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WSTEP - INTRODUCTION

Trzydziesta rocznica powstania Instytutu Biologii Molekularnej im. Jana Zu-
rzyckiego w Uniwersytecie Jagielloiskim byta obchodzona w dniach od 29 kwietnia
do 4 maja 2000 r. w Zakopanem. Podczas XXVII Seminarium Naukowego IBM
UJ. Jubileusz miat szczeg6lng range ze wzgledu na przypadajgce obchody 600-lecia
Odnowienia Akademii Krakowskiej. Ponadto w roku akademickin 1999/2000 ukon-
czyli studia magisterskie pierwsi absolwenci kierunku biotechnologicznego.

Program seminarium na temat Molekularne aspekty w biotechnologii byt re-
alizowany w nastepujacych sesjach:

» Synteza i dziatanie cytokin;

» Molekularne podstawy inzynierii komoérkowej i tkankowej;

» Biologicznie aktywne peptydy;

» Proteolytic enzymes in biotechnology and in therapeutic treatment of diseases;

» Reakcje stresu komorkowego;

» Wspbilczesne metody badania struktury i dynamiki bioczasteczek;

* Interakcja ligand-biatko w ukfadach transportu witamin;

¢ Biogeneza chloroplastow i procesy oksydacyjno-redukcyjne zwigzane z fotosynteza.

Wybrane referaty przedstawione podczas obrad XXVII Seminariun Naukowego
IBM UJ stanowig tre$¢ tego numeru Suplementu Postepéw Biologii Komorki.

Ponadto odbyta sie dyskusja okragtego stotu na tematy dydaktyczne kierunku
biotechnologicznego. Udziat studentéw i magistrantéw byt istotny w dyskusji nad
dotychczas realizowanym programem studiow.

XXVII Seminarium Naukowe IBM UJ mogto odby¢ sie dzieki czeSciowemu
finansowaniu przez: Sie¢ Biologii Komodrkowej i Molekularnej UNESCO/PAN,
Bank Przemystowo-Handlowy w Krakowie, Przedstawicielstwo Regionalne Ma-
topolska firmy Merck i firmy Kucharczyk - Techniki Elektroforetyczne. Natomiast
wydanie Suplementu Postepéw Biologii Komérki bytlo wspomagane przez Fundacje
Biologii Komorki i Biologii Molekularnej oraz fundusz 5 Programu Ramowego
Unii Europejskiej uzyskany przez IBM UJ w ramach akcji Support for Centers
of Excellence.

Wszystkim, ktorzy przyczynili sie do pokrycia kosztéw organizacyjnych, realizacji
programu naukowego i wydania materiatow XXVII Seminarium Naukowego IBM
UJ, Organizatorzy wyrazajg wdzieczno$é. Jednocze$nie jesteSmy gteboko przeko-
nani, ze korzysci ptynace z przebiegu tego spotkania w postaci wymiany informacji
miedzy uczestnikami i niniejsza publikacja bedg miaty powazne znaczenie zaréwno
w przysziej pracy badawczej zainteresowanych, jak i edukacyjne dla studiujgcych
i mtodych pracownikéw nauki.

Zdzistaw Zak
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NIEKTORE CYTOKINY PRZECIWZAPALNE:
WEASNOSCI | MECHANIZM DZIAELANIA*

SOME ANTI-INFLAMMATORY CYTOKINES:
PROPERTIES AND MECHANISM OF ACTION

Aleksander KOJ

Instytut Biologii Molekularnej Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow

Streszczenie: Klasyfikacja cytokin opiera sie na strukturze czynnych biatek i ich receptoréw, a takze
uwzglednia ich wiasnosci biologiczne. Do cytokin przeciwzapalnych zalicza sie interleukine-10 oraz
spokrewnione ze sobg IL-4 iIL-13. Przekaz sygnatu z receptoréw tych cytokin angazuje kinazy biatkowe
JAK, TYK iszereg czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny STAT. Wymienione trzy cytokiny hamuja
synteze cytokin prozapalnych (IL-1, TNFa, IL-8) w komérkach krwi stymulowanych endotoksyng
bakteryjng, natomiast moga zwieksza¢ produkcje cytokin prozapalnych w innych typach komorek.
Mechanizm paradoksalnego efektu cytokin przeciwzapalnych nie jest dotychczas w petni wyjasniony.
(Postepy Biologii Komérki 2001; Supl. 16: 5-13)

Stowa kluczowe: Cytokiny prozapalne i przeciwzapalne, IL-10, IL-4, IL-13, TNFa, IL-1, IL-6, przekaz
sygnatu, czynniki transkrypcyjne

Summary: Classification of cytokines is based on structure of active proteins and their receptors but it
takes into account also their biological activities. Anti-inflammatory cytokines include IL-10 and related
to each other IL-4 and IL-13. Transduction of signal from receptors of these cytokines requires protein
kinases JAK, TYK and several transcription factors belonging to STAT family. The above-mentioned
three cytokines inhibit synthesis of pro-inflammatory cytokines (IL-1, TNFa, IL-8) in the blood cells
stimulated with endotoxin, but they may enhance production of pro-inflammatory cytokines in other
types of cells. The mechanism of paradoxical effect of anti-inflammatory cytokines has not been so far
fully elucidated.

(Advances in Cell Biology 2001; Suppl. 16: 5-13)

Key words: Proinflammatory and anti-inflammatory cytokines, 1L-10, IL-4, IL-13, TNFa, IL-1, IL-6,
signal transduction, transcription factors.

*Praca finansowana przez Komitet Badan Naukowych, PB 0366/P04/99/16.
Autor dziekuje prof. A. Kleinowi za krytyczne uwagi do maszynopisu.
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KLASYFIKACJA CYTOKIN

Pod nazwag cytokin miesci sie duza i heterogeniczna grupa niskoczasteczkowych
biatek, ktore dziatajagc w nanomolowych lub pikomolowych stezeniach regulujg
rozne funkcje komorek, wptywajg na ich wzrost, réznicowanie i wzajemne od-
dziatywania. Nathan i Sporn [14] zaliczyli cytokiny, obok hormondw, autakoidow
i neuroprzekaznikdw, do gtdwnych czasteczek sygnatowych organizmu zwierzecego.
W odr6znieniu od hormonéw cytokiny sg wytwarzane nie przez wyrdznicowane
gruczoty dokrewne, ale przez aktywowane makrofagi, leukocyty, fibroblasty, ko-
morki srodbtonka, keratynocyty oraz inne typy komérek. Cytokiny dziatajg na ko-
moérki docelowe przez swoiste receptory btonowe uruchamiajgce ztozone kaskady
sygnalizacyjne. Wiecej informacji o cytokinach znajdzie polski czytelnik m.in. w
monografii Robaka [16] oraz pracy przeglagdowej Kortylewskiego i Mackiewicza
[9].

Tradycyjnie wsrdd cytokin wyrédznia sie interferony, interleukiny, czynniki mar-
twicy nowotworéw, krwiotworcze czyniki wzrostu, transformujace czynniki wzrostu,
inne czynniki wzrostu oraz czynniki chemotaktyczne [16]. Chaos w systematyce
i nomenklaturze cytokin pogtebia wystepowanie wielu synoniméw stworzonych
przez odkrywcow danej aktywnos$ci biologicznej, zanim zostata ona przypisana
jednej okreslonej czasteczce biatkowej. Wiekszos¢ cytokin wykazuje bowiem zja-
wisko plejotropii, tzn. zdolnos¢ do oddziatywania na rozmaite komérki docelowe,
jesli posiadajg one okreslony receptor. Ponadto cytokiny z reguly charakteryzuje
czesSciowa zastepowalnosé funkcji, nazywana takze nadmiarowoscia lub redundancija,
gdy r6zne cytokiny dajg podobne efekty biologiczne. Przyktadem moga byé cytokiny
typu interleukiny-6, gdyz indukcje syntezy biatek ostrej fazy w hepatocytach wy-
wotuje nie tylko IL-6, ale takze IL-11, onkostatyna M (OSM), czy tez czynnik
hamujgcy wzrost biataczki (LIF), cho¢ kazdacytokina daje nieco inny profil biatkowy.

Biochemiczna klasyfikacja cytokin opiera sie na strukturze czasteczek cytokin
oraz ich receptorow. Jak to przedstawia tabela 1, Debets i Savelkoul [3] wyroznili
sze$¢ gtownych rodzin cytokin, ale dotychczas ten racjonalny podziat nie zostat
powszechnie przyjety.

Funkcjonalna klasyfikacja cytokin uwzglednia ich role biologiczng oraz znaczenie
dla patologii i medycyny. Bioragc pod uwage wptyw cytokin na procesy zapalne
oraz przebieg reakcji ostrej fazy mozna wyrdznic¢ trzy grupy cytokin (tab. 2 oraz
[7]). Podziat ten jest z pewnos$cig uproszczeniem, gdyz wiele cytokin ma dziatanie
wielofunkcyjne, a IL-6 moze odgrywac r6zng role zaleznie od etapu reakcji ostrej
fazy. Odpowiednie zakonczenie tej reakcji jest wazne dla unikniecia chronicznych
odczynow zapalnych i zwykle zachodzi przy udziale cytokin: IL-4, -13 i -10 [8].
Cytokiny te zostaty wykryte przez badaczy z DNAX Research Institute w Kalifornii,
ktérzy zaobserwowali, ze réznicujgce sie limfocyty pomocnicze (T-helper cells)
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TABELA 1. Strukturalne rodziny cytokin i ich receptoréw (wg [3], zmodyfikowane )

Rodzina cytokin Gtdwne cytokiny

Hematopoetyny

IL-1,

TNF
TGF-a
TGF-P
Chemokiny

podrodzina a
podrodzina (3

IL-6, IL-11, LIF, OSM, CNTF, CT-1

IL-3, IL-5, GM-CSF

IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15

IL-10, IFN-a, IFN-P, IFN-y

IL-la, IL-ip, IL-1Ra, IL-18, FGFa, FGFp
TNF-a, TNF-P, LT-p

TGF-a, EGF

TGF-p,, TGF-p2, TGF-p3

1L-8, GRO-a, -p -y, ENA-78
MCP-1,-3, RANTES, MIP-la, -p

Nadrodzina (SF) receptoréw

Receptory klasy |
wspélny gpl30

wspoélny tancuch P

wspoélny tancuch y
Receptory klasy 11
SF-Immunoglobuliny
SF-receptory TNF
SF-kinazy tyrozyny

SF-receptory TGF-P

SF-receptory chemokin

tworzg populacje komérek Thl i Th2 wydzielajagcych rézne biatka regulatorowe.
Komorki Thl oraz monocyty (makrofagi) wytwarzajg m.in. TNF-a, IL-1, IFN-y
czy IL-12 i sg odpowiedzialne za obrone komorkowg skierowanym przeciw we-
wnatrzkomérkowym pasozytom i bakteriom. Natomiast komérki Th2 decyduja o
humoralnej odpowiedzi organizmu (synteza przeciwcial) i wytwarzajg m.in. I1L-4,
IL-13, IL-10 oraz IL-5. Zatem cytokiny z grupy Th2 z jednej strony aktywuja
limfocyty B do syntezy przeciwcial, ale z drugiej hamujg monocyty i komorki
Thl wytwarzajace cytokiny prozapalne.

TABELA 2. Fukcjonalny podziat cytokin ostrej fazy

Cytokiny prozapalne

lub wczesne

Cytokiny z rodziny

interleukiny-6

Cytokiny przeciwzapalne

lub pézne

Interleukina-1 (IL-1), Czynnik Martwicy Nowotworéw (TNF-a),

Interferon-y (IFN-y), Interleukina-15, Interleukina-8 (IL-8)

Interleukina-6 (IL-6), Interleukina-11 (IL-11), Onkostatyna M

(OSM), Czynnik Hamujacy Biataczke (LIF), Rzeskowy Czynnik
Neurotroficzny (CNTF), Kardiotropina-1 (CT-1)

Interleukina-10 (IL-10), Interleukina-4 (IL-4), Interleukina-13,

Interferon-a (IFN-a), Transformujgcy Czynnik Beta (TGF-P)
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INTERLEUKINA-10

Interleukina-10 zostata zidentyfikowana w 1989 r. jako czynnik hamujacy synteze
cytokin (cytokine synthesis inhibitoryfactor = CSIF). Aktywny polipeptyd ma mase
czast. ok. 18,5 kDa, lecz w ptynach ustrojowych wystepuje jako dimer. IL-10 jest
wytwarzana nie tylko w komérkach Th2, lecz takze w aktywowanych monocytach,
komaérkach tucznych, keratynocytach i niektorych liniach nowotworowych. Po akty-
wacji komorek przez endotoksyne interleukina-10 powstaje zawsze pdzniej niz cy-
tokiny prozapalne. W genomie wirusa Epsteina-Barra znaleziono gen niemal
identyczny z genem IL-10 i przypuszcza sie, ze zostat on przechwycony przez
wirusa dajac mu w ten sposob ochrone przed zwalczaniem go przez uktad immu-
nologiczny organizmu gospodarza [6].

Receptor dla IL-10 wigze jej dimer, zbudowany jest z 2 typow taricuchéw trans-
btonowych i wykazuje podobienstwo do receptordw rodziny interferonu (rys. 1).
Przekaz sygnatu z receptora do jgdra komdrkowego wymaga udziatu kinaz bial-

RYSUNEK 1. Schemat struktury receptora dla IL-10 (zmodyfikowane wg [10]). Podwdjny heterodimer
IL-10K1-R2 wigze dimer IL-10, co wywotuje przytgczenie kinaz JAKI i TYK2, a nastepnie STAT
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kowych JAKI (Janus Kinase-1) i TYK2 (Tyrosine Kinase-2), a takze biatek po-
Sredniczacych STATL, STATS3, a wedtug niektérych badaczy takze STATS (Signal
Transducer and Activator of Transcription). Mozna dopatrze¢ sie pewnego po-
dobienstwa dziatania tego receptora oraz drogi sygnalizacyjnej interleukiny-6. Przy-
puszczalnie z tego powodu po transfekcji genu receptora IL-10 do komorek
watrobiaka HepG2 interleukina-10 indukuje synteze biatek ostrej fazy i wykazuje
efekty synergii z interleuking-1 dla biatek typu 1, ktére wymagajg zaréwno IL-6,
jak i IL-1 [11].

INTERLEUKINA-4 | INTERLEUKINA-13

IL-4 zostata poczatkowo opisanajako jeden z czynnikdéw wzrostu i r6znicowania
limfocytow B wytwarzanych przez komorki Th [2], ale dzisiaj wiemy, ze jako
typowa cytokina ma duzo szersze pole dziatania. Natomiast I1L-13 zostata wykryta
przez przeszukiwanie biblioteki genowej zaktywowanych komérek Th2 i wykazuje
wiele podobienstw do IL-4. Obie cytokiny nie tylko hamuja synteze cytokin pro-
zapalnych w komorkach hematopoetycznych, ale takze wywolujg ekspresje IgE
(tzw. immunoglobulin class switching) i sa zaangazowane w reakcjach alergicznych.
Poréwnanie niektérych wiasnosci 1L-4, -13 i -10 przedstawia tabela 3.

TABELA 3. Poréwnianie niektorych wtasnosci interleukin 10, 4 i 13

IL-4 IL-13 IL-10
Lokalizacja genu u cztowieka - 5 5 1
chromosom Nr
Typ receptora: Nadrodzina Hematopoetyny Interferony

Wptyw na ekspresje:

MHC Il w monocytach T
Cytokiny prozapalne w monocytach i
NO w makrofagach myszy i
Biatka ostrej fazy w hepatocytach i
VCAM-1 w réznych komérkach T
IL-IRa w rdznych komérkach T

i
i
i
T
9
T

— - or —

STRUKTURA RECEPTORA IL-4 | PRZEKAZ SYGNALU

IL-4 oraz IL-13 moga uzytkowa¢ wspélny receptor wystepujacy w wielu typach
komérek [13]. Gtdwnym elementem wiazacym IL-4 jest tancuch IL-4Ra, ktory
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dimeryzuje najczesciej z tancuchem yc bedacym takze skiadnikiem receptora IL-2.
Jednakze IL4Ra moze takze funkcjonowac w kompleksie z IL-13R, ktory nie wymaga
- i nie wspotdziata - z podjednostkg yc. Samodzielny receptor IL-13 skiada sie
z 2 podjednostek: IL-13Ra i IL-13Ra’. Mieszane kompleksy typu IL-4Ra-1L-13Ra’
przewazajg w tkankach niehematopoetycznych.

Dobrze poznany jest przekaz sygnatu poprzez IL-4Ra-yc [15]. Z domeng cyto-
lazmatyczng receptora 4Ra wigze sie kinaza JAKI, a z tafcuchem yc JAK3 (rys.
2). W domenie tej znaleziono 5 reszt tyrozyny, ktérych funkcje udato sie ziden-
tyfikowaé przez wprowadzanie mutacji punktowych: Tyr Y497 jest niezbedna dla
sygnatu proliferacji komoérkowej, Tyr Y575, 603 i 631 sg konieczne dla wiazania
i aktywacji czynnika STAT®6, a potozona w poblizu C-konca taricucha biatkowego
tyrozyna Y 713 stuzy za miejsce wigzania réznych fosfataz biatkowych. Po zwigzaniu
IL-4 z receptorem nastepuje fosforylacja tyrozyn (przypuszczalnie przez kinazy
JAK) i dopiero wowczas receptor moze
przekaza¢ sygnat na jedng z trzech drég:

» Fosfotyrozyna Y497 wiaze biatko IRS1

lub IRS2 (Insulin Receptor Substrate),

ktére ulega fosforylacji i wiaze podjed-

nostke p85 kinazy fosfatydyloinozytolu.

Enzym ten tworzy fosfatydyloinozytole

aktywujace kinaze biatkowg C (PKC), co

prowadzi do wzrostu i podziatu komo-

rek. Alternatywna droga na tym szlaku

wykorzystuje biatko adaptorowe Shc i

niskoczasteczkowe GTP-azy, takie jak

biatko Ras aktywujace podziaty komor-

kowe.

» Trzy fosfotyrozyny srodkowego odcinka

domeny cytoplazmatycznej receptora

(rys. 2) wigzg STATS6, ktory po fosfory-

lacji i dimeryzacji przemieszcza sie do

jadra, gdzie aktywuje geny regulowane

przez IL-4. STAT6 wymaga kooperacji

z innymi czynnikami transkrypcyjnymi,

np. C/EBPa.

» Regulacja sygnatu generowanego przez

IL-4 moze zachodzi¢ przy udziale fosfa-

taz SHP1, SHP2 (Src-homology phosp-

hatase) i SHIP (SH2 containing RYSUNEK 2. StrukturareceptoradlaIL-4 irola

inositol-5-phosphatase), ktére wigzg sie reszt tyrozyny (zmodyfikowane wg [15]); fun-

z Y713 i defosforylujg pozostate fosfo- kclareszt “ozyny Y497-Y713 opisana w tek-

scle
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tyrozyny domeny cytoplazmatycznej receptora, co prowadzi do zaniku sygnatu.

Ponadto aktywacja STATG6 uruchamia ekspresje catej rodziny inhibitoréw kaskady

JAK-STAT, takich jak: SOCS (suppressors ofcytokine signalling), CIS (cytokine-

induced SH2) i SSI (STAT-inducedSTAT-inhibitor). Te inhibitory przypuszczalnie

hamuja dziatanie kinaz JAK zapobiegajac fosforylacji czynnikow STAT.

Tak wiec dziatanie receptoréw i przeniesienie sygnatu od IL-4 moze by¢ mo-
dulowane na wielu drogach, co tworzy niezwykle ztozony ukiad odpowiedzi ko-
moérkowej. Nalezy jeszcze dodaé, ze czynniki STAT6 i NF-kB mogg tworzy¢
kompleksy [18] oraz wspotzawodniczy¢ o sgsiednie miejsca wigzania w promotorze

(1.

MECHANIZM DZIALANIA CYTOKIN
PRZECIWZAPALNYCH

Do najwazniejszych efektéw biologicznych interleukin 10, 4 i 13 nalezy ha-
mowanie syntezy cytokin ostrej fazy: IL-1, TNFa, IL-8 i IL-6 w monocytach.
Molekularny mechanizm tego zjawiska nie jest w petni wyjasniony, a w literaturze
znalezé mozna szereg sprzecznych doniesien. Mijatovic i wsp. [12] stwierdzili,
ze IL-4 i IL-13 wywierajg niewielki wptyw na procesy transkrypcji genu TNF
natomiast hamujg translacje mRNA dla TNF w komoérkach linii makrofagowych
myszy pobudzonych endotoksyna. Z kolei wg Takeshita i wsp. [19] IL-4 hamuje
aktywnos¢ transkrypcyjng promotora genu IL-6 w ludzkich liniach monocytarnych
THP-1 i U937 stymulowanych PMA i endotoksyng. Hamowanie to ma wynikac
z blokowania aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB, podczas gdy IL-10 przy-
spiesza degradacje mRNA dla IL-6 bez wpltywu na NF-kB. Odwrotnego zdania
sq Wang i wsp. [20], ktorzy twierdza, ze w ludzkich monocytach aktywowanych
przez LPS wiasnie IL-10 selektywnie hamuje aktywacje NF-kB monocytow, podczas
gdy IL-4 ma destabilizowa¢ mRNA cytokin prozapalnych. Natomiast Schottelius
i wsp. [17] przekonywujgco wykazali, ze IL-10 hamuje synteze TNFa w komdrkach
monocytarnych poprzez oddziatywanie na NF-kB na dwéch niezaleznych poziomach:
w etapie fosforylacji 1kB przez kinaze IKK oraz w etapie wigzania NF-kB do
specyficznych sekwencji DNA. Te sprzeczne doniesienia moga czesciowo wynikac
z réznych odpowiedzi poszczeg6lnych typéw komorek na IL-4,-13 i -10.

