 komorek/24 h [78]
Rak jelita grubego C26 30-80 pg lub 5 ngMO6 komarek/48 h [21]
BMK-16/myc 1,7-4,05 pg/106 komdrek/48 h [32]
Czerniak B16 45 ub 40 ng/106 komorek/24 h [55]
Rak prostaty RM-9 2000 pg/105komérek/24 h [36]
Rak drobnokomoérkowy ptuc N592 14,5+2,036 pg/5x105komdrek/48 h [23]
Rak ptuca LLC 4-5 ng/5x105komorek/24 h [82]
NXS2 neuroblastoma 4 ng/106 komorek/24 h [45]
Rak sutka MT-901 4 ng/106 komorek/24 h [6]
Rak jelita grubego C26 1-2 ng/106 komorek/48 h [69]
Rak nerki (Renca) RCC 146,7 ng/106 komérek/48 h [39]
Rak sutka SCK 1 lub 12 ng/106 komorek/ 24 h [22]
Fibroblasty modyfikowane genetycznie 120 ngdO6 komdrek/48 h [85]

[72]

1 ng/106 komorek/24 h
[47]

7,2 ng/106 komoérek/24 h

W czasie gdy przeprowadzano pierwsze préby ze szczepionkami wydzielajgcymi
cytokiny, nie znano jeszcze doktadnego profilu antygenéw komérek nowotworowych
uzytych jako szczepionki (mogty zawiera¢ matg liczbe antygenéw lub antygeny w
nieimmunogennej formie). Ekspresja szerokiego spektrum charakterystycznych dla
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nowotworu antygenow oraz ich stezenie w komaérkach transdukowanych genami dla
cytokin sg podstawowym warunkiem, dzieki ktéremu lokalna ekspresja cytokin moze
powodowacé aktywacje specyficznych dla guza reakcji immunologicznych. Wydaje
sie, ze wprowadzenie gendw dla cytokin do komérek nowotworéw mato immuno-
gennych moze prowadzi¢ jedynie do skromnego wzrostu immunogennosci lub do
aktywacji niespecyficznych, nieefektywnych reakcji zapalnych.

Na modelach zwierzecych przeprowadzono liczne préby terapii nowotworéw za
pomoca szczepionek z komérek nowotworowych wydzielajgcych IL-12. Skuteczno$¢
szczepionki zalezata w duzej mierze od modelu eksperymentalnego i typu badanego
nowotworu [9,1 1,12,20,38,4CM15 i in.].

Cavallo i wsp. [17] przeprowadzili eksperyment majacy na celu poréwnanie
skutecznosci szczepionki z napromienionych komoérek raka sutka TSA modyfikowanych
genem dla IL-12 z terapig napromienionymi komdérkami nowotworowymi wydzie-
lajagcymi IL-2, -4, -7, -10, IFN-y, a takze z terapig IL-12 podawang systemowo. TSA/
IL-12, w poréwnaniu z komorkami wydzielajgcymi inne cytokiny, najskuteczniej leczyty
myszy z rosngcym juz nowotworem. Zaskakujaco, taki sam lub lepszy efekt osiagnieto
jednak podajac IL-12 i.p. w dawce nietoksycznej. Nienapromieniowane komorki TSA
modyfikowane genami dla IL-12 nie tworzyly guza u wiekszosci myszy, co Swiadczyto
0 wzmozonej odpornosci przeciwnowotworowej. Jednak, po ponownym podaniu
komoérek szczepu dzikiego tym myszom, zaobserwowano znacznie stabszg odpowiedz
zalezng od pamieci immunologicznej niz w przypadku myszy, ktére odrzucity komarki
TSA wydzielajgce IL-4, IL-10 i IFN-y.

Rodolfo i wsp. [65] poréwnali natomiast skuteczno$¢ szczepionek z komorek raka
jelita grubego wydzielajagcych IL-12 albo IL-2 w stosunku do przerzutéw w ptucach,
po podaniu podskérnym szczepionki. Podczas gdy szczepionka wydzielajgca I1L-12
wyleczyta 40% myszy, komorki modyfikowane genem dla IL-2 zmniejszyly jedynie
liczbe przerzutéw, nie wptywajac na przezywalno$é zwierzat.

Przeszkoda w immunoterapii szczepionkami wydzielajgcymi cytokiny jest fakt, ze
najczesciej skierowanajest przeciwko komaérkom przerzutéw, ktore podlegty selekcji
w Kierunku zmniejszonej immunogennos$ci, m.in. wskutek utraty powierzchniowych
czasteczek MHC. Zaletg szczepionek z komorek nowotworowych wydzielajgcych
IL-12 jest fakt, ze moze ona aktywowac zarébwno MHC zalezng jak i niezalezng od
MHC odpowiedz przeciwnowotworowg Nanni i wsp. [52] wykazali, ze terapia genowa
przy pomocy komorek z wbudowanym genem dla IL-12 moze by¢ skuteczna takze w
przypadku nowotwordw pozbawionych czasteczek MHC. Wage tego spostrzezenia
podkresla fakt, ze wiele nowotworéw wykazuje nieprawidtowosci ekspresji czgsteczek
HLA, np. az do 88% nowotworow pochodzenia nabtonkowego.

Wykazano, ze szczepionki z komoérek nowotworowych wydzielajacych IL-12, silnie
wptywajg rowniez na odpowiedz humoralng. Stwierdzono na przyktad, ze poziom
przeciwciat 1gG2a u myszy koreluje z wywotang przez nie odpowiedzig przeciw-
nowotworowg. Dane te sugeruja mozliwo$¢ monitorowania przebiegu terapii
szczepionkami wydzielajacymi IL-12, takze w ujeciu klinicznym [63].
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2.1.1. Préby wzmocnienia efektu szczepionek zawierajgcych komarki
nowotworowe wydzielajgce IL-12

Pomimo relatywnie duzej skutecznosci komaorek nowotworowych wydzielajgcych
IL-12, zaistniata potrzeba wzmocnienia wtasciwosci terapeutycznych tej szczepionki.
Opierajac sie na biologicznych mechanizmach jej dziatania, poszukiwano czynnikéw
dziatajgcych z nig synergistycznie lub addycyjnie. Dotychczasowe badania obejmowaty
jednoczesne zastosowanie innych cytokin, czasteczek kostymulujgcych lub wprowa-
dzanych antygenéw nowotworowych.

2.1.1.1. Inne cytokiny

Opierajac sie na wynikach dotychczasowych eksperymentéw z rekombinowanymi
cytokinami, powstaty projekty wzmocnienia efektu szczepionki za pomoca IL-2. Takada
iwsp. [74] stworzyli komorki szczepionki z wprowadzonymi genami zaréwno dla IL-
12,jak i IL-2. Po podaniu dootrzewnowym zahamowaty one powstawanie przerzutéw
rakajelita grubego do ptuc w stopniu wiekszym niz komérki wydzielajace tylko jedng
cytokine. Tanaka i wsp. [76] na podstawie badan klonéw podwdéjnych transduktantéw
ustalili, ze skutek terapeutyczny zalezy od stezenia IL-12 i IL-2 w miejscu howotworu.
Najlepiej, gdy state wydzielanie 1L-12 byto potgczone z intensywna, lecz przejsciowg
produkcja IL-2, co zwigzane byto z wprowadzeniem jej genu za pomocg nosnika
adenowirusowego. Lode i wsp. [41] zapobiegli przerzutom po podaniu letalnej dawki
stabo immunogennego nowotworu neuroblastoma, taczac terapie szczepionka wydzie-
lajacajednotancuchowag IL-12 (sclL-12) z ukierunkowanym dostarczeniem IL-2. Gen
dla sclL-12 zostat wytworzony przez potaczenie cDNA dla podjednostek p35 i p40
IL-12 za pomocg zawierajacego 48 par zasad syntetycznego taicucha, kodujacego 15
aminokwasow. Aktywno$¢ biologiczna powstatego jednotaricuchowego biatka stanowita
jedng sz6stg aktywnosci standardowej, rekombinowanej IL-12. IL-2 zostata skierowana
W miejsce nowotworu poprzez sprzegniecie z nig przeciwciata przeciwko gangliozydowi
GD2, wykazujagcemu ekspresje na powierzchni guza.

Jak wykazano w naszym zespole, przejawiajgca podobne do IL-2 wiasciwosci
immunostymulujgce IL-15, synergizuje z IL-12 [40]. Di Carlo iwsp. [21] wszczepiali
myszom nagim komorki nowotworowe produkujace IL-12 i IL-15. Uzyskali catkowite
zahamowanie wzrostu modyfikowanych komorek, jak rowniez wymieszanych z nimi
komorek nowotworowych typu dzikiego. Zasugerowano gtéwna role makrofagow i
neutrofilbw w regresji tych nowotworow. Ostatnio, w badaniach wiasnych (dane
nieopublikowane) zostat przeprowadzony eksperyment znacznie blizszy zastosowaniu
klinicznemu: podano doguzowo szczepionke wydzielajgcg IL-12 w potaczeniu z
iniekcjami 1L-15. Uzyskano bardzo obiecujgce wyniki.

Wspolne wiasciwosci IL-12, jak i IL-18 dotyczace promowania odpowiedzi
komérkowej, zwiekszania ekspresji receptorow IL-12 przez IL-18, jak réwniez
mozliwosci synergistycznej indukcji IFN-y przez te cytokiny doprowadzita do kolejnych
rozwigzan terapeutycznych. Coughlin i wsp. [20] udowodnili, ze wsp6lne podanie
dwéch rodzajow zmodyfikowanych komorek, transdukowanych genami dla IL-12 lub



TERAPIA NOWOTWOROW Z UZYCIEM GENU DLA IL-12 473

IL-18, w znacznie wigkszym stopniu chroni przed nastepczym wzrostem komorek
szczepu rodzicielskiego, jak rowniez leczy wczesne postacie guza. Natomiast Nagai i
wsp. [50] podawali IL-18 systemowo, w sztucznym modelu guza modyfikowanego
genem IL-12, uzyskujgc znaczne zahamowanie jego wzrostu.

Aruga i wsp. [5] donie$li natomiast o korzystnym wptywie szczepionki ztozonej z
komérek z wprowadzonymi genami dla IL-12 oraz GM-CSF. Komorki uzyskane z
lokalnych weztéw chtonnych drenujgcych obszar podania szczepionki wykazywaty
znacznie wiekszg cytotoksycznos$¢ oraz skuteczno$¢ przeciwnowotworowg po ich
transferze adoptywnym. Obserwacje te sugerujg, ze IL-12 i GM-CSF dziataja
immunomodulujgco wedtug réznych mechanizmoéw, a ich efekty uzupetniajg sie.

Jak wynika z badan wasnych (Lasek i wsp. [39]), kombinacja terapii IL-12 i
TNF-a moze by¢ bardziej efektywna niz leczenie pojedyncza cytoking. Fujiwara i
wsp. [26] stworzyli komorki nowotworowe podwdéjnie modyfikowane genami dla IL-
12 oraz TNF-a. Wprowadzenie obu genéw do komorek synergistycznie hamowato ich
tumorogenno$¢, przypuszczalnie dzieki aktywacji komdrek NK oraz wzmozeniu
ekspresji czasteczek MHC klasy I, Il i B7.1.

2.1.1.2. Geny dla czasteczek kostymulujacych

Czasteczki B7 sg rodzing biatek btonowych, ktére oddziatujagc z receptorami na
limfocytach T zapewniajg sygnaly modulujgce odpowiedZz immunologiczng.
Wprowadzenie genéw dla tych czgsteczek do komdrek nowotworowych czyni te komarki
bardziej immunogennymi. Zitvogel i wsp. [86] wykazali synergistyczny efekt wpro-
wadzenia do komoérek nowotworowych genéw dla IL-12 iczasteczki B7.1. Komaérki
tej szczepionki wykazywaty znacznie mniejszg tumorogennos¢ oraz, po podaniu w
miejscu dystalnym do komérek nowotworowych typu dzikiego, w znacznym stopniu
spowalniaty lub hamowaty ich wzrost. Takze Hallez i wsp. [31] wykazali, ze dodatkowa
modyfikacja komorek genem dla czasteczki B7.1powoli, lecz systematycznie poprawia
odpornos¢ przeciwnowotworowg indukowang przez komoérki wydzielajgce 1L-12.

2.1.1.3. Geny dla antygenéw nowotworowych

Identyfikacja molekularnej struktury niektérych antygenéw nowotworowych
pozwolita na produkcje szczepionek przeciwnowotworowych: peptydowych, komorek
modyfikowanych ex vivo w celu zwiekszenia ekspresji specyficznych antygenéw
nowotworowych oraz szczepionek opartych na kodujagcym je DNA. Wydaje sie, ze
efekt tych szczepionek moze zosta¢ wzmozony przez transfer genu kodujacego 1L-12.
Hallez i wsp. [31] zaproponowali model szczepionki z komérek wydzielajagcych
IL-12, trasformowanych wirusem HPV-16. Uzyskano diugotrwatg odpowiedz
skierowang przeciwko antygenowi E7, onkoproteinie obecnej w wiekszosci
wywotanych tym wirusem nowotwordw. Efekt ten ttumaczy sie w duzej mierze indukcja
przez IL-12 systemowej odpornosci typu Thl.
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2.2. Komorki dendrytyczne (DC) modyfikowane genem dla IL-12

Badania dotyczace wczesnych etapow rozwoju odpowiedzi komadrkowej przeciw-
nowotworowej wykazaty, ze DC sg gtownymi komorkami prezentujgcymi antygen
stymulujagcymi efektywng odpowiedz limfocytéw T. Aktywowane DC przejmujg
rozpuszczalny antygen lub ciatka apoptotyczne, migruja do bogatej w limfocyty T,
parakortykalnej warstwy wezta chtonnego oraz rozpoczynajg szereg zjawisk pro-
wadzacych do selekcji limfocytdw T specyficznych dla antygenu i uwalniania wias-
ciwych sobie cytokin: IFN-y i IL-12. Dostarczanie DC modyfikowanych genetycznie
czasteczkami zwiekszajgcymi ich miejscowe przezycie i umiejetnos¢ wywotywania
odpowiedzi, w miejsce antygenu nowotworowego, moze prowadzi¢ do ominiecia
upos$ledzonych w mikrosrodowisku nowotworu wymagan ich selektywnej rekrutacji i
miejscowej aktywacji.

Niemodyfikowane DC moga produkowac IL-12, ale tylko po interakcji czasteczek
CD40 i MHC klasy Il z odpowiednimi czasteczkami na limfocytach T. Stosowanie
DC modyfikowanych genetycznie genami dla IL-12 wydaje sie by¢ wskazanym
kierunkiem w terapii nowotworéw. Pozwala on ominaé¢ szereg trudnosci zwiazanych
ze stosowaniem innych szczepionek z komdrek dendrytycznych. Przeszkoda dla strategii
obejmujacych ,karmienie” DC syntetycznymi antygenami nowotworowymi lub
wprowadzanie do nich DNA kodujacego te antygeny jest fakt, ze rozpoznawane przez
limfocyty T epitopy antygenéw nowotworowych zostaty poznane tylko dla niewielu
ludzkich nowotworow. Natomiast ,karmienie” DC mieszaning peptydow
nowotworowych, lizatami komorkowymi badZz RNA napotyka problemy zwigzane z
preparacja prébek z ludzkich nowotworéw litych. Stata produkcja IL-12 przez DC w
potaczeniu z ich mozliwo$ciami przejmowania i przetwarzania antygenéw
nowotworowych, migracji do weztéw chionnych i indukcji efektywnej odpowiedzi
immunologicznej powoduje, ze staja sie one skuteczniejsze niz nieprofesjonalne komorki
prezentujace antygen [55].

Wykazano, ze IL-12 wspélnie z DC wzmaga odpowiedz CTL in vitro [9]. Tuting i
wsp. [79] wykazali, ze ludzkie DC kotransfekowane metoda ,,wstrzeliwania” plazmidéw
(gene gun) dla antygenu nowotworowego i IL-12 wzmagaty takze specyficzng dla
antygenu odpowiedz CTL in vivo. Na DC transdukowanych retrowirusowo genami
dla IL-12 zaobserwowano zwiekszong liczbe czasteczek MHC Kklasy | i Il, praw-
dopodobnie czeSciowo dzieki aktywnosci samej IL-12, a bardziej prawdopodobnie
dzieki wzrostowi produkcji IFN-y przez limfocyty T i NK. Efektywno$¢ trans-
dukowanych DC moze cze$ciowo tlumaczy¢ fakt, ze IL-12 dziata bezpos$rednio na
DC promujac lokalizacje jadrowa czynnika NF-kB, a takze stymuluje DC do naturalnej
produkcji tej cytokiny [55] (ryc. 2).

Obok zmian fenotypowych DC, wazny wptyw na odpowiedz przeciwnowotworo wa
moze mieé nadekspresja IL-12 przez DC w miejscu nowotworu lub alternatywnie, we
wtdrnych osrodkach limfatycznych. Wykazano, ze DC z wprowadzonym genem dla
IL-12 moga wywieraé silniejszy efekt przeciwnowotworowy niz podobnie mody-
fikowane fibroblasty [55,27], wstrzykiwane doguzowo wektory adenowirusowe
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RYCINA 2. DC transdukowane genem dla IL-12 wykazujg zwiekszong ekspresje czasteczek MHC
klasy I i Il. Prawdopodobnie wptywa na to wzrost poziomu IFN-y wydzielanego przez limfocyty T i
komoérki NK pod wptywem IL-12, a by¢ moze takze aktywno$¢ samej IL-12. IL-12 dziata réwniez
bezposrednio na DC powodujac aktywacje oraz przemieszczenie do jadra czynnika transkrypcyjnego
NF-kB, a takze stymuluje DC do naturalnej produkcji tej cytokiny

kodujace 1L-12 [27] lub nietransdukowane DC [55], silniej pobudzajgc odpowiedz
typu Thl. Modyfikacja genetyczna nie upoS$ledzata zdolnosci migracji DC do
regionalnych weztéw chtonnych. Wykazano ich systemowa terapeutyczng aktywnosé
przeciwnowotworowag [55,46]. W efektach terapeutycznych posredniczyly jednak tylko
syngeniczne, lecz nie allogeniczne DC, co wskazuje, ze wymagane byty kompatybilne
czasteczki prezentujace antygen [46]. Szczepionki z modyfikowanych genetycznie DC
byly skuteczne takze w leczeniu nowotworéw mato immunogennych [3,69]. Wpro-
wadzenie genu dla IL-12 do DC pozwala réwniez wzmocni¢ efekt terapeutyczny
szczepionek ztozonych z komoérek dendrytycznych z wprowadzonym genem dla
antygenu nowotworowego. Chen iwsp. [18] wykazali korzystny wptyw terapeutyczny
kotransdukcji DC genami IL-12 oraz ErbB-2/neu, potencjalnie immunogennego
onkogenu zwigzanego ze ztym rokowaniem u pacjentéw z rakiem sutka.