PARADOKSALNE EFEKTY CYTOKIN
PRZECIWZAPALNYCH

Juz Donnelly i wsp. [4] zaobserwowali, ze IL-4 hamuje synteze IL-6 w ma-
krofagach, ale nie w fibroblastach. Majac do dyspozycji rekombinantowe preparaty
ludzkich cytokin IL-10, 4 i 13 uzyczone przez DNAX Research Institute przeba-
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TABELA 4. Wptyw IL-4 i IL-13 na synteze IL-6
w komérkach HUVEC kontrolnych istymulowa-
nych endotoksyng [5]. IL-6 oznaczona w medium
metodag ELISA po 24 godz hodowli komérek
kontrolnych lub z endotoksyng (LPS, 0,2 ag/ml)
w nieobecnosci lub przy obecnosci 100 j/ml IL-4
lub IL-13 ($rednia 4 doswiadczen, £SD).

daliémy ich dziatanie na rézne komorki.
Petna krew ludzka reprezentuje natural-
ny model biologiczny i po 24 godz. in-
kubacji z endotoksyng mozna wykry¢
w niej wszystkie cytokiny prozapalne.
Jesli jednocze$nie z endotoksyng do-

dawalismy IL-10, 4 lub 13 w stezeniach

rzedu kilkunastu ng/ml, przyrost wy-

Dodatki w hodowli Przyrost IL-6 fng/ml1

5,53+1,41 tworzonych cytokin: IL-1, IL-6 i TNF
IL-4 16,60+2,83 byt znacznie nizszy [5]. Najbardziej sku-
IL-13 16,20+2,11 teczne hamowanie wykazywata inter-
LPS 17,45%6,16 leuki ; hodowli
LPS + IL-4 25.66+7.58 eu |na—1_0. Na}tomlast w hodowli
LPS + IL-13 24 464722 pierwotnej ludzkich komdrek srodbton-

kowych HUVEC IL-10 byta bez wpty-

wu, a IL-4 i IL-13 wyraznie stymu-
lowaly indukowang przez endotoksyne synteze TNFa i IL-6 (tab. 4). Wyjasnienie
mechanizmu zjawiska odwrécenia efektu biologicznego IL-4 i IL-13 w zaleznosci
od rodzaju komérek stanowi wyzwanie dla badan nad przekazem sygnatu. Nasze
dotychczasowe obserwacje wskazuja, ze kluczowg role w tym zjawisku odgrywa
czynnik transkrypcyjny NF-kB. Jednoczesnie nasuwa sie pytanie, czy nazwa ,,Cy-
tokiny przeciwzapalne” dla IL-4 i -13 jest w pelni uzasadniona, skoro w pewnych
typach komérek nasilajg one synteze IL-1, TNF czy IL-6.
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NIEKTORE INHIBITORY PRZEKAZU SYGNALU
WEWNATRZKOMORKOWEGO W HAMOWANIU
SYNTEZY CYTOKIN

SOME INHIBITORS OF SIGNAL TRANSDUCTION
IN THE DOWN-REGULATION OF CYTOKINE SYNTHESIS

Adrian ZAREBSKI

Zaktad Biochemii Komérki, Instytut Biologii Molekularnej, Krakdw

Streszczenie: Odpowiedz ostrej fazy wywotana przez infekcje, wzrost nowotworu czy zranienia powo-
duje uwolnienie wtérnych mediatoréw - cytokin, ktérych rolgjest przywrdcenie homeostazy w organi-
zmie. Nadprodukcja cytokin prowadzi¢ moze do wielu choréb lub nawet $mierci. Dlatego tez stale
poszukiwane sa zwiagzki bedace inhibitorami syntezy cytokin. Celem niniejszej pracy jest charakterystyka
dziatania rooperolu, SB203580 i partenolidu - trzech inhibitoréw przekazu sygnatu, ktére zjednej strony
moga by¢ narzedziami do badania molekularnych mechanizméw regulacji metabolizmu komérki, a z
drugiej mogtyby by¢ przydatne jako leki przeciwzapalne.

(Postepy Biologii Komérki 2001; Supl. 16: (15-22)

Stowa kluczowe: odpowiedz ostrej fazy, rooperol, SB203580, partenolid, cytokiny, kinaza p38

Summary. Acute phase response caused by infections, tumor growth and injuries results in the release of
secondary mediators - cytokines, which serve to restore the organism’s homeostasis. Overexpression of
the cytokines can lead to many diseases or even death. Therefore, substances with the ability to block
cytokines’ synthesis are being constantly searched for. The aim of this paper is to characterize action of
rooperol, SB203580 and parthenolide - the three signal transduction inhibitors, which, on the one hand,
could be tools in the investigation of the molecular mechanisms of cell metabolism regulation and, on
the other hand, might be useful as antiinflammatory drugs.
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WSTEP

Infekcje, zranienia czy wzrost nowotworu indukujg serie reakcji miejscowych
zwanych odpowiedzig ostrej fazy, w czasie ktdérej dochodzi do uwolnienia ko-
mérkowych mediatorow - cytokin. Wydzielone miejscowo cytokiny dziatajg na
inne komérki gospodarza prowadzac do reakcji systemowej manifestujgcej sie go-
raczka, leukocytozg, zwiekszonym poziomem hormondéw i zmienionym sktadem
biatek osocza [13]. Cytokiny prozapalne IL-1, TNFa, IL-18 odgrywajg kluczowa
role w pierwszych stadiach zapalenia [1]. Po zwigzaniu do powierzchniowych re-
ceptoréw na komdrkach docelowych wywotuja ztozong kaskade sygnalizacyjng pro-
wadzacg do aktywacji wielu czynnikéw transkrypcyjnych, wsréd ktérych za
najwazniejsze uchodza NF-kB i AP-1. Czynniki te wigza sie do promotoréw wielu
gendw odpowiedzialnych za rozw¢j p6zniejszych stadiéw reakcji zapalnej, np. m.in.
cytokin z rodziny IL-6 [2]. W komoérkach watroby, pod wplywem IL-6 zwigzanej
do powierzchniowych receptoréw, obserwuje sie zmiany w produkcji biatek osocza
zwanych biatkami ostrej fazy. W proces ten zaangazowana jest kinaza JAK oraz
czynniki transkrypcyjne z rodziny STAT [10].

Reakcja ostrej fazy jest fizjologicznym procesem stuzacym przywroceniu ho-
meostazy w organizmie. W niektorych przypadkach dochodzi jednak do nadprodukcji
cytokin lub do chronicznego stanu zapalnego. To moze by¢ przyczyng destrukcji
tkanek, wielu chordb, np. reumatoidalnego zapalenia stawow, astmy lub nawet
$mierci (np. w szoku septycznym).

Stale poszukuje sie zwigzkéw o dziataniu przeciwzapalnym, ktére mogtyby zostaé
wykorzystane w farmakologii. Intensywne badania prowadzi sie nad cytokinami
przeciwzapalnymi, ktére hamuja reakcje zapalng. Od dawna jako leki stosowane
sg tez glukokortykoidy. Zwigzkami hamujacymi odpowiedz ostrej fazy okazaty
sie substancje pochodzenia roslinnego stosowane w ludowej medycynie réznych
krajow. Potencjalnymi lekami przeciwzapalnymi wydaja sie byé syntetyczne in-
hibitory przekazu sygnatu w komérkach zaangazowanych w rozwoj reakcji zapalnej
[14].

ROOPEROL

Potudniowoafrykanska roslina Hypoxis rooperi stosowana od dawna w afry-
kanskiej medycynie ludowej jest Zrddtem dikatecholu zwanego rooperolem. Zwigzek
ten wykazuje dziatanie przeciwzapalne iprzeciwnowotworowe, stad zainteresowanie
naukowcow zmierzajagce do wyjasnienia mechanizmow dziatania na poziomie mo-
lekularnym oraz potencjalnych zastosowar jako sktadnika lekéw.

W badaniach stosuje sie estry rooperolu, najczesciej dwu- i czterooctan (rys.
1). Estryfikacja zapobiega niekorzystnemu efektowi: mozliwosci tworzenia sie hy-
dronadtlenkéw lipidéw w obecnosci jonéw metali przejsciowych irooperolu. Estry-
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RYSUNEK 1 Czterooctan rooperolu

fikacja zwieksza rowniez chemiczng stabilnos$¢ czasteczki. Forma aktywna inhibitora
uwalniana jest w komérkach przy udziale esteraz wewnatrzkomdrkowych [3].

W wysokich stezeniach rooperol okazat sie by¢ inhibitorem lipooksygenazy [21].
W stezeniach ponizej 10 pM wywotuje inne efekty bez hamowania aktywnosci
lipooksygenazy. Obserwuje sie hamowanie produkcji NO w makrofagach i ko-
mérkach srodbtonkowych [3]. Zahamowaniu ulega tez synteza IL-1(3, TNFa i IL-6
w ludzkich i szczurzych makrofagach ptucnych oraz monocytach krwi. Podobnie
zahamowanie produkcji IL-ip, TNFa i IL-6 na poziomie mRNA i biatka ob-
. serwowano w monocytamej linii U937 [8].

Wykazano zahamowanie aktywacji czynnikdw transkrypcyjnych NF-kB i AP-1
w obecnosci rooperolu [8]. Przyjmuje sie, ze w aktywacji tych czynnikéw w ko-
morkach stymulowanych cytokinami prozapalnymi, czynnikami stresowymi oraz
lipipolisacharydem generowane sg reaktywne formy tlenu jako wtorne przekazniki
sygnatu [20]. Rooperol charakteryzuje sie wiasnosciami oksydoredukcyjnymi, dla-
tego tez jednym z proponowanych mechanizméw dziatania jest jego rola jako anty-
oksydanta zmiatajgcego wolne rodniki tlenowe. Dane te jednak wymagaja dalszego
potwierdzenia.

Rooperol hamuje ekspresje indukowalnej syntazy tlenku azotu iNOS i biatek
adhezyjnych VCAM-1 w komérkach $rédbtonka stymulowanych TNFa i IFNy.
VCAM-1 stuzy jako molekuta adhezyjna dla monocytow. Przedtuzona ekspresja
biatek adhezyjnych podczas stanu zapalnego moze doprowadzi¢ do uszkodzenia
komorek endotelialnych. Zahamowanie ekspresji VCAM-1 wydaje sie by¢ efektem
korzystnym réwniez z powodu zahamowania rekrutacji leukocytéw, w tym eo-
zynofili, do phuc.

Molekularne mechanizmy dziatania rooperolu nie sg znane i wymagajg dalszych
badan. Zaktada sie mozliwo$¢ hamowania Kilku proceséw w komorkach w wyniku
dziatania na réznych etapach przekazu sygnatu. Prawdopodobnie hamowany jest
etap inicjacji transkrypcji, nie mozna tez wykluczy¢ wptywu inhibitora na inne
procesy, jak np. aktywacja kinaz biatkowych czy wptyw na stabilno§¢ mRNA [8].

Dzieki temu, ze rooperol hamuje produkcje cytokin prozapalnych bez wyraznego
wptywu na catkowitg synteze biatka, metabolizm i zywotno$¢ komorek, wydaje
sie by¢ potencjalnym skiadnikiem lekéw przeciwzapalnych. Hamowanie syntezy
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iNOS mogtoby by¢ wykorzystane takze w leczeniu astmy, poniewaz uwalnianie
tlenku azotu odgrywa istotng role w patogenezie tej choroby [8].

SB203580

Firma farmaceutyczna SmithKline Beecham Pharmaceuticals wyprodukowata sze-
reg syntetycznych inhibitoréw kinaz biatkowych, z ktérych SB203580 okazat sie

by¢ czynnikiem przeciwza-
palnym. Inhibitor ten o stru-
kturze pirydynyloimidazolu
(rys. 2) z duzg swoistoscig ha-
muje aktywno$¢ kinazy p38 z
rodziny kinaz MAP [16] (tab.
1).
Do grupy kinaz p38 zwanej
tez CSBP lub SAPK2 zalicza-
ne sg co najmniej cztery izo-
formy a, 3y i 5. Wszystkie
wykazujg ok. 60-70% homo-

logii sekwencji aminokwasowej, a i (3 sq powszechne, a y charakterystyczna jest
dla mies$ni szkieletowych. Wsp6lng cecha strukturalng izoform jest wystepowanie
12-aminokwasowej petli z motywem TGY. Cytokiny prozapalne, lipopolisacharyd

oraz stres komérkowy uruchamiajace kaskadowag
aktywacje kinaz biatkowych prowadza do fo-
sforylacji tyrozyny i treoniny w petli aktywa-
cyjnej. Forma nieufosforylowana kinazy nie
wigze ATP, zwigzanie nastepuje dopiero po akty-
wacji. Inhibitor SB203580 konkuruje z ATP o
miejsce wigzania w centrum aktywnym wigzac
sie z jednakowym, wysokim powinowactwem
zaréwno do formy nieufosforylowanej, jak i ufo-
sforylowanej kinazy [16].

Inhibitor SB203580 hamuje specyficznie tyl-
ko aktywnos$¢ izoform a i [3 kinazy p38 bez
wyraznego wplywu na aktywnos$¢ pozostatych
izoform czy tez innych kinaz biatkowych.

SB203580 hamuje produkcje IL-1 i TNFa w
makrofagach stymulowanych LPS. Zahamowa-
nie obserwuje sie na poziomie translacji bez
wpltywu na transkrypcje mRNA [17]. Podobnie
zahamowanie syntezy IL-4, IL-5, IL-13 i TNFa

TABELA 1 Profil wrazliwo$ci kinaz
biatkowych na SB203580 (wg [16],
zmodyfikowane)

Kinaza SB203580 (1CH0,
nM)
p38a 48
p38(3 50
p38y >10000
p386 >10000
JNK1 -5000
INK2(3I 280
IJNK2a2 1900
ERK2 >100000
PKA 83000
PKC(32 >50000
MAPKAP2 >10000
c-Raf 360
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na etapie translacji stwierdzono w limfocytach T [14]. Wykazano, ze kinaza p38
zaangazowana jest w fosforylacje biatka o masie 37-40 kDa zwigzanego do regionu
zawierajgcego sekwencje AUUUA na 3’ koncu mRNA cytokin, np. IL-1, TNFa
[16]. Biatko to warunkuje stabilno$¢ mRNA, przypuszcza sie tez, ze moze ono
oddziatywaé z 5’ koricem uczestniczac w inicjacji translacji. Zahamowanie aktyw-
nosci kinazy p38 powoduje akumulacje transkryptu bez inicjacji translacji [18].

Inny mechanizm obserwuje sie w przypadku hamowania syntezy IL-6 w fi-
broblastach stymulowanych TL-1i TNFa [4], oraz uwalniania IFNy i IL-10 przez
limfocyty T [14]. Zahamowanie odbywa sie na etapie inicjacji transkrypcji. Kinaza
p38 bierze udziat w fosforylacji czynnikéw transkrypcyjnych, np. ATF2, biatka
Hsp 27 [16] oraz TBP (TATA binding protein) wigzgcego sie do sekwencji TATA
box [6]. Zahamowanie fosforylacji uniemozliwia zwigzanie sie czynnikéw trans-
krypcyjnych i innych biatek regulatorowych do regionéw promotorowych genéw
cytokin. Kinaza p38 wydaje sie nie mie¢ bezposredniego wptywu na aktywacje
NF-kB [11], jednak fosforylacja TBP jest niezbedna do inicjacji transkrypcji oraz
do oddziatywania innych biatlek z NF-kB, stad tez obserwuje sie zahamowanie
syntezy biatek pozostajgcych pod kontrolg NF-kB w obecnosci SB203580 [s].

Ostatnie dane sugerujg udziat kinazy p38 w szlaku aktywacji czynnikow STAT
przy udziale IL-6 w komoérkach watroby. Kinaza p38 wydaje sie byé takze zaan-
gazowana w modulacje syntezy biatek ostrej fazy [22].

Zdolnos¢ SB203580 do hamowania produkcji NO w chondrocytach stymulo-
wanych IL-1 wskazuje na potencjalng mozliwo$¢ zastosowan do leczenia reuma-
toidalnego zapalenia stawdw [16]. Poza tym inhibitor ten jest szeroko stosowany
do badania funkcji kinazy p38, ktdra reguluje wiele istotnych proceséw metabo-
licznych w komorece.

PARTENOLID

Partenolid jest zwigzkiem wystepujagcym obficie w soku potudniowoamerykarn-
skiej rosliny Tanacetum parthenium.
Woczesdniej przebadane zostato 54 gatunki
roslin rosngcych w Meksyku i stosowanych
do leczenia chorob o charakterze zapalnym.
Gtéwnym skfadnikiem leczniczym kilku z
nich okazaty sie by¢ laktony seskwiterpe-
néw. Do tej grupy nalezy takze partenolid
[5].
Czasteczka partenolidu zawiera trzy
charakterystyczne motywy: pierscien epo-
ksydowy, pierScien laktonowy z grupg
egzometylenowag oraz piersScien izoprenoi- RYSUNEK 3. Partenolid
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dowy (rys. 3). Strukturg kluczowsg, warunkujgcg inhibitorowe wiasnosci partenolidu
wydaje sie by¢ pierscien laktonowy z grupa egzometylenowa. Wraz z pierscieniem
izoprenoidowym tworzy on tzw. ,reaktywny system Michaela”, ktéry tatwo reaguje
z resztami nukleofilowymi [9]. Proponowanym mechanizmem dziatania partenolidu
jest nieodwracalne wigzanie sie do grup -SH cystein w tancuchu polipeptydowym.
Czasteczkami targetowymi wydajg sie by¢ kinazy biatkowe z grupy kinaz MAP,
lezace w centrum szlakéw przekazu sygnatu od réznych czynnikéw wzrostowych,
cytokin i hormondéw. Stwierdzono zalezne od dawki hamowanie aktywnosci kinazy
p38, ERKI i ERK2 oraz JNK1 w obecnosci mikromolowych stezerr partenolidu.
Ten mechanizm potwierdzajg doswiadczenia z uzyciem ditiotreitolu, (3-merkapto-
etanolu i L-cysteiny, ktore jako donory grup -SH znosza inhibitorowa aktywno$¢
partenolidu [12].

Wykazano hamowanie syntezy indukowalnej cyklooksygenazy (COX-2) oraz
IL-1 i TNFa w obecnosci partenolidu w szczurzych makrofagach alweolarnych
stymulowanych LPS [12]. Proces ten zachodzi na etapie aktywacji NF-kB. Eks-
perymenty wskazujg, ze partenolid hamuje fosforylacje, dysocjacje i degradacje
w proteasomie inhibitora IkB. Partenolid nie wykazuje witasnosci antyoksydanta,
nie blokuje tez wiazania aktywnego NF-kB do regiondw promotorowych gendw.
Zahamowanie odbywa sie prawdopodobnie na etapie kaskady kinaz biatkowych
prowadzacych do fosforylacji inhibitora IkB i aktywacji NF-kB [9].

Udowodniono réwniez wplyw partenolidu na zahamowanie syntezy biatek ostrej
fazy w komérkach watroby. Pod wptywem partenolidu nastepuje zahamowanie
fosforylacji tyrozyny STAT 3 w komorkach HepG2 stymulowanych onkostatyng
M. To zapobiega dimeryzacji czynnikdw STAT iich migracji dojadra komdrkowego.
Prawdopodobnie partenolid hamuje aktywnos¢ kinazy JAK badz innych biatek mo-
dulujacych jej aktywnos$¢ [19].

Przeciwzapalne dziatanie partenolidu zwigzane jest z hamowaniem produkcji
cytokin prozapalnych pozostajacych pod kontrolg NF-kB, oraz hamowaniem syntezy
biatek ostrej fazy regulowanych przez czynniki STAT. Doniesiono, ze partenolid
znalazt zastosowanie jako skfadnik leku przeciw migrenie [9]. Konieczne sgjednak
dalsze badania prowadzace do wyjasnienia molekularnych mechanizmoéw dziatania
partenolidu oraz mozliwosci jego zastosowan terapeutycznych.

WNIOSKI KONCOWE

Opisane powyzej inhibitory przekazu sygnatlu wewngtrzkomoérkowego sg nie-
zwykle przydatne do wyjasnienia mechanizméw regulacji metabolizmu- ekspresji
genow. Jest prawdopodobne, ze moga one takze znalezé zastosowania jako po-
mocnicze leki w niektérych schorzeniach zapalnych.
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LEPTIN - SIGNAL TRANSDUCTION
AND INTERACTION WITH CYTOKINES

Karolina BAZELA

Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Molekularnej, Krakow

Streszczenie: Leptyna, biatkowy produkt genu ob, jest produkowana gtdwnie przez tkanke ttuszczowgq i
odgrywa wazng role w regulacji wydatkowania energii, apetytu, wagi ciata. Receptor leptyny OB-R
nalezy do receptoréw rodziny cytokin klasy | ijest produkowany w kilku izoformach powstajacych w
drodze alternatywnego skiadania transkryptu. Uwaza sig, ze tylko dtugotancuchowa izoforma receptora
jest funkcjonalnym receptorem dla tego biatka. Receptor leptyny OB-R aktywuje kinazy Janusa (JAK)
oraz czynniki transkrypcyjne STAT. Poczatkowo wiekszos¢ badan dotyczyta wplywu leptyny na
centralny uktad nerwowy. Jednak ekspresja réznych izoform receptora leptyny nie jest ograniczona do
mozgu, obecnos$¢ receptoréw stwierdzono w watrobie, ptucach, nerce, trzustce, jelicie cienkim. Leptyna
to doskonaty przyktad funkcjonalnej plejotropii, wydaje sie by¢ zaangazowana w réznorodne procesy
fizjologiczne, takie jak: rGwnowaga energetyczna, procesy rozrodu idziatanie uktadu odpornosciowego.
(Postapy Biologii Komoérki 2001; Supl. 16: 23-34)

Stowa kluczowe: leptyna, receptor leptyny OB-R, kinaza Janusowa (JAK), czynniki transkrypcyjne
STAT, biatka SOCS, cytokiny prozapalne, cytokiny przeciwzapalne

Summary: Leptin, the protein product of the ob gene, is secreted mainly by adipose tissue and plays an
important role in the control of food intake, body weight and energy expenditure. The leptin receptors
OB-R belong to the class | cytokine receptor family and are produced in several alternatively spliced
izoforms. Only the full-length isoform, the OB-RI is believed to be involved in leptin signaling and is
consider to be the functional receptor. OB-R is known to act through Janus kinases (JAK) and signal
transducers of transcription STAT. Initially most investigations focused on the effects of leptin on the
central nervous system. However different leptin receptor isoforms are not only confined to the brain but
exhibit widespread distribution including liver, lungs, kidneys, pancreas, small intestine. In this context
leptin is a good example of functional pleiotropy as it seems to be involved in quite diverse physiological
function such as energy balance, reproduction and immunology.

(Advances in Cell Biology 2001; Suppl. 16: 23-34)

Key words: leptin, leptin receptor, Janus kinase (JAK), transcription factors STAT, SOCS proteins,
proinflammatory cytokines, antyinflammatory cytokines
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WSTEP

Leptyng (z greckiego leptos znaczy gruby, otyly) nazwano nieglikozylowane
biatko o masie czasteczkowej 16 kD kodowane przez gen ob [51]. Leptyna jest
wydzielana przez tkanke ttuszczowa do krwi ireguluje wydatkowanie energii, apetyt,
wage ciata. Stwierdzono, ze biatko to z krwi jest transportowane do mézgu, gdzie
w podwzgorzu tgczy sie ze swoistymi receptorami powodujgc zahamowanie syntezy
i sekrecji neuropeptydu Y. Obnizenie stezenia neuropeptydu Y w podwzg6rzu pro-
wadzi do obnizenia taknienia, co moze spowodowac spadek masy ciata [10].

Mutacja genu ob prowadzi do niedoboru leptyny, co moze wywotaé wzrost
masy ciata u myszy ob/ob. Podanie leptyny otytym gryzoniom nie we wszystkich
przypadkach powodowato normalizacje wagi ciata, czego powodem moga by¢ takze
nieprawidtowosci w budowie i dziataniu receptora leptyny [38].

W miare postepu badan nad leptyng okazato sie, ze dziatanie tego biatka nie
ogranicza sie do wptywu na centralny system nerwowy. Leptyna wykazuje szerokie
spektrum dziatania wywierajac wptyw na $rodbtonek naczyhn krwionosnych [42,
38], tkanke tluszczowg [ 33, 11] oraz na szereg narzaddw, takich jak: trzustka
[20, 37], watroba [44], jelito [28, 32], uklad krwiotwdrczy [27, 46, 12], nadnercza
[38, 12]. Plejotropowos$é dziatania leptyny, jej wptyw na procesy rozrodu, hema-
topoeze, funkcje uktadu immunologicznego uczynity z leptyny interesujacy obiekt
badan.

RECEPTORY LEPTYNY
| ICH LOKALIZACJA NARZADOWA

Receptor leptyny (OB-R), kodowany przez gen db, nalezy do receptoréw rodziny
cytokin klasy | [44, 45]. Podkre$la sie zarowno strukturalne, jak i funkcjonalne
podobienstwo receptora leptyny do podjednostki gpl30 bioragcej udziat w przekazie
sygnatu przez cytokiny z rodziny IL-6 [35,36]. Jednak receptor leptyny, w od-
réznieniu od receptordw cytokin z rodziny IL-6, nie wymaga do przekazu sygnatu
obecnosci dodatkowych biatek, takich jak np. LIFR (receptor czynnika hamujacego
biataczke) [35, 44]. Po zwigzaniu liganda zachodzi homodimeryzacja czasteczek
receptora leptyny [48]. Stad mozna go zaliczy¢ do podrodziny receptoréw hormonu
wzrostu aktywowanych przez homodimeryzacje [35, 48].

U myszy [5], szczura [18] i cztowieka [16] zidentyfikowano kilka izoform re-
ceptora leptyny réznigcych sie dtugoscig domeny cytoplazmatycznej. Powstajg one
w drodze alternatywnego sktadania transkryptu [44]. Fragment zewnatrzkomorkowy
kazdej z izoform receptora myszy, zbudowany z 816 aminokwasow, zawiera dwie
powtarzajace sie pary domen, w skfad ktérych wchodza kolejno cztery reszty cy-
sternowe oraz motyw aminokwasowy WSXWS (Trp-Ser-X-Trp-Ser). Za wigzanie
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leptyny odpowiedzialna jest para domen potozona blizej btony plazmatycznej [38,
44].

Odcinek domeny cytoplazmatycznej ztozony z 29 aminokwasdw jest takze iden-
tyczny w przypadku wszystkich izoform receptora leptyny. Wszystkie izoformy
zawierajg wiec sekwencje zwang boxl mogacag wigza¢ kinaze tyrozynowag Janusa
JAK. Najdtuzsza izoforma receptora leptyny OB-RL zawiera takze sekwencje box2
(réwniez odpowiedzialng za wigzanie kinaz JAK) oraz sekwencje pozwalajgcg na
przytaczenie czynnikéw transkrypcyjnych STAT zwang box3 [38, 44, 48]. Budowe
krétko- i dtugotaricuchowej (OB-Rs i OB-RL) izoformy receptora leptyny myszy
przedstawiono schematycznie na rysunku 1 [44].

U cziowieka opisano cztery izoformy receptora leptyny wbudowane w btony.
Tylko niewielka cze$¢ ludzkich receptoréw zostata wykryta w btonie komdrkowej,
wiekszo$¢ zlokalizowana jest w przedziale wewngtrzkomorkowym, gtownie reti-
kulum endoplazmatycznego i aparatu Golgiego [1]. Ponadto stwierdzono, ze wszy-
stkie izoformy receptora leptyny sa internalizowane w drodze endocytozy z udziatem
klatryny. Najszybszg internalizacje obserwowano dla dtugotancuchowej izoformy
receptora OB-RL [1].

Domena zewnatrzkomdrkowa ludzkiego receptora leptyny jest N-glikozylowana,
tancuchy oligosacharydowe stanowig 36% masy czgsteczki [16].

Stopien homologii miedzygatunkowej receptoréw leptyny jest wysoki. W przy-
padku receptorow OB-RL cztowieka i myszy wynosi 71% dla domen cytoplazmaty-
cznych, a dla domen zewnatrzkomérkowych 78% [44, 45].

Leptyna ma réwniez zdolnos¢ wigzania sie do wystepujacych na powierzchni
komorek czasteczek z nadrodziny immunoglobulin-Siglecs (sialic acid-binding
immunoglobulin superfamily member lectins). W przeciwienstwie do wiekszosci
czasteczek z rodziny immunoglobulin rozpoznajacych ligandy biatkowe, Siglecs
specyficznie wigzg glikany zawierajgce kwas sjalowy. Czgsteczki te odpowiedzialne
sg za kontakt komdrka-komarka, a ponadto mogg uczestniczy¢ w przekazie sygnatu
miedzy komdrkami poprzez aktywacje biatkowych kinaz i fosfataz. Wigzaca leptyne
czasteczka Siglecs-6 prawdopodobnie nie funkcjonuje jako receptor leptyny, ale
jako biatko wiazgce [39].

W osoczu krwi stwierdzono obecno$¢ rozpuszczalnej formy receptora leptyny
[6], ktora strukturalnie odpowiada domenom zewnatrzkomorkowym pozostatych
izoform [13]. Rozpuszczalny receptor leptyny nie powstaje prawdopodobnie wdrodze
proteolizy pozostatych form tego receptora, lecz poprzez translacje odpowiedniego
MRNA [26]. Przypuszcza sie, ze rozpuszczalna forma receptora leptyny odpowiada
za transport leptyny we krwi [26].

Obecnos¢ mRNA domeny zewnatrzkomdrkowej identycznej dla wszystkich izo-
form receptora leptyny wykryto w wielu narzadach [45, 13, 26, 17, 28]. U myszy
mRNA krotkotaricuchowych form receptora leptyny OB-Rs znaleziono w wiekszosci
narzadéw, najwyzszg ekspresje tego mRNA stwierdzono w mozgu, ptucach i nerce
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RYSUNEK 1 Schemat budowy krétkotancuchowej OB-Rs i dtugotaricuchowej OB-R1 izoformy
receptora leptyny (wg [44])

[26,17]. Uwaza sig, ze OB-Rs umozliwiajgtransport leptyny przez bariere krew-mozg
oraz usuwajg leptyne z krwiobiegu [44]. Dtugotanicuchowa forma receptora leptyny
wystepuje gtdwnie w mozgu, gdzie odpowiada za kontrole apetytu, gospodarki
thuszczowej i wydatkowania energii [31]. Jednak niskg ekspresje tej izoformy wykryto
takze w ptucach, nerkach, tkance tluszczowej, watrobie, tozysku oraz nadnerczach
[38]. Jakie znaczenie ma wystepowanie tak wielu form receptora leptyny i czy
spetniajg one funkcje fizjologiczne - dotychczas nie wiadomo.

PRZEKAZ SYGNAtLU PRZEZ RECEPTOR LEPTYNY

Zdolnos¢ przekazania sygnatu do wnetrza komarki przypisuje sie gtéwnie dtugo-
tancuchowej formie receptora leptyny OB-RL - tylko ta izoforma ma domene box2
wigzaca kinazy tyrozynowe JAK oraz domene box3 wigzacg biatka STAT. Me-
chanizm przekazu sygnatu przez OB-RL poprzez szlak JAK/STAT przedstawiono
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schematycznie na rysunku 2. Przyfgczenie leptyny do receptora indukuje homo-
dimeryzacje czasteczek receptora [48] oraz zwigzanie i aktywacje czasteczek kinaz
tyrozynowych JAK (rys. 2B). Zaktywowane kinazy fosforylujg reszty tyrozynowe
w obrebie sekwencji box3 receptora, co umozliwia dotgczenie do tych sekwencji
aktywatoréw transkrypcji - biatek STAT (rys. 2C). Biatka STAT ulegajg nastepnie
fosforylacji przez kinazy JAK i tak zaktywowane w formie dimeréw wedrujg do
jadra komorkowego, gdzie regulujg transkrypcje odpowiednich gendw (rys. 2D)
[44, 38]. Stwierdzono, ze leptyna ma zdolno$¢ aktywacji kinazy JAK2 oraz biatek
STAT1, 3, 5, 6 [44, 48, 38].

Oprécz szlaku JAK/STAT w przekazie sygnatu przez leptyne moga ponadto
uczestniczy¢ kinazy aktywowane mitogenem MAP (Erk 1iErk2), substraty receptora
insuliny IRS-1, IRS-2 oraz kinaza fosfatydyloinozytolu PI3K [36, 47, 3].

Trzeba zaznaczyc, ze niejest tojedyny proponowany mechanizm przekazu sygnatu
przez receptor leptyny - wedtug niektérych wigzanie leptyny do receptora nie po-
woduje homodimeryzacji, ajedynie zmiane konformacji istniejagcego juz homodimeru
[38]. Po drugie uwaza sig, ze krotkotancuchowa forma receptora leptyny OB-Rs
pozbawiona domen box2 i box3, ktére umozliwiajg przytgczenie kinaz JAK i biatek
STAT, nie bierze udziatlu w sygnalizacji komdrkowej [44, 45, 25, 48]. Jednakze
dla receptora hormonu wzrostu GHR, nalezgcego do tej samej podrodziny co receptor
leptyny, stwierdzono zdolno$¢ do przekazu sygnatu skroconej formy receptora za-
wierajgcej tylko domene boxl. Do uruchomienia przekazu sygnatu dochodzito takze
pomimo mutacji domeny box2 receptora hormonu wzrostu [3].

W badaniach prowadzonych na linii komorkowej wykazujacej ekspresje krot-
kotarcuchowej formy receptora leptyny obserwowano aktywacje przez leptyne eks-
presji wczesnych gendw c-fos, c-jun ijun-B [ 34], aktywacje kinazy tyrozynowej
JAK, biatka IRS-1 [3] oraz kaskady kinaz MAP [50, 3]. Jednak ustalenie, czy
przekaz sygnatu przez OB-Rs ma znaczenie w organizmie zywym, wymaga dalszych
badan.

W komérkach $rédbtonka w odpowiedzi na leptyne stwierdzono zwiekszong
akumulacje reaktywnych form tlenu, a takze wzrost aktywnosci kinazy z rodziny
MAP/INK oraz czynnikéw transkrypcyjnych AP-1 i NFkB. Chroniczny stres oksy-
dacyjny w komorkach srédbtonka wywotywany podwyzszonym stezeniem leptyny
moze przyczyni¢ sie do rozwoju arteriosklerozy [4].

BIALKA SOCS-
INHIBITORY PRZEKAZU SYGNALU CYTOKIN

Szlak przekazu sygnatu od receptora leptyny moze by¢ modulowany na réznych
etapach. Jednak niewiele dotychczas wiadomo, w jaki sposéb sygnat generowany
przez biologicznie aktywne peptydy moze zosta¢ wytaczony.
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RYSUNEK 2. Mechanizm przekazu sygnatu przez receptor leptyny (L - leptyna, OB-R - receptor leptyny,
JAK - kinaza tyrozynowa , STAT - czynnik transkrypcyjny) (wg [38])
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RYSUNEK 3. Schemat budowy bhiatek SOCS (wg [43])

SOCS {suppressor ofcytokine signaling) to opisane 3 latatemu inhibiory przekazu
sygnatu cytokin, ktorych ekspresja jest indukowana przez cytokiny [43]. Te sto-
sunkowo mate biatka sa zbudowane wedtug nastepujacego schematu: réznej dtugosci
odcinek N-terminalny, cze$¢ Srodkowa z domeng SH2 oraz 40aa konserwatywny
C-koncowy motyw zwany SOCS-box [2,7,43]. Schematyczng budowe biatek SOCS
przedstawiono na rysunku 3 [43].

Hamowanie przekazu sygnatu cytokin moze odbywac sie dwoma sposobami:
e przez zwigzanie domen SH2 biatlek SOCS z ufosforylowang tyrozyng receptora

cytokin lub
* przez zwigzanie domen SH2 zregionem katalitycznym kinaz JAK, co uniemozliwia

aktywacje biatek STAT [2, 7, 43].

Z najnowszych danych wynika, ze leptyna indukuje ekspresje jednego z biatek
SOCS: SOCS3, a zahamowanie przekazu sygnatu zachodzi na skutek wigzania
SOCS3 z kinazg tyrozynowg JAK2 [ 2, 7].

U ludzi otytych obserwuje sie podwyzszony poziom leptyny, co sugeruje, ze
otyto$¢ moze by¢ zwigzana ze zjawiskiem opornosci na leptyne. Opornos¢ na leptyne
prébuje sie ttumaczy¢ miedzy innymi utrudnionym transportem leptyny przez bariere
krew-mdézg lub przez blokade ktérego$ z etapéw przekazu sygnatu [12]. Indukcja
ekspresji SOCS3 przez leptyne i w konsekwencji zahamowanie przekazu sygnatu
przez te czasteczke moze wyjasni¢ zjawisko opornosci na leptyne [3, 7].

LEPTYNA A REGULACJA FUNKCJI
UKELADU ODPORNOSCIOWEGO

Podobienstwa w szlaku przekazu sygnatu miedzy leptyng a cytokinami z grupy
IL-6 sprawily, ze zaproponowano udziat leptyny w hematopoezie i odpowiedzi
immunologicznej organizmu. Stwierdzono, ze leptyna indukuje proliferacje, roz-
nicowanie iaktywacje komoérek hematopoetycznych, stymuluje proliferacje komorek
CD4+ oraz wzmaga produkcje cytokin, takich jak IL-2 i ILNy, przez limfocyty
Thl [27]. W przypadku mysich makrofagéw leptyna wzmaga produkcje GM-CSL
i G-CSF [46] oraz nasila proces fagocytozy [12, 38]. Santoz-Alvarez i wsp. [40]
wykazali, ze leptyna aktywuje ludzkie monocyty indukujac ich proliferacje, ekspresje
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markeréw aktywacji oraz produkcje cytokin TNFa i IL-6. Pozbawienie organizmu
srodkéw odzywczych uposledza dziatanie uktadu odpornosciowego, Lord i wsp.
[27] stwierdzili, ze leptyna moze hamowaé te immunosupresje.

Leptyna, poprzez wptyw na uwalnianie IL-1 i prostaglandyn, wydaje sie ponadto
regulowac¢ odpowiedz immunologiczng mézgu. Iniekcja leptyny szczurom indukuje
wzrost temperatury ciata oraz zahamowanie apetytu, jak réwniez prowadzi do
wzrostu stezenia IL-1(3 w podwzgérzu. Efekty te s3 hamowane przez antagoniste
receptora IL-1 (IL-Ira). Stwierdzono takze, ze dziatanie pyrogenne leptyny jest
znoszone przez inhibitor cyklooksygenazy [29].

Wyniki te wskazujg na nowg, wazng funkcje leptyny - regulacje odpowiedzi
immunologicznej organizmu. Prozapalne dziatanie leptyny moze wskazywa¢ na
udziat tego biatka w patogenezie chorob o podtozu zapalnym.

Takze w przypadku watroby stwierdzono podobiefstwo szlaku przekazu sygnatu
od receptora leptyny do szlaku biegngcego od cytokin z grupy IL-6 [47]. W od-
powiedzi na leptyne zaobserwowano zaréwno aktywacje biatek STAT 1, 3, 5, in-
dukcje gendw biatek ostrej fazy - hemopeksyny i tiostatyny, jak i synergizm leptyny
i IL-1 lub TNFa we wplywie na ekspresje genow biatek ostrej fazy typu 1[47].
Stwierdzono, ze choé leptyna, podobnie do IL-6, nie jest zdolna do indukcji ekspresji
genu dla a 1-kwasnej glikoproteiny, wzmaga ona stymulowang IL-1 lub TNFa eks-
presje tego genu [47].

MODULACJA PRODUKCJI LEPTYNY
PRZEZ CYTOKINY PRO- | PRZECIWZAPALNE

Szereg cytokin zapalnych, gtéwnie TNFa i IL-1, indukuje anoreksje i obnizenie
wagi ciata - zaburzenia czesto obserwowane w chronicznych i ostrych zapaleniach.
Jedna z przyczyn wystgpienia tych zaburzen moze by¢ podwyzszenie poziomu
leptyny.

LPS, IL-1i TNFa zwiekszajg ekspresje genu ob oraz stezenie leptyny w surowicy
krwi gryzoni [15, 41] i cztowieka [49, 21]. Stwierdzono ponadto, ze sIL-IR blokuje
indukowany LPS wzrost stezenia leptyny w surowicy krwi szczuréw, co wskazuje
na zaangazowanie IL-1 w efekt wywotywany przez LPS. Takze badania myszy
pozbawionych genéw dla IL-1 lub IL-6 potwierdzajg, ze tylko IL-Ipetni kluczowgq
role w indukcji syntezy leptyny w odpowiedzi na LPS [8].

Badania in vitro na hodowlach adipocytéw wydajg sie nie potwierdza¢ wynikow
eksperymentéw in vivo odnosnie wptywu TNFa na synteze leptyny. Kirschgessner
i wsp. [23] stwierdzili, ze TN Fa stymuluje uwalnianie leptyny z adipocytéw 3T3-L1.
Natomiast wyniki badan dwoch zespotéw na pierwotnej hodowli adipocytéw sg
sprzeczne. Finek i wsp. [9] obserwowali stymulacje uwalniania leptyny po 24 go-
dzinach od podania TNFa. Natomiast Yamaguchi i wsp. [49] oraz Medina i wsp.
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[30] stwierdzili, ze chroniczna ekspozycja na TN Fa powoduje zmniejszenie ekspresji
genu ob oraz sekrecji leptyny. Spadek iloSci mRNA dla leptyny zaobserwowano
takze pod wptywem cytokin prozapalnych IL-1@3 IL-6 i IL-11, a zwigkszenie ilosci
tego MRNA pod wptywem cytokiny przeciwzapalnej TGF(3 [14]. Wyja$nienie roz-
bieznosci wynikéw eksperymentéw in vivo i in vitro dotyczacych wptywu cytokin
na ekspresje genu ob i sekrecje leptyny wymaga dalszych badan. Wyniki ekspe-
rymentéw prowadzonych in vivo moga wskazywac na posredni efekt cytokin na
produkcje leptyny. By¢ moze iniekcja IL-1 czy TNFa indukuje u zwierzat szereg
drugorzedowych mediatorow mogacych wzmacnia¢ ekspresje genu leptyny i se-
krecje tego biatka. Nie stwierdzono ponadto zwigzku pomiedzy stezeniem leptyny
we krwi pacjentéw zarazonych HIV oraz pacjentdw z rakiem pluc a utratg wagi
ciata. Mechanizm alternatywny utraty wagi ciata w przypadku choréb nowotwo-
rowych i infekcji wirusem HIV zaktada, ze cytokiny - TNFa, IL-1, IL-2, IL-6,
IFNy powodujg wzrost ekspresji genu kortykoliberyny (CRH) i tym samym wptywaja
na sekrecje glukokortykoidéw, ktore wzmagaja z kolei synteze leptyny. Co wiecej,
ze wzgledu na strukturalne i funkcjonalne podobieristwo receptora leptyny do re-
ceptoréw innych cytokin, cytokiny moga wywiera¢ efekt leptynopodobny na ho-
meostaze energetyczng organizmu [12].