2.3. Fibroblasty modyfikowane genem dla IL-12

Juz w 1994 roku Tahara i wsp. [73] wykazali skuteczno$¢ terapii nowotworow
przy pomocy fibroblastdw modyfikowanych genetycznie genem dla IL-12. Strategia
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ta ma pozwoli¢ na ominiecie szeregu probleméw zwigzanych z modyfikacjg genetyczng
komérek nowotworowych. W przeciwienstwie do komorek nowotworowych, fibro-
blasty bardzo tatwo mogga zosta¢ pobrane od pacjenta, np. z materiatu biopsyjnego,
fragmentow usuwanych chirurgicznie tkanek lub po prostu ze skéry. Za pomocg prostych
technik mozna wyodrebni¢ je sposrdd towarzyszacych komdrek, aw hodowli namnazaja
sie szybko. Moga réwniez wydziela¢ cytokiny, jak 1L-6, TNF-a lub GM-CSF, poten-
cjalnie wykazujace synergizm z cytoking kodowang przez wprowadzony gen [85].
Wykazano, ze fibroblasty z wprowadzonym genem wydzielajgwieksze ilosci cytokiny
niz komorki nowotworowe modyfikowane w ten sam sposéb [66]. Jednoczes$nie, terapia
ta wydaje sie by¢ bezpieczna. W dotychczasowych badaniach nie wykazano jej efek-
téw toksycznych. Fibroblasty majg niski potencjat migracyjny i nie tworzg guza w
miejscu wstrzykniecia [66]. Zauwazono, ze nie naciekaja tkanek i nie migruja do ptuc.
By¢ moze, nie wymagajg wiec napromieniowania przed podaniem. Nienapromieniane,
syngeniczne fibroblasty przezywajg w przestrzeni otrzewnowej do 30 dni [66]. Fakt,
ze zanikaja stopniowo, pozwalajac na dtugotrwatg ekspresje transgenu, ma przemawiaé
za ich podawaniem w tej formie. Chcac zabezpieczy( sie przed ewentualnymi skutkami
ubocznymi, mozna modyfikowac je genami samobojczymi, pozwalajagcymi kontrolowaé
ich zywotno$é. Jednak w badaniach prowadzonych przez Zitvogel i wsp. [85],
napromieniowanie fibroblastow nie zmniejszato ich skutecznosci in vivo.

Podobnie jak w przypadku modyfikowanych komérek nowotworowych, dos-
wiadczalnie stosuje sie fibroblasty allogeniczne lub syngeniczne. Aruga i wsp. [4]
wykazali wyzszos¢ fibroblastow syngenicznych postugujac sie modelem, w ktdrym
komorki te wydzielaty GM-CSF. Badania nad szczepionka ztozong z fibroblastow
wydzielajacych IL-12, prowadzone przez Zitvogel iwsp. [85], nie wykazaty réznic w
skutecznosci fibroblastéw autogenicznych i syngenicznych, a w obu przypadkach
uzyskano znaczne zahamowanie wzrostu nowotworu.

Zitvogel i wsp. [85] udowodnili jako pierwsi, ze fibroblasty wydzielajgce 1L-12
moga efektywnie leczy¢ zwierzeta nawet z duzym, zaawansowanym nowotworem in
situ (podawane w 8. dniu) lub tez nowotworem w miejscu dystalnym oraz jego
przerzutami. Z ich badan wynika, ze efekt przeciwnowotworowy fibroblastéw
modyfikowanych genem dla IL-12 jest gtéwnie skutkiem systemowego oddziatywania
aktywnej biologicznie IL-12. Wykazano bowiem, ze skuteczno$é fibroblastéw podanych
w miegjscu dystalnym do nowotworu nie byta mniejsza niz przy ich podaniu doguzowym,
cho¢ w tym drugim przypadku efekty byty obserwowane znacznie szybciej. Sugeruje
sig, ze 1L-12 dostarczana przez fibroblasty w miejscu guza moze wspoétdziata¢ z innymi
cytokinami produkowanymi w miejscu nowotworu i/lub aktywowa¢ wczes$niej
promowane limfocyty naciekajace nowotwér (TIL). W przypadku mato immunogennych
nowotwordw leczonych za pomocg doguzowego podania modyfikowanych fibroblastéw,
catkowite wyleczenie z nowotworu osiggnieto dopiero po modyfikacji jego komorek
genem dla czasteczki kostymulujgcej B7.1. Efekt przeciwprzerzutowy wzmocniono
podajgc rownoczesnie systemowo niskie dawki IL-2.

Sanches i wsp. [66] oraz Matsumoto i wsp. [43] wykorzystali fibroblasty wy-
dzielajgce 1L-12 w celu ochrony przed wznowai przerzutami po resekcji pierwotnych
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nowotworow, w modelu eksperymentalnym. Fibroblasty, podane i.p. myszom z rakiem
jajnika rozsianym dojamy otrzewnej, pozwolity przedtuzy¢ zycie myszy oraz zmniejszy¢
mase nowotworowg na przeponie [66]. Zastosowano w tym przypadku fibroblasty
wyizolowane z materiatu biopsyjnego rakajajnika. Natomiast szczepionka z mieszaniny
modyfikowanych fibroblastéw oraz napromienionych komorek nowotworowych
zapobiegta nawrotowi choroby po resekcji gruczolakoraka jelita grubego [43].

Fibroblasty wydzielajace IL-12 zostaly juz zastosowane w leczeniu nowotworow
ludzkich. Kang i wsp. [35] przeprowadzili badania | fazy, podajgc fibroblasty okoto-
guzowo U pacjentéw z rozsianym czerniakiem. Zaobserwowano wptyw na odpornos¢
systemowag jak réwniez skutki miejscowe. Leczeniu nie towarzyszyly znaczace klini-
cznie efekty toksyczne. W cze$ci przypadkdw guzy, takze potozone dystalnie, ulegty
zmniejszeniu, czemu towarzyszyta ich martwica krwotoczna.

2.4. Inne komorki modyfikowane genem dla IL-12

Gautam i wsp. [28] zaproponowali dostarczanie IL-12 do szpiku kostnego w
uzupetniajgcym leczeniu biataczki za pomocg modyfikowanych genetycznie hema-
topoetycznych komdrek progenitorowych. Wykazywaty sie one statg ekspresja
transgenu, po podaniu myszom gwattownie zwiekszaty produkcje IFN-y, a takze
wzmagaty wiasciwosci cytotoksyczne splenocytéw i komorek szpiku. Za pomoca tej
metody wyleczono 40% myszy chorych na biataczke.

3. TRANSFER GENU DLA IL-12 IN VIVO

Ex vivo, w celu modyfikacji komorek nowotworowych genem dla IL-12 uzywa sie
najczesciej wektoréw retrowirusowych. Zapewniajg one bowiem dtugotrwalg ekspresje
transgenu, integrujac sie do chromosomow dzielgcych sie komérek [49]. Jednak terapia
obejmujgca wprowadzanie gendw ex vivo stwarza liczne problemy zwigzane z
kosztownym i czasochtonnym przygotowywaniem komorek szczepionkowych auto-
logicznych oraz niepewng skuteczno$cig wystandaryzowanych linii allogenicznych.

Postepy inzynierii genetycznej pozwolity badaczom na podjecie prob wprowadzania
do komérek nowotworowych lub innych tkanek genu dla IL-12 in vivo. Tak jak w
przypadku innych genéw, metody wprowadzania genu dla IL-12 mozemy podzieli¢ na
niewirusowe i wirusowe.

3.1. Wirusowe metody transferu genu dla IL-12

Wektory retrowirusowe, cho¢ zapewniajg efektywny transfer genéw ex vivo, nie
sg uzywane w terapii in vivo, gtéwnie ze wzgledu bezpieczenstwa, jak réwniez
niestabilnosci w tych warunkach [49]. Najczesciej uzywanym przez badaczy wektorem
sg adenowirusy, zapewniajgce wysoka efektywno$¢ in vivo, mozliwos¢ masowej
produkcji, a takze modyfikacji ich tropizmu oraz zastosowania bezpiecznych, re-
plikujacych sie w organizmie wektoréw [49].
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Bezposrednie podanie wektoréw adenowirusowych przenoszacych gen dla I1L-12
w miejsce przerzutéw watrobowych rakajelita grubego pozwolito na wydtuzenie czasu
przezycia myszy [15]. Siders iwsp. [70] wykorzystali fakt, ze watrobajest pierwotnym
miejscem infekcji po podaniu i.v. adenowiruséw, do leczenia przerzutow watrobowych
raka nerki. Dozylne podanie no$nika genu dla IL-12 pozwolito znacznie zmniejszy¢
liczbe tych przerzutéw. Podobnie, zastosowanie adenowiruséw, przenoszacych gen
IL-12 w miejscu guza, zahamowato wzrost raka prostaty oraz proces tworzenia sie
przerzutéw do ptuc [54].

Podejmuje sie réwniez liczne proby majace zwiekszy¢ skutecznos¢ terapii adeno-
wirusowym nosnikiem genu dla IL-12. W tym celu Addison i wsp. [1] podawali
réwnolegle, doguzowo adenowirusa przenoszgcego gen dla IL-2. Uzyskali znacznie
wiekszg liczbe regresji zarowno nastrzykiwanych nowotwordw, jak réwniez zmian
dystalnych w poréwnaniu do transferu samej IL-12. IP-10 oraz MIG sgchemokinami
nalezagcymi do rodziny CXC. Wykazujg one dziatanie chemotaktyczne, jak réwniez
hamujg angiogeneze. Na modelu raka nerki wykazano, ze aktywnosé
przeciwnowotworowa IL-12 w duzym stopniu zalezy od indukcji produkcji tych
chemokin [77]. Palmer i wsp. [57] udowodnili, ze doguzowe podanie wektorow
adenowirusowych przenoszacych geny dla chemokin IP-10 lub MIG (AdIP-10,
AdMIG) w potaczeniu z wektorami zawierajgcymi gen dla IL-12 (AdIL-12) daje efekt
synergistyczny, prowadzac do regresji nowotwordw. Jednoczesnie, kombinacja AdIL-
12 z AdIP-10 odznaczata sie znacznie wieksza skutecznoscig. Takze w badaniach
prowadzonych przez Narvaiza i wsp. [53], terapia AdIP-10 synergizowata z AdIL-12,
powodujgc catkowite wyleczenie z nowotworéw nastrzykiwanych oraz dystalnych.

Czes$¢ badaczy postanowita zwiekszyé skutki terapeutyczne adenowirusowego
transferu genu kodujacego IL-12 za pomocg wektorow adenowirusowych przenoszacych
réwnoczes$nie geny czasteczek kostymulujgcych. Hull i wsp. [34] uzyskali znacznie
lepsze efekty lecznicze podajac doguzowo AdIL-12/B7.1niz wéwczas, gdy podawano
tylko AdIL-12 [54]. 4-1BB jest czasteczkg kostymulujaca, obecng na powierzchni
aktywowanych limfocytow T, ajej interakcja z naturalnym ligandem (4-1BBL) wzmaga
odpornos¢ zalezng od limfocytow T. Martinet i wsp. [42] zastosowali wektor AdIL-
12/4-1BB w celu leczenia przerzutdw watrobowych raka jelita grubego. Wéwczas
znacznie wzrosta przezywalno$¢ myszy, a takze pobudzono systemowg odpornosé
przeciwko nastepczej zmianie nowotworowej. Nie zaobserwowano tego efektu przy
podawaniu wektora AdIL-12.

Mazzolini iwsp. [44] wykazali natomiast synergizm terapii genowej genem dla IL-
12 7 terapig adoptywng, zardwno na etapie indukcji jak tez w fazie efektorowej
odpowiedzi limfocytéw cytotoksycznych (CTL). Terapia za pomocgCTL uzyskanych
od myszy, ktérych guzy nowotworowe nastrzykiwane byty wektorem adenowirusowym,
przenoszgcym geny dla IL-12 (AdIL-12), pozwolita wyleczy¢ male, wewnatrz-
watrobowe ogniska przerzutowe rakajelita grubego. W innym doswiadczeniu, transfer
CTL w potaczeniu z doguzowym podaniem AdIL-12 wywierat efekt synergistyczny
przeciwko duzym podskérnym zmianom nowotworowym takze, gdy AdIL-12 podawane
byty w dawkach suboptymalnych. Najprawdopodobniej lokalne wydzielanie 1L-12
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wptywato na czgsteczki adhezyjne na komdrkach srddbtonka naczyn nowotworu, co
umozliwito fatwiejsze naciekanie zmienionej tkanki przez podawane limfocyty [47].

Innymi wektorami wirusowymi, stosowanymi dotychczas w terapii genem IL-12
byty wirusy Vaccinia (W ). Majg one szereg zaletjako wektor, m.in. duzg pojemnos¢,
dzieki czemu moga prowadzi¢ do ekspresji ogromnej liczby genéw. Do 40% z 200
wiasnych gendw W moze zostac zastapione obcymi. Umozliwia to tgczenie wjednym
wektorze réznych gendw terapeutycznych. W zaraza szerokie spektrum komdrek
nowotworowych ludzkich i mysich, a obce geny zawarte w tym wektorze sg poddawane
wydajnej ekspresji. Meko iwsp. [45] jako pierwsi skonstruowali wektor W przenoszacy
geny dla IL-12, wykazujac jego znaczng aktywnos$¢ terapeutyczng. Wykorzystujac
powyzsze whasciwosci wirusa W , skonstruowano tez wektor przenoszacy geny zaréwno
IL-12, czasteczek kostymulujacych B7.1, jak i modelowego antygenu nowotworowego
[14]. Ich podanie i.v. w znacznym stopniu zahamowato wzrost przerzutéw w ptucach.
Dalszg poprawe osiagnieto podajac rownoczesnie systemowo IL-12.

Benett i wsp. [8] postanowili potaczy¢ terapie genem dla IL-12 z wiasciwosciami
onkolitycznymi wirusa opryszczki (HSV). W tym celu stworzono wektor HSV/IL-12.
Wykazano, ze same wektory HSV podawane w wysokich dawkach majg silny potencjat
onkolityczny i niszczg komorki nowotworowe. Dodatkowa ekspresja IL-12 pozwala
na obnizenie dawek wirusa w terapii wirusowej, bez utraty aktywnosci przeciw-
nowotworowe;j.

3.2. Niewirusowy transfer genu dla IL-12

Sposréd niewirusowych metod transferu genu kodujacego IL-12, najprostszag metoda
wydaje sie by¢ podawanie szczepionki DNA, czyli wolnego plazmidu zawierajgcego
ten gen. Juz w 1990 r. Wolff i wsp. [81] bezposrednio wstrzykneli do mies$ni szkie-
letowych i sercowego u myszy wolny plazmid DNA, przenoszacy gen znacznikowy.
Nastepnie, zaobserwowali jego efektywng ekspresje w tych tkankach. Takze wielu
innych badaczy potwierdzito, ze niektére tkanki mogg przejmowac i wykazywaé
ekspresje wolnego plazmidu DNA po jego bezposrednim wstrzyknieciu. W 1996 r.
Yang i wsp. [82] wprowadzili bezposrednio plazmid DNA do komérek rosnacego
nowotworu. W badanym modelu transgen zmniejszat swoja ekspresje w komorkach
nowotworowych po 5 dniach, to jest znacznie szybciej niz w komdrkach miesnia
szkieletowego - odpowiednio po 19 miesigcach [80], prawdopodobnie ze wzgledu na
wiekszg stabilno$¢ w komorkach niedzielacych sie. Jednak poziom ekspresji transgenu
rézni sie znacznie pomiedzy réznymi nowotworami. Powstato wiele prac dotyczacych
terapii nowotworéw za pomocg plazmidow DNA przenoszgcych gen dla IL-12.
Plazmidy podawane byty domiesniowo, do komorek skory lub bezposrednio w miejsce
rosngcego nowotworu.

3.2.1. Niewirusowy transfer genu dla IL-12 do mig$nia szkieletowego
Miesien szkieletowy jest tkanka atrakcyjng dla strategii wprowadzania genow,
poniewaz charakteryzuje sie duzg masg, ma duze zdolnosci syntezy biatek, jest tatwo
osiggalny przez wstrzykniecie i.m. oraz moze przejmowac plazmid po jego wstrzy-
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knieciu. W doswiadczeniu Schultza i wsp. [68], po domiesniowym wstrzyknieciu DNA
kodujacego IL-12, przeciwprzerzutowy potencjat tej cytokiny utrzymywat sie przez
ponad miesiac, z najwyzszymi jej stezeniami w 20. dniu od rozpoczecia terapii. Aby
zwiekszy¢ efektywno$¢ transferu nagiego DNA dla I1L-12 do mie$ni, Hanna i wsp.
[32] postuzyli sie elektroporacja. Jest to wysoce efektywna metoda, dziatajgca przez
przejsciowe tworzenie poréw w btonie komérkowej, przez ktére plazmid moze dostac¢
sie do komérki.