W chorobach o ostrym przebiegu zaobserwowano podwyzszone stezenie zar6wno
IL-6, jak i leptyny. W badaniach in vitro oraz badaniach na zwierzetach stwierdzono,
ze IL-6 stymuluje sekrecje leptyny. W przypadku cztowieka uwaza sie natomiast,
ze IL-6 stymuluje sekrecje kortyzolu, ktéry wzmaga z kolei produkcje leptyny.
Jednak u pacjentow z szokiem septycznym stwierdzono negatywng korelacje poziomu
IL-6 i leptyny. Niskie stezenie leptyny moze prowadzi¢ do uposledzenia funkcjo-
nowania wspotczulnego ukfadu nerwowego oraz zaburzen w dziataniu uktadu od-
pornosci [46].
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RECEPTORY WIAZACE
POZNE PRODUKTY GLIKACJI

RECEPTORS
FOR ADVANCED GLYCOSYLATION ENDPRODUCTS

Krystyna STALINSKA

Instytut Biologii Molekularnej Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow

Streszczenie: Pézne produkty glikacji - AGE - powstajg na skutek nieenzymatycznej glikozylacji biatek
(reakcja Maillarda). AGE modyfikuja funkcje komérek przez oddziatywanie ze specyficznymi recepto-
rami powierzchniowymi: RAGE - receptor wigzacy pdzne produkty glikacji, MSR - receptor scavenger
oraz AGE-R1-R2-R3 - receptor ztozony obecny w $rodbtonku. Interakcja AGE/RAGE wywotuje w
komarce stres oksydacyjny i aktywacje czynnika jadrowego NFkB w drodze RAS/MAPK. Poza AGE,
innymi ligandami dla RAGE sg amfoteryna i amyloid-(3. MSR jest receptorem odpowiedzialnym za
fagocytoze i degradacje AGE oraz za zjawiska adhezji makrofagéw. AGE jest czynnikiem prozapalnym
zwigzanym z rozwojem wielu schorzen, m.in. arteriosklerozy i nefropatii.

(Postepy Biologii Komérki 2001; Supl. 16: 35-42)

Stowa kluczowe: pdzne produkty glikacji, AGE, RAGE, receptor scavenger, glikacja

Summary:Advanced glycation end products (AGE) are formed as aresult of nonenzymatic glycosy lation
of proteins, known as Maillard reaction. They modify cell function by interaction with three specific cell
surface receptors: RAGE - receptor for advanced glycosylation endproducts, MSR - scavenger receptor,
and AGE-R1-R2-R3 - complex receptor in endothelium. The interaction of AGE-RAGE is responsible
for oxidative stress and activation of nuclear factor NFkB through Ras/M APK pathway. Amphoterin and
amyloid-” are the other ligands for RAGE. The MSR receptor mediates phagocytosis and degradation
of AGE, and macrophage adhesion. As a proinflammatory factor, AGE is associated with development
of many diseases, like atherosclerosis or nephropathy.

QAdvances in Cell Biology 2001; Suppl. 16: 35-42)

Key words: advanced glycation endproducts, AGE, RAGE, scavenger receptor, glycation
Wykaz stosowanych skrétow: AGE - pozne produkty glikacji, EGF - epidermalny czynnik wzrostu,

FGF - czynnik wzrostu fibroblastéw, GM-CSF - czynnik stymulujacy kolonie granulocytarno-makro-
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fagowe, ICAM - czastka adhezji miedzykomérkowej, IL - interieukr:. . LDL - iipoproteiny o niskiej
gestosci, MAPK - kinazy biatkowe aktywowane przez mitogen, MSR - makrofagowy receptor
scavenger, NF-kB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kB, PDGF - ptytkopodobny czynnik wzrostu,
PI3K - kinaza-3 fosfatydyloinozytolu, PKC - kinaza biatkowa C, RAGE - receptor dla péznych
produktéw glikacji, TNF - czynnik martwicy nowotworu, VCAM - czastka adhezji komdrkowej
naczyn.

WSTEP

Glikacja jest jedng z potranslacyjnych modyfikacji biatek. Jest to nieenzymaty-
czny proces zachodzacy pomiedzy karbonylowymi grupami cukrow redukujacych
a nukleofilowymi grupami biatka. Produkt reakcji, zasada Schiffa, przechodzi w
forme bardziej stabilnej ketoiminy (przegrupowanie Amadori), a nastepnie ulega
dalszym, powolnym przemianom, takim jak: przegrupowanie wigzan, dehydratacja
i oksydacja. Powstate produkty reagujg ponownie z wolnymi grupami aminowymi
biatka tworzac zwiazki o cechach chromoforéw, a utworzone wigzania krzyzowe
wewnatrz- i miedzyczasteczkowe powodujg agregacje biatek. Podstawowymi epi-
topami tych p6znych produktéw glikacji (Advanced Glycation Endproducts - AGE)
sg n-epsylon-karboksymetylolizyna, pyralina i pentozydyna [9, 34].

RYSUNEK 1 Schemat przedstawiajacy etapy formowania péznych produktéw glikacji (AGE), reakcja
Maillarda
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Z uwagi na fakt, ze reakcja Maillarda jest procesem powolnym (rzedu dni),
glikacji podlegajg biatka o diugim okresie pottrwania, przede wszystkim biatka
macierzy zewnatrzkomoérkowej (kolagen, laminina, krystalina oka), ale takze biatka
i lipoproteiny osocza [2, 15 ]. Zwolniony obro6t biatek oraz podniesiony poziom
cukru przys$pieszajg proces glikacji. Takie warunki pojawiajg sie w cukrzycy, w
procesach starzenia oraz podczas dtugotrwatej dializy nerkowej. Przyjmuje sie, ze
glikacja przyczynia sie do rozwoju wielu schorzeh m.in. arteriosklerozy, nefropatii
czy choroby Alzheimera [16, 35, 37].

Glikacja wptywa zaréwno na strukture biatek, jak i na funkcje komorek w od-
powiedzi na wigzanie AGE. Praca omawia receptory wigzace glikowane biatka.
Sposrod wielu biatek opisanych jako wigzace pézne produkty glikacji tylko niektore
spetniajg warunki definiujgce receptor:

1. RAGE - receptor wigzacy pozne produkty glikacji, obecny w btonie bardzo wielu
typéw komorek,

2. MSR - receptor scavenger (zmiatacz), typowy dla fagocytéw,

3. AGE-R1/R2/R3 - receptor ztozony, charakterystyczny dla srédbtonka.

RAGE

RAGE (Receptorfor Advanced Glycosylation Endproducts) nalezy do nadrodziny
czastek immunoglobulinopodobnych iwykazuje duzghomologie do czynnika adhezji
komaérek nerwowych (NCAM). Posiada domene V i dwie domeny C odpowiedzialne
za rozpoznanie komorka-komorka i komadrka-podtoze, jak réwniez miejsce wigzace
antygen [18]. Receptor ten wiaze z duzg swoistoscig wszystkie dotychczas poznane
naturalne i syntetyczne glikowane biatka, a liczba receptoréw w btonie komoérkowej
zalezy od stezenia i czasu ekspozycji na ligand. Wykazano, ze TNF-a, 17[3-estradiol
oraz ligand -AGE, moga uczestniczyé w regulacji ekspresji receptora RAGE [10].

Zwigzanie AGE z receptorem RAGE prowadzi do indukcji stresu oksydacyjnego
w komorce [8, 11]. Uruchomiony zostaje szlak przekazu sygnatu, w ktdrym ucze-
stniczg m.in. mate biatka G z rodziny Ras oraz kinazy - MAP [6, 11]. Szlak
Ras/MAPK aktywuje czynnik jadrowy NFkB, bedacy waznym elementem regulacji
odpowiedzi zapalnej. Aktywacje czynnika AP-1, innego biatka jadrowego zwig-
zanego z odpowiedzig zapalng, stwierdzono w komérkach tubularnych kanalika
nerkowego [28]. W rejonie promotorowym wielu gendw, ktorych ekspresja jest
modulowana przez AGE, znajduja si¢ miejsca wigzania zarowno NFkB, jak i AP-1.
Rowniez w rejonie regulatorowym genu RAGE wykazano istnienie dwoch miejsc
wigzania NFkB, <o moze $wiadczy¢é o autoregulacji ekspresji receptora [13].

Jednym z efektéw wywotanych zwigzaniem AGE z RAGE jest proliferacja m.in.
fibroblastow, komoérek mesangialnych nerki czy miesni gtadkich naczyn. Huang
i wsp. [6] wykazali, ze w przekazie sygnatu uczestniczy kinaza Janusa JAK-2
oraz czynniki jadrowe STAT-1 i STAT-3. Szlak JAK/STAT aktywuje ekspresje
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receptora epidermalnego czynnika wzrostu, gtéwnego czynnika zwigzanego z pro-
liferacjg komérek [5, 8, 33].

INNE LIGANDY RAGE

Silng ekspresje RAGE stwierdzono w mdzgu w okresie pre- i wczesnym post-
natalnym idlatego uwaza sig, ze glikowane biatka nie moga by¢ gtéwnym ligandem
tego receptora. Wczesnym ligandem RAGE jest amfoteryna, polipeptyd wzmagajacy
synteze czynnika wzrostu komorek nerwowych (NGF). Amfoteryna warunkuje
prawidtowy rozw6j mézgu w okresie ptodowym. W badaniach in vitro ustalono,
ze kompleks RAGE-amfoteryna aktywuje szlak Cdc42/Rac zwigzany z reorganizacjg
cytoszkieletu aktynowego i wydtuzaniem neurytéw [6].

W okresie postnatalnym amfoteryna traci znaczenie jako ligand receptora RAGE,
jednak niektore nowotwory sg zdolne do syntezy tego polipeptydu. Zaobserwowano,
ze zablokowanie wigzania amfoteryny do RAGE prowadzi do zahamowania w
komérkach nowotworowych szlakow przekazu sygnatu zaangazowanych w akty-
wacje wzrostu oraz zdolno$¢ tworzenia przerzutow [32].

W mozgu chorych na chorobe Alzheimera wykazano wzmozong ekspresje RA-
GE. Receptor ten wigze amyloid 3 - skladnik ztogéw amyloidowych. In vitro
ustalono, ze wigzanie amyloidu @3 z receptorem RAGE w neuronach wywotuje
dlugotrwaty stres oksydacyjny prowadzacy do apoptozy komérek [35].

Glikacja amyloidu @ zwieksza tempo tworzenia zagregowanych form tego pep-
tydu przez tworzenie wigzan krzyzowych, co dowodzi znaczenia nieenzymatycznej
glikozylacji w etiologii choroby Alzheimera [17].

MAKROFAGOWY RECEPTOR TYPU SCAVENGER (MSR)

Receptor scavenger nalezy do rodziny makrofagowych receptoréw zmiataczy
typu 1 klasy A. Cecha wyro6zniajaca ten receptor spo$rod pozostatych receptorow
zmiataczy jest obecno$é homotrimeru kolagenopodobnych wiokien w uktadzie helisy
oraz domeny wigzacej bogatej w cysteine [22]. Receptor ten jest charakterystyczny
dla fagocytéw, ale jego obecno$é stwierdzono réwniez w btonie komorek srédbtonka
i miesni gtadkich [7, 14, 19]. MSR wiaze zaréwno glikowane biatka, jak i mody-
fikowane (acetylowane, utlenione) lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL) i ucze-
stniczy w ich internalizacji i degradacji [1, 31].

Podczas r6znicowania monocytéw w makrofagi liczba receptoréw rosnie zgodnie
z kierunkiem roéznicowania i jest regulowana przez GM-CSF. Fagocyty tkankowe
charakteryzuja sie najsilniejszg ekspresjg MSR, a regulacja ekspresji tego receptora
zwigzana jest z aktywacjg czynnika AP-1 [1, 26, 29].

Przytgczenie AGE do receptora scavenger uruchamia proces fagocytozy powia-
zany z aktywacja kinaz tyrozynowych Src/Syk, aktywacja enzymdéw zwigzanych
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z metabolizmem lipidow btonowych oraz poprzez PI3K z aktywacjg kinazy biatkowej
C. Wzrastajace stezenie AGE obniza indeks fagocytarny makrofagéw. Podwyzszony
poziom glikowanych biatek u chorych z cukrzyca moze mie¢ wiec zwigzek ze
spadkiem odpornosci u tych chorych. Insulina odwraca hamujacy efekt AGE przez
aktywacje PI3K [26]. Suzuki i wsp. [31] ustalili, z2 MSR odpowiada nie tylko
za usuwanie AGE czy modyfikowanych LDL, ale tez jego obecno$¢ w bionie
komorkowej jest niezbedna do adhezji monocytéw/makrofagéw. Jednocze$nie wy-
kazano, ze adhezja do glikowanych powierzchni (kolagen typ IV-AGE), jak i in-
dukowanarozpuszczalnym AGE obniza zdolnos$¢ do fagocytozy acetylowanych-LDL
[7, 23, 31].

RECEPTOR ZLOZONY DLA AGE

Oprécz receptorow RAGE i MSR znaleziono szereg innych biatek wigzacych
AGE, lecz ich funkcja nie zostata dotychczas wyjasniona [18, 32, 36]. Dwa spos$réd
nich, opisane jako p60 i p90, znaleziono w wielu typach komorek, ale tylko w
Srédbtonku wykazano, ze tworzg one razem z biatkiem o masie 32 kDa receptor
ztozony AGE-R1/R2/R3 [30]. Podjednostka receptora AGE-R1 (p60) jest biatkiem
homologicznym do OST-48 - skfadnika kompleksu ryboforyny zwigzanego z prze-
niesieniem oligosacharydéw wielomannozowych na akceptor asparaginowy w re-
tikulum endoplazmatycznym [27]. Ze wzgledu na te homologie postuluje sie
zaangazowanie p60 w transkomdérkowym przejsciu AGE do giebszych warstw na-
czyn. AGE-R2 opisane wczesniej jako p90 moze ulega¢ fosforylacji w obecnosci
AGE i przypuszczalnie uczestniczy w przekazie sygnatu. AGE-R3 (Gal-3) jest
galaktyng typu P. W obrebie kompleksu receptora jest podjednostka wigzaca AGE.
Biatko to nie posiada domeny transbtonowej, natomiast w kompleksie wigze sie
z AGE-R2. W odrdznieniu od p60 i p90, ktére sg biatkami stale obecnymi w
btonie, Gal-3 jest biatkiem indukowalnym, a jego ilo$¢ zalezy od stezenia AGE.
Prawdopodobnie zwigzanie AGE przez Gal-3 jest warunkiem formowania sie kom-
pleksu receptora.

Receptor ztozony AGE-R1-R2-R3 jest dobrze scharakteryzowany w komaorkach
Srddbtonka ludzkiej zyty pepowinowej (HUVEC) oraz w $rédbtonku ludzkiej aorty,
jakkolwiek przekaz sygnatu wywotany zwigzaniem AGE z tym receptorem nie
jest jeszcze poznany.

Skutki oddziatywania AGE-receptora

Istotne zmiany wywotane procesem glikacji biatek obserwowane sg m.in. w
uktadzie naczyniowym, nerkach i moézgu. W tych bowiem tkankach stwierdzono
silng kumulacje AGE, szczeg6lnie w obrebie macierzy zewnatrzkomoérkowej, a
wytworzone wigzania krzyzowe usztywniajg struktury i zmniejszajg ich elastycznos¢
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[2, 15, 16]. Jednocze$nie AGE dziatajg chemotaktycznie, co powoduje migracje
monocytow/makrofagéw do miejsc nagromadzenia sie AGE i lokalne uwolnienie
mediatorow zapalnych. Modulacja funkcji makrofagéw w odpowiedzi na interakcje
z glikowanymi biatkami wigze sie nie tylko z ich migracjg i adhezjg, ale takze
ze wzmozong ekspresjg gendéw cytokin prozapalnych IL-1, IL-6, TNF-a [10, 19,
31].

W srddbtonku, zwiazanie AGE z receptorami prowadzi, poprzez aktywacje czyn-
nika jadrowego NFkB do modulacji ekspresji wielu genéw, w tym genéw: cytokin
prozapalnych - TNFa, IL-6 [10, 19]; czastek adhezji ICAM-1, VCAM-1 [14];
wielu enzyméw: m.in. syntazy tlenku azotu, oksygenazy hemowej typu 1, katalazy
[3, 9, 37]. Aktywacja wymienionych czynnikéw jest zwigzana bezposrednio lub
posrednio z patologicznymi zmianami prowadzacymi do arteriosklerozy.

Zwazywszy na fakt kumulacji AGE w gtebszych warstwach $cian naczyn i obe-
cnosci w endotelium wszystkich trzech typow receptorow dla AGE, mozna sadzic,
ze tkanka ta moze by¢ w sposéb istotny narazona na patologiczne zmiany wywotane
przez glikacje biatek.

Jak opisano wczesniej, zwigzanie AGE z receptorem RAGE prowadzi do pro-
liferacji komdrek, w tym fibroblastow, komaérek mesangialnych czy komdérek miesni
gtadkich naczyn. Moze to mie¢ zwigzek z obserwowanym przerostem $cian kanalikow
nerkowych oraz zwezeniem $Swiatla naczyn. Takie zmiany obserwuje sie u chorych
z cukrzycg i po diugotrwatej dializie nerkowej. Rownocze$nie, w wyniku oddzia-
tywania AGE/RAGE, stwierdza si¢ wzmozong synteze kolagenowych i niekola-
genowych biatek macierzy, co moze wzmagal efekty zwigzane z nadmierng
proliferacjag komorek [20, 33]. AGE indukuje synteze enzymow degradujacych
biatka macierzy, m.in. metaloproteinaz oraz powoduje spadek aktywno$ci ich in-
hibitorow [3, 9, 37]. PdZne produkty reakcji Maillarda dziatajg zatem jak czynniki
prozapalne, mozna wiec sgdzié, ze majg istotny udziat w destrukcyjnych przemianach
macierzy.
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Streszczenie: Reaktywne formy tlenu (RFT) towarzyszg organizmom zywym od ponad 2 mld lat.
Poniewaz stanowig one powazne zagrozenie dla wszystkich sktadnikéw komorki, w toku ewolucji
wyksztatcone zostaty systemy obronne stuzace ich detoksyfikacji. Rownoczes$nie jednak pojawity sie
enzymy, ktorych rola polega na celowej produkcji RFT pod wptywem okreslonych bodZcow. Badania
ostatnich lat wykazaly, ze rolg powstatych w ten spos6b RFT moze by¢ udziat w przekazie sygnatéw
wewnatrz komorki. W ponizszej pracy zostanie oméwiony udziat RFT w szlakach prowadzacych do
aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych i ekspresji genéw. Szczegdlny nacisk potozony zostanie na
aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych NF-kB i AP-1, pelnigcych kluczowsg role w aktywacji szeregu
genow biorgcych udziat w procesach zapalnych i odpowiedzi immunologiczne;.

(Postapy Biologii Komérki 2001; Supl. 16: 43-59)

Stowa kluczowe: reaktywne formy tlenu, stres oksydacyjny, antyoksydanty, czynniki transkrypcyjne,
ekspresja genow.

Summary: Reactive oxygen species (ROS) have accompanied living organisms for over 2 bilion years.
Because they constitute a serious threat to all components of the cell, during the course of evolution some
defence systems evolved to detoxify them. At the same time some enzymes appeared, that play a role as
producers of ROS upon special stimuli.The recent years’ experiments have demonstrated, that ROS thus
produced could take part in intracellular signalling. The paper is concerned with the role of ROS in
pathways leading to the activation of transcription factors and gene expression. The special emphasis
will be laid on the activation of NF-kB and AP-1, transcription factors, that play a key role in the activation
of a number of genes involved in inflammation and immune response.

(Advances in Cell Biology 2001; Suppl. 16: 43-59)

Key words: reactive oxygen species, oxidative stress, antioxidants, transcription factors, gene expression.
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WSTEP

Powszechnie przyjmuje sie, ze zycie powstato i rozwineto sie okoto 3,5 mld
lat temu. Na Ziemi panowaty wdéwczas warunki silnie redukujgce. Gdy wiec przed
okoto 2,5 mld lat stezenie tlenu w atmosferze ziemskiej zaczeto gwattownie rosnac,
przed komérkami otworzyty sie nie tylko nowe, obiecujgce perspektywy, ale stanety
one takze w obliczu niespotykanych dotychczas zagrozen.

Czteroelektronowa redukcja tlenu do wody prowadzi do uwolnienia duzej ilosci
energii, znacznie wiekszej niz ta, ktéra wydziela sie w wyniku fermentacji. Gdy
jednak, z jakichs$ przyczyn, dojdzie jedynie do czesciowej (jedno- badz dwuele-
ktronowej) redukcji czasteczki tlenu, to produktami takiej reakcji bedgtzw. reaktywne
formy tlenu (RFT). Dobrze znanymi RFT w ukadach biologicznych sa: anionorodnik
ponadtlenkowy (O-*-), nadtlenek wodoru (HOO 2) i rodnik hydroksylowy (OH%*).
Pierwotne RFT moga da¢ poczatek wtérnym produktom, takim jak: kwas pod-
chlorawy, nadtlenek azotu oraz nadtlenki lipidow.

RFT sg zdolne do uszkadzania niemal wszystkich skfadnikéw komdrki. Na atak
RFT niezwykle podatne sg kwasy ttuszczowe bton (zwilaszcza nienasycone); usz-
kodzeniom ulegajg takze biatka i DNA (oksydacyjne modyfikacje tego ostatniego
zwiazku sg szczegOlnie niebezpieczne ze wzgledu na ich dziedziczny charakter).
Dziataniu RFT nie sg w stanie oprze¢ sie nawet cukrowce.

Gtownym Zrédtem RFT w komdrkach sg reakcje obejmujace transport elektronéw
w tancuchu oddechowym, peroksysomach i mikrosomach. RFT generowane sg takze
w reakcjach katalizowanych przez takie enzymy, jak: oksydazy (NADPH, ksan-
tynowa) i reduktazy.

Aby uchroni¢ sie przed falg RFT stanowigcych na dtuzszg mete duze zagrozenie,
komorki wyksztatcity szereg mechanizmoéw obronnych. Nalezy do nich cata grupa
zwigzkéw niskoczasteczkowych, zarowno hydrofilowych jak i hydrofobowych, po-
chodzenia egzo- i endogennego, zdolnych do detoksyfikacji RFT. W procesie tym
biorg takze udziat zwigzki o znacznie wyzszych masach czgsteczkowych, tzn. enzymy
(np. dysmutazy ponadtlenkowe, katalaza i peroksydazy), Scisle wspétpracujace ze
soba, jak réwniez biatka pozbawione aktywnosci enzymatycznej (np. tioredoksyna,
Ref-1), czesto bedace kosubstratami tych enzymoéw.

Majac na uwadze tak skomplikowane mechanizmy obronne moze wydawac sie
czym$ zdumiewajgcym, ze wiele komdérek wyposazonych jest w systemy stuzace
celowej syntezie RFT z 0-, w odpowiedzi na bodzce pobudzajace.