3.2.2. Niewirusowy transfer genu dla IL-12 do skory

Inni badacze wykorzystali mozliwos¢ transferu gendéw do komorek skdry. Fakt, ze
podlegajg one intensywnej wymianie, umozliwia jedynie przejSciowg obecnos¢ i
ekspresje transgenu, co znacznie zmniejsza ryzyko tej terapii. Tan i wsp. [75] wykazali,
ze wstrzykniecie plazmidu DNA kodujacego IL-12 do skdry indukuje systemowg
odpowiedz immunologiczng charakterystyczng dla IL-12, wigczajac efekty przeciw-
nowotworowe. Rakhmilevich iwsp. [61] postugiwali sie metodg ,,wstrzeliwania” DNA,
aby zwiekszy¢ efektywnos$¢ transfekcji. Polega ona na dostarczaniu gendéw do wnetrza
wybranych komorek ,,wstrzeliwujgc” czastki ztota oplaszczone fragmentami DNA.
Uzywajac submikrogramowe ilosci DNA, metoda ,wstrzeliwania” DNA mozna
wprowadzaé do wnetrza komérek tysiace kopii genu, czego wynikiem jest wysoka
ekspresja transgenu. Przy uzyciu tej metody wprowadzano gen dla IL-12 do skéry
pokrywajacej guzy nowotworowe. Osiggano catkowite regresje leczonych w ten sposéb
nowotwordw, a strategia ta, potaczona z resekcjg guza macierzystego, znacznie
hamowata powstawanie systemowych przerzutéw. Efekt leczniczy w stosunku do
rosngcych nowotwordw zalezat jednak od ich typu. Nie zaobserwowano go np. w
stabo immunogennym nowotworze 4T1 [59], jakkolwiek wykazano w tym przypadku
efekt przeciwprzerzutowy. Udowodniono jednoczesnie, ze o ile w leczeniu zmian
miejscowych pozadane byto wprowadzanie genéw w pokrywajacaje skore, to efekt
przeciwprzerzutowy wywierata takze modyfikacja skéry genem dla IL-12 w miejscu
dystalnym [56]. Rakhmilevich i wsp. [60] udowodnili jednoczesnie, ze podobne efekty
o przy terapii miejscowej przy pomocy ,,wstrzeliwania” DNA mozna osiggna¢ podajac
systemowo wysokie dawki IL-12, lecz towarzyszy temu znaczna toksycznos¢.

3.2.3. Niewirusowy transfer genu dla IL-12 do tkanki nowotworowej

Inne strategie obejmuja niewirusowe dostarczanie genu dla IL-12 bezposrednio do
komorek rosngcego nowotworu. Nagie DNA dla IL-12 byto wprowadzane m.in. do
guza Renca [12], osiggajac umiarkowany efekt leczniczy. Za to, bezposredni transfer
tych gendw do przerzutéw czerniaka na modelu koni (rasy ,gray horses”), powodowat
widoczngregresje zmian [33]. Song iwsp. [71] wykorzystali wolny plazmid zawierajacy
gen dla IL-12 w celu wzmocnienia efektow szczepionki DNA, kodujacej antygen
nowotworowy CEA, 0siggajac znaczng poprawe.

Mendiratta i wsp. [48], w celu wprowadzenia genu dla IL-12 do komdérek nowo-
tworowych in vivo, wykorzystali metode ,,polymeric, interactive, non-condensing”
(PINC) dostarczania genéw, o ktérej byto wiadomo, ze zapewnia wyzszy poziom
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ekspresji genu w miesniach niz same plazmidy DNA. Stwierdzili, ze ten sposéb terapii
jest dobrze tolerowany i powoduje powstanie silnej odpowiedzi przeciwko rosngcym
nowotworom, prowadzac do ich remisji oraz chronigc przed wzrostem podanych
nastepczo komorek.

W ostatnim czasie zastosowano bardzo ciekawe podejscie terapeutyczne, w ktorym
gen dla IL-12 podawany byt doustnie [83]. Wykorzystano w nim jako nosnik genéw
zywe, atenuowane bakterie Salmonella typhimurium. Po podaniu doustnym, bakterie
te moga penetrowac epitelialne komérki M, wnikajgc do kepek Peyera. Podczas
zachodzacej tam fagocytozy bakterii, plazmid zawierajacy gen dla IL-12 jest uwalniany
do cytoplazmy oraz integrowany w jadrze. Moze to prowadzi¢ do ekspresji genu dla
IL-12 w komorkach takich narzaddw, jak: watroba, $ledziona, jelito, nerki oraz w
nowotworze. Terapia ta pozwolita zabezpieczyé badane zwierzeta przed wzrostem
dwdéch réznych linii nowotworowych. Wyniki wskazujg ze moze by¢ ona prosta
efektywna i bezpieczng strategig w walce z nowotworami.

4. PODSUMOWANIE

Terapia genowa nowotworéw przy pomocy genu dla I1L-12 okazata sie metoda
wysoce efektywng na modelu zwierzecym. Podjete zostalty wiec pierwsze proby
kliniczne. W 1998 r. ukazaty sie wyniki | fazy proby klinicznej dotyczacej terapii za
pomoca szczepionki z autologicznych komorek czerniaka modyfikowanych genami
dla IL-12. Nawet w grupie terminalnie chorych pacjentéw szczepionka indukowata
mechanizmy immunologiczne, ktére moga by¢ interpretowane jako istotne w odpowiedzi
przeciwnowotworowej, nie powodujac jednoczesnie istotnych dziatan toksycznych [72].
Podobne efekty zaobserwowano w opisanych wczesniej badaniach fazy I, obejmujgcych
zastosowanie modyfikowanych genetycznie fibroblastow zawierajacych gen dla IL-
12 [35]. Aktualnie, planuje sie takze rozpoczecie | fazy badan nad doguzowym
podawaniem genu dla IL-12 u pacjentdw ze spontanicznymi przerzutami nowo-
tworowymi do skdry. Dzieki licznym strategiom majacym na celu wzmozenie
skutecznosci tego kierunku terapii genowej mozna oczekiwaé, ze zwiekszy ona
skuteczno$é leczenia wielu nowotwordw u cztowieka.
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Streszczenie; Rodzina biatek transkrypcyjnych Rei/ NFKB/IkB peini wazng role w regulacji szeregu
proceséw zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng i zapalng oraz w kontroli wzrostu komérek pra-
widlowych i nowotworowych. W prezentowanej pracy pogladowej przedstawiono budowe biatek
Rel/NFKB/IKB, mechanizmy ich dziatania, znaczenie fizjologiczne oraz oméwiono ich role w patoge-
nezie nowotworéw indukowanych retrowirusami i w rozwoju innych ludzkich nowotworéw, gtéwnie
biataczek i chtoniakéw. Przedstawiono tez metody przeciwdziatania zaburzeniom aktywnos$ci biatek
tej rodziny prowadzacych do nowotworzenia.

Stowa kluczowe: czynniki transkrypcyjne, Rel/NFKB, biatka IkB, transformacja nowotworowa.

Summary: The family of transcription factors Rel/NFKB/IKB plays a pivotal role in the regulation of a
wide spectrum ofimmune and inflammatory responses as well as normal and malignant cellular growth
control. In this review, we present current knowledge of the structure, mechanisms of action, biologi-
cal function and the role of Rel/NFKB/IKB proteins in the pathogenesis of retroviral-induced cancers
and other human cancers, mainly leukemias and lymphomas. Subsequently, different methods of coun-
teracting the disturbances in their function associated with malignant transformation are discussed.

Key words: Rel/NFKB, transcription factors, IkB proteins, malignant transformation.

Wykaz skrétéw: ASFV (African swinefever virus) - wirus afrykanskiej goragczki u $win, ATL (Adult T-
cell leukemia/lymphoma) - biataczka/chtoniak z kom. B dorostych, DLLC (diffuse large lymphomas cell)
- rozlany chtoniak z duzych komérek, EBV - wirus Epsteina-Barr, EBN A (Epstein-Barr nuclear antigen
1)-antygen jadrowy wirusa EBV, G-CSF (granulocyte colony stimulatingfactor) - czynnik stymuluja-
cy powstawanie kolonii granulocytéw, GM-CSF (granulocyte/macrophage colony stimulatingfactor) -
czynik stymulujacy powstawanie kolonii granulocytéw i makrofagéw, HBV - wirus zapalenia watroby
typu B, HTLV-l (Human T-cell lymphotropic virus I) - ludzki wirus T-limfocytotropowy, ICAM
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(intercellular cell adhesion molecule) - czasteczka adhezji migdzykomorkowej, IKK (IkBo. kinase) -
kinaza biatka IkBcc, IL - interleukina, IL-2R - receptor dla interleukiny 2, INF - interferon, LMP-1
(latent membrane protein 1) - powolne biatko btonowe 1, LPS - lipopolisacharydy, MHC (major
histocompatibility complex) - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej, NF-ATp (preformed nuclearfactor of
activated T-cells) - preformowany czynnik transkrypcyjny aktywowanych limfocytéw T, NLS (nuc-
lear translocation signal) - sekwencja odpowiedzialna za translokacje do jadra komérkowego, PBL-B -
przewlekta biataczka limfatyczna z kom. B, RHD (Rei Homology Domain) - homologiczna sekwencja
rodziny biatek Rei, TA (transcription activation domain) - sekwencja odpowiedzialna za aktywacje
transkrypcji, TGF (transforming growthfactor) - transformujacy czynnik wzrostu, TNF (tumor necro-
sisfactor) - czynnik martwicy nowotworéw, TRAF (TNF - Tumor necrosisfactor - Receptor Associated
Factor) - czynnik zwigzany z receptorem dla TNF, u-PA - aktywator plazminogenu typu urokinazy,
VCAM (vascular cell adhesion molecule) - czasteczka adhezji komérkowej naczyn.

WSTEP

Zdolnos$¢ do przetrwania w przyrodzie wymaga od wszystkich istot zywych
umiejetnosci dynamicznego reagowania na stale zmieniajgce sie warunki otoczenia.
Organizmy eukariotyczne rozwinety w toku ewolucji ztozone mechanizmy odpowiedzi
obronnej na stres, uszkodzenia mechaniczne i zakazenia r6znymi patogenami. Na
poziomie genetycznym odpowiedZ ta polega na kontrolowanej przez rézne czynniki
transkrypcyjne indukcji ekspresji genéw specyficznych dla danego czynnika
pobudzajgcego.

Do najwazniejszych z tych czynnikéw obecnych w komérkach eukariota, ktore
biorg udziat w regulacji proceséw zwigzanych z natychmiastowa odpowiedzig
immunologiczng i zapalng zalicza sie rodzing biatek Rel/NFKB/IKB. Prowadzone
badania, szczeg6lnie intensywnie od roku 1986, w znacznym stopniu wyjasnity
molekularne mechanizmy, za pomoca ktorych biatka te regulujg wymienione procesy
[1]. Oprécz wptywu na procesy odpornosciowe i zapalne, biatka Rel/NFKB/IKB
zaangazowane sg w modulowanie proliferacji oraz umierania komorek prawidtowych
i nowotworowych. Jednakze rola tych biatek w tym zakresie jestjeszcze niedostatecznie
poznana. Artykut ten ma za zadanie przyblizy¢ aktualny stan wiedzy na temat budowy
i funkcji biatek z rodziny Rel/NFKB/IKB oraz ich roli w patogenezie nowotwordw.

BUDOWA | FUNKCJA BIOLOGICZNA BIALEK
Rel/NFKB/IKB

Nazwa tych biatek wywodzi sie od odkrycia dwéjki badaczy, Sen i Baltimore, ktérzy
w 1986 r. po raz pierwszy opisali czynnik jadrowy {nuclearfactor- NF), wigzacy sie
z promotorem genu dla fafncucha kappa immunoglobulin w limfocytach B (kB). W
wyniku intensywnych badan prowadzonych w ostatnich kilkunastu latach poznano u
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ssakow dziesiec czynnikdw, ktore zaliczono do wspoélnej rodziny biatek transkrypcyjnych
typu NFkB. Wsrdd tych biatek pieé¢ peini role regulatorow (Rel/NFKB) proceséw
transkrypcyjnych, a drugie pie¢ ma wasciwosci inhibitorowe (IkB). Sato odpowiednio:
p50/p 105 (okreslany takze jako NFkB 1), p52/p 100 (czyli NFkB2), c-Rel (Rei), RelA
(p65) i RelB oraz iKBa, iKBb, iKBg (p 105), iKBd (pl100) i Bcl-3. Do tej rodziny
dotaczono odkryte ostatnio dwa inne biatka, o nieznanej dostatecznie funkcji, ktére
nazwano iKBe i IkBR [1,2, 34].

Kazde z bialek Rel/NFKB zawiera homologiczng domene RHD {Rei Homology
Domain), zbudowang z ok. 300 aminokwasow, znajdujaca sie w N-koricowym odcinku
fancucha peptydowego. RHD jest odpowiedzialna za tworzenie dimeréw, umozliwianie
whnikania dojadra komérkowego i przytgczanie sie czasteczki do odpowiedniej sekwencji
DNA. W koincowym odcinku RHD zlokalizowanajest sekwencja okreslana ze wzgledu
na swoja funkcje jako NLS {nuclear location signal), bedgca miejscem przytgczenia
biatka IkB w jadrze komérkowym [2, 27].

Podrodzine biatek Rel/NFKB mozna podzieli¢ na 2 klasy, roznigce sie sekwencjami
w odcinku C-koricowym. Biatka pierwszej klasy, do ktorej naleza p50/pl05 i p52/
plOO, sg syntetyzowane jako biatka prekursorowe (p 105 i plOO). Charakterystyczng
cechgbudowy tworzacego je tancucha aminokwasowego jest istnienie wielu powtérzen
ankirynowych w odcinku C-koficowym. W wyniku proteolizy tych odcinkdw powstajg
formy ostateczne (odpowiednio p50, p52), ktdre zachowujg fragment RHD i majg
zdolnos¢ do faczenia sie z DNA. Biatka nalezgce do drugiej klasy, tzn. c-Rel, RelA
(p65), RelB, nie ulegaja pierwotnej obrébce proteolitycznej, a w ich C-koncowym
odcinku znajduje sie sekwencja odpowiedzialna za aktywacje transkrypcji czasteczki
DNA (TA, transcription activation domain) [2, 9, 16, 17].

Biatka obydwu tych podklas taczga sie w dimery, stajgc sie aktywnymi czynnikami
regulujacymi transkrypcje odpowiednich odcinkéw DNA. W warunkach fizjologicznych
funkcje te spetniaja heterodimery. Heterodimery réznigce sie podjednostkami, nawet
podobnymi strukturalnie (np. p50/p65 i p52/p65), moga wywiera¢ rézny efekt
biologiczny poprzez regulowanie ekspresji genéw w odmienny sposob (np. poprzez
wigzanie sie z r6znymi fragmentami promotorowymi) badz tez aktywowanie réznych
gendw (np. p50/p65 aktywuje gen receptora interleukiny 2 - IL-2R, podczas gdy p52/
p65 nie ma takiej aktywnosci, mimo ze moze wigzaé sie z promotorem genu IL-2R).
Ro6zna jest ponadto kinetyka proceséw zwigzanych z translokacjg réznych hetero-
dimeréw do jadra komorkowego (np. p50/p65 przenika do jego wnetrza znacznie
szybciej niz p50/c-Rel, ktérego szczytowe stezenie w jadrze komoérkowym obserwowane
jest dopiero po kilku godzinach od zadziatania bodzca), co moze mie¢ istotne znaczenie
w regulacji transkrypcji gendéw z udziatem biatek rodziny Rel/NFKB. Homodimery
(np. p50/p50) na ogdt nie majg fizjologicznie funkcji regulatorowych biatek
transkrypcyjnych, a niektore z nich moga petni¢ funkcje represorowe [2, 9,27].

Biatka inhibitorowe IkB t3gczg sie z biatkami Rel/NFKB iw ten sposéb wptywajg na
ich aktywnos¢. Rézne IkB wykazujgodmienne powinowactwo do dimeréw Rel/NFKB
(np. iKBa wigze sie preferencyjnie z kompleksami zawierajagcymi c-Rel i RelA).
Oddziatywania pomiedzy tymi grupami poznano najlepiej na przyktadzie NFkB (czyli



490 A. DEPTALA, D. NURZYNSKA, Z. DARZYNKIEWICZ, W. W. JEDRZEJCZAK

p50/p65) i iKBa. W utworzonym kompleksie iKBa blokuje sekwencje NLS i zatrzymuje
aktywne dimery p50/p65 w cytoplazmie, tworzac w ten sposob ich pule rezerwowa
oraz hamuje wigzanie NFkB - DNA w obrebiejadra komorkowego (poprzez interakcje
z sekwencjg RHD odpowiedzialng za taczenie z DNA), nie dopuszczajgc do
zainicjowania transkrypcji [28]. Wszystkie 1kB zawierajg réwniez kopie ankirynowe,
ktdre sa niezbedne dla interakcji z fragmentami NLS w obrebie RFID biatek Rel/NFKB
[27,31,34].

Biatka p 105 i p 100 réwniez majg zdolno$¢ wigzania podjednostek Rei w cytoplazmie
i blokowania ich translokacji i interakcji z DNA, dlatego cze$¢ badaczy zalicza je
takze do grupy biatek 1kB (C-kofAcowy odcinek biatka p 105 okres$lany jestjako iKBg,
a biatka p 100 jako iKBd). Oznacza to, ze sg one nie tylko biatkami prekursorowymi
dla regulatorowych czynnikéw transkrypcyjnych, ale majgréwniez funkcje inhibitorowe
[2, 34].