Najlepszym przyktadem takich komoérek safagocyty zdolne do syntezy w krétkim
czasie duzych ilosci RFT w charakterze broni chemicznej skierowanej przeciwko
mikroorganizmom (w tzw. wybuchu tlenowym fagocytéw). Jednak wiele innych
typéw komorek jest rowniez zdolnych do ,,mini” wybuchu tlenowego bedgcego
nastepstwem pobudzenia specyficznych receptoréw btonowych. Do takich komoérek
naleza: fibroblasty, pewne linie komérek nowotworowych, komoérki endotelialne
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oraz limfocyty T i B. Wykazano, ze wiele czynnikéw, zaréwno fizjologicznych
jak i patofizjologicznych, jest zdolnych do indukcji stresu oksydacyjnego w tych
komadrkach. Nalezg do nich cytokiny prozapalne, infekcje bakteryjne i wirusowe,
promieniowanie wysokoenergetyczne (UV iy) oraz niektére zwigzki wywotujace
transformacje nowotworowg. Ponadto, w komdrkach wyzszych kregowcéw odkryto
szereg enzyméw zdolnych do indukowalnej syntezy RFT. Ich przyktadem sg oksy-
dazy NADPH, cyklooksygenazy i lipooksygenazy.

Powyzsze obserwacje doprowadzity do wysuniecia w 1991 roku hipotezy mo-
wigcej, ze nieznaczne podwyzszenie wewngtrzkomdrkowego stezenia RFT do war-
tosci, ktore nie sgjeszcze cytotoksyczne, moze petni¢ funkcje sygnalizacyjne [54].
Hipoteza ta uzyskata silne poparcie, gdy okazato sie, ze dwa dobrze znane czynniki
transkrypcyjne: NF-kB i AP-1 ulegajg aktywacji, gdy stezenie RFT wewnatrz ko-
maérki, odpowiednio, podnosi sie badz zmniejsza.

W artykule tym zaprezentowane zostang dowody $wiadczace o wplywie stanu
redoks komarki na aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych iekspresje gendw. Szcze-
golnie doktadnie omoéwiony zostanie udziat RFT w aktywacji czynnikow NF-kB
i AP-1 (wiecej informacji znalez¢ mozna w pracach przegladowych [1, 14, 16,
28, 41, 57]).

CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY NF-kB

Czynnik transkrypcyjny NF-kB jest jednym z najwazniejszych mediatoréw bio-
racych udziat w odpowiedzi komorki na szereg sytuacji stresowych. Do sytuacji
takich zaliczy¢ mozna stres fizyczny (promieniowanie UV ivy), czynniki zakaZzne
(bakterie, wirusy i pasozyty) oraz podwyzszone stezenie czasteczek sygnalizacyjnych
(np. cytokin). NF-kB wystepuje w cytoplazmie wiekszosci komorek jako homo-
badZz heterodimer sktadajacy sie ze strukturalnie spokrewnionych biatek nalezacych
do rodziny Rei. Kazdy cztonek tej rodziny ma zakonserwowany w procesie ewolucji
N-terminalny region zwany domeng homologii z biatkiem Rei (ang. Rel-homology
domain: RHD), w obrebie ktérego zlokalizowane sa domeny odpowiedzialne za
wigzanie do DNA, dimeryzacje i translokacje do jadra komdérkowego [37].

W komérkach ssakéw znanych jest dotychczas piec biatek nalezacych do rodziny
Rei: p65 (Rei A); c-Rel; Rei B; p50/p 105 i p52/pl00 (dwa ostatnie powstajg jako
biatka prekursorowe o masach, odpowiednio, 105 i 100 kDa i przeksztatcane sg
nastepnie w krotsze, biologicznie aktywne formy). W niepobudzonych komérkach
NF-kB pozostaje w cytoplazmie zwigzany niekowalencyjnie z biatkami inhibito-
rowymi tzw. inhibitorami kB (IkB). Biatka te tworzg funkcjonalnie i strukturalnie
spokrewniong rodzine, do ktorej zalicza sie: IkB-oc, IkB-(3, IkB-y, IkB-8, Bcl-3,
plOO i pl05. Po to, by NF-kB mdgt ulec aktywacji i translokacji do jadra, IkB
musi oddysocjowaé. Dysocjacja ta poprzedzona jest procesami fosforylacji i ubi-
kwitynacji, ktérych nastepstwem jest degradacja IkB w proteasomie. W procesie
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fosforylacji inhibitora kB udziat biorg kinazy IkBa i B (IKKa i B) [2, 9, 37].
NF-kB wystepuje w bardzo wielu typach komorek i bierze udziat w ekspresji znacznej
liczby indukowalnych gendw dla cytokin i czynnikow wzrostu; receptoréw cytokin;
biatek stresowych; molekut adhezyjnych i czasteczek immunoregulatorowych.

WPLYW OKSYDANTOW NA AKTYWACJE NF-kB

W 1990 roku Roederer etal. [47] doniesli, ze N-acetylo-L-cysteina (NAC) hamuje
aktywacje wirusa HIV-1 pod wptywem 12-mirystynianu,13-octanu forbolu (PMA)
i czynnika martwicy nowotworéw a (TNF-a), ktéra to aktywacja jest zalezna od
indukcji NF-kB. Staal et al. [59] wykazali ponadto, ze NAC w stezeniach mili-
molarnych hamuje aktywacje NF-kB. Obserwacje te skionity Schrecka et al. [56]
do zbadania, czy RFT biorg bezposredni udziat w aktywacji NF-kB. Do stymulacji
komarek Jurkat uzyli oni mikromolarnych stezen H?0 9. Wynikiem takiego dziatania
bylo nasilenie wigzania NF-kB do DNA, co mozna bylo $ledzi¢ przy pomocy
testu zmiany ruchliwosci elektroforetycznej w zelu (testu EMSA). Wynikiem eks-
perymentow z czasowa transfekcjg komdrek Jurkat przy pomocy genu reporterowego
dlaacetylotransferazy chloramfenikolu (CAT) znajdujgcego sie pod kontrolg dtugich
terminalnych powtérzen (LTR) z wirusa HIV-1 bylo ustalenie, ze ekspresja tego
genu pod wpltywem H90 2 zalezna jest od obecnosci nienaruszonych sekwencji
wigzacych NF-kB w obrebie LTR. Co wiecej, HOCL nie tylko sam aktywowat
NF-kB, ale takze dziatat synergistycznie z takimi induktorami NF-kB, jak: inhibitor
fosfataz - kwas okadajowy (OA) i PMA [53, 56].

Zbadano takze role innych RFT, jak rowniez reaktywnych form azotu, w akty-
wacji NF-kB. Badania te prowadzono przy uzyciu bardzo wrazliwej na H0O9 linii
komorek wywodzacych sie z limfocytow T tzw. ,.komoérek Wurzburg”. Tlen sin-
gletowy i rézne zwigzki wchodzgce w cykle redoks (menadion, parakwat) nie byty
silnymi aktywatorami, podczas gdy nadtlenek butylu oraz reoksygenacja po hypoksji
komorekHeLaokazaty siesilnymi induktorami aktywacji NF-kB [41]. Ze wszystkich
przetestowanych do tej pory RFT H20 2 wydaje sie by¢ najsilniejszym aktywatorem.
Ta wybidrczos¢ NF-kB w stosunku do nadtlenkéw przypomina prokariotyczny czyn-
nik transkrypcyjny oxyR.

Jednak nadtlenek wodoru nie inaktywuje bezposrednio IkB, poniewaz po jego
dodaniu do ekstraktdow komdérkowych nie obserwuje sie aktywacji NF-kB [56].
Natomiast dodanie utleniacza, jakim jest diamid, do ekstraktéw jagdrowych zawie-
rajacych zaktywowany NF-kB hamuje jego zdolno$¢ wigzania sie do DNA. Dzieje
sie tak najprawdopodobniej w wyniku utlenienia reszt cystein odpowiedzialnych
za wigzanie do DNA.

Wrazliwo$¢ NF-kB na zmiany stanu redoks komarki przyczynita sie do wysuniecia
przez Droge et al. [10] hipotezy mowiacej, ze po stanie stresu oksydacyjnego,
niezbednego do oddysocjowania IkB od NF-kB, musi nastgpi¢ zmiana Srodowiska
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w komorce na bardziej redukujagce, czemu towarzyszy naprawa utlenionego NF-kB
przy udziale glutationu.

Bardzo intrygujacg wydaje sie byé obserwacja, ze wiele aktywatoréw NF-kB
wywotuje jednoczesnie stres oksydacyjny w komérkach. TNF-a np. zaburza tancuch
transportu elektronédw w mitochondriach, czego wynikiem jest wzmozona synteza
RFT, niezbedna zaréwno dla efektow cytotoksycznych, jak i indukcji ekspresji
genow przez tacytokine. PMA wywotuje produkcje RFT przez stymulacje oksydazy
NADPH i cyklooksygenazy. Podobnie, promieniowanie UV iy oraz stymulacja
CD28, CD3, IgG2AR, IL-1R ireceptorow immunoglobulinowych indukuje synteze
RFT aktywujac jednoczes$nie NF-kB.

Wszystkie te dane wydaja sie wskazywaé na role RFT jako uniwersalnych po-
Srednikow w aktywacji NF-kB pod wptywem réznorodnych czynnikéw.

ANTYOKSYDANTY
JAKO INHIBITORY AKTYWACJI NF-kB

Antyoksydanty, takie jak NAC albo ditiokarbaminian pyrolidyny (PDTC), moga
zapobiegaé aktywacji NF-kB przez H->00. Efekt ten jest niezalezny od struktury
czasteczki antyoksydanta, gdyz wiele strukturalnie niespokrewnionych zwigzkow,
jak réwniez enzyméw antyoksydacyjnych wykazuje podobne dziatanie. Co wiecej,
antyoksydanty sag zdolne do blokowania aktywacji NF-kB w odpowiedzi na niemal
wszystkie przetestowane do tej pory zwigzki indukujgce, takie jak TNF-a [64];
IL-1 [62]; LPS [61]; PMA [59]; 1gG2A [41]; analogi aminokwaséw [33] i prze-
tadowanie retikulum endoplazmatycznego biatkami [42] (rys. 1).

Dobrze znanymi antyoksydantami zdolnymi do hamowania aktywacji NF-kB
sg: NAC [40]; ditiokarbaminian (DTC) i PDTC [62]; butylowany hydroksytoluen
(BHT); witamina E ijej pochodne; kwas liponowy [41]; tepoksalina [29]; witamina
C; ebselen; 2-merkaptoetanol (2-ME); disulfiram; ortofenantrolina; desferrioksamina
i pochodne katecholu [60]. Warto jednak zauwazy¢, ze antyoksydanty moga znacznie
rézni¢ sie miedzy soba zdolnoscig do hamowania aktywacji NF-kB. Ich dziatanie
moze by¢ zalezne od typu komdrki, wychwytu przez komérke, lokalizacji sub-
komoérkowej, hydrofobowosci i czasu pétrwania.

Jesli chodzi o kwas okadajowy (OA) - inhibitor fosfataz i dobrze znany aktywator
NF-kB, to dane co do wptywu antyoksydantéw najego dziatanie sg niejasne. Suzuki
etal. nie stwierdzili hamowania przez NAC aktywacji NF-kB po stymulacji komaérek
przy pomocy tego czynnika [60]. P6Zniejsze doSwiadczenia nie potwierdzity jednak
tych rezultatow [52]. OA okazat sie by¢ silnym induktorem syntezy FLO-, i akty-
watorem NF-kB. Gdy produkcja PLO" zostata zablokowana przy pomocy PDTC
albo chelatora jonéw wapnia, wtedy obnizat sie takze poziom aktywacji NF-kB.



48 J. CISOWSKI

RYSUNEK 1 Schemat wptywu modulatoréw stanu redoks komorki (oksydantow iantyoksydantow) na
aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Dla przejrzystosci pominigto role kinaz biatkowych IKK
szczegbtowo przedstawiong przez innych autoréw [2,9,37]. Czynniki, takiejak cytokiny, LPS, zakazenia
wirusowe oraz promieniowanie UV iy, dziatajac na komérki indukuja w nich synteze reaktywnych form
tlenu, czego efektem jest degradacja inhibitora kB w proteasomie itranslokacjadimeru p50/p65 do jadra
komorkowego. Etap ten jest hamowany przez antyoksydanty, a wzmagany przez oksydanty. W jadrze
dimer p50/p65 wigze sie do odpowiednich sekwencji w DNA. Proces ten jest hamowany przez nadtlenek
wodoru. Tioredoksyna natomiast utatwia wigzanie NF-kB do DNA w wyniku redukcji specyficznych
reszt cysteiny odpowiedzialnych za oddziatywanie z DNA

ROLA ENZYMOW METABOLIZUJACYCH RFT
W AKTYWACJI NF-kB

Jednymi z najwazniejszych enzymdw chroniacych komorke przed atakiem RFT
sg: peroksydaza glutationowa, reduktaza glutationowa i katalaza. Zahamowanie kté-
regokolwiek z tych enzymoéw przy pomocy specyficznych inhibitorow prowadzi
do wzmozonej aktywacji NF-kB pod wptywem IL-13 w ludzkiej linii fibroblastycznej
WI-38 [46J. Podobnie, ekspresja genu reporterowego dla acetylotransferazy chlo-
ramfenikolu znajdujacego sie pod kontrolg czterech miejsc wigzacych NF-kB byta
wyzsza w komorkach poddanych dziataniu 1,3-bis-(2-chloroetylo)-I-nitrozomoczni-
ka, inhibitora reduktazy glutationowej [13].
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Niezwykle dogodnym modelem w badaniach aktywacji NF-kB okazaty sie by¢
linie wykazujace statg nadekspresje enzymow metabolizujagcych RFT. Przyktadem
takich linii sg klony wyprowadzone z komoérek JB6 wywodzacej sie z keratynocytéw.
Cechuja sie one nadekspresjg katalazy bgdz miedziowo-cynkowej dysmutazy ponad-
tlenkowej (Cu,Zn-SOD), przekraczajacg 2,7 raza aktywno$¢ tych enzyméw w linii
wyjsciowej JB6.

W przypadku nadekspresji katalazy stacjonarne stezenie H90 9 jest obnizone
w wyniku wzmozonego jego rozkitadu do H20 i 02, natomiast w przypadku na-
dekspresji Cu,Zn-SOD stacjonarne stezenie H90 9jest podwyzszone w wyniku wzmo-
zonej dysmutacji anionorodnikaponadtlenkowego. Nadekspresja katalazy hamowata
aktywacje NF-kB w odpowiedzi na TNF-a [51] lub OA [52], przy czym komorki
wykazujace nadekspresje katalazy mialy takg samg ilos¢ kompleksow NF-kB-1kB
jak komorki wyjsciowe, co wykazano poprzez nieenzymatyczng aktywacje NF-kB
w ekstraktach komorkowych przy pomocy deoksycholanu. Co wiecej, zahamowanie
aktywnosci katalazy przy pomocy aminotriazolu podnosito stopien aktywacji NF-kB
do poziomu kontroli. Nadekspresja Cu,Zn-SOD dawata z kolei efekt przeciwny.
W komérkach tych aktywacja NF-kB pod wptywem TNF-a bagdz OA byta silniejsza
niz w komoérkach niestransformowanych. Nadekspresja manganowej dysmutazy
ponadtlenkowej (MnSOD) w komérkach MCF-7 [55] hamowata natomiast aktywacje
NF-kB pod wptywem PMA Ilub IL-1, a nasilata ja po stymulacji TNF-a. Do-
Swiadczenia te dostarczyty dalszych dowoddéw na poparcie teorii o selektywnej
wrazliwosci NF-kB w stosunku do nadtlenkdw.

Niemniej cennych danych dostarczyty badania komdrek wykazujacych nade-
kspresje peroksydazy glutationowej (w rzeczywistosci pod tg nazwa kryja sie cztery
rozne enzymy o zréznicowanej lokalizacji komoérkowej i tkankowej [5]). O roli
peroksydaz glutationowych w modulacji aktywnosci NF-kB wydaja sie Swiadczy¢
nastepujace obserwacje:

(i) inhibitory cyklooksygenaz i lipooksygenaz hamujg aktywacje NF-kB [29];

(i) aktywnos¢ cyklooksygenaz zalezy od ilosci hydronadtlenkéw, ktora jest z kolei
regulowana przez peroksydazy glutationowe;

(iii) aktywacja NF-kB hamowana byta w komérkach wzbogaconych w selen, a
wzmagana w komorkach hodowanych w warunkach niedoboru tego pierwiastka
[36, 48].

W tym kontek$cie nie jest niczym zaskakujgcym, ze nadekspresja klasycznej
peroksydazy glutationowej (cGPx) w komorkach ludzkiej linii nowotworowej T47D
hamowata aktywacje NF-kB pod wptywem TNF-a [32] i modulowata fosforylacje
hsp 27 po podaniu tej cytokiny [39]. W innych doswiadczeniach wykazano z kolei,
ze nadekspresja peroksydazy glutationowej hydronadtlenkéw fosfolipidéw (PH GPx),
innego cztonka rodziny peroksydaz glutationowych, okazata sie by¢ lepszym spo-
sobem hamowania aktywnosci lipooksygenaz i dziatania cytokin. Stata nadekspresja
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PH GPx w ludzkich komérkach endotelialnych hamowata aktywacje NF-kB \
stymulacji IL-1 [4].

TIOREDOKSYNA JAKO ANTYUTLENIACZ

Tioredoksyna (TRX) jest biatkiem o masie 13 kDa biorgcym udziat w naprawie
oksydacyjnie uszkodzonych biatek. Wchodzi ona w skiad systemu ztozonego z
reduktazy tioredoksynowej i peroksydazy tioredoksynowej, tagczacego redukcje nad-
tlenkéw z utlenianiem NADPH [27].

Ludzka tioredoksyna moze hamowa¢ aktywacje NF-kB pod wpltywem TNF-a
i PMA zaréwno wowczas, gdy ulega czasowej nadekspresji w komérkach, jak i
wtedy, gdy jest dodawana bezposrednio do medium jako biatko rekombinantowe.
TRX moze tatwo wchodzié do komorek, jak réwniez je opuszczaé, co moze wska-
zywac na jej role w komunikacji miedzykomorkowej [50]). Analogicznie do anty-
oksydantéw TRX hamuje aktywacje NF-kB dziatajac jednoczesnie silnie stymulujgco
na AP-1. Podobnie jak antyoksydanty gra ona podwojna role w aktywacji NF-kB:
w cytoplazmie hamuje fosforylacje i degradacje IkB, natomiast w jadrze wzmaga
wigzanie NF-kB do DNA (wykazano, ze TRX ulega translokacji do jadra po za-
dziataniu UVB [22]).

WPLYW ZWIAZKOW MODULUJACYCH POZIOM
WEWNATRZKOMORKOWEGO GLUTATIONU
NA AKTYWACJE NF-kB

Zredukowany glutation (GSH) jest gtéwnym niskoczasteczkowym antyoksydan-
tem wystepujacym w komoérkach w stezeniu 1-8 mM [17]. Pod wzgledem che-
micznym jest to tripeptyd: L-y-glutamylo-L-cysteinylo-glicyna, pozbawiony to-
ksycznos$ci zwigzanej z cysteing, co czyni go wygodnym ,buforem redoks” utrzy-
mujacym w komorce staty stosunek grup tiolowych do disiarczkowych [58]. Glutation
bierze udziat w rozmaitych procesach zachodzacych w komérkach, takich jak: two-
rzenie koniugatéw z metalami i zwigzkami elektrofilowymi; metabolizm m.in. leu-
kotrienu C4, prostaglandyn, hepoksyliny, tlenku azotu, kwasu askorbinowego i
dopaminy [66]; sygnalizacja miedzykomorkowa i ekspresja genow [1]; apoptoza
[65]; proliferacja komorek i rozwéj osobniczy [7, 15] oraz w procesach rozrodczych
[30].

Wykazano, ze wiele sytuacji prowadzacych do stresu oksydacyjnego powoduje
ubytek GSH, czemu towarzyszy wzrost stezenia jego utlenionej formy (GSSG).
Glutation jest kosubstratem duzej liczby wewnatrzkomérkowych enzymoéw anty-
oksydacyjnych katalizujagcych reakcje redukcji i detoksyfikacji nadtlenkéw.
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Wewnatrzkomérkowym stezeniem glutationu mozna manipulowac¢ [17]. Dodanie
NAC, prekursora syntezy glutationu, podnosi jego poziom w komérce. Z kolei
podanie butionosulfoksyminy (BSO), inhibitora syntetazy y-glutamylocysteiny, klu-
czowego enzymu w syntezie glutationu, powoduje spadek jego stezenia. Oba te
zwigzki wplywajg na aktywacje NF-kB w odpowiedzi na PMA i TNF-a. Sama
BSO nie jest zdolna do znacznej indukcji NF-kB, ale wzmaga te indukcje pod
wptywem wielu bodzcow. W przypadku NAC jest mozliwe, ze zwiazek ten jest
nie tylko prekursorem glutationu, ale jest takze zdolny do bezposredniego rozktadu
FF,00 i innych RFT.

Podobnie jak w przypadku NAC, aktywacje NF-kB pod wpltywem LPS w mo-
nocytach mozna zablokowac przez podanie innego prekursora glutationu, jakim
jest kwas oksatiozolidyno-4-karboksylowy (OTZ) [45].

W JAKI SPOSOB KOMORKA ,WYCZUWA” ZMIANY
W STEZENIU RFT?

Nadtlenek wodoru jest jednym ze znanych czynnikéw zdolnych do indukcji
tworzenia mieszanych disiarczkow miedzy glutationem a resztami cysteiny biatek.
Proces ten, analogicznie do fosforylacji, moze wzmaga¢ lub hamowaé aktywnos¢
biatek. Zaklada sie wiec, ze w procesie ewolucji powstalty pewne enzymy, naj-
prawdopodobniej kinazy badz fosfatazy, zdolne do detekcji nieznacznych zmian
w stezeniu wewnatrzkomorkowych RFT [41]. Wydaje sie, ze reszty cysteiny znaj-
dujace sie w otoczeniu aminokwaséw zasadowych sg szczeg6lnie podatne na taka
modyfikacje.

Przyktadem kinaz wrazliwych na zmiany stanu redoks komorki moga by¢ kinazy
tyrozynowe p56ld<i p59tyn biorgce udziat w przekazie sygnatu do aktywacji NF-kB
w limfocytach T.

AP-1

Czynnik transkrypcyjny AP-1(ang. activatorprotein-1) jest kolejnym przyktadem
czynnika regulowanego przez zmiany stanu redoks komorki. Czynnik ten wigze
sie do tzw. elementu odpowiedzi na jeden z estréw forbolu, jakim jest TPA (ang.
Tetradecanoylphorbol 13-acetate), - TRE (ang. TPA response element) znaj-
dujacego sie w rejonie promotorowym wielu genéw odpowiedzialnych za procesy
proliferacji komdrek i nowotworzenia. AP-1 jest aktywowany przez szereg bodZcéw,
takich jak: czynniki wzrostu, cytokiny, aktywatory kinazy biatkowej C i modulatory
stanu redoks.

AP-1 jest dimerem ztozonym z biatek c-Jun ic-Fos, produktow protoonkogenow,
odpowiednio, c-jun i c-fos. Znane sg takze inne biatka spokrewnione z c-Jun i
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c-Fos (JunB; JunD; FosB; Fral i Fra2) razem tworzace rodziny biatek Jun i Fos.
Tworzg one dimery dzieki oddziatywaniu domen o strukturze zamka leucynowego.
Podczas gdy biatka z rodziny Jun moga tworzyé zaréwno homo-, jak i heterodimery,
biatka z rodziny Fos tworzg wytgcznie heterodimery.

Z wyjatkiem homodimeréw c-Jun, obecnych w komorce jeszcze przed aktywacja,
gtéwnym sposobem indukcji AP-1 jest synteza de novo tworzacych go podjednostek.
Ekspresja gendw c-jun i c-fos jest stymulowana przez czynniki wzmagajace synteze
RFT, takie jak: TNF-cc, promieniowanie UV, nadtlenek wodoru i mitogeny [8,
35]. PoZniejsze obserwacje wykazaty jednak, ze antyoksydanty sg silniejszymi akty-
watorami AP-1 niz prooksydanty. W przypadku komérek Hela wigzanie sie do
DNA i aktywacja transkrypcji przez AP-1 byly stymulowane przez PDTC i NAC
lub w wyniku czasowej nadekspresji tioredoksyny. Tioredoksyna aktywowata AP-1
takze jako biatko rekombinantowe dodawane bezposrednio do medium [49]. Podczas
gdy antyoksydanty nasilajg aktywacje AP-1 pod wptywem PMA, H20 2 wykazuje
dziatanie przeciwne. Wiele badan wskazuje jednak, ze dziatanie antyoksydantow
tiolowych moze by¢ bardzo ztozone. Tak na przykiad, indukowana przez stres
oksydacyjny ekspresja genéw c-jun i c-fos pod wptywem azbestu byta wzmagana
przez NAC [25], ktdry to czynnik zapobiegat ekspresji c-jun i c-fos pod wptywem
nadtlenku wodoru [6]. AP-1 jest takze aktywowany przez niektére inne antyoksy-
danty, szczegdlnie hydrofobowe (d-a-tokoferol; butylowany hydroksytoluen i bu-
tylowany hydroksyanizol). AP-1petni wiec role wtérnego czynnika transkrypcyjnego
odpowiedzi naantyoksydanty, a TRE sg uwazane zapotencjalne elementy odpowiedzi
na antyoksydanty (ang. antioxidant response elements).

Badania przeprowadzone na komérkach Hela potwierdzity, ze czynniki trans-
krypcyjne AP-1 i NF-kB odpowiadajg w przeciwstawny sposob na hypoksje i reo-
ksygenacje. Analogicznie do antyoksydantow, hypoksja silnie indukowata zdolnos¢
wigzania sie AP-1 do DNA i aktywacje transkrypcji. Reoksygenacja natomiast
okazata sie by¢ silnym aktywatorem NF-kB. Obserwacje te wydajg sie ttumaczy¢
indukcje wielu prozapalnych genéw w tkankach poddanych reperfuzji po niedo-
krwieniu.

Bardzo intrygujaca jest obserwacja dotyczaca stabego wigzania sie AP-1 do
TRE w komérkach poddanych dziataniu nadtlenku wodoru, co stoi w sprzecznosci
zsilngindukcjaekspresji gendw c-jun ic-fos pod wptywem tych czynnikéw. Zjawisko
to jest prawdopodobnie zwiazane z zalezno$cig wigzania sie dimeru Fos-Jun do
DNA od obecnosci zredukowanych form cysteiny w domenach odpowiedzialnych
za oddziatywanie tych biatek z DNA. Podstawienie cysteiny seryng (w przypadku
c-Jun jest to cysteina 252) wzmaga wigzanie sie AP-1 do DNA, ktdre przestaje
by¢ zalezne od stanu redoks komorki. Podobng mutacje obserwuje sie w przypadku
biatka v-Jun, co sugeruje, ze zdolno$¢ do wywotywania transformacji nowotworowej
przez ten onkogen moze wynikaé, przynajmniej czesciowo, ze zniknigcia reszty
cysteiny krytycznej dla proceséw regulacji jego aktywnosci. Wiazanie sie dimeru
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JADRO
KOMORKOWE
Ekspresja Wiazanie sie dinieru
Estrv forbolu -» c-fos i c-jun >m  Jun/Fos do DNA
Anlyoksvdantv TRX i Ref-1

RYSUNEK 2. Pozytywny wptyw antyoksydantéw na synteze i funkcje czynnika transkrypcyjnego AP-1
Aktywacja AP-1pod wptywem estréw forbolu jest zalezna od syntezy de novo tworzgcych go podjedno-
stek, biatek Jun i Fos, i jest wzmagana przez antyoksydanty. Tioredoksyna i Ref-1, dzieki swym
wiasnoscig redukujacym, stymuluja z kolei wigzanie dimeru Jun/Fos do DNA. Wiecej informacji mozna
znalez¢ w pracy Schenka et al. [49]

Fos-Jun do DNA jest ufatwiane przez biatko Ref-1, ktére dziata przez redukcje
cysteiny 252 biatka c-Jun. Utleniona forma Ref-1 jest regenerowana przy pomocy
tioredoksyny [21] (rys. 2).

INNE CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE

Chociaz czynniki transkrypcyjne NF-kB i AP-1 nalezg do najlepiej zbadanych,
nie sg one jednak jedynymi czynnikami, ktorych aktywnos¢ znajduje sie pod wpty-
wem stanu redoks komérki. Do czynnikéw takich zalicza sie takze m.in. Elk-1.
Czynnik ten jest w sposob ciagty zwigzany, wraz z czynnikiem odpowiedzi na
surowice (ang. serum response factor: SRF), z sekwencjg DNA tzw. elementem
odpowiedzi na surowice (ang. serum response element. SRE) w obrebie promotora
genu c-fos. Czynnik ten jest przedstawicielem czynnikdw transkrypcyjnych z rodziny
ets. Elk-1 jest odpowiedzialny za indukcje transkrypcji genu c-fos zaréwno przez
antyoksydanty, jak i H20 2. Wydaje sie, ze za przekaz informacji o zmianie stanu
redoks zaréwno w kierunku warunkéw bardziej utleniajgcych, jak i bardziej re-
dukujacych odpowiedzialna jest kaskada kinaz MAP prowadzaca do fosforylacji
Elk-1 w obrebie C-konicowej domeny stymulujgcej transkrypcje [41].

HSF-1 (ang. heat shock factor-1) jest kolejnym czynnikiem transkrypcyjnym,
na ktéry ma wpltyw stan redoks komérki. Nalezy on do rodziny czynnikéw szoku
cieplnego, ktorych aktywacja i wigzanie do DNA sg indukowane przez stresy za-
burzajagce homeostaze zwigzkéw tiolowych. Aktywacja HSF-1 polega na jego tri-
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meryzacji i nastepujacej po niej translokacji do jadra. Wielu badaczy starato sie
okresli¢c wptyw antyoksydantow na aktywacje HSF-1. Wykazano, ze inkubacja ko-
morek z ditiotreitolem hamuje indukowang szokiem cieplnym trimeryzacje, fosfo-
rylacje, translokacje do jadra i wigzanie sie do DNA czynnika HSF-1 [23]. DTT
hamowat takze transkrypcje genu hsp70 indukowang nefrotoksycznymi koniugatami
cysteiny (NCC) albo jodoacetamidem (IDAM) [34]. Wykonywano takze ekspe-
rymenty nad wpltywem obnizenia stezenia glutationu, ktére powoduje utlenienie
grup tiolowych biatek oraz ich denaturacje i agregacje [12]. Rezultatem takiego
dziatania byta aktywacja HSF-1 pod wptywem hipertermii, czynnikéw alkilujacych
i prostaglandyny J2. Podobne dziatanie wykazywat diamid, jego podanie wzmagato
wigzanie HSF-1 do DNA i transkrypcje genu hsp70 [11]. Zbadano takze wptyw
13 roznych induktoréw reakcji stresowej w komorkach, wiaczajac szok cieplny
[68]. Wykazano, ze wszystkie przetestowane czynniki wywotuja utlenienie zwigzkow
zawierajacych grupy tiolowe, a w szczegélnosci glutationu, tworzenie mieszanych
dwusiarczkow typu glutation-biatko i biatko-biatko, a jednoczesnie stymulujg tri-
meryzacje HSF-1lijego wigzanie do DNA. Obserwacje te, jak rowniez brak aktywacji
HSF-1 w warunkach braku tlenu, sugeruja udziat etapu zaleznego od warunkéw
redoks w Sciezce przekazu sygnatu do aktywacji HSF-1.

Zdolno$¢ wigzania sie do DNA czynnika HSF-1 byta hamowana in vitro przez
nadtlenek wodoru, diamid i czynniki alkilujgce, takie jak kwas jodooctowy. In
vivo natomiast, nadtlenek wodoru aktywowatl HSF-1, ale po znacznie diuzszym
czasie w porownaniu z indukcjg przez szok cieplny [24]. Obserwacje te doprowadzity
do wysuniecia hipotezy o podwdjnej regulacji HSF-1 przez czynniki utleniajace.
Z jednej strony H20 9 indukuje translokacje HSF-1 do jadra, a z drugiej hamuje
jego zdolnos¢ wigzania sie do DNA, najprawdopodobniej w wyniku utleniania kry-
tycznych reszt cysteiny. Co ciekawe, eksperymenty Kinetyczne wykazaty, ze H20 2
jeszcze przed aktywacja HSF-1 zwiekszat stezenie tioredoksyny. Dlatego mozna
przypuszczac, ze TRX czyni srodowisko wewnatrz komorki bardziej redukujgcym,
co jest niezbedne dla wigzania HSF-1 do DNA.

Biatko supresorowe nowotwordw p53 odgrywa kluczowa role w obronie komérki
przed czynnikami uszkadzajgcymi DNA. Dziata ono poprzez indukcje transkrypcji
szeregu genow wptywajacych na zatrzymanie cyklu komérkowego i apoptoze [31].
Wiazanie sie do DNA i aktywacja transkrypcji przez p53 znajdujg sie pod kontrolg
stanu redoks zwigzk6éw tiolowych. Cztery sposréd dziewieciu reszt cysteiny w do-
menie odpowiedzialnej za wigzanie sie do DNA p53 sg niezbedne dla prawidtowego
funkcjonowania tego biatka. Ich utlenienie zmienia konformacje p53 i jest odpo-
wiedzialne za ostabienie jego wigzania do specyficznych sekwencji DNA [43].
Wykonano doswiadczenia wskazujgce, ze PDTC moze in vivo zachowywaé sie
jak prooksydant i utleniaé reszty cysteiny biatka p53, co przyczynia sie do ostabienia
jego funkcji [67]. Aktywnos$¢ p53 jest natomiast wzmagana przez Ref-1 [26] oraz
wydaje sie by¢ regulowana przez tioredoksyne [44]. Na aktywnos$¢ tego biatka
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maja takze wptyw jony metali: jony cynku stabilizujg konformacje p53 [19], jony
miedzi natomiast zaburzajg jg, co upo$ledza zdolno$¢ wigzania sie¢ p53 do DNA
[20, 63]. Donoszono takze, ze antyoksydanty, takie jak NAC albo dimerkapto-
propanol, indukujg apoptoze w wielu liniach komérek nowotworowych, ale nie
w ich niestransformowanych odpowiednikach [3]. Za zjawisko to odpowiedzialna
jest wzmozona ekspresja p53 w komorkach nowotworowych.

Wiele innych czynnikéw transkrypcyjnych wykazuje zdolno$¢ wigzania sie do
DNA, ktora jest wrazliwa na utlenienie specyficznych reszt cysteiny. Nalezg do
nich: NF-1; USF; E2F; HIC; kU; Egr-1; vETS; biatko E2 z bydlecego wirusa
papilloma typu 1, Spl; PB2/CBF; receptory dla glukokortykoidow i estrogenow;
HoxB5 [1]; STAT [38] i HIF-la [18]. Ze wzgledu na brak miejsca nie zostang
jednak one tutaj omdéwione.

PODZIEKOWANIA

Autor sktada serdeczne podziekowania Panu prof, dr hab. Aleksandrowi Kojowi
za krytyczne przejrzenie maszynopisu i pomoc w zredagowaniu niniejszej pracy.

LITERATURA

[1] ARRIGO AP. Gene expresion and the thiol redox state. Free Radical Biol Med 1999; 27:
936-944.

[21 BAEUERLE PA, BALTIMORE D. NF-kB: Ten years after. Cell 1996; 87: 13-20.

[3] BANDYOPADHYAY S, GRONOSTAIJSK1 RM. Identification of a conserved oxidation-sen-
sitive cysteine residue in the NF-1 family of DNA-binding proteins. J Biol Chem 1994;
29949-29955.

[4] BRIGEL1US-FLOHE R, FRIEDRICHS B, MAURER S, SCHULTZ M,, STREICHER R.
Interleukin-l-induced nuclear factor kappa B activation is inhibited by overexpression of
phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase in a human endothelial cell line. Biochem
J1997;328:199-203.

[5] BRIGELIUS-FLOHE R. Tissue specific functions of individual glutathione peroxidases. Free
Radical Biol Med 1999; 27: 951-965.

[6] COLLART FR, HORIO M., HUBERMAN E. Heterogeneity in c-jun gene expression in normal
and melignant cells exposed to either ionizing radiation or hydrogen peroxide. Radial Res 1995;
142: 188-196.

[71 COTGREAVE IA, GERDES RG. Recent trends in glutathione biochemistry- glutathione-pro-
tein interactions: a molecular link between oxidative stress and cell proliferation? Biochem
Biophys Res Commun 1998; 242: 1-9.

[8 DATTA R, HALLAHAN DE, KHARBANDA SM, RUBIN E, SHAERMAN ML, HUBER-
MAN E, WEICHSELBAUM RR, KUFE DW. Involvement of reactive oxygen intermediates
in the induction of c-jun gene transcription by ionizing radiation. Biochemistry 1992; 31:
8300-8306.

[91 DELHASE M, HAYAKAWA M, CHEN Y, KARIN M. Positive and negative regulation of
IkB kinase activity through IKK(3 subunit phosphorylation. Science 1999; 284: 309-313.



56 J. CISOWSKI

[10] DROGE W, SCHULZE-OSTHOFF K, MIHM S, GALTER D, SHENK H, ECK HP, ROTH
S, GMUNDER H. Functions of glutathione and glutathione disulfide in immunology and
immunopathology. FASEB J 1994; 8: 1131-1138.

[11] FREEMAN ML, BORRELLIMJ, SYEDC, SENISTERRA GA, LEPOCK J. Characterisation
of a signal generated by oxidation of protein thiols that activates the heat shock transcription
factor. J Cell Physiol 1995; 164: 356-366.

[12] FREEMAN ML, HUNTLEY S.A.,, MEREDITH MJ, SINISTERRA GA, LEPOCK J. Desta-
bilisation and denaturation of cellular protein by glutathione depletion. Cell Stress Chaperones
1997; 2: 191-198.

[13] GALTER D, MIHM S, DROGE W. Distinct effects of glutathione disulfide on the transcription
factor kB and the activator protein-1. Eur J Biochem 1994; 221: 639-648.

[14] GAMALEY IA, KLYUBIN IV. Roles of reactive oxygen species: signaling and regulation of
cellular functions. Int Rev Cytol 1999; 188: 203-255.

[15] GARDINER CS, REED DJ. Synthesis of glutathione in the preimplantation mouse embryo.
Arch Biochem Biophys 1995; 318: 30-36.

[16] GINN-PEASE ME, WHISLER RL.Redox signals and NF-kB activation in T cells. Free
Radical Biol Med 1998: 25(3): 346-361.

[17] GRIFFITH OW. Biologic and pharmacologic regulation of mammalian glutathione synthesis.
Free Radical Biol Med 1999; 27: 922-935.

[18] HADDAD JJE, OLVER RE, LAND SC. Antioxidant/pro-oxidant equilibrium regulates
HIVF-la and NF-kB redox sensitivity: evidence for inhibition by glutathione oxidation in
alveolar epithelial cells. J Biol Chem (w druku).

[19] HAINAUT P, MILNER J. Redox modulation of p53 conformation and sequence-specific DNA
binding in vitro. Cancer Res 1993; 53: 4469-A473.

[20] HAINAUT P, ROLLEY N, DAVIES M., MILNER J. Modulation by copper of p53 confor-
mation and sequence-specific DNA binding: role for Cu(ll)/Cu(l) redox mechanism. Oncogene
1995;10: 27-32.

[21] HIROTA K, MATSUI M., IWATA S, NISHIYAMA A, MORI K, YODOI J. AP-1 transcrip-
tional activity is regulated by a direct association between thioredoxin and Ref-1. Proc Natl
Acad Sei USA 1997; 94: 3633-3638.

[22] HIROTA K, MURATA M., SACHI Y, NAKAMURA H, TAKEUCHI J, MORI K, YODOI
J. Distinct roles of thioredoxin in the cytoplasm and in the nucleus. A two-step mechanism of
redox regulation of transcription factor NF-kappaB. J Biol Chem 1999; 274: 27891-27897.

[23] HUANG LE, ZHANG H, BAE SW, LIU AY. Thiol reducing reagents inhibit the heat shock
response. Involvement of a redox mechanism in the heat shock signal transducing pathway. J
Biol Chem 1994; 269: 30718-30725.

[24] JACQUIER-SARLIN MR, POLLA B. Dual regulation of heat shock transcription factor (HSF)
activation and DNA binding activity by H202: role of thioredoxin. Biochem J 1996; 318:
187-193.

[25] JANSSEN YMW, HEINTZ NH, MOSSMAN BT. Induction ofc-fos and c-jun proto- oncogene
expression by asbestos is ameliorated by N-acetyl-cysteine in mesothelial cells. Cancer Res
1995;55: 2085-2089.

[26] JAYARAMAN L, MURTHY KG, ZHU K, CURRAN T, XANTHOUDATHIS S, PRIVES
C. ldentification of redox/repair protein Ref-1 as a potent activator of p53. Genes Dev 1997; 11:
558-570.

[27] JIN DY, CHAE HZ, RHEE SG, JEANG KT. Regulatory role for a novel human thioredoxin
peroxidase in NF-kB activation. J Biol Chem 1997; 272: 30952-30961.

[28] JURGOWIAK M, BIALKOWSKI K, OLINSKI R. Reaktywne formy tlenu a regulacja
ekspresji gendw. Post Biochem 1996; 42: 6-13.



STAN REDOKS KOMORKI A EKSPRESJA GENOW 57

[29] KAZM1 SM, PLANTE RK, VISCONTI V, TAYLOR GR, ZHOU L, LAU CY. Suppression
of NFkappaB activation and NFkappaB-dependent gene expression by tepoxalin, a dual
inhibitor of cyclooxygenase and 5-lipooxygenase. J Cell Biochem 1995; 57: 299-310.

[30] KNAPEN MF, ZUSTERZEEL PL, PETERS WH, STEEGERS EA. Glutathione and glu-
tathione-related enzymes in reproduction. A review. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 1999;
82: 171-184.

[31] KO LJ, PRIVES C. P53: puzzle and paradigm. Genes Dev 1996; 10: 1054-1072.

[32] KRETZ-REMY C, MEHLEN P, MIRAULT ME, ARRIGO AP. Initiation of IkB-cx phospho-
rylation and degradation and subsequent NF-kB activation by glutathione peroxidase overex-
pression. J Cell Biol 1996; 133: 1083-1093.

[33] KRETZ-REMY C, BATES EEM ,ARRIGO AP. Amino acid analogs activate NF-kB through
redox-dependent IkB-cx degradation by the proteasome without apparent 1kB-oc phosphoryla-
tion. J Biol Chem 1998; 6(273): 3180-3191.

[34] LIU H, LIGHTFOOT R, STEVENS JL. Activation of heat shock factor by alkylating agents
is triggered by glutathione depletion and oxidation of protein thiols. J Biol Chem 1996; 271:
4805-4812.

[35] LO YYC, CRUZ TF. Involvement of reactive oxygen species in cytokine and growth factor
induction of c-fos expression in chondrocytes. J Biol Chem 1995; 270: 11727-11730.

[36] MAKROPOULOS U,BRUNING T, SCHULZE-OSTHOFF R. Selenium-mediated inhibition
of transcription factor NF-kB and HIV-1 LTR promoter activity. Arch Toxicol 1996; 70:
277-283.

[371 MAY MJ, GHOSH S. Signal transduction through NF-kB. Immunol Today 1998; 2(19): 80-88.

[38] MAZIERE C, ALIMARDANI G, DANTIN F, DUBOIS F, CONTE MA, MAZIERE JC.
Oxidized LDL activates STAT1 and STAT3 transcription factors: possible involvement of
reactive oxygen species. EEBS Lett 1999; 448: 49-52.