Wyjatkiem wsréd biatek IkB jest Bcl-3, ktdre choé jest zaliczane do tej grupy biatek
ze wzgledu na swa budowe, petni odrebne funkcje. Przytgczenie Bcl-3 do p50 lub p52
nie tylko nie hamuje ich wejscia do jgdra komorkowego, lecz dzieki obecnosci w
czasteczce Bel-3 sekwencji TA i zdolnosci do zmiany konformacji dimerdéw zwigzanych
z DNA, powoduje indukowanie transkrypcji [2,27].

Dla przejrzysto$ci wspotczesne nazewnictwo biatek Rel/NFKB iKBa opisywanych
w tym artykule przedstawiono w tabeli 1

Najlepiej poznanym i powszechnie wystepujacym w komérkach biatkiem z rodziny
Rel/NFKB jest heterodimer p50/p65, okreslany tradycyjnie mianem NFkB [31]. Dlatego
w dalszej czesci artykutu nazwa NFkB bedzie stosowana zamiennie z okre$leniem
Rel/NFKB.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze obecnie kazdy dimer nalezacy do rodziny czynnikow
transkrypcyjnych Rei /INFKB mozna okresli¢ jako NFkB, jezeli spetnione sgnastepujace
warunki:

m  biatko to jest zbudowane z dwoch wzajemnie oddziatujacych ze sobg monome-
réw,
m  Dbiatko to ma zdolno$¢ wigzania IkB oraz interakcji z DNA.

Na rycinie 1przedstawiono schematycznie budowe wazniejszych przedstawicieli
wymienionej rodziny biatek.

W warunkach fizjologicznych i przy braku pobudzenia komoérki kompleksy p50/
p65/IKBa znajdujg sie w cytoplazmie. Po zadziataniu na komérke odpowiednich
czynnikéw pobudzajacych (np. TNFa, ILI, LPS, wolne rodniki, mitogeny, niektore
wirusy i bakterie itp.) i aktywacji szeregu przekaznikow wewnatrzkomorkowych o
wiasciwosciach kinaz (do ktorych nalezg m.in. kinazy NIK, MEKK-1, RIP i
najprawdopodobniej takze RAS), dochodzi do fosforylacji reszt serynowych N-
koncowego odcinka iKBa przez kinaze biatkowg (IKK, IkB cc kinase) zalezng od
ubikwityny [2, 14, 29]. Fosforylacja iKBa powoduje przytgczenie ubikwityny do
sgsiadujgcych w czasteczce reszt lizyny i prowadzi do degradacji IkBocw proteasomach
oraz powstania aktywnych heterodimerow NFkB (p50/p65). Nastepuje odstoniecie
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TABELA 1 Biatka z rodziny Rel/NFKB i IkB NLS w P50/P65>co powoduje, ze
(zmodyfikowane na podstawie [22]) aktywne heterodimery NFkB wni-
kajgdojadra komdrkowego i inicjuja
transkrypcje odpowiednich genéw,
w tym takze genu ikb a, ktory koduje
NEKB w komérkach ssakow: biatko IkBoc. N ow o zSyntetyzowana

czgsteczka IkBoc usuwa NFKkB :

Biatko Inna nazwa Gen

951%5‘ NFkBI njkbl komplekséw z DNA, powodujac
P ponowne magazynowanie NFkB w
p52 i NFkB2 njkb2 cytoplazmie, az do nastepnej ak-
ploo tywacji. Do cytoplazmatycznych
RelA 065 reii magazynoéw NFkB nalezg rowniez

kompleksy pl05/p65 ipl00/p65. Z
RelB I-Rel rei b tych komplekséw, po odpowiedniej
obrébce enzymatycznej i przetwo-
rzeniu w proteasomie, réwniez uwal-
IkB w komorkach ssakow nianie sa aktywne heterodimery
NFkB [1,2, 34].
Kompleks NFkB/IkB(3jest regu-
iKBp ikb lowany w podobny sposab, ale jego
aktywacja nastepuje wolniej [2].

Rei c-Rel rei

IkBec MADA, pp40, ECI-6 ikb a

iKBy C-koncowy fragment p 105 nfkbl Aktywacje i regulacje dziatania

IkB5 C-koncowy fragment ploO  nfkb2 NFkB przedstawiono schematy-
cznie na rycinie 2.

Bel-3 bel-3 Geny bedace pod kontrolg NFkB

(p50/p65) sg zaangazowane gtdéwnie
w procesy odpowiedzi immunolo-
gicznej iprocesy zapalne. Sagto m.in. geny dla: TNFa, TNF(3, IL-2, GM-CSF, G-CSF,
M-CSF, IFN(3, IFNy, TGF(32, erytropoetyny, MHC | i MHC II, tancucha lekkiego
immunoglobulin k, fancucha @receptora limfocytow T, IL-6, IL-8, czastek adhezyjnych
VCAML1 i ICAM1, skiadnika C4 dopetniacza oraz protoonkogenu c-Myc [7, 14, 16,
21]. NFkB pobudza takze synteze biatek Rei, p 105 i IkBoc, tworzac w ten sposéb
swoistg petle autoregulacyjna, o ktérej byta mowa powyzej. Wszystkie z wymienionych
gendw zawierajg miejsca wigzania sie z dimerami NFkB, dtugosci okoto 10 par zasad,
zwane kB [27]. Bardziej szczeg6towe dane dotyczace budowy, regulacji iroli biatek z
rodziny Rel/NFKB/IKB w procesach immunologicznych izapalnych zostaty opisane w
wielu pozycjach piSmiennictwa [1,2, 14, 17,21,27,29,31,34].
NFkB wydaje sie tez petni¢ role gtbwnego modulatora genéw kontrolujacych wzrost
i proliferacje komorek zaréwno prawidtowych, jak i nowotworowych [7, 8,9]. Wbrew
powszechnie panujgcym pogladom, komdérki nowotworowe czesto dzielg sie wolniej
niz komorki prawidtowe, jednak w odroznieniu od tych ostatnich czynig to nie-
przerwanie, a ponadto czesto wykazujg przedtuzony czas zycia, co tgcznie prowadzi
do zwiekszania ich liczby. Jednym z gtéwnych czynnikéw odpowiedzialnym za
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Biatko[Gen kodujacy]
p65(RelA) [relA]
c-Rel (Rei) [c-rel]
RelB [relB]
p50 [nfKbl] 1
p52 [nfKb2]
p105 [nfKbl] -
p100 [nkb2] -
kBa [ikba]
IkBP [ikbb] *MSisst
kBy (fragment C-koricowy p105) [nkbl]
Bcl-3 [bcl-3]
Objasnienia:
Legend:
| - Domena homologiczna Rei (Rei Homology Domain)
- Domena aktywujaca transkrypcje (TA, transcription activation domain)

- Kopie ankirynowe (Ankyrin Repeats)

RYCINA 1 Budowa ludzkich biatek z rodziny Rel/NFKB/IKB. Domena RHD odpowiedzialna jest za
tworzenie dinierow NFkB (fragment C-koficowy RHD), translokacje i wigzanie sie biatek zodpowiednia
sekwencjag DNA w obrebie jadra komoérkowego oraz przytaczanie czasteczek inhibitorowych IkB
(sekwencja NLS w obrebie C-koricowego fragmentu RHD). Kopie ankirynowe w czgsteczkach IkB sa
niezbedne dla interakcji z fragmentami NLS w obrebie RHD biatek Rel/NFKB.

akumulacje komérek nowotworowych wydaje sie wiec by¢ zahamowanie ich
obumierania w procesie apoptozy. Rzeczywiscie, wiele nowotworéw wykazuje
nieprawidtowosci genetyczne, ktdre w konicowym efekcie sprzyjajg zahamowaniu
apoptozy i dysregulacji cyklu komérkowego (inaktywacja gendéw TP53, RB, Bax,
MTS-1, nadmierna aktywacja Bcl-2 itp.) [7,23]. Wptyw NFkB na wzrost i proliferacje
komorek wyraza sie gtownie aktywowaniem genéw TP53 i c-myc. NFkB dziata
antyapoptotycznie poprzez transaktywacje genéw biatek IAP (IAP - inhibitor of
apoptosis protein) oraz wspétdziatanie z Bcl-2 [6, 7]. Réwniez wilasne badania
dowodzg, ze czynnik ten odgrywa kluczowa role w hamowaniu apoptozy indukowanej
chemioterapig [4]. Dlatego zaburzenia ekspresji lub regulacji biatek Rel/NFKB/IKB
moga mie¢ znaczenie w patogenezie nowotwordw.
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RYCINA 2. Schemat aktywacji i regulacji biatek z rodziny Rel/NFKB/IKB. Srodek i cze$é prawa:
kompleksy p50/p65/IKBa znajduja sie w cytoplazmie. Pod wptywem czynnikéw pobudzajacych dochodzi
do fosforylacji IkBocprzez kinaze biatkowa, czego nastepstwem jest przytaczenie ubikwityny idegradacja
iKBa w proteasomach prowadzaca do powstania aktywnych heterodimeréw NFkB (p50/p65), ktére
wnikaja do jadra komérkowego i inicjuja transkrypcje gendw. Nowo zsyntetyzowana czasteczka iKBa
usuwa NFkB z komplekséw z DNA, powodujagc ponowne magazynowanie NFkB w cytoplazmie. Czes¢
lewa: kompleksy pl05/p65 i pl00/p65 takze stanowia cytoplazmatyczne magazyny NFkB, z ktorych
po fosforylacji, ubikwitynacji i przetworzeniu w proteasomie uwalnianie sa aktywne heterodimery

W dalszej czesci artykutu omoéwiona zostanie rola tych biatek w patogenezie
nowotworéw indukowanych przez wirusy oraz nowotwordw niezwigzanych z
zakazeniem wirusowym.

BIALKA Rei | NOWOTWORY INDUKOWANE
PRZEZ WIRUSY

Jedynym czynnikiem transkrypcyjnym z rodziny biatek Rei w petni onkogennym,
zarébwno in vivo jak i in vitro, jest v-Rel, onkoproteina kodowana przez ptasiego
retrowirusa o nazwie Rev-T. Rev-T wstrzykniety dootrzewnowo kurczakom indukuje
powstawanie chtoniakéw o wysokim stopniu zto$liwosci, ktore bardzo szybko
doprowadzajg organizm do $mierci. Wirusy zawierajgce sekwencje v-Rel majg takze
zdolno$¢ do transformacji nowotworowej in vitro m.in. kurzych komérek hemato-
poetycznych réznych linii (mieloidalnych, limfoidalnych B i T oraz dendrytycznych).
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Elementami aktywujacymi transkrypcje i transformacje nowotworowg kurzych
komoérek sa na ogét homodimery v-Rel (jakkolwiek kurze splenocyty moga byé
transformowane przez heterodimery p52/v-Rel), ktére wnikajg dojadra komérkowego
iwigzg sie z DNA. Onkoproteina v-Rel jest skrdconym izmutowanym biatkiem kurzym
c-Rel. W poréwnaniu do c-Rel, onkoproteina v-Rel nie zawiera dwoch aminokwasow

z konca aminowego i 118 aminokwaséw z konca karboksylowego tancucha. Brak

aminokwasow C-koncowych wydaje sie byé zasadniczg mutacjg nadajgcg v-Rel

wiasciwosci transformujgce i powodujgcg stalg ekspresje tego biatka w jadrze
komoérkowym. Transformacja nowotworowa pod wplywem v-Rel moze zachodzi¢
poprzez:

1) bezposredni, staty aktywujacy wptyw na geny zawierajace sekwencje kB, powodu-
jacy przewlekta stymulacje proliferacji (geny dla czynnikdw wzrostu i ich recep-
toréw, np. IL-2 i IL-2R),

2) posredni wptyw wynikajacy z interakcji z czynnikami zaangazowanymi w ogdlng
regulacje cyklu komorkowego, np. pobudzanie czynnika transkrypcyjnego CBP/
p300, koaktywatora m.in. cyklin [8].

Rowniez u myszy homodimery v-Rel wydaja sie by¢ kluczowymi kompleksami
transformujagcymi limfoblasty (myszy z ekspresjg v-Rel, bedacego pod kontrolg
promotora specyficznego dla limfocytdéw T, rozwijajachloniaki T-komdérkowe), chociaz
na modelu transgenicznym udowodniono, ze aktywne w nowotworzeniu mogga by¢
takze heterodimery Rel/p50 [8].

U ludzi, biatka Rel/NFKB zwigzane sg miedzy innymi z transformacyjng rolg
ludzkiego retrowirusa limfotropowego T (HTLV-I-Human T-cell lymphotropic virus
1). Wirus ten wywotuje biataczke/chtoniaka T komérkowego dorostych {Adult T-cell
leukemia/lymphoma - ATL). Zapoczgtkowanie przemiany biataczkowej zwigzane
jest z funkcjg wirusowego genu tax. Biatko Tax (m. cz. okoto 40 kDa) zlokalizowane
jestwjadrze komérkowym idziatajako aktywator transkrypcji, poprzez modyfikowanie
aktywnos$ci kilku komoérkowych czynnikéw transkrypcyjnych m.in. NFkB [25].
Przypuszczalny model transformacji zaleznej od HTLV-I zaktada, ze biatko Tax nasila
degradacje IkBoc i IkB(3 oraz utatwia translokacje dimerow NFkB do jadra komor-
kowego, co powoduje statg aktywacje miejsc kB okre$lonych gendéw. Badania Hirai
dowiodly, ze Tax moze rowniez inaktywowac 1kBocw wyniku bezposredniej interakcji
[30]. Ponadto, Tax moze przyspiesza¢ proteolize karboksylowych odcinkow pre-
kursorowych biatek p 105 i p 100 w proteasomach, co zwieksza ilos¢ aktywnych dimeréw
NFkB w jadrze komdrkowym [18]. Nadmiar dodatnich sygnatéw zwigzanych z
nagromadzeniem sie w jadrze komorki aktywnych NFkB powoduje zwiekszenie
produkcji IL-2 i IL-2R, co poprzez auto- i parakrynng stymulacje zwieksza proliferacje
limfocytow T i sprzyja powstawaniu onkogennych biatek komdérkowych, ktore
przyczyniajg sie do rozwoju biataczki [8].

Innym onkogennym wirusem u ludzi jest DNA wirus Epsteina-Barr (EBV). Bierze
on udziat w indukcji szeregu nowotworow, takichjak: chtoniak Burkitta, ziarnica ztosliwa
i rak nosogardzieli. Wiekszo$¢ dowodéw z badan in vitro przemawia za tym [8], ze
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biatko tego wirusa o nazwie LMP-1 (latent membrane protein 1), jest gidwnym
czynnikiem transformujgcym komdarki. Roéwniez inne biatka tego wirusa moga mie¢
podobne witasciwosci, czego dowodem jest rozwdj chtoniakéw z komdrek B w
przypadkach nadmiernej ekspresji biatka EBNAI - (Epstein-Barr nuclear antigen 1)
u transgenicznych myszy. LMP-1 to polipeptyd o m. cz. 42 kDa, ktdry indukuje
degradacje IkBoc i przetwarzanie p 105, powodujgc translokacje NFkB do jadra
komérkowego. Baker i Reddy (1996) uwazajg, ze indukcja aktywnosci NFkB przez
LMP-1 moze zachodzié¢ przez biatka nalezace do rodziny TRAF (TNF - Tumor necrosis
factor - Receptor Associated Factor). Agregacja czgsteczek LMP-1 na btonach
komorkowych limfocytow B mogtaby powodowaé gromadzenie TRAF 2 i ciagla
aktywacje NFkB, na podobieristwo aktywowania limfocytow B przez czgsteczke CD40
[10]. Dalsze badania wykazaly jednak, ze aktywacja NFkB przez LMP-1 i prze-
kazywanie sygnatow przez TRAF moze zachodzi¢ takze i odrebnymi szlakami.
Komorki, na ktérych powierzchni znajduje sie LMP-1, cechuje zwiekszenie ekspresji
genow zawierajacych sekwencje kB, takichjak: gen dla p53, biatka antyapoptotycznego
A20 oraz biatka adhezyjne CD48. Nalezy jednak przypuszczaé, ze dla rozwiniecia sie
w petni nowotworowego fenotypu potrzeba kilku ré6znych mutacji i sama obecnos¢
LMP-1 nie jest wystarczajaca [8].

Przewlekle zakazenie wirusem zapalenia watroby typu B (HBV) jest zwigzane ze
zwiekszonym ryzykiem rozwoju raka pierwotnego watroby. W tym procesie uczestniczy
produkt wirusowego genu X (pX), ktory jest polipeptydem. Biatko pX moze aktywowaé
rézne, czasami odlegte miejsca regulatorowe gendéw promotorowych, chociaz samo
pX nie wigze sie bezposrednio z DNA. W tych przypadkach pX indukuje degradacje
IkBac i p 105, powodujgc statg aktywacje NFkB. Ten ostatni, wigzac sie z DNA,
powoduje pobudzenie transkrypcji odpowiednich genéw. Nie do korica wiadomo, czy
w aktywacji NFkB nie posredniczg inne przekazniki sygnatu, takie jak: Ras, Raf, kinaza
biatkowa C czy tez wolne rodniki tlenowe [8,21].

Wydaje sie wiec, ze w indukowaniu nowotworéw przez wirusy HTLV-I, EBV i
HBYV zasadnicza role odgrywaja biatka (odpowiednio Tax, LMP-1, pX), ktére maja
zdolnos¢ translokacji aktywnego NFkB do jadra komaérkowego, co w konsekwencji
prowadzi do nieprawidtowej regulacji odpowiednich genéw. Roéwniez wirus HIV-1
moze indukowad translokacje biatek Rei, chociaz nie wywotuje efektu proliferacyjnego.
Niewykluczone, ze biatka Tax, LMP-1 i pX, moga dodatkowo modyfikowaé w jaki$
szczegOlny sposob aktywnos¢ komplekséw Rei, co w bardziej bezposredni sposob
wptywa na proliferacje komorek.

BIALKA Rei ANOWOTWORY
NIEINDUKOWANE PRZEZWIRUSY

Rearanzacje lub amplifikacje genéw kodujgcych Rei lub IkB zachodzg w okoto
1-10% ludzkich nowotworéw wywodzacych sie z limfocytow T i B. Najczestszym (i
pierwszym spos$rdd opisanych w nowotworach u ludzi) zaburzeniem wsrdd biatek Rei
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jest rearanzacja regionu 3’ genu nfkb2 zlokalizowanego u ludzi na chromosomie 10g24
[22]. Rearanzacja ta (obecna w komdrkach nieziamiczych chioniakéw B komoérkowych,
przewleklej biataczce limfatycznej i szpiczaku mnogim) powoduje delecje sekwencji
kodujacych kopie ankirynowe na kornicach karboksylowych biatka, natomiast RHD
pozostaje nienaruszona. W ten sposéb ,,skrécone” biatko p 100 jest stale obecne w
jadrze komorkowym, tworzy homodimery i fgczy sie z DNA w zupeknie inny sposéb
niz normalne biatko p52, powodujgc aktywacje transkrypcji. Najprawdopodobniej
dotaczenie do p52 jakiejkolwiek sekwencji, innej niz prawidtowe biatko plOO, moze
by¢ wystarczajgce do powstania biatka onkogennego.

Z kolei w komorkach Reed-Stemberga i Hodgkina, charakterystycznych dla ziarnicy
ztodliwej (poza skutkami opisanej w poprzednim podrozdziale infekcji EBV stwierdzanej
w okoto jednej trzeciej przypadkow ziarnicy ztosliwej) zaobserwowano mutacje w
obrebie gendéw dla IkBoc (znajdujacych sie na chromosomie 14q 13), powodujace
powstawanie biatek niezdolnych do wiazania sie z NFkB [3]. Chociaz w badaniach in
vitro nie zaobserwowano transformacji fibroblastow pozbawionych obydwu alleli genu
ikba, to najnowsze badania ludzkich nowotwordw czesto wykazujg zwiazek nadmiernej
aktywacji NFkB z uposledzong funkcjg IkB [22].

Rearanzacje lub amplifikacje genu c-rel na chromosomie 2 w miejscu 2p 14—2p 15
towarzyszg czesto transformacji nowotworowej komarek limfoidalnych. Dwie rdzne
grupy badaczy (Brownell 1988 i Mathew 1993) obserwowaty obecno$é 4 lub wiecej
kopii 2p 14-15 w duzych komorkach chtoniakéw rozlanych (DLCL - diffuse large cell
lymphoma) u 23% pacjentéw. Tego rodzaju mutacja c-rel zwigzana jest ponadto w
75-85% z pozaweztowg postacig DLCL [11,22]. Zwykle amplifikacja genéw c-rel
wystepowata w tych przypadkach chtoniakéw, ktére miaty rowniez nieprawidtowosci
genetyczne w innych genach jak np. c-myc lub bcl-2 [13]. Z kolei rearanzacja genu
RelA w ludzkich rozlanych chtoniakach B-komérkowych powoduje obecno$é wjadrze
komérkowym ,,skroconych” biatek aktywujacych transkrypcje. Znaczenie tego rodzaju
mutacji w onkogenezie potwierdzono w badaniach in vitro, przeprowadzonych na
fibroblastach zarodkéw mysich z uzyciem fragmentow biatek p65, w ktorych
zaobserwowano transformacje nowotworowg komérek oraz w badaniach na modelach
zwierzecych, w ktorych stwierdzono szybki rozwdj nowotworéw u kur zakazonych
retrowirusem Rev powodujgcym w komarce replikacje skréconej wersji genu dla Rei
[19].

Biatko Bcl-3, o budowie podobnej do grupy biatek IkB, obecne jest w jadrze
wiekszosci komorek, gdzie peini funkcje opisane w pierwszej czesci artykutu. Gen dla
tego biatka zostat pierwotnie wykryty w przewlektej biataczce limfatycznej (PBL) z
translokacjat(14;19). Miejsce jego rearanzacji znajduje sie na chromosomie 19q13.1,
a wspomniana translokacja prowadzi do fuzji z genem dla tancucha ciezkiego
immunoglobulin. Skutkiem jest zwiekszona ekspresja biatka Bcl-3, prowadzaca do
powstania nadmiaru aktywnych komplekséw ztozonych z homodimeréw p52 lub p50 i
biatka Bcl-3 oraz nadmiernej aktywacji genéw zawierajacych regulatorowe sekwencje
kB [20]. Z badan na myszach transgenicznych wynikajednak, ze nadmierna ekspresja
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Bcl-3 nie jest wystarczajaca do transformacji nowotworowej komoérek limfoidalnych,
ajej wystapienie wymaga prawdopodobnie wspétistnienia kilku mutacji i zmian w
réwnowadze pomiedzy biatkami wewnatrzkomdrkowymi. Podobne wnioski wyptywaja
z badan genetycznych u pacjentéw z PBL, u ktérych oprocz zaburzenia aktywnosci
NFKB/Rel stwierdzano takze deregulacje czynnikdw z rodziny NF-Atp, Octamer,
AP-1 [26].

W nielicznych przypadkach stwierdzano nadmierng aktywno$¢ plOO i p105 w
rakach piersi, jelita grubego i ptuc. Nadekspresja nfkb2 obserwowana w raku piersi
powodowata zwiekszone stezenia p 100 i p52 [22]. Skutkiem ich obecnosci moze by¢
pobudzenie gendw antyapoptotycznych, na przyktad Bcl-2, Bcl-XLczy c-myc. Udziat
tego ostatniego w rozwoju nowotworu potwierdzajg badania, w ktérych nadekspresja
genu c-myc w komorkach raka piersi u pacjentek, u ktérych nie stwierdzano
powiekszonych weztdw chtonnych, wigzata sie z gorszym rokowaniem [24]. Inni
badacze stwierdzili, ze aktywacja NFkB w komdrkach raka piersi pojawia sie, zanim
dojdzie do transformacji nowotworowej, co sugeruje jej istotng role w progresji do
fenotypu nowotworowego [15].

Istniejg takze dowody na zwigzek biatek z rodziny Rel/NFKB z procesem tworzenia
przerzutow odlegtych. Procesowi temu towarzyszy zwiekszona aktywno$¢ aktywatora
plazminogenu typu urokinazy (u-PA), co znajduje potwierdzenie w badaniach, w ktérych
obserwowano nadmierng ekspresje u-PA w komadrkach raka trzustki i piersi in vitro.
Wiadomo takze, ze stezenie u-PA stanowi czynnik prognostyczny w raku piersi,
poniewaz u-PA bierze udziat w procesach degradacji btony podstawnej komorek i
sktadnikéw macierzy pozakomdérkowej. Badania Wanga przeprowadzone na
komorkach raka gruczotowego trzustki udowodnity, ze nadekspresja u-PA zwigzana
jest bezposrednio z nadmierng aktywnoscig RelA [33], ktdra moze wynika¢ z deregulacji
kinaz biatkowych tworzacych tafncuch przekaznikéw wewnatrzkomérkowych (np. RAS/
Raf-1/MEK/ERK)[29]. Wptyw mutacji biatek RAS na przekazywanie sygnatow
zewngtrzkomdrkowych dojgdra komaérkowego prowadzace do nowotworowej trans-
formacji komorek zostat oméwiony szerzej w innej pracy pogladowej napisanej przez
autorow tego artykutu [20].

Badania komdrek zawierajagcych onkogenne biatka v-Rel, biatka wirusa HTLV-I
(Tax), czy EBV (LMP-1), a takze mutacje genéw kodujacych biatka z rodziny Rei/
NFkB/IkB, dostarczajg dowoddw na udziat tych ostatnich w procesie onkogenezy.
Wspblng konsekwencjg réznych, wymienionych w artykule, mechanizméw za-
burzajacych dziatanie czynnikdw transkrypcyjnych jest nadmienia proliferacja komorek,
a takze zahamowanie ich r6znicowania oraz obumierania w mechanizmie apoptozy.

MOZLIWOSCI TERAPII NOWOTWOROW
ZWIAZANE Z MECHANIZMEM DZIALANIA Rel/NFKB/IkB

Poznanie roli biatek z rodziny Rel/NFKB, mechanizméw ich aktywacji i konsekwencji
nadmiernej ekspresji stwarza mozliwo$¢ nowej terapii nowotworéw, w ktorych
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powstawaniu udowodniono bezposredni lub posredni ich udziat. W praktyce wyko-

rzystanie inhibitorow aktywacji NFkB utrudnia fakt ztozonosci budowy uktadu Rei/

NFkB/IkB (ktérego elementy stanowig hetero- i homodimery pobudzane przez r6zne

czynniki i petnigce rozne funkcje), istnienia wielu mechanizméw regulacyjnych i

mnogosci czynnikdw dziatajgcych na komorki za posrednictwem tej grupy czynnikdw

transkrypcyjnych. Znajomos$é kolejnych etapdw pobudzania ekspresji genéw za

posrednictwem NFkB pozwala na wyrdznienie inhibitoréw:

1) kaskady biatek przekaznikowych pobudzanych w odpowiedzi na bodzce zewnatrz-
komaérkowe i prowadzacych do aktywacji IKK,

2) biatek biorgcych bezposredni udziat w regulacji puli cytoplazmatycznej NFkB,

3) translokacji NFkB do jadra komdrkowego i wigzania sie z odpowiednimi sekwen-
cjami DNA.

Pierwszy z wymienionych etapéw hamowany jest wysoce niespecyficznie przez
powszechnie stosowane leki przeciwzapalne, przede wszystkim kwas acetylosalicylowy
i salicylan sodu, ktére blokujg synteze prostaglandyn stanowigcych pierwszy etap
odpowiedzi zapalnej na bodZce zewnatrzkomdrkowe. Zwigzki te hamujg ponadto
translokacjeNFKB do jadra komérkowego poprzez blokowanie fosforylacji i degradacji
IkB na skutek bezposredniego wigzania sie z IKK(3 iuniemozliwianie jej aktywacji. Z
tym mechanizmem zwigzane sg takze ostatnie doniesienia o prébach stosowania
ibuprofenu w celu hamowania wzrostu raka jelita grubego u ludzi i zwiekszania
wrazliwosci komorek raka prostaty na radioterapie. Réwniez glikokortykoidy
(deksametazon, prednizon i metylprednizolon) wywierajg swoje przeciwzapalne
dziatanie przynajmniej czesciowo poprzez hamowanie aktywnosci NFkB [6].

Ostatni etap przemian prowadzacych do translokacji NFkB dojgdra komérkowego
stanowi degradacja IkB w proteasomach. Najlepiej poznanymi inhibitorami tego procesu
sg aldehydy peptydowe, hamujace jeden z pieciu enzymow proteolitycznych obecnych
w ludzkich proteasomach, chymotrypsyne. Z uwagi na mechanizm dziatania cechuja
siejednak wysokim brakiem specyficznosci i nie mogg by¢ wykorzystywane w terapii.
Blokowanie degradacji IkB osiggnieto takze w badaniach in vitro posrednio, poprzez
hamowanie ligazy przytaczajgcej ubikwityne do czasteczki biatka.

Kurkumina (diferuloylmethane), stanowigca z6tty barwnik curry (Curcuma longa),
indukuje apoptoze wielu, cho¢ nie wszystkich komdrek nowotworowych, na skutek
hamowania zdolnoSci NFkB do wigzania sie z sekwencjg kB w DNA poprzez
blokowanie fosforylacji 1kB. Komarki nowotworowe, w ktérych wystepuje zwiekszona
aktywno$¢ NFkB, pozostaja oporne na jej dziatanie, co udowodniono w badaniu z
uzyciem mysich komoérek fibrosarcoma transfekowanych genem rei a. Tylko komorki
z grupy kontrolnej ulegty apoptozie, natomiast w komoérkach transfekowanych,
wykazujgcych nadmierng aktywno$¢ NFKB, nie stwierdzono kondensacji jadra i
fragmentacji DNA pod wpltywem kurkuminy. Oporno$¢ na kurkumine wygasata po
dodaniu do komorek biatka 1kB [12].

Wyizolowane pierwotnie z oocytow lub embrionéw pewnego gatunku zaby (Rana
pipiens), a obecnie otrzymywane w drodze syntetycznej biatko P-30 ma réwniez
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zdolno$¢ hamowania aktywnos$ci NFkB. Biatko tojest rybonukleazg (RNaza) o masie
czgsteczkowej 12000 kD i wykazuje homologie z trzustkowymi rybonukleazami. W
warunkach doswiadczalnych in vitro, biatko P-30 hamuje wzrost i proliferacjg eks-
ponencjalnie rosngcych réznych linii nowotworowych, jak rowniez hamuje wzrost
niektérych guzow u myszy, ajako komercyjnie dostepny preparat o nazwie Onconase
weszto do fazy Il badan klinicznych u chorych z rakiem trzustki i miedzybtoniakiem.
Jednym z enzymoéw, ktéry wydaje sie podlegaé wptywowi biatka P-30, jest kinaza
biatkowa RNA-zalezna. Enzym ten uczestniczy w aktywacji NFKkB. Degradacja
dwuniciowego RNA, pod wpltywem biatka P-30, hamuje aktywnos$¢ tej kinazy, co
powoduje miedzy innymi brak aktywacji NFkB [4].

Podobnie, czyli poprzez hamowanie fosforylacji i degradacji 1kB, dziatajg biatka
produkowane w komaérkach niektdrych bakterii i wiruséw. Wiasciwosci takie ma biatko
YopJ powstajgce w komérkach Yersinia pseudotuberculosis, gliotoksyna, bedaca
metabolitem grzybdw Aspergillusfumigatus, czy biatko rdzeniowe wirusa zapalenia
watroby typu C (HCV). Ciekawy mechanizm hamowania aktywacji NFkB ma wirus
afrykanskiej goraczki swin (ASFV), ktéry zawiera w swym genomie sekwencje kodujace
biatka o budowie nasladujacej 1kB, ale nie majace reszt serynowych niezbednych do
procesu degradacji w proteasomach. Biatka te tgczg sie z p65, hamujgjego wigzanie z
sekwencjami kB DNA inie dopuszczaja tym samym do aktywacji transkrypcji. Wias-
ciwosci I1kB wykorzystano w komoérkach nowotworowych poprzez powodowanie w
nich ekspresji super-inhibitorowego zmutowanego biatka, w ktérego czasteczce reszty
serynowe zastgpione sgalaning i nie podlegajg fosforylacji, reszty lizynowe podlegajgce
ubikwitynacji zastgpione sgprzez arginine lub tez brak jest catkowicie pierwszych 40
aminokwaséw podlegajacych modyfikacjom odpowiedzialnym za degradacja IkB. W
przeprowadzonych ostatnio badaniach (1999) hamowanie NFkB poprzez ekspresje w
komorkach super-inhibitorowego 1kB wykorzystano w celu wywotywania apoptozy
pod wptywem TNFa komorek opornych na chemioterapie oraz w celu hamowania
wzrostu in vitro i in vivo ludzkich komérek ptaskonabtonkowych nowotwordw gtowy
i szyi [5].

W badaniach in vitro udowodniono dziatanie hamujgce aktywacje NFKB w
odpowiedzi na TN Faw ludzkich komérkach T i B syntetycznych zwigzkdéw: genisteiny
i erbstatyny. Oporne na to dziatanie pozostawaty jednak m.in. komérki fibrosarcoma
[6].

Bezposrednie hamowanie czynnosci kompleksow NFKB/Rel w ludzkich komérkach
raka piersi (in vitro) poprzez dostarczanie do komorek biatek iKBa, przeciwciat anty-
p65 lub dwuniciowych oligonukleotydow zawierajgcych fragmenty kodujagce NFkB
prowadzito do indukowania apoptozy tych komérek [28]. Z kolei antyoksydanty, takie
jak pentoksyfilina i N-acetylocysteina, przeciwdziatajg pobudzeniu czynnikdw trans-
krypcyjnych pod wptywem stresu oksydacyjnego wywotywanego przez nadmierng
aktywacje cytochromu p450 w odpowiedzi na ekspozycje na wiele karcynogenow
Srodowiskowych.
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Zwiekszona ekspresja u-PA w komdrkach raka gruczotowego trzustki byta
hamowana in vitro przez podawane do komorek biatka iKBa oraz przez TPCK {N-
tosyl-L-phenylalaninechloromethylketone) i deksametazon [32, 33]. Zwiazki te majg
jednak mata szanse na zastosowanie w leczeniu nowotworéw u ludzi ze wzgledu na
wysoka toksycznos$é (TPCK) i wzglednie staba aktywnos$¢ (deksametazon).

Jak wspomniano wczesniej, biatko Tax powstajgce w komérkach ludzkich na skutek
infekcji wirusem HTLV-1 modyfikuje aktywno$é czynnikéw transkrypcyjnych NFKB.
Dowdd takiego wplywu biatka Tax na komdrki moze stanowi¢ obserwacja, ze
oligonukleotydy o sekwencji antysensowej w stosunku do rei A hamujg zalezne od
aktywnosci Tax powstawanie nowotworéw u myszy [8]. Watpliwosci budzi jednak
fakt hamowania przez takie same oligonukleotydy antysensowne wiasciwosci komorek
nowotworowych réznego typu, co moze wynikac z ich niespecyficznego wptywu na
biatka adhezyjne komérek.

Pomimo istnienia dowodow na zdolno$¢ NFkB do hamowania apoptozy, biatka z
tej rodziny ulegajg niespodziewanie aktywacji pod wptywem zwigzkéw o dziataniu
przeciwnowotworowym, takich jak: mitoksantron, winblastyna, daunomycyna czy
paklitaksel (ten ostatni dziata dwojako - nie hamuje aktywacji NFkB zaleznej od TNFa,
natomiast hamuje aktywacje wywotang estrami forbolu). Tak wiec mozna dom-
niemywac, ze skojarzenie cytostatyk + inhibitor aktywacji NFkB jest interesujace w
sensie klinicznego zastosowania, poniewaz drugi ze zwigzkéw hamujac ten czynnik
antyapoptotyczny niweluje potencjalnie niekorzystny efekt tego pierwszego [Deptala,
2001, badania niepublikowane].