[39] MEHLEN P, KRETZ-REMY C, BRIOLAY J, FOSTAN P, MIRAULT ME, ARRIGO AP.
Intracellular reactive species as apparent modulators of heat-shock protein 27 (hsp27) structural
organisation and phosphorylation in basal and tumor necrosis factor alpha-treated T47D human
carcinoma cells. Biochem J 1995; 312: 367-375.

[40] MIHM S, GALTER D, DROGE W. Modulation of transcription factor NF-kB activity by
intracellular glutathione levels and by variations of the extracellular cysteine supply. FASEB J
1995; 9: 246-252.

[41] MULLER JM, RUPEC RA, BAEUERLE PA. Study of gene regulation by NF-kB and AP-1
in response to reactive oxygen intermediates. Methods 1997; 11: 301-312.

[42] PAHL HL, BAEUERLE PA. A novel signal transduction pathway from the endoplasmic
reticulum to the nucleus is mediated by transcriptional factor NF-kB. EMBO J 1995; 14:
2580-2588.

[43] PARKS D, BOLINGER R, MANN R. Redox state regulates binding of p53 to sequence-spe-
cific DNA, but not to non-specific or mismatched DNA. Nucl Acid Res 1997; 25: 1289-1295.

[44] PEARSON GD, MERRIK GF. Deletion of Saccharomyces cerevisae TRR1 gene encoding
thioredoxin reductase inhibits p53-dependent reporter gene expression. J Biol Chem 1998; 273:
5431-5434.

[45] PENA LR, HILL DB, McCLAIN CJ. Treatment with glutathione precursor decreases cytokine
activity.J Parent Enter Nutrition 1999; 1: 1-6.

[46] RENARD P,ZACHARY MD,BOUGELETC, MIRAULT ME, HAEGEMAN G, REMACLE
J, RAES M. Effects of antioxidant modulations on Interleukin-I-induced Nuclear Factor-kap-
paB activation. Biochem Pharm 1997; 53: 149-160.

[47] ROEDERER M,, STAAL FJ, RAJU PA, ELA SW, HERZENBERG LA, HERZENBERG LA.
Cytokine-stimulated human immunodeficiency virus replication is inhibited by N-acetyl-L-cy-
steine. Proc Natl Acad Sci USA 1990; 87: 4884"1888.



58 J. CISOWSKI

[48] SAPPEY C, LEGRAND-POELS S, BEST-BELPOMME M,, FAVIER A, RENTIER B,
PIETTE J. Stimulation of glutathione peroxidase activity decreases HIV type 1lactivation after
oxidative stress. AIDS Res Hum Retroviruses 1994; 10: 1451-1461.

[49] SCHENK H, KLEIN M,, ERDBRUGGER W, DROGE W, SCHULTZE-OSTHOFF K.
Distinct effects of thioredoxin and antioxidants on the activation of transcription factors NF-kB
and AP-1. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 1672-1676.

[50] SCHENK H, VOGT M., DROGE W, SCHULZE-OSTHOFF K. Thioredoxin as a potent
costimulus of cytokine expression. J Immunol 1996; 156: 765-771.

[51]SCHMIDT KN, AMSTAD P, CERUTTI P, BAEUERLE PA. The roles of hydrogen peroxide
and superoxide as messengers in the activation of transcription factor NF-kB. Chem Biol 1995;
2: 13-22.

[52] SCHMIDT KN, TRAENCKNER EBM, MEIER B, BAEUERLE PA. Induction of oxidative
stress by okadaic acid is required for activation of transcription factor NF-kB. J Biol Chem 1995;
270:27136-27142.

[53] SCHRECK R, ALBERMANN K, BAEUERLE PA. Nuclear factor kB: an oxidative stress-re-
sponsive transcription factor of eukaryotic cells (a review). Free Radic Res Commun 1992; 17:
221-237.

[54] SCHRECK R, BAEUERLE PA. A role for oxygen radicals as second messengers. Trends Cell
Biol 1991; 1: 39-42.

[55] SCHRECK R, BAEUERLE PA. Assessing oxygen radicals as mediators in activation of
inducible eukaryotic transcription factor NF-kappaB. Methods Enzymol 1994; 234: 151-163.

[56] SCHRECK R, RIEBER P, BAEUERLE PA. Reactive oxygen intermediates as apparently
widely used messengers in the activation of the NF-kB transcription factor and HIV-1. EMBO
J 1991;10: 2247-2258.

[57] SEN CK, PACKER L. Antioxidants and redox regulation of gene transcription. FASEBJ 1996;
10(7): 709-720.

[58] SIES H. Glutathione and its role in cellular functions. Free Radical Biol Med 1999; 27:
916-921.

[59] STAAL FJ, ROEDERER M., HERZENBERG LA. Intracellular thiols regulate activation of
nuclear factor kB and transcription of human immunodeficiency virus. Proc Natl Acad Sci USA
1990;87:9943-9947.

[60] SUZUKI YJ, M1ZUNO M., PACKER L. Signal transduction for Nuclear Factor-KB activation.
J Immunol 1994; 153: 5008-5015.

[61] TANAKA K, KAMATA H, TAKESHITA H, YAGISAWA H, HIRATA H. Redox regulation
of lipopolysaccharide (LPS)-induced interleukin-8 (IL-8) gene expression mediated by NF-kB
and AP-1 in human astrocytoma U373 cells. Biochem Biophys Res Commun 1997; 232(2):
568-573.

[62] TEWES F, BOL GF, BRIGELIUS-FLOHE R. Thiol modulation inhibits the interleukin
(IL)-I-mediated activation of an IL-1 receptor-associated protein kinase and NF-kB. Eur J
Immunol 1997; 27: 3015-3021.

[63] VERHAEGH G, RIHARD MJ, HAINAUT P. Regulation of p53 by metal ions and antioxi-
dants: dithiocarbamate down-regulates p53 DNA-binding activity by increasing the intracellular
level of copper. Mol Cell Biol 1997; 17: 5699-5706.

[64] VLAHOPOULOS S,BOLDOGH J,CASOLA A, BRASIER AR. NF-KB-dependent induction
of IL-8 gene expression by TNF-a: evidence for an antioxidant sensitive activating pathway
distinct from nuclear translocation. Blood 1999; 6: 1878-1889.

[65] VOEHRINGER DW. Bcl-2 and glutathione: alterations in cellular redox state that regulate
apoptosis sensitivity. Free Radical Biol Med 1999; 27: 945-950.

[66] WANG W, BALLATOR1 N. Endogenous glutathione conjugates: occurrence and biologic
functions. Pharmacological Rev 1998; 50: 335-352.



STAN REDOKS KOMORKI A EKSPRESJA GENOW 59

[67] WU HH, MOMAND J. Pyrrolidine dithiocarbamate prevents p53 activation and promotes p53
cysteine residue oxidation. J Biol Chem 1998; 273: 18898-18905.

[68] zOU J, SALMINEN WF, ROBERTS SM, VOELLMY R. Correlation between glutathione
oxidation and trimerisation of heat shock factor 1, an early step in stress induction of the Hsp
response. Cell Stress Chaperones 1998; 3: 130-141.

Adres autora: Al. Mickiewiczci 3, 31-120 Krakow
e-mail:cisowski@ mol.uj.edu.pl



http://rcin.org.pl



Cze$¢ druga

MOLEKULARNE PODSTAWY INZYNIERII
KOMORKOWEJ | TKANKOWE]



http://rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 28, 2001 SUPLEMENT 16 (63-80)

ZJAWISKO NAPROWADZANIA KOMOREK
ZWIERZECYCH PRZEZ KONTAKT Z PODLOZEM -
WYKORZYSTANIE W PRAKTYCE KLINICZNEJ*

CONTACT GUIDANCE OF ANIMAL CELLS -
CLINICAL APPLICATION

Jolanta SROKA

Zaktad Biologii Komdrki, Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw

Streszczenie: W pracy przedstawiono reakcje réznych typéw komorek na rzezbe podtoza ijego witasci-
wosci chemiczne oraz mechanizmy kontaktowego naprowadzania komdrek. Wtasciwosci fizyczne i
chemiczne podtoza wptywajg na morfologie, kierunek migracji komérek, reorganizacje cytoszkieletu,
zmiany aktywacji ekspresji gendéw oraz biatek zaangazowanych w przekazywanie sygnatu w komarce.
Wykorzystanie w praktyce klinicznej materiatéw charakteryzujacych sie okre$long rzezbg podtoza jako
rusztowania dla nowo tworzacej sie tkanki moze mie¢ znaczacy wptyw na wiasciwosci i budowe struktur
tkankowych powstatych w wyniku procesu regeneracji.

{Postepy Biologii Komarki 2001; supl. 16: 63-80)

Stowa kluczowe: naprowadzanie przez kontakt, migracja komarek, inzynieria tkankowa

Summary: Reactions of cells to the topography and chemical properties of the substratum and mecha-
nisms of contact guidance are outlined. Responses to the physical and chemical properties of the
substratum include cell orientation, changes in cell shape and cell motility, reorganisation of the
cytoskeleton, activation and inactivation of gene expression and activation of proteins involved in signal
transduction. Contact guidance phenomenon is discussed in terms of application of patterned substrata
as a scaffold for regenerating tissue in clinical practice.

{Advances in Cell Biology 2001 ; suppl. 16: 63-80)

Key words: contact guidance, cell movement, tissue engineering
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|. WSTEP

Ukierunkowana migracja komorek jest zjawiskiem powszechnym. Odgrywa ona
istotng role podczas morfogenezy, gojenia sie ran, tworzenia przerzutéw przez ko-
marki nowotworowe, a takze zaangazowana jest w reakcje obronne organizmu
[1, 26, 35, 36, 61, 67]. Jednym z czynnikédw wptywajacych na ukierunkowanie
wzrostu i ruchu komorek zwierzecych oraz zmiane morfologii jest rzezba podtoza
oraz jego wiasciwosci chemiczne [7, 8, 19, 22, 34, 45, 63, 64].

Komoérki organizmoéw tkankowych zyja w $rodowisku, ktore charakteryzuje sie
okre$long mikro-, a nawet nanotopografig. Macierz zewnatrzkomérkowa stanowigca
bezposrednie otoczenie komorek, jej sktad i organizacja przestrzenna elementéw
strukturalnych moga wywiera¢ wptyw na morfologie komdrek oraz ich aktywnos$¢
ruchowa. Migrujace komorki moga kierowa¢ sie uktadem adhezyjnych biatek sub-
stancji miedzykomorkowej, takich jak: fibronektyny, kolageny czy lamininy. Réw-
niez ksztatlty komorek moga determinowac¢ kierunkowo$¢ ruchu sasiadujacych
komorek i stanowi¢ szlaki, wzdtuz ktérych komérki migrujg [13, 15, 16, 23, 48].

Zjawisko naprowadzania komérek przez kontakt z podtozem (ang. contact gui-
dance) zostato opisane i nazwane tak po raz pierwszy w 1934 roku przez Paula
Weissa, ktéry zaobserwowat orientacje wypustek komoérek nerwowych wzdtuz dtu-
giej osi wiokien fibryny [cyt. za [14]]. W kolejnych latach Weiss wykazat, ze
wiele innych typéw komérek wykazuje reakcje kontaktowego naprowadzania i za-
sugerowat, ze zjawisko to moze mie¢ podstawowe znaczenie podczas procesu mor-
fogenezy [56, 57, 58]. W 1964 roku Curtis i Varde badajac zachowanie fibroblastow
serca kurczecia na widknach silikonowych wykazali zmiane orientacji i morfologii
tych komorek [12]. W latach dziewigcdziesigtych dat sie zaobserwowac znaczny
postep w badaniach reakcji komoérek na wiasciwosci fizyczne i chemiczne podtoza
dzieki wprowadzeniu nowych technik przygotowania podtozy o regularnie powta-
rzajagcych sie wzorach oraz zastosowaniu komputerowych metod analizy obrazu,
pozwalajacych na dokonanie ilosciowej analizy aktywnos$ci ruchowej oraz zmian
ksztattu i orientacji komérek.

1. PODLOZA WYKORZYSTYWANE DO BADAN
ZJAWISKA NAPROWADZANIA KOMOREK
PRZEZ KONTAKT | SPOSOBY ICH PRZYGOTOWANIA

W badaniach zjawiska kontaktowego naprowadzania komérek istotng role od-
grywa wybér odpowiedniego podtoza. Badania czesto prowadzone sg pod katem
wykorzystania podtozy charakteryzujacych sie okreslong rzezbg jako implantow,
ktére wprowadzane sg chirurgicznie do réznych tkanek i narzadéw organizmow
zwierzecych [18, 28, 49, 51, 55]. Takie materiaty powinny aktywnie wptywaé na
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przebiegajgce w bezposrednim sgsiedztwie implantu procesy regeneracji tkanek.
Wprowadzenie protezy do tkanki powoduje wytworzenie tgcznotkankowej torebki,
w ktérej komorki przylegajg nawzajem do siebie i do substancji zewngtrzkomérkowej,
anie do implantu, co w znacznym stopniu utrudnia odtworzenie prawidtowej struktury
tkankowej. Za jedng z miar biokompatybilnosci uwaza sie zatem grubos¢ wytwo-
rzonej wokoét protezy torebki tgcznotkankowej. Im jest ona cierisza, tym materiat,
z ktérego wytworzono implant, jest bardziej biokompatybilny [2]. Uwaza sie, ze
na przebieg procesu gojenia ran zachodzacego wokot implantu majg wptyw fizyczne
i chemiczne wilasciwosci materiatu, z ktorego przygotowuje sie protezy, ksztakt
implantu ijego mechaniczne witasciwosci oraz rzezbajego powierzchni (czyli mikro-
i nanotopografia).

W badaniach in vitro najczesciej wykorzystuje sie rowkowane podtoza. Zwykle
rowki utozone sg w regularnie powtarzajace sie wzory o wymiarach od 30 nm
do 100 jam. Powszechnie wykorzystywane sg takze zorientowane widkna (tab. 1).

W celu uzyskania podtozy o okre$lonym wzorze stosuje sie rézne techniki, od
recznego zarysowywania powierzchni (np. przy uzyciu proszku korundowego) do
precyzyjnych metod mechanicznych, pozwalajgcych na uzyskanie struktur o $cisle
kontrolowanych parametrach [12, 13, 23, 45]. Nowoczesng technika przenoszenia
wzoru na powierzchnie podfoza jest fotolitografia. Na rysunku 1 przedstawiono
schematycznie kolejne etapy procesu fotolitograficznego. W metodzie tej powie-
rzchnia, najczesciej krzemionki, pokrywana jest warstwg materiatu Swiattoczutego
(rys. 1b) i poddawana dziataniu Swiatta UV przez ,,maske” o okresSlonym wzorze
(rys. Ic), czego efektem jest naswietlenie tylko okreslonych obszarow fotouczulacza.
Reakcja fotochemiczna zachodzaca w obrebie naswietlonych miejsc warstwy $wia-
ttoczutej czyni te obszary mniej lub bardziej rozpuszczalnymi w roztworze zwanym
wywotywaczem, w ktérym zanurzane jest nastepnie podioze (rys. Id). Obszary
podtoza pozbawione dziataniem wywolywacza substancji Swiattoczutej mogg by¢
nastepnie wytrawiane przy uzyciu fluorowodoru, wodorotlenku potasu czy reaktyw-
nych jondw, dzieki czemu uzyskuje sie poditoza o zréznicowanym rowkowaniu
(rys. le). Ostatnim etapem procesu fotolitograficznego jest usuniecie pozostatej
warstwy substancji Swiattoczutej (rys. If) [23].

Do przygotowania podtozy o okreSlonym urzezbieniu wykorzystuje sie rowniez
Swiatto laserowe [41], promieniowanie rentgenowskie [68] i promieniowanie ele-
ktronowe [24].

Jak wecze$niej wspomniano, jednym z gtéwnych celéw badan zjawiska napro-
wadzania komérek przez kontakt z podtozem jest mozliwo$é wykorzystania tego
zjawiska w praktyce klinicznej. Istotne jest zatem zrozumienie zachowania komérek
w przestrzeni trojwymiarowej w warunkach zblizonych do warunkéw panujgcych
in vivo, czyli w zelach kolagenowych ifibrynowych [46,47,48].Wtbkna kolagenowe
orientuje sie przy uzyciu p6l magnetycznych o wysokiej czestotliwosci.
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RYSUNEK 1. Schemat kolejnych etapéw procesu fotolitograficznego: Podtoze (a) pokrywane jest
warstwa materiatu Swiattoczutego (b), ktdry jest nastepnie naswietlany przez ,maske” o okre$lonym
wzorze (c) i wywotywany (d). Po odptukaniu, regiony podtoza pozbawione warstwy materiatu $wiatto-
czutego poddawane sg procesowi wytrawiania w celu uzyskania rowkoéw o okreslonym ksztatcie (e), po
czym materiat Swiattoczuly zostaje catkowicie usuniety (f). Na powiekszonym obrazie fragmentu
podtoza (zaznaczonego kwadratem) przedstawiono podstawowe parametry, charakteryzujace jego
rzezbe: Sg-szerokos¢ grzbietu; Sr-szerokos$¢ rowka; Gr-gtebokos$é rowka (zmodyfikowane wg [23])

Prowadzone sg réwniez badania reakcji komdrek wewnatrz waskich tuneli, ktére
uzyskiwane sg metoda, polegajacg na wprowadzeniu cienkich drucikéw do polimerow
i szybkim ich usunieciu w momencie, gdy temperatura zbliza sie do temperatury
przejScia fazowego polimeru [14].

Obserwacje kontaktowego naprowadzania komdrek zwierzecych przeprowadza
sie takze na warstwie réwnolegle zorientowanych ludzkich fibroblastéw zaréwno
zywych, jak i utrwalonych np. formaldehydem. Zwarta warstwa komérek oraz upo-
rzgdkowane rozmieszczenie fibronektyny, biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej

TABELA 1. Podtoza wykorzystywane do badan zjawiska kontaktowego naprowadzania komérek

Rzezba podtoza Materiat

Rowki krzemionka, silikon, celuloza, szkto, polistyren, kwarc, tytan pokryty
dwutlenkiem tytanu, ztoto, poliuretan, platyna

Wiokna kolagen, fibronektyna, fibryna, krzemionka, nylon

Cylindry i kanaty krzemionka, polistyren
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wzdtuz dhugiej osi fibroblastow po ich stronie grzbietowej, zapewniajg regularng
anizotropie Srodowiska [30, 45].

1. WPLYW WLEASCIWOSCI FIZYCZNYCH
| CHEMICZNYCH PODLOZA NA ZACHOWANIE
KOMOREK ZWIERZECYCH

Wiekszo$¢ wczesniejszych doniesien na temat zjawiska kontaktowego napro-
wadzania komoérek ograniczata sie do jakosciowego opisu zmian ksztattu i orientacji
komdrek oraz fotograficznej dokumentacji. Zastosowanie w latach dziewiecdzie-
sigtych nowych metod badania reakcji komérek na poziomie molekularnym oraz
wprowadzenie komputerowych metod analizy obrazu, umozliwiajgcych okreslenie
w sposo6b iloSciowy zmian zaréwno morfologii, jak iaktywnos$ci ruchowej komaérek
pod wptywem kontaktu z podtozem pozwolito stwierdzi¢, ze wihasciwosci fizyczne
i chemiczne podtoza wywotujg szereg reakcji komadrek, szczeg6towo przedstawio-
nych w tabeli 2.

Wiele typéw komorek, wsréd nich fibroblasty, makrofagi, komoérki endotelialne
i epitelialne, neurony, leukocyty, osteoblasty reaguje na rzezbe podtoza [4, 7, 17,
20, 30, 31, 33, 65, 66]. Istnieje wiele sprzecznych doniesief na temat wystepowania
reakcji kontaktowego naprowadzania nawet tych samych komérek. Wykazano, ze
np. leukocyty nie orientujg sie wzdtuz rowkow [32], natomiast witokna fibrynowe
wptywajg na ukierunkowanie ruchu tych komoérek [60]. Komorki epitelialne rosngce
w platach, a wiec kontaktujgce sie ze sobg, wykazujg catkowity brak reakcji na
rzezbe podtoza, podczas gdy izolowane zmieniajg ksztatt na wydtuzony i orientuja
sie wzdtuz rowkow [10]. Podobng reakcje wykazano w przypadku neurondw izo-
lowanych ze zwojéw rdzeniowych zarodkdéw kurczecia. Pojedyncze neurony re-
agowaly na rysy w podiozu, natomiast w gestych hodowlach neuronéw aksony
»~ignorowaty” rowki [45]. Takze dob6r odpowiedniego podtoza o charakterystycznym
urzezbieniu moze wplywac na wystgpienie reakcji. Makrofagi P388D1 wykazuja
orientacje w odpowiedzi na kontakt z rowkami o gtebokosci 30 nm [65], podczas
gdy np. komorki endotelialne reaguja dopiero na rysy o gtebokosci 100 nm i wiekszej
[14].

Wiekszo$¢ badaczy ogranicza sie w swoich pracach do jakosciowego opisu zmian
ksztattu komorek oraz ich orientacji. W wielu przypadkach orientacja komorek
wzdtuz dtugiej osi widkien i rowkdw oraz wydtuzony ksztatt komoérek sg dobrze
udokumentowane na fotografiach (rys. 2), konieczne jest jednak stosowanie pre-
cyzyjnych metod umozliwiajgcych okres$lenie zmian morfologii komdérek pod wpty-
wem kontaktu z podiozem.

Komputerowa analiza obrazu stosowana miedzy innymi w Zakladzie Biologii
Komérki IBM UJ pozwala na okreslenie wielu parametrow charakteryzyjacych
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zaréwno ksztalt, jak i orientacje komorek,
wsrdd nich wydtuzenie komorek (ang. elon-
gation), rozciaggniecie (ang. extension), roz-
proszenie (ang. dispersion) i orientacje
komadrek wzgledem wybranej osi. Umozli-
wia takze dokonanie precyzyjnej analizy
iloSciowej aktywnos$ci ruchowej komorek
[30, 45, 64].