PODSUMOWANIE

Grupa biatek Rel/NFKB/IKB bierze udziat w regulacji mechanizméw reakcji
immunologicznej, zapalnej, a takze proceséw proliferacji, obumierania i réznicowania
sie komorek. W ostatnich latach zebrano szereg dowoddw na znaczenie ich aktywacji
w procesie onkogenezy. Dzieki obserwacji nowotworowej transformacji komérek
zwierzecych transfekowanych wirusem zawierajgcym onkoproteing v-Rel, rozpoczeto
badania w kierunku poznania mechanizméw nowotworzenia zachodzacego pod
wptywem innych wiruséw, takich jak: HTLV-1, HBV, EBV, uzyskujac potwierdzenie
ich zalezno$ci od aktywnosci biatek Rel/NFKB/IKB. Mutacje, dotyczgce tej rodziny
czynnikdéw transkrypcyjnych ibiatek regulujacych ich dziatanie, w postaci amplifikacji
chromosomo6w, nadekspresji i rearanzacji genéw wykryto w wielu nowotworach
wywodzacych sie z komorek hematopoetycznych oraz w komorkach guzéw litych.
Dlatego uwaza sie, ze Rel/NFKB moze stuzy¢ potencjalnie jako marker diagnostyczny
komoérek o sktonnosci do transformacji nowotworowej.

Poznanie krystalograficznej struktury biatek NFKB i komplekséw NFkB/IkB, do
ktérego doszto w ostatnich latach, powinno umozliwi¢ opracowanie zwiazkéw spe-
cyficznie hamujgcych czynniki transkrypcyjne nalezace do tej grupy. Dotychczas zaden
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ze zwigzkow o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym zaleznym od ingerencji
w regulacje aktywnosci biatek Rel/NFKB/IKB nie zostat poddany kontrolowanym
badaniom klinicznym na szerszg skale. Obawy budzi najprawdopodobniej mozliwo$¢
wywotania zaburzenia odpornosci i apoptozy prawidtowych komoérek poprzez catkowite
i trwate zablokowanie aktywno$ci NFkB. Poniewaz hamowanie aktywnosci tego biatka
ma potencjalng warto$¢ terapeutyczng, w przysztosci nalezy wiec dazy¢ do stworzenia
zwiazkow blokujacych wybidrczo aktywacje Rel/NFKB zachodzacg pod wptywem
okreslonych czynnikdéw zewngtrzkomorkowych w wybranych liniach komorek.
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EMBRYONIC DEVELOPMENT OF CORONARY VESSELS
AND SOME MECHANISMS OF ITS REGULATION

Anna RATAJSKA

Zaktad Anatomii Patologicznej Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie; W pracy przedstawiono wspoéitczesne poglady na temat podstawowych etapéw rozwoju
naczyn wiedcowych u zwierzat doSwiadczalnych. Materiatu tkankowego dla tworzacych sie naczyn
wiencowych dostarcza przejsciowa struktura - narzad przednasierdziowy, ktéry formuje si¢ w postaci
skupien komérkowych na powierzchni przegrody poprzecznej (u ssakéw) lub zatoki zylnej (u ptakéw).
Narzad ten jest bezposrednim prekursorem nasierdzia. Pierwsze zawigzki naczyn w postaci rozproszo-
nych wysp krwiotwérczych, a nastepnie paczkéw naczyniowych powstajg in situ pod nasierdziem w
miejscu zatoki zylnej oraz bruzd: wiencowej, miedzykomorowej i w zagtebieniu utworzonym miedzy
formujaca sie aorta i pniem ptucnym pnia tetniczego. Zawiazki te nastepnie kanalizujg oraz w niezna-
ny sposéb zlewaja sie¢ w ciagty system naczyniowy. Proksymalne odcinki tetnic wienicowych powstaja
z zawigzkéw naczyniowych, zlokalizowanych wok6t pnia tetniczego, ktére dajg wypustki do zatok
aorty itworza potaczenie zjej Swiattem, formujac drozny kanat naczyniowy. Jednocze$nie dochodzi do
utworzenia droznego potaczenia naczyn zylnych z prawym przedsionkiem oraz zatokg wieficowa. Roz-
poczecie przeptywu krwi w skanalizowanym systemie wieAicowym jest m.in. sygnatem do rozpoczecia
réznicowania sie prekursoréw komdérek miesni gtadkich btony srodkowej naczyn. Réznicowanie to w
wyniku nabywania przez te komorki okreslonych antygenéw fenotypu kurczliwego trwa do konca zy-
cia ptodowego. Czynniki wzrostu biorgce udziat w angiogenezie naczyn, takie jak VEGF oraz angiopo-
etyny (-1 i -2), wykazujg ekspresje w sercu ptodowym i kolokalizacje z miejscami formujacych sie
naczyn wiedcowych. Komorki srodbtonka naczyn wiedcowych pochodzg z rejonu watroby ptodowej,
przylegajacej do formujacego sie narzadu przednasierdziowego, skad docierajg poprzez krezke serca
jako angioblasty (lub ich prekursorzy). Komoérki migéni gtadkich btony $srodkowej naczyn oraz fibro-
blasty przydanki powstaja z komoérek mesothelium nasierdzia, ktére w wyniku transformacji nabton-
kowo-mezenchymalnej podejmujg migracje do odpowiednich miejsc miokardium i dajg poczatek od-
powiednim liniom komérkowym (miocytom gtadkim oraz fibroblastom).

Stowa A/wcroweiwaskulogeneza; angiogeneza; naczynia wieficowe; embriogeneza; serce ptodowe; szczur
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Summary: This paper presents current views on fundamental stages of coronary vessel development in
experimental animals. The tissue for developing vessels comes from the proepicardial organ which is a
transiently occurring structure and forms on the surface of the septum transversum (in mammals) or on
sinus venosus (in birds). Proepicardium is a forerunner of the epicardium. The first vessel primordia are
formed de novo subepicardially as isolated blood islands and subsequently vessel buds in the areas of
sinus venosus, the coronary and the interventricular sulcuses, and the aorticopulmonary groove. Then
the vessel primordia lumenize and finally coalesce in an unknown way into a continous vessel system.
Proximal parts ofthe coronary arteries originate from the peritruncal plexus of capillaries which penetra-
te into the aortic sinuses and form patent connections with the aortic lumen. Concomitantly patent
connections are formed between the venules and the right atrium and the coronary sinus. After the blood
flow through the patent coronary system have been established mesenchymal cells of the primitive
tunica media started to differentiate in smooth muscle cells by acquisition of contractile phenotype
antigens. This process of differentiation lasts till the end of the prenatal life. The expression of growth
factors like VEGF and angiopoietins (-1, -2) is seen in embryonic hearts in areas of vessel formation.
Endothelial cells of the coronary vessels derive from angioblasts of the fetal liver area from where they
migrate to the proepicardium and then to subepicardium and finally myocardium. Precursors of smooth
muscle cells of the coronary vessels and the adventitial fibroblasts derive from the epicardiac mesothe-
lium through the epithelial-mesenchymal transformation. Then they migrate to the respective myocar-
dial areas and differentiate into smooth muscle cells and fibroblasts, respectively.

Key words', vasculogenesis, angiogenesis, coronary vessels, embryogenesis, fetal heart, rat

1. METODY BADAN NAD WASKULARYZACJA SERCA

Od poczatku lat dziewieédziesiatych ostatniego stulecia do chwili obecnej obserwuje
sie narastajagcy wzrost zainteresowania zagadnieniem tworzenia sie naczyn
krwiono$nych w prawidtowym sercu ptodowym. Wiedze przed tym okresem zaw-
dzieczamy badaniom morfologicznym z zastosowaniem tradycyjnych metod barwienia
skrawkow tkankowych [45, 46] oraz nastrzykiwania systemu naczyn wiencowych
tuszem lub podobnymi materiatami kontrastowymi [8,16,69,90]. Bardziej precyzyjne
badania staty sie mozliwe z chwilg zastosowania technik immuno-histochemicznych z
uzyciem swoistych znacznikdw komorek $rédbtonka naczyniowego iich prekursorow
oraz miocytow gtadkich tworzgcych $ciane naczynia. Zastosowanie monoklonalnych
przeciwciat QH1, swoistych dla $rédbtonkéw naczyniowych przepiérki japoriskiej
(Coturnix coturnixjaponica) [57], pozwolito na rozpoczecie pionierskich badan nad
rozmieszczeniem zawigzkdw naczyn u tego gatunku zwierzecia [59, 91, 92, 93].
Podobne mozliwosci dato wprowadzenie przeciwciat anty-PECAM-1, ktdre znakujg
komorki $rédbtonka naczyniowego u myszy [86, 71] oraz lektyny pochodzacej z
Griffonia simplicifolici I, ktora znakuje swoiscie Srodbtonki naczyniowe u szczura [2,
29, 79]. Nasza wiedza na temat embriogenezy naczyn poszerzyfa sie znacznie dzieki
zastosowaniu m.in. techniki chimer miedzygatunkowych, np. przez wszczepianie
komarek zarodkowych przepiorki (pochodzacych z nasierdzia i zawierajacych fragment
watroby) do serca rozwijajacego sie zarodka kurczecia i $ledzenie ich dalszej migracji
[59]. Komérki przepidrcze tatwo odrozni¢ od otaczajgcych tkanek kurczecia dzieki
morfologii ich jader komdrkowych z charakterystyczng grudkg chromatyny. Pomocne
sg réwniez techniki z zastosowaniem znakowanych retrowirusami komdarek, ktdre
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mozna podawac do okreslonych miejsc serca i$ledzié ich dalszg lokalizacje podczas
rozwoju embrionalnego [52,53]. Najczesciej badanymi za pomoca tych technik gatun-
kami zwierzat sg kura i przepiorka. Dzieki temu, ze rozwdj zarodkowy u tych gatunkéw
odbywa sie poza organizmem matki, pozwala to na powtarzanie pewnych manipulacji
i obserwacji na sercu ptodowym tego samego osobnika. Szczur i mysz sg czesto
badanymi gatunkami, szczeg6lnie, jesli idzie o techniki transgenizacji i badania rozwoju
naczyn pod wptywem okreslonych genéw trwale wprowadzonych do linii komoérek
zarodkowych. Metody z zastosowaniem preparatow korozyjnych, polegajace na
podawaniu do naczyn wieAcowych plynnej substancji, ktéra po pewnym czasie
twardnieje, dzieki czemu mozna otrzymac¢ odlew naczyn i bada¢ go w mikroskopie
skaningowym, majg zastosowanie do badania naczyn wieAcowych w pdzniejszych
etapach rozwoju. Informacje dotyczace rozwoju naczyrn wiencowych u cztowieka sg
bardzo skape i dotyczajedynie badan opisowych, nie mniej sg dla nas bardzo istotne
[15,36,49].

2. ODZYWIANIE SERCA
W ROZNYCH STADIACH ROZWOJU OSOBNICZEGO

Serce w czasie rozwoju embrionalnego jest zaopatrywane w tlen i substancje
odzywcze w rézny sposoéb:

1 Poczatkowo wymiana gazowa odbywa sie przez zwykitg dyfuzje w poprzek Sciany
serca od wsierdzia omywanego strumieniem przeptywajacej krwi do nasierdzia.
Ten sposéb odzywiania jest mozliwy dzieki cienkiej $cianie przedsionkéw serca i
specyficznej strukturze pierwotnych komor. Na te ostatnie sktadajg sie cienka $ciana
miokardium wyposazona w dtugie, cienkie wypustki, tzw. beleczki sterczace do
jam serca [48]. W ten sposéb tlen zomywajacej wsierdzie krwi dociera do wszyst-
kich komorek drogg dyfuzji. W miare wzrostu miokardium i grubieniajego $ciany
[55], odlegto$¢ od wsierdzia do nasierdzia (dla domniemanej dyfundujacej cza-
steczki tlenu) zwieksza sie. Jest to prawdopodobnie sygnat do tworzenia pierw-
szych zawiazkéw naczyniowych [81], ktére pojawiajg sie pod nasierdziem. Etap
ten konczy sie z chwilg utworzenia pierwotnego systemu naczyn wiehncowych w
Scianie zatoki zylnej i wokdt proksymalnej i dystalnej czesci truncus artehosus.
Dopoki w tym systemie nie ma potaczenia wszystkich kanatow naczyniowych
serca z krgzeniem og6lnym zarodka poprzez aorte (ze strony tetniczej) i prawy
przedsionek (ze strony zylnej), w tym systemie nie krazy jeszcze krew, lecz ptyn
tkankowy [91].

2. W wyniku dalszego rozwoju naczyn w rozrastajacej sie i grubiejacej Scianie serca i
utworzenia droznego potaczenia z aortg oraz z prawym przedsionkiem poprzez
system pierwotnych tetnic i zyt rozpoczyna sie przeptyw krwi w naczyniach wien-
cowych i mozliwe staje sie odzywianie serca przez kapilary systemu wieficowego
[92].
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3. SPOSOBY POWSTAWANIANACZYN WIENCOWYCH

Waskularyzacja serca przebiega z wykorzystaniem dwu mechanizmow: tzw.
waskulogenezy (ang. vasculogenesis), czyli powstawania naczyn in situ z zawigzkéw
komorek srodbtonka - angioblastéw [14, 66] oraz angiogenezy (ang. angiogenesis),
czyli rozrastania sie sieci naczyniowej poprzez tworzenie wypustek z istniejgcych naczyn
[66,67].

4. POWSTAWANIE | ROZWOJ NARZADU
PRZEDNASEERDZIOWEGO

Poczatek rozwoju unaczynienia serca jest przestrzennie i czasowo zwigzany z
rozwojem nasierdzia, zatem pomocne bedzie krdtkie przedstawienie etapow rozwoju
nasierdzia, ktére bezposrednio poprzedza rozpoczecie waskularyzacji serca. Obecnos¢
nasierdzia warunkuje rozpoczecie waskularyzacji: myszy pozbawione nasierdzia nie
przejawiajg tez cech prawidtowego rozwoju naczyn wiencowych [42,96]. Zawigzkiem
nasierdziajest tzw. narzad przednasierdziowy (ang. proepicardium), ktory jest tworem
przejsciowym zaréwno u ptakow, jak issakow. Jego topografia oraz morfologia rézni
sie nieco u tych grup zwierzat. U ssakow powstaje w obszarze przegrody poprzecznej
[38,411], au ptakéw (u ktérych nie ma przegrody poprzecznej, poniewaz nie powstaje
u nich przepona) na brzusznej powierzchni obu rogéw zatoki zylnej [32, 88]. W
rezultacie sg to te same miejsca, do ktdrych Scisle przylega zawigzek watroby (ryc. 1).
W obu przypadkach (u ptakéw i ssakéw) nabtonek pokrywajgcy narzad przed-
nasierdziowy pochodzi z szeSciennych komoérek powierzchni brzusznej nabtonka
osierdziowego, przylegajacego do przegrody poprzecznej (u ssakow), lub do obu rogow
zatoki zylnej (u ptakow). Wnetrze narzadu natomiast ma ciggto$¢ anatomiczng z watrobg
ptodowa. Komorki nabtonka osierdzia przeksztatcajg sie w komérki ptaskie (méso-
thélium) pokrywajace narzad przednasierdziowy, ktdry sterczy w postaci wyrostkow
palczastych (u ptakéw) lub pecherzykowatych naciekow komérkowych (u ssakow)
do jamy osierdzia w strone grzbietowej Sciany bruzdy przedsionkowo-komorowej
zapetlajacego sie serca (ryc.2a,b). W ten spos6b szczytowe powierzchnie wyniostosci
przednasierdzia dotykajg do grzbietowej $ciany bruzdy przedsionkowo-komorowej,
nie tworzac poczatkowo z nig Scistego kontaktu [32]. Nastepnie wyniostosci te, pokryte
nabtonkiem ptaskim rozrastajg sie w okre$lonych kierunkach na powierzchni serca
(ryc. 2b,c). Komérki nabtonka (mésothélium) napetzaja z rejonu zatoki zylnej do
grzbietowej powierzchni tworzacej sie bruzdy przedsionkowo-komorowej po mniejszej
krzywiznie serca, po czym w Kierunku brzusznej powierzchni serca. W dalszym ciggu
warstwa nasierdzia posuwa sie w kierunku przedsionka i rejonu opuszki, z pewnym
opO6znieniem na powierzchni brzusznej. W ten sposob powierzchnia kontaktu miedzy
narzadem przednasierdziowym a sercem zwieksza sie i skupienia komoérkowe
petznacego przednasierdzia w zwiekszonej ilosci znalez¢ mozna na bruzdach zatokowo-
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RYCINA 1 Zarodek ssaka ze stadium rozwoju, odpowiadajacym pierwszym etapom formowania sie
narzadu przednasierdziowego, tj. w chwili gdy serce ulega zapetleniu - topografia przestrzenna serca,
osierdzia, przegrody poprzecznej i zawigzka watroby: miejsce tworzacego sie narzagdu przedna-
sierdziowego zaznaczono strzatka, zat zyl - zatoka zylna, przed - przedsionek, kom - komora, st -
stozek serca, pp - przegroda poprzeczna, watr - zawigzek watroby, jo - jama osierdzia, pz6t- przewdd
z6ttkowy

przedsionkowej, przedsionkowo-komorowej i miedzykomorowej [94]. W miare
pokrywania powierzchni serca przez nasierdzie, narzad przednasierdziowy stopniowo
zanika.

Rozw0j narzadu przednasierdziowego polega na wytwarzaniu znacznej ilosci
substancji miedzykomérkowej przez komorki mésothélium. W zwigzku z tym jego
wnetrze jest wypetnione substancjg miedzykomorkowg oraz komdrkami mezen-
chymatycznymi, zawierajgcymi cytokeratyne, hemocytoblastami, angioblastami,
kapilarami oraz kanalikowymi strukturami powstatymi w wyniku wpuklania sie komérek
mésothélium do $rodka [88]. Funkcja tego narzadu jest wieloraka: angiogeneza,
hemopoeza, obrobka macierzy pozakomorkowej oraz dostarczanie materiatu komor-
kowego do tworzacego sie nasierdzia (nabtonek mésothélium oraz podnasierdzie).
Blisko$¢ topograficzna przednasierdzia i watroby ptodowej ttumaczy wiasciwosé
hematopoetycznatego narzadu [38,88]. W ten oto sposob komorki mezenchymatyczne
przednasierdzia oraz inne elementy komdérkowe (hemocytoblasty) majag ciggtos¢
przestrzenng z tworzacym sie podnasierdziem (ryc. 2c).
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RYCINA 2. Przekr6j poprzeczny serca ssaka na poziomic narzadu przednasierdziowego; schemat
pokazuje potozenie narzadu przednasierdziowego wzglagdem zapatlajgcego sie serca (serce cztowieka
okoto 24 dnia rozwoju); a,b - kolejne etapy rozwoju irozprzestrzeniania sie narzagdu przednasierdziowego
po powierzchni miokardium; w ramce (c) pokazano powigkszenie nasierdzia i podnasierdzia powstatych
z narzadu przednasierdziowego; jo - jama osierdzia; pro - narzad przednasierdziowy; zat - zatoka
zylna; p - przedsionek; kom - komora; mez - nabtonek (mésothélium) nasierdzia; wys - wyspy
krwiotworcze (skupienia angioblastow i erytroblastéw); m - komorki mezenchymatyczne; mio -
miokardium, pod - podnasierdzie
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S5A. ETAPY WASKULARYZACJI SERCA

Pierwsze oznaki waskularyzacji serca, niezaleznie od gatunku, zaczynajg byé
widoczne po jego zapetleniu, czyli utworzeniu pierwotnego, 4-jamistego serca.

Przedsionki oddzielone sg od komor kanatem przedsionkowo-komorowym z
formujacymi sie guzami wsierdziowymi, stozek serca i pien tetniczy sgq pojedynczym
kanatem wyscietanym grzebieniami stozka i pnia, a pierwotne komory skfadajg sie z
tzw. miokardium zbitego i sg wyposazone w system beleczek migsniowych (tzw.
miokardium gabczaste). Sercejest catkowicie pokryte nasierdziem (ryc. 3c). U szczurow
etap ten odpowiada 13 dobie zycia wewnatrzmacicznego (czyli drugiej potowie zycia
ptodowego), u ptakéw stadium rozwoju HH32 (Hamburger Hamilton stage) [27], au
cztowieka - 32.-37. dobie zycia ptodowego. Wielu autoréw wysuwa przypuszczenie,
ze wzrost grubosci sciany miokardium jest podstawg do rozpoczecia waskularyzacji.

W rozwoju naczyn wiencowych wyréznié mozemy kilka proceséw. Pierwszym
jest niewatpliwie tworzenie w warstwie podnasierdziowej rozproszonych, oddzielnych
struktur, tzw. wysp krwiotworczych, ktore sg zawigzkami naczyn [31, 36, 68, 80].
Struktury te nie majg zadnego anatomicznego potaczenia z krwiobiegiem zarodka i
sktadajg sie ze skupien dwu typow komorek: erytroblastow i angioblastow. Do tej
pory, serce nigdy nie byto traktowane jako narzad krwiotwdrczy [38, 88, 89], cho¢
takim pozostaje we wczesnych etapach rozwoju naczyn. Pochodzenie komoérek
wchodzacych w sktad wysp krwiotworczych byto przedmiotem badan [20, 53, 59].
Badania na chimerach miedzygatunkowych wykazaty, ze prekursory komoérek
srodbtonka naczyniowego - angioblasty pochodzg z rejonu watroby ptodowej, skad
poprzez narzad przednasierdziowy migrujg do podnasierdzia, a nastepnie do
miokardium, dajac poczatek splotowi kapilar podnasierdziowych oraz naczyniom
miokardium [59, 92]. Wyniki tych badan obality wczesniejsze poglady gtoszace, ze
komérki srédbtonka naczyh pochodzg z endothelium beleczek wsierdzia przez
wpuklanie sie ich do miokardium itworzenie odgatezien naczyniowych [17,18, 46,
90].

Wedtug wspétczesnych pogladéw prekursory komorek miesni gtadkich btony
Srodkowej naczyn wiekszego kalibru oraz fibroblasty przydanki pochodzg z komoérek
mésothélium nasierdzia, poprzez ich transformacje nabtonkowo-mezenchymalna, czyli
odrdznicowanie sie. Proces ten polega na utracie wtasciwosci komaorki nabtonkowej
(mésothélium) i przeksztatcenie jej w komorke mezenchymatyczng [20, 93]. Powstate
z nasierdzia komdrki mezenchymatyczne wedrujg do miejsc formowania sie pierwot-
nych naczyn ipo ustaleniu sie kontaktu ze srddbtonkiem, rozpoczynajg réznicowanie
sie w miocyty gtadkie btony srodkowej [20, 53, 93]. W populacji komérek mezen-
chymatycznych znajdujg sie tez przyszte fibroblasty, ktére po ustaleniu kontaktu z
pierwotng $ciang naczynia rozpoczynaja roznicowanie w fibroblasty btony zewnetrznej
naczynia. Prekursory fibroblastdw moga tez migrowac do odlegtych miejsc i zasiedlaé
rejony przysztych zastawek serca lub formowac element sktadowy przysztych pierscieni
wioknistych.
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RYCINA 3. Zawiazki naczyn w postaci wysp
krwiotwérczych w pniu tetniczym w dniu 14. rozwoju
embrionalnego szczura, wyznakowane lektyna
sprzezong z fluoresceing (GS1-FITC): a - cze$¢
dystalna pnia tetniczego z zawigzkami naczyn w
tworzacej sie bruzdzie aortalno-ptucnej (strzatki); b -
cze$¢ proksymalna pnia tetniczego z zawiazkami
naczyh w grzbietowej i brzusznej bruzdzie pnia
tetniczego, potozenie zawigzkéw naczyh odpowiada
miejscom najbardziej oddalonym od strumienia krazacej
krwi; ¢ - schemat serca z tego etapu rozwoju;
zaznaczono plaszczyzny cigecia w cze$ci dystalnej
(poziom a) i proksymalnej (poziom b); Igrz - prawy
gérny grzebien pnia tetniczego; 2grz - lewy dolny
grzebien pnia tetniczego; 3grz- lewy brzuszny grzebien
stozka, 4grz - prawy grzbietowy grzebien stozka;
pmkom - przegroda migdzykomorowa; gg - gorny guz
wsierdziowy; dg - dolny guz wsierdziowy; leg - lewy
guz wsierdziowy; prg - prawy guz wsierdziowy
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5B. LOKALIZACJA ZAWIAZKOW NACZYN WIENCOWYCH

Pierwsze struktury naczyniowe w postaci tzw. ,,wysp krwiotwérczych” powstajg
w sercu pod nasierdziem w okolicy zatoki zylnej. Innym miejscem formowania sie
zawigzkdw naczyn sg: bruzda przedsionkowo-komorowa, bruzda miedzykomorowa
oraz tworzace sie zagtebienie pnia tetniczego w czasie jego rozdzielania sie na pien
ptucny i aorte (ryc. 3a,b) [62].

Struktury te nastepnie kanalizujg, tworzac niezalezne, rozproszone paczki
naczyniowe: komérki $rodbtonka uktadajg sie na zewnatrz, a erytroblasty w Swietle.
Stopniowo angioblasty réznicuja sie w komorki srddbtonka, a erytroblasty w erytrocyty.
Nastepnie te niezalezne przestrzennie, pierwotne struktury naczyniowe zlewajg sie w
drozny system o wspdlnym kanale. Istniejgca sie¢ naczyn wiericowych rozrasta sie w
wyniku angiogenezy w system wiencowy. Przez caty czas trwania zycia ptodowego
naczynia powstajg tez w wyniku waskulogenezy [68].

5C. POWSTAWANIE | ROZWOJ TETNICZYCH NACZYN
WIENCOWYCH

Powstawanie zawigzkéw naczyn tetniczych serca odbywa sie drogg wasku-
logenezy. Pierwszym etapem jest formowanie sie na terenie opuszki serca (ang. out-
flow tract) tzw. splotu kapilar podnasierdziowych [12, 95]. Tworza sie one z wysp
krwiotwdrczych i wtérnych kanatéw naczyniowych, ktdre oplatajg opuszke, a nastepnie

RYCINA 4. Pierécien kapilar wokdt opuszki serca myszy uwidoczniony przez wyznakowanie catego
serca ptodowego przeciwciatami anty-PECAM-1 (zaznaczono strzatka), widoczne réwniez zawiazki
innych naczyn wieficowych w postaci delikatnej siatki, ktore zostaty wyznakowane ta sama technika
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RYCINA 5. Pien tetniczy z poczatku 15. doby
zycia ptodowego szczura, przekréj poprzeczny,
znakowanie lektyng (GS1-FITC), penetracja
zawigzkow kapilar do tej samej zatoki aorty na
dwu poziomach: dalszym (a) i blizszym (b);
zaznaczono strzatkami; tylko jeden z tych zawigz-
kéw pozostanie proksymalnym odcinkiem tetnicy
wiencowej; (c) - schemat serca z tego etapu rozwoju;
zaznaczono ptaszczyzny ciecia skraw-kow
tkankowych: dalsza, dla poziomu (a) i blizszg dla
poziomu (b); a - aorta; p - pien ptucny; zp -
zastawka potksiezycowata pnia ptucnego; pst -
przegroda stozka, ztr- zastawka tréjdzielna; zmitr
- zastawka mitralna
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pien tetniczy serca. Poczatkowo ksztatt splotu kapilar wokot opuszki przypomina
potksiezyc, obejmujacy od strony grzbietowej (aortalnej) pieA tetniczy. Stopniowo
potksiezyc ten wydtuza swe konce inabiera ksztattu petnego pierscienia, w miare jak
splot kapilar rozrasta sie obejmujgc opuszke od strony brzusznej (ryc. 4). PierScien ten
rozrasta sie nastepnie na grubo$¢ w strone blizszg i dalszg pnia tetniczego. Z tego
podnasierdziowego splotu kapilar pnia tetniczego wyrastajg w strone zatok aorty (tych,
ktore znajdujg sie naprzeciwko pnia ptucnego) zawigzki naczyn, ktore dajg poczatek
proksymalnym odcinkom tetnic wiencowych [10, 11,12,59,95]. Proksymalne odcinki
tetnic wiencowych powstajg zatem droga angiogenezy [62]. Opuszka, a nastepnie
pien tetniczy serca sg rowniez miejscem powstawania kapilar oraz rozrastania sie
tego systemu naczyniowego. W tym czasie dochodzi do znacznego skrécenia opuszki
serca i wptywa to na ostateczny ksztatt i miejsce penetracji zawigzkéw tetnic wien-
cowych do zatok aorty [62]. Interesujgce, ze w czasie tego etapu rozwoju jest wiele
préb wrastania zawigzkéw naczyn w strone zatok aorty, po dwie lub nawet trzy do
kazdej zatoki, a nawet dodatkowo do trzeciej zatoki aorty [59, 62](ryc. 5a,b).
Ostatecznie jednak tylko dwa zawigzki pozostajg jako proksymalne odcinki tetnic
wiencowych: lewej i prawej. Taki sposob powstawania tetnic wiericowych poprzez
penetracje zawigzkow naczyn do zatok aorty, a nie poprzez odpaczkowywanie od
aorty (wedtug pogladu wczesniejszego) [1,36,87] ttumaczy powstawanie wrodzonych
wad naczyn wienicowych, jak np. nieprawidtowe odejscie naczyn tetniczych w zespole
Bland-White-Garlanda [9], lub inne zaburzenia systemu wieficowego [3,4].

Wytwarzanie splotu podnasierdziowego kapilar oraz wrastanie zawigzkéw naczyn
tetniczych do aorty odbywa sie na etapie rozwoju serca, kiedy dochodzi do podziatu
stozka serca i pnia tetniczego na dwa kanaty za pomocg rosngcych w okreslonych
kierunkach - skosnie ispiralnie grzebieni stozka. Dystalna cze$¢ opuszki (pien tetniczy)
ulega podziatowi na aorte i pien ptucny, kiedy pierwsze zawigzki naczyn penetrujg w
strone odpowiednich zatok aorty. W chwili, kiedy dochodzi do petnego potaczenia z
aortg i utworzenia Swiatta w proksymalnym odcinku tetnicy wieficowej, czes¢ blizsza
opuszki (stozek serca) zostaje podzielona w peini na dwa odrebne ujscia dla lewej i
prawej komory (ryc. 5c).

W ciggu nastepnych etapéw rozwoju dtugosé pierwotnych tetnic wiencowych (i
ich odgatezien) wzrasta w postepie geometrycznym, wydtuzajac sie w strone koniuszka
serca. W tym czasie dtugos¢ komory serca wzrasta liniowo w miare uptywu kolejnych
dni rozwoju embrionalnego [64].

Formowanie sie btony Srodkowej odbywa sie poprzez dotgczanie sie komorek
mezenchymalnych do pierwotnej $ciany naczynia utworzonego przez komorki
srodbtonka. Proces ten rozpoczyna sie przed utworzeniem droznego systemu wien-
cowego, tzn. zanim zawigzki obu tetnic wiencowych wytworzg potaczenia ze Swiattem
aorty [62]. Udroznienie systemu wiencowego z prawym przedsionkiem (od strony
zylnej) wykazano u przepiorki japonskiej w tym samym czasie, kiedy dochodzi do
udroznienia z aortg, tj. HH32 (Hamburger & Hamilton stage 32)[ 27, 91]. Z chwilg
powstania droznego pofgczenia naczyn wiencowych od strony tetniczej i od strony
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zylnej z krazeniem ogélnym zarodka rozpoczyna sie przeptyw krwi w systemie
wieficowym. Ta zmiana hemodynamiczna moze mie¢ wptyw na rozpoczecie rozni-
cowania sie btony srodkowej ibtony zewnetrznej Sciany naczyn tetniczych, poniewaz
z tg chwilg obserwuje sie pojawianie sie pierwszych cech fenotypu kurczliwego w
réznicujacych sie komorkach miesni gtadkich btony srodkowej naczyn [62].

Ré6znicowanie sie komorek btony $srodkowej Sciany naczynia rozpoczyna sie od
korica blizszego tetnic wieAicowych i postepuje w strone koniuszka serca. Na podstawie
wiasnych badan na szczurach oraz publikowanych prac nad innymi gatunkami zwierzat
[33, 65, 92] stwierdzono, ze pierwszym biatkiem kurczliwym miocytéw gtadkich
wiencowych naczyn tetniczych jest a-aktyna miocytow gtadkich (a-SMA). W
miocytach naczyn zylnych a-SMA pojawia sie po kilku dniach, (u szczura od ED 18).
Nastepnie (u szczura) pojawia sie odmiana miozyny miocytéw gtadkich (SM-
MHC)(ED17) (ryc 6a,b) i w kolejnych etapach rozwoju postepuje w dot, w strone
koniuszka serca. Innym czesto badanym antygenem jest 1E 12 —nalezgcy do rodziny
a-aktynin. Antygen ten pojawia sie w systemie tetnic wieficowych po raz pierwszy w
dobie 18. (ED 18). Antygen 1E 12 zanika w naczyniach wieAcowych w miare zwigkszaria
odlegtosci od aorty, wykazujac niecigglty charakter w btonie srodkowej dalszych
odcinkow tetnic wiedicowych. Podobnie jak a-SM A, antygen 1E 12 nie jest specyficzny
dla embrionalnych miocytow gtadkich, poniewaz wystepuje tez na terenie cytoplazrny
kardiomiocytow. U przepidrki i kury antygen 1E 12 pojawia sie przed SM-MHC [35,
56,92]. Poza tym 1E 12 nie wystepuje w btonie Srodkowej wiericowych naczyn zylnych
embrionéw szczura, w przeciwienstwie do naczyn zylnych przepi6rki, gdzie ulega
ekspresji [91,92]. Te r6znice w czasowo-przestrzennej ekspresji biatek systemu
kurczliwego i/lub cytoszkieletu moga wskazywa¢ na duzg zmienno$¢ odmim
fenotypowych i aktywno$ci miocytow gtadkich, zwigzang z réznicami miedzy-
gatunkowymi.

Rola smudeliny - niedawno opisanego biatka komérek miesni gtadkich, wysy-
pujacego w trzech odmianach nie jest doktadnie poznana. Wydaje sie, ze biatko to
wystepuje w komorkach w petni przystosowanych do aktywnego skurczu [39,40,83,
84]. Wyniki badan nad rozmieszczeniem smudeliny w sercach ptodowych szczera
potwierdzajg role tego biatka: pojawia sie ono najpézniej w rozwoju embrionalnymw
poréwnaniu z innymi badanymi biatkami oraz w tych fragmentach proksymalnych
odcinkdw tetnic wiencowych, ktére sktadaja sie z kilku do kilkunastu warstw miocytcw
gtadkich (ED 19 uszczura) (ryc. 6¢,d). Wyniki wskazuja, ze smudelina ulega ekspresji
w najbardziej dojrzatych czesSciach drzewa wiefAcowego od strony tetniczej [65]. W
btonie srodkowej wielkich tetnic serca smudelina nie wystepuje we wszystkich komor-
kach miocytéw gtadkich. Zrdéznicowana ekspresja trzech odmian smudeliny [21,40]
podczas rozwoju embrionalnego innych narzadéw odzwierciedla takze istnienie rozny:h
fenotypéw miocytéw gtadkich, tych ktore wystepujg w $cianie naczyn oraz tych ktcre
sg sktadnikiem $ciany jelita, macicy, zotadka.

Wyniki badar nad pojawianiem sie poszczegdlnych biatek w Scianie naczyn u szczira
potwierdzajg dynamiczno$¢ procesu rozwojowego oraz réznorodno$¢ fenotypéw nio-
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RYCINA 7. a - Tetnica wieficowa lewa (odcinek blizszy) ijej odgatezienia u 20-dobowego plolu
szczura pokazana technikg korozyjna: widoczne podtuzne wzgledem kierunku przeptywu krwi ,,odcisli”
komérek $srodbtonka naczyniowego na powierzchni preparatu korozyjnego; b - Prawo-tylna powierzchna
serca z 19. doby zycia ptodowego szczura; preparat korozyjny pokazuje uktad zyt wiericowych la
powierzchni prawej i lewej komory oraz sie¢ kapilar serca, przedsionki usunigto
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cytéw gladkich w poszczegélnych odcinkach systemu wiericowego. Nalezy zaznaczy¢,
ze proces rozwoju naczyn wiencowych nie koiczy sie z chwilg zakoiczenia zycia
ptodowego. U szczura rozwdj trwa co najmniej do 3-4. tygodnia po urodzeniu [5, 82].

6. PRZEBIEG DUZYCH NACZYN WIENCOWYCH
(ZYL ITETNIC) UROZNYCH GATUNKOW ZWIERZAT

Badania na tym polu na zwierzetach doSwiadczalnych sg fragmentaryczne.
Ograniczaja sie jedynie do niewielu prac w piSmiennictwie Swiatowym [7, 16].

U gryzoni praktycznie istniejg dwie tetnice wiericowe, ktére w poczgtkowym odcinku
przebiegu (w $Scianie miokardium) dajg odgatezienia na gatezie potomne oraz biegng w
Scianie miokardium, a nie podnasierdziowo. Lewa, daje cztery (najczesciej) lub trzy
odgatezienia, ktdre biorgpoczatek z dwu galezi (ryc 7a). Te potomne gatezie unaczyniajg
brzezng czes$¢ przedniej Sciany lewej komory, a gatezie gtebokie (w ilosci 1 lub 2)
unaczyniaja przednig czes¢ przegrody miedzykomorowej. Prawa tetnica wieAcowa
daje 4 lub 5 odgatezien, ktére unaczyniajg miokardium prawej komory oraz wedrujg w
strone bocznej i przedniej czesSci miokardium prawej komory. Na temat powstawania
zyt wiencowych nie ma praktycznie danych w pismiennictwie Swiatowym. Jedyne
informacje dotycza badan u przepiorki japonskiej [91]. U gryzoni (szczur) potozenie
zyt iich przebieg jest zlokalizowany podnasierdziowo. Zyty wiekszego kalibru biegna
na tylnej powierzchni serca w srodkowej czesci prawej i lewej komory (ryc. 7b). Zyty
z tej czeSci serca wpadajg do zatoki wiecowej. Tylko w niektorych odcinkach przebiegu
zyty wieAcowe towarzyszg odpowiednim gateziom tetnic, przy czym tetnice wieficowe
biegng w miokardium, podczas gdy odpowiadajgce im odcinki zyt- podnasierdziowo.
Na przedniej powierzchni serca duze zyty wiencowe sg krotkie, siegaja do podstawy
stozka prawej komory. U szczura nie ma praktycznie odpowiednika zyty wielkiej serca,
ktéra u ludzi biegnie od koniuszka serca w bruzdzie miedzykomorowej przedniej i
wpada do zatoki wieficowej.

7. MECHANIZMY WASKULARYZACJI SERCA

Nasza wiedza na temat mechanizmow regulacji rozwoju naczyn oraz ksztattowania
sie i dojrzewania $ciany naczynia jest coraz wieksza, cho¢ nadal wiele zagadnien
pozostaje bez odpowiedzi. W$rdd czynnikéw regulujgcych angiogeneze srédbtonkowy
czynnik wzrostu naczyn (VEGF) oraz ostatnio opisane angiopoetyny (Ang-1 i Ang-2)
wydajg sie by¢ najbardziej specyficzne. Specyficznos$¢ dziatania tych czynnikow jest
zwigzana z obecnoscig odpowiednich receptoréw jedynie na powierzchni komorek
srodbtonka (lub ich prekursoréw - angioblastéw). Dla VEGF sg toflt-1 (VEGFR1)
oraz KDR lubflk-1 (VEGFR2) [22, 54, 77]. Dla angiopoetyn - Tie-2 (zwany dawniej
tek)[23, 60, 70]. YEGF zostat opisany [24, 25, 76] jako substancja parakrynna
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stymulujgca wzrost naczyn, ich paczkowanie oraz proliferacje komérek srodbtonka.
VEGF jest znany réwniez jako substancja stymulujaca wzrost przepuszczalnosci $ciany
naczynia [73]. VEGF wystepuje w kilku odmianach, ktore sg wynikiem alternatywnego
skfadania transkryptu [44].

W embrionalnym sercu VEGF ulega ekspresji przed rozpoczeciem formowania sie
pierwszych zawigzkdw naczyniowych. Jego bezposredni wptyw na powstawanie naczyn
wiencowych wykazalismy na modelu hodowli serca in vitro w obecnosci tego czynnika
w podtozu hodowlanym [61]. Embrionalne serce kurczecia mozna utrzymywac¢ w
hodowli przez kilka lub kilkanascie dni na specjalnie przygotowanym podfozu
kolagenowym w obecnosci pozywki. Dzieki automatyzmowi serce pracuje oraz moze
by¢ utrzymywane przy zyciu i zachodzg w nim zmiany morfogenetyczne, ktére mozna
bada¢ poza organizmem zywym. W takim samym modelu in vitro udato sie hodowaé
serca szczura. Egzogenny VEGF powoduje, ze z zawigzkow naczyn serca ptodowego
(ED14) wyrastajg naczyniopodobne struktury, zagtebione w Zelu kolagenowym,
tworzace Swiatto. W podtozu hodowlanym oraz endogennie (w hodowanym sercu
ptodowym) wykryto obecnos¢ biatka VEGF metoda Western biot oraz wykazano, ze
zasadowy czynnik wzrostu (bFGF) stymuluje ekspresje VEGF w sercach hodowanych
in vitro. Zasadowy FGF dodany do podtoza wptywa na migracje komérek, ktéra jest
jedng z aktywnos$ci komoérkowych podczas angiogenezy i staje sie tym samym
niezbednym sktadnikiem waskularyzacji serca. Zasadowy FGF stymuluje migracje
komorek mezenchymalnych w hodowli serca 12-dobowego (awaskulamego) oraz dziata
synergistycznie z VEGF na migracje komorek w tym modelu eksperymentalnym [61].
Nie wptywa natomiast na tworzenie struktur naczynio-podobnych in vitro. Wykazano
réwniez ekspresje genu VEGF, obecnos$¢ oraz lokalizacje VEGF w rozwijajacym sie
sercu ptodowym [79]. Poczatkowo gen VEGF ulega ekspresji pod nasierdziem tam,
gdzie powstajg pierwsze zawigzki naczyn. Taka lokalizacje VEGF mozna wyttumaczy¢
dziataniem czynnika stymulujgcego gen dla VEGF, jakim jest wzgledna hipoksja [72,
74]. Wydaje sie, ze pod nasierdziem, odlegtym od omywanego krwigwsierdzia wystepuje
pewien niedosyt tkankowego stezenia tlenu, powodujagc wzmozenie ekspresji genu
VEGF poprzez czynnik transkrypcyjny HIF (ang. hypoxia inducible factor) [30,
43].

Angiopoetyny (1 i 2) sg znane jako czynniki stabilizujgce $ciane tworzgcego sie
naczynia [19, 47, 76] oraz regulujace oddziatywanie komorek $rédbtonka z
niesrodbtonkowymi elementami komdrkowymi $ciany naczynia (pericyty, miocyty
gtadkie). Ang-1jest ligandem aktywujacym receptor Tie-2, Ang-2 jestjego antagonista.
Ponadto, Ang-2, w zaleznosci od obecnosci lub braku w otoczeniu komérkowym VEGF
moze dziata¢ stymulujgco na angiogeneze, poprzez rozluznienie oddziatywan
miedzykomorkowych, lub odpowiednio hamowac ja, przez uszczelnienie oddziatywan
miedzykomérkowych [6,58]. Wyniki te pochodzg z badan nad hodowanymi komérkami
$rodbtonka w systemie in vivo pod rogowka oka. Ostatnio opisano Ang-3 i Ang-4
[85]. Potwierdzono réwniez obecno$¢ odmian Ang-1 i Ang-2 w zwigzku z alter-
natywnym sktadaniem transkryptu obu genéw [34, 51]. Wykazano ponadto, ze mMRNA
dla Ang-2 ulega regulacji pozytywnej w warunkach hipoksji [50].



519

1JEGO REGULACJA

ROZWOJ NACZYN WIENCOWYCH

1ymelsez 1weyietd z obsuonid ewd buzoAlewAyouszaw duexy - Djtezas

— (1 9 (0) gzg-Aukipodoibue 1 ( ¥ T-Aukiaodoibue eldezijexo ‘yoslupaiskes

[a1em02AZ31ystod

albntp fwAzoruldl niud m yoAzolgomioimiy dsAm 1oeisod M uAzoeu  moyzkimez
yoAusazom aluazotod elnzexod - ijfezsis aqnib ‘obBauonid ewd [81em00Az3Istod 1ymeisez euzdoAiewAyouazaw exuexy - >d ‘Auontd uaid - d ‘euoe - e
‘e0sas yoeuolas yoAwes Yot m uAzoeu elU8ZOZSAIWZOJ eluezeyod weED ‘YyaoAmoduexl yoexmelys yoAoklnperses w uAyel z Auzorwaydsolsiyounwwi uAkzopo

moymesys Ared - (P19 zeo g1 ® (po)

[o1emooAzaisytod 1ymeisez ds [aoklnwioy

alwoizod w ofsuongd ewd eidsin zeio (q'e) o06szo1uid) ewd srwoizod w  Auzoszidod [oiqezid "obamopotd ewAz Agop g z eINZOZS 3J1BS '8 WNIDAY



520 A. RATAJSKA

Na temat udziatu angiopoetyn w rozwoju naczyh w réznych narzadach ptodowych
ukazaty sie prace wykorzystajgce model zwierzat transgenicznych. Angiopoetyny sg
niezbedne do zycia, poniewaz myszy pozbawione genu dla Ang-1 lub Ang-2 ging w
okresie ptodowym [47].

W sercach ptodowych szczura angiopoetyna 1 (Ang-1) wystepuje przed wasku-
laryzacjg(EDI 2) ijest obecna podczas poszczegblnych etapdw angiogenezy ptodowej
(ED13-ED21), podobnie jak Ang-2. Wystepowanie obu angiopoetyn jest szczegolnie
silne w beleczkach serca, w miokardium ggbczastym podczas ED 13 i 14. W beleczkach
nie powstajg wéwczas zadne zawigzki naczyn. Same beleczki podlegajg w ciggu
nastepnych dni rozwoju silnej przebudowie (skracaniu sie) przy réwnoczesnym
pogrubianiu sie $ciany miokardium zhitego. Ang-1i Ang-2 sg obecne na terenie komorek
w sercu 13-dobowym. W nastepnych dniach rozwoju embrionalnego (EDI15-16)
immunohistochemiczne rozmieszczenie angiopoetyn pojawia si¢ na terenie miokardium
komor i przedsionkéw w postaci punktowych i/lub plamkowatych skupien (ryc. 8a,b).
Skupienia te sg charakterystycznym obrazem lokalizacji angiopoetyn w sercu do korica
zycia ptodowego. Angiopoetyny nie wystepuja w $cianie naczyh wienicowych duzego
kalibru, z rozwinietg warstwg btony $rodkowej. Nie wykrywa sie tez angiopoetyn w
$cianie pierwotnych naczyn zatokowych podnasierdzia, ktére w tym okresie rozwoju
nie wytwarzajg btony srodkowej (ryc. 8a,b,c,d). Badania ultrastrukturalne w mikro-
skopie elektronowym z uzyciem techniki immunocytochemicznej wykazuja, ze
angiopoetyna ljest obecna w przestrzeniach miedzykomorkowych tworzacej sie Sciany
naczynia w chwili przytgczania sie niesrodbtonkowego skiadnika komoérkowego
(prekursora pericytu?, prekursora miocytu gtadkiego?) do komorki Srédbtonka. Z chwilg
powstania $cislejszego potgczenia miedzy komdrkami nie wykrywa sie angiopoetyn w
przestrzeni miedzykomorkowej [63].

Kazda z dwu angiopoetyn (Ang-1 i Ang-2) migruje w zelu poliakrylamidowym
(12%) w warunkach redukujacych jako dwie odmiany o masach czasteczkowych
okoto 55 iokoto 70 kDa. Istnienie dwu odmian angiopoetyn jest prawdopodobnie uwa-
runkowane r6znym stopniem modyfikacji tych biatek po translacji (np. réznice w ilosci
przytgczonych grup glikozylowych) [63].

Lokalizacja VEGF oraz jego ekspresja wykazuje zbiezno$¢ czasowo-przestrzenng
Z pojawianiem sie zawiazkdéw oraz wiasciwych naczyn wiencowych. VEGF jest
niecbecny w Scianie poduszeczek wsierdziowych serca tam, gdzie nie powstajg naczynia.
Podobnie, Ang-1 i-2. Oba typy czynnikéw wzrostu: Ang i VEGF maja podobng
lokalizacje w sercu embrionalnym, pokrywajaca sie z miejscami formowania sie naczyn.
Wydaje siejednak, ze na poziomie submikroskopowym (molekularnym) wspomniane
czynniki wzrostu dziatajg w Scisle okre$lonych przestrzennie i czasowo warunkach.

Zasadowy czynnik wzrostu (bFGF) odgrywa role pobudzajgca na angiogeneze,
lecz dziata rowniez stymulujaco na wzrost innych typéw komorek [13, 25], nie tylko
komérek Srodbtonka. Zbadano, ze w systemie komorek srodbtonka hodowanych in
vitro VEGF i bFGF dzialajg synergistycznie na angiogeneze i tworzenie tub na-
czyniowych w zelu kolagenowym [26]. Udziat tych czynnikow w rozwoju naczyn
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wiencowych nie jest do korica poznany, choé¢ byt przedmiotem niektérych badan [79,
81].

Ostatnie dane z badan nad rozwojem naczyn wiericowych w modelu in vitro
wskazujg na udziat wielu czynnikéw wzrostu w regulacji tego procesu [82].

CZYNNIKI HEMODYNAMICZNE

Rozpoczecie przeptywu krwi w systemie wieficowym nie jest warunkiem niezbed-
nym do formowania sie btony Srodkowej Sciany naczynia w zawigzkach tetnic
wienicowych [62]. Poczatek przeptywu krwi w naczyniach wiericowych po udroznieniu
z aortg zwigksza naprezanie $cinajace (ang. shear stress) komoérek $rodbtonka, co
indukuje wyzwalanie pewnych substancji przez komérki srodbtonka naczyniowego
[28, 37]. Substancje te modulujg ré6znicowanie siemiocytéw gtadkich btony Srodkowej
oraz wptywaja na ich proliferacje [75]. Zwiekszone naprezenie $cinajgce od strony
tetniczych naczyh wiedcowych w poréwnaniu z naprezeniem w systemie naczyn
zylnych (mniejsze ci$nienie krwi w naczyniach zatokowych zylnych naczyn wien-
cowych) ttumaczy wczesniejsze réznicowanie sie komorek miesni gtadkich tetnic
wiencowych w poréwnaniu z btong srodkowg zyt wiencowych. W granicach spekulacji
pozostaje natomiast sposéb, wjaki jest indukowane powstawanie naczyn lub ich wzrostu
do okreslonych miejsc w sercu przez przeptyw krwi w jamach serca. Nie wiemy, czy
np. tworzgce sie dwa strumienie krwi w jamach rozwijajgcego sie serca majg wptyw
na powstawanie i indukowanie wzrostu naczyn lub ich zawigzkéw w okre$lonych
miejscach serca.
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ERRATA

Errata do artykutu: Kucia M., Drukata J.: Postep w metodach hodowli komérek
dla transplantologii Komorki macierzyste. PostBiol Kom 2002; 29: 257-268.

Zdanie umieszczone na str, 261 w. 3 od géry w brzmieniu:

Maksymalnie cztery dni po zaptodnieniu i kilku cyklach podziatowych totipotencjalne
komorki zaczynaja procesy specjalizacji prowadzace do utworzenia kulistej blastocysty,
w ktérej mozna wyrozni¢ zewnetrzng warstwe komadrek tworzacych blastoderme i
grupe komérek nazywang weztem zarodkowym lub wewnetrzng masa komorkowa
(ICM - ang. inner celi mass). Komorki wezta zarodkowego biorg udziat w tworzeniu
tozyska oraz tkanek wspomagajacych rozwoj zarodka.

Powinno brzmie¢ nastepujaco:

Maksymalnie cztery dni po zaptodnieniu i kilku cyklach podziatowych totipotencjalne
komérki zaczynaja procesy specjalizacji prowadzace do utworzenia kulistej blastocysty,
w ktdrej mozna wyré6znié zewnetrzng warstwe komoérek i grupe komérek nazywang
weztem zarodkowym lub wewnetrzng masg komérkowa (ICM - ang. inner celi
mass). Komoarki blastocysty biorg udziat w tworzeniu tozyska oraz tkanek zarodka.
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