Badania migracji komoérek, zjawiska
zaangazowanego w wiele proceséw zacho-
dzacych w organizmach zwierzecych, pro-
wadzone sg intensywnie w wielu pra-
cowniach. W standardowych warunkach
hodowli komoérki poruszaja Sie w SpOSéb R_YSU_NEK 2. Utrwalonei\_/vybarwione Cooma-

. . sie Brillant Blue makrofagi szczurze (P388D1)
przypadkowy we wszystkich kierunkach z hodowane na rowkowanym podtozu kwarco-
takim samym prawdopodobienstwem. W  wym z réwnolegle zorientowanymi rowkami o
obrebie wielokomérkowych organizméw  gtebokosci 0,5 pm iszerokosci 10 am. Komorki
komorki poddawane sg jednak bardzo cze- svrzzgfﬂlgﬁjgvgd;:izgxkék;m“ ! orientuja sie
sto dziataniu wielu bodzcow naprowadza-
jacych, takich jak: gradient stezenia sub-
stancji chemicznej, gradient potencjatu elektrycznego, gradient adhezyjnosci lub
architektura tkanki [ 1, 36, 44, 52, 53, 61, 69]. Czynniki te wptywajg na zmiane
polaryzacji komorek oraz na ukierunkowanie ich ruchu.

Fibroblasty, makrofagi, leukocyty i neurony sg najczesciej wykorzystywanymi
komorkami do badah aktywnosci ruchowej na podtozach charakteryzujacych sie
okre$long rzezbg. Jak wykazano, architektura podtoza ma wptyw zaréwno na per-
systencje ruchu, jak i na zmiany predkosci migracji. Wdjciak-Stothard i wspot-
pracownicy badajagc zachowanie makrofagéw szczurzych, komérek szybko
reagujagcych na czynniki chemotaktyczne, efektem czego jest ich akumulacja w
miejscach zapalnych wykazali, ze rowki o gtebokosci 0,5 pm i szerokosci 10 pm
wplywajg w znaczacy sposéb na predkos¢ migracji tych komérek oraz kierunkowos$¢
ruchu. Wszystkie komorki reagowaty na rzezbe poruszajac sie wzdtuz rowkow
po torach zblizonych do prostoliniowych [64]. Makrofagi wykazujg takze ukie-
runkowang migracje wodpowiedzi na kontakt z podtozem o nanometrowej topografii.
Reaguja na rowki o gtebokosci 30 nm, co odpowiada $rednicy pojedynczego widkna
kolagenowego [65].

Jak wczesniej wspomniano, zdolno$¢ komdrek do migracji po sktadnikach zewng-
trzkomorkowej macierzy odgrywa istotng role w czasie embriogenezy, gojenia sie
ran i regeneracji nerwéw. Fibronektyna obok kolagenu jest gtownym sktadnikiem
substancji miedzykomorkowej i zaangazowana jest w adhezje komorek, ich roz-
ptaszczanie, organizacje cytoszkieletu, przebudowe tkanek, odgrywa tez znaczacg
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role w stymulowaniu ruchu komérek, szczegdlnie w ranach. W macierzy zewng-
trzkomorkowej wystepuje pod postacig fibrylli. Wdjciak-Stothard i wspotpracownicy
zaobserwowali, ze makrofagi szczurze, fibroblasty pochodzgce ze $ciegna mies$nia
zginacza szczura byty znacznie lepiej przyczepione i rozptaszczone na widknach
fibronektyny niz na powierzchni szkfa. Orientacja komdrek wzdtuz dtugiej osi wié-
kien obserwowana byta juz po 15 minutach inkubacji i widkna fibronektynowe
stymulowaly migracje makrofagéw i fibroblastow w poréwnaniu z kontrolg na
szkle. Obydwa typy komoérek migrowaty z predkoscig blisko dwukrotnie wieksza,
znacznie wzrosta réwniez persystencja ruchu, co bylo wynikiem wyprostowania
trajektorii ruchu komdrek. Kontakt makrofagdw z widknami fibronektyny wptynat
znaczaco na wzrost dtugosci trajektorii i translokacji komérek. ROwniez neuryty
wykazywaty znacznie wyzszg persystencje ruchu [66].

Wykazano takze, ze zorientowane wiokna fibryny majg wpltyw na migracje i
odpowiedZz chemotaktyczng neutrofili poruszajgcych sie w gradiencie stezenia
fMLP. Komorki poruszaty sie w sposéb ukierunkowany w strone wyzszego stezenia
chemoatraktantu, zaréwno w przypadku gdy widkna fibryny zorientowane sg row-
nolegle, jak i prostopadle do kierunku rozwoju gradientu, jednak widkna fibryny
zorientowane réwnolegle wptywaty na blisko dwukrotny wzrost wartosci przemie-
szczenia reagujacych chemotaktycznie komorek [64]. Tak wiec architektura tkanki
lub wprowadzenie implantu o okreslonej topografii mogg w znacznym stopniu wpty-
wacé na odpowiedZz komérek uktadu immunologicznego.

Korohoda i Madeja przeprowadzajac analize aktywnosci ruchowej komoérek no-
wotworowych (szczurzego migsaka XC) na zwartej warstwie zywych fibroblastow
ludzkich zaobserwowali, ze komorki migrujg wzdtuz dtugiej osi réwnolegle zo-
rientowanych fibroblastéw. Wykazali réwniez, ze komérki XC przemieszczaty sie
na odlegtos$é blisko pieciokrotnie wiekszg niz komérki poruszajace sie po gtadkim
podtozu szklanym ipolistyrenowym. Wzrost translokacji komdrek byt spowodowany
wyprostowaniem trajektorii ruchu i wzrostem persystencji migracji, a nie wynikiem
przyspieszenia ruchu. Zaobserwowana reakcja komorek nowotworowych wskazuje,
ze zjawisko naprowadzania komorek przez kontakt z komoérkami prawidtowymi
moze by¢ zaangazowane w proces tworzenia przerzutdbw przez komérki nowo-
tworowe [30].

Badano réwniez wptyw zmian ksztattu komoérek wywotany reakcja na rzezbe
podtoza na ekspresje biatek macierzy zewnatrzkomdrkowej. Wykazano wzrost eks-
presji genu odpowiedzialnego za synteze fibronektyny w fibroblastach skéry ludzkiej,
reagujacych na rowkowane podioze tytanowe i znaczny wzrost ilosci tego biatka
we frakcji zewnatrzkomérkowej po 90 godzinach inkubacji komérek na tym podtozu
[7]. Zaobserwowano takze wzrost ekspresji metaloproteinazy-2 w tych komorkach
[8]. W fibroblastach Sciegna reagujgcych na topografie wykazano aktywacje przy-
najmniej 30 gendw, w tym miedzy innymi kinazy tymidyny, elastyny, receptora
kinazy tyrozynowej, réznych rodzajow aminoglikozaminidaz, enzyméw zaanga-
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zowanych w metabolizm fosfatydyloinozytoli [15]. W komérkach odpowiedzialnych
za regeneracje kosci stwierdzono aktywacje enzymoéw zaangazowanych w proces
mineralizacji kosci [4].

IV. PROPONOWANE MECHANIZMY REAKCJI
KONTAKTOWEGO NAPROWADZANIA KOMOREK

Istnieje Kilka hipotez probujgcych wyjasni¢ mechanizm zjawiska kontaktowego
naprowadzania komorek. Pierwsza z nich zostata zaproponowana w 1976 roku
przez Dunna i Heatha, ktdrzy badali zachowanie fibroblastow na styku dwdch pia-
szczyzn szklanych, nachylonych w stosunku do siebie pod réznym katem. Wykazali
oni, ze zdolno$¢ komérek do przechodzenia z jednej powierzchni na drugg jest
uzalezniona od kata nachylenia ptaszczyzn i wystepuje tylko wtedy gdy jest on
mniejszy niz 16°. Zaobserwowali réwniez tworzenie sie nowych struktur cytosz-
kieletu w obszarach komorki oddzielonych krawedzig rowka. Struktury te nie wy-
kazywaty ciggtosci z pozostatymi elementami cytoszkieletu, co pozwolito autorom
wysung¢ hipoteze, ze nieciggtosci mikrofilamentow lezg u podstaw mechanizmu
reakcji komdrek na rzezbe podioza [21].

Kolejna hipoteza, wysunieta w1979 roku Ohara i Buck sugeruje, ze warunkiem
wystgpienia reakcji komorki na kontakt z rowkami w podtozu lub wibknami jest
wytworzenie kontaktéw zogniskowanych (ang.focal contacts), co umozliwia $ciste
przyleganie komorki do podtoza oraz zwigzanie jej z podtozem przy udziale ele-
mentéw cytoszkieletu [40]. Wiele obserwacji wskazuje na udziat elementow cyto-
szkieletu w regulacji zjawiska naprowadzania komérek przez kontakt. Wykazano,
ze rozpad cytoszkieletu w znacznym stopniu zaburza reakcje komoérek. Oakley i
Brunette postulowali, ze mikrotubule odgrywaja najwazniejszg role w reakcji ko-
morek na rzezbe podtoza ijako pierwsze ulegajg reorganizacji w komorce [37].
Wyniki uzyskane przez Wojciak-Stothard wykazujg jednak, ze zmiany ilosci i roz-
mieszczenia F-aktyny w komorce zachodzg znacznie szybciej niz orientacja struktur
mikrotubularnych [65], a niektdre komorki, takie jak keratynocyty i neutrofile, reaguja
na topografie podtoza mimo, ze mikrotubule nie sg zaangazowane w reakcje ruchowe
tych komoérek [14]. Ponadto regularny uktad winkuliny [65], polimeryzacja aktyny
przy grzbiecie krawedzi rowka i wystepowanie kontaktéw zogniskowanych [39]
wskazuja, ze cytoszkielet aktynowy jest w znacznie wiekszym stopniu zaangazowany
w wystapienie omawianych reakcji komorek niz uktad mikrotubul w komérce. Przed-
stawione hipotezy ktadace nacisk na udziat elementéw cytoszkieletu, a szczegélnie
kontaktow zogniskowanych w reakcjach naprowadzania komorek nie wyjasniaja
jednak wjaki sposéb zostaje zapoczgtkowana reakcja komdrek natopografie podioza.
Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze nie wszystkie komorki (np. neutrofile) reagujace
na wiasciwosci anizotropowe poditoza wytwarzajg kontakty zogniskowane. Wy-
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kazana przez Stepien i wspotpracownikéw reakcja filopodiow stozka wzrostu neu-
ronéw izolowanych ze zwojéw rdzeniowych zarodka kurczecia takze wskazuje,
ze kontakty zogniskowane nie mogg decydowaé o rozpoznawaniu krawedzi rysy.
Autorzy zaobserwowali bowiem, ze filopodia stozka wzrostu o $rednicy 200 nm
reaguja na rysy o $rednicy 100-200 nm, a wiec pieciokrotnie mniejszej niz Srednica
kontaktow zogniskowanych [45]. By¢ moze integryny i biatka CAM wystepujace
licznie w filopodiach zaangazowane sg w przekazywanie sygnatu zainicjowanego
w tych wypustkach [3].

Wyniki te potwierdzajgobserwacje Wojciak-Stothard i wspdtpracownikéw, ktorzy
wykazali akumulacje aktyny, winkuliny iaV integryny w miejscach Scistego kontaktu
btony komdérkowej makrofagow z krawedzig rowkow o gtebokosci 30-70 nm. W
komorkach tych zaobserwowano réwniez fosforylacje biatek na resztach tyrozy-
nowych towarzyszaca wzrostowi ilosci F-aktyny. Autorzy na podstawie uzyskanych
wynikéw zasugerowali, ze mechaniczna interakcja krawedzi z btong komérkowa
odpowiedzialna jest za selektywng adhezje komoérek, ktéra nastepnie determinuje
ich morfologie i orientacje wzdtuz dtugiej osi rowkow. Na powierzchni makrofagow
zaobserwowano pojawienie sie licznych mikrowypustek, charakterystycznych mie-
dzy innymi dla komérek stymulowanych czynnikami wzrostowymi, takimi jak EGF,
PDGF i HGF/SF, inicjujacymi przekazywanie sygnatu w komorce poprzez akty-
wacje fosforylacji receptora tyrozynowego. Wykazano réwniez, ze biatka wigzace
filamenty aktynowe (ABP), takie jak: ezryna, spektryna czy aneksyna Il, sg fo-
sforylowane na tyrozynie w odpowiedzi na dziatanie czynnikéw wzrostowych. Dla-
tego sugeruje sieg, ze biatka te mogg by¢ potencjalnymi mediatorami reakcji komdrek
na kontakt z podtozem [65].

Walboomers i Jansen na podstawie badan przeprowadzonych na fibroblastach
skéry szczura wykazali, ze cytoszkielet aktynowy nie jest bezposrednio zaanga-
zowany w wystapienie reakcji naprowadzania komorek przez kontakt z podtozem,
a orientacja elementow cytoszkieletu aktynowego w obrebie ciata komorki jest
raczej wynikiem, a nie przyczyng ukierunkowania komérek. Réwniez oni sugeruja,
ze reakcja naprowadzania komérek przez kontakt jest indukowana przez kontakt
filopodiow komdrki z biatkami macierzy zewngtrzkomdrkowej, a nastepnie sta-
bilizacje tego kontaktu. Sity przyciggania i odpychania pomiedzy biatkami macierzy
zewnatrzkomérkowej i mikrowypustkg btony komdrkowej sg czynnikiem deter-
minujacym wystgpienie reakcji. Nastepnie dochodzi do akumulacji winkuliny iinnych
biatek i ewentualnego powstania kontaktéw zogniskowanych, ktére w dalszej ko-
lejnodci indukujg powstanie wiokien naprezeniowych w cytoplazmie komorki. Au-
torzy zaobserwowali roéwniez, ze wraz ze wzrostem giebokoSci rowkow wzrasta
tendencja komérek do przyczepiania sie i rozptaszczania wzdtuz krawedzi rys, a
zjawisko to jest niezalezne od rzezby podtoza. Reakcja komoérek zachodzita w
przypadku napotkania przez nie nieciggtosci powierzchni. Sugerujg oni, ze fi-
zyczno-chemiczne wihasciwosci podtoza determinujg ilo$¢ oraz rozmieszczenie biatek
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macierzy zewnatrzkomoérkowej, co z kolei wptywa na zachowanie komorek na
podtozu charakteryzujgcym sie okreslong rzezba [54].

Na uwage zastuguje rowniez fakt naprowadzania komaorek hodowanych na zwartej
warstwie fibroblastow ludzkich. Zaréwno neurony DRG (ang. dorsal rootganglions)
izolowane z zarodkéw kurczecia, jak i komarki szczurzego miesaka XC wykazywaty
na takim podtozu reakcje kontaktowego naprowadzania [30, 45]. Pozostaje jednak
niejasne, czy komérki reaguja na urzezbienie podtoza czy tez na sktad chemiczny
biatek wydzielanych iodktadanych przez fibroblasty. Migrujace fibroblasty odktadajq
wzdtuz przebytej drogi fibronektyne [27,66], prawdopodobne jest zatem, ze zar6wno
uporzadkowanie fibroblastéw, jak i uporzadkowanie biatek deponowanych na po-
wierzchni tych komérek moze by¢ czynnikiem zaangazowanym w reakcje napro-
wadzania komorek przez kontakt [30, 45].

V. WPLYW TOPOGRAFII PODLOZA NA ORGANIZACJE
STRUKTUR TKANKOWYCH

Obserwacja reakcji naprowadzania pojedynczych komorek przez kontakt z pod-
tozem sktonita badaczy do sprawdzenia, w jaki sposob zjawisko to moze wptywaé
na regeneracje niektérych struktur tkankowych. Jednym z przykitadéw jest udziat
tej reakcji w procesie regeneracji $ciegna. Sciegno stanowi bierna, niekurczliwg
cze$¢ miesnia przytwierdzajacg go do kosci i przenoszaca jego site skurczu. Site
i elastyczno$¢ warunkujg podtuznie utozone wiokna kolagenowe, natomiast zdol-
nosc¢ do slizgania warstwa komorek maziowych, zwanych takze komorkami osciegnej
lub pochewki $ciegna (ang. epitenon cells). Gdy $ciegno ulega uszkodzeniu, ob-
serwuje sie synteze kolagenu i namnazanie komdrek osciegnej, ktére migrujg w
kierunku wytworzonej rany. W ciggu 3-4 tygodni dochodzi do regeneracji $ciegna,
jednak obserwuje sie wiele komplikacji towarzyszacych temu zjawisku. Jedng z
najczestszych jest powstanie wiéknistych potaczen w wyniku niekontrolowanej mi-
gracji komorek pomiedzy Sciegnem i pochewka maziowa, znajdujaca sie pod scieg-
nem, co uniemozliwia ruch $lizgowy $ciegna. Wojciak i wspotpracownicy badali
zachowanie szczurzych komérek osciegnej izolowanych ze $ciegien miesnia zginacza
na rowkowanym podtozu krzemowym. Komorki osciegnej reagowaly na rzezbe
podtoza zmiang ksztattu z wielobiegunowego na wydtuzony w poréwnaniu z ko-
maérkami rosnacymi na gtadkiej powierzchni. Zaobserwowano takze wzrost Sredniej
predkosci migracji komoérek poruszajacych sie po rowkowanym podiozu.

Gdy umieszczono przerwane $ciegna na gtadkiej lub rowkowanej powierzchni,
po tygodniu zaobserwowano wymigrowywanie komérek ze Sciegna. Na gtadkiej
powierzchni komérki poruszaty sie w spos6b przypadkowy we wszystkich kie-
runkach, natomiast na powierzchni rowkowanej komorki wykazywaty zjawisko na-
prowadzania przez kontakt i tworzyty komérkowe mostki pomiedzy dwoma koricami
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przerwanego $ciegna. Szeroko$¢ tych potaczen byta réwna szerokosci sciegna, al-
bowiem komorki nie byty zdolne do opuszczania rowkéw. Po 6 tygodniach pojawiaty
sie w regenerowanej tkance wiékna kolagenowe. Sciegno jest strukturg wysoce
uporzadkowang. Wykorzystanie podtoza zawierajacego réwnolegle utozone rowki
przyspiesza gojenie $ciegien poprzez naprowadzanie komorek, ich ukierunkowang
migracje oraz przyspieszenie predkosci ruchu. Tak wiec otoczenie gojacego sie
$ciegna specjalnie spreparowanym materiatem, ktérego struktura wptywa na orien-
tacje i migracje komorek moze w znacznym stopniu przyspiesza¢ proces jego re-
generacji [62].

Zaohserwowano réwniez, ze uzycie widkien weglowych ma pozytywny wptyw
na proces gojenia sie wiezadet sciegnistych konczyn dolnych u ludzi, jednak za-
stosowanie ich w innych miejscach organizmu nie przyniosto oczekiwanych re-
zultatow [13].

Prowadzone byty takze badania nad wptywem rowkowanych implantéw tyta-
nowych na proces regeneracji kosci. Osteoblasty powstajagce z mezenchymalnych
komaérek pnia muszg posiada¢ zdolno$¢ syntetyzowania i wydzielania biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz zdolno$é regulowania procesu mineralizacji kosci. Wy-
kazano, ze komérki te kontaktujgc sie z rowkowanym podtozem wytwarzajg zna-
cznie wiecej zawigzkow koscio-podobnych w poréwnaniu komoérkami umie-
szczonymi na gtadkim podtozu. Topografia podtoza wzmaga proces mineralizacji
i wplywa na orientacje zmineralizowanej tkanki wzdtuz rowkéw. Zaobserwowano
réwniez przyspieszenie migracji komdrek [41.

Chen i wspotpracownicy wykorzystali substytuty tkankowe sporzgdzone na bazie
macierzy kolagenowej pozbawionej komorek do rekonstrukcji cewki moczowej.
Po dwdch tygodniach od operacji zaobserwowano penetracje komoérek gospodarza
do wnetrza macierzy kolagenowej oraz zachodzacy proces angiogenezy. Po dwéch
miesigcach wykazano ukierunkowana migracje komorek widkien miesniowych, a
po 6 miesigcach prawidtowga organizacje miesni. Tkanka zostata odtworzona w
sposob prawidtowy i nie zaobserwowano objawéw zwibknienia, co moze czynié
macierz kolagenowg uzytecznym materiatem wykorzystywanym w medycynie [5].

Walboomers i wspotpracownicy wprowadzali pod skdre kozy implanty poli-
styrenowe o gtadkim i rowkowanym podtozu (1-10 pm). Po tygodniu zaobserwowali
oni pojawienie sie tgcznotkankowej torebki réwnomiernie rozmieszczonej wokot
protezy oraz pojawienie sie duzej liczby komérek stanu zapalnego w obydwu ba-
danych przypadkach. Grubo$¢é wibdknistej torebki (okoto 80 pm) nie malata nawet
po 4 tygodniach od wszczepienia implantu, stwierdzono natomiast zageszczenie
macierzy kolagenowej oraz pojawienie sie duzej liczby nowych naczyn krwiono$nych
w obrebie regenerowanej tkanki miekkiej [51]. Podskérne wprowadzenie implantu
do Swinki morskiej réwniez wywotato wytworzenie cienkiej torebki tgcznotkankowej
oddzielonej od protezy przez pojedyncza warstwe jedno- i wielojadrzastych ko-
morek fagocytujgcych [55].
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Chociaz w niektérych przypadkach wykorzystane rowkowane podtoza nie ogra-
niczaty formowania witdknistej otoczki wokot implantu, jednak wyniki badan zja-
wiska kontaktowego naprowadzania komoérek, przeprowadzanych w warunkach in
vitro i in vivo wskazujg na znaczacg role wplywu wiasciwosci fizycznych i che-
micznych podtoza na zachowanie komorek. Konieczne jest zatem poszukiwanie
nowych podtozy, ktére moga by¢ stosowane jako rusztowanie dla nowo tworzacych
sie tkanek. Ukierunkowanie migracji komorek wzdtuz rowkdédw i widkien moze
mie¢ bowiem istotny wptyw na wiasciwosci i budowe struktur tkankowych po-
wstatych w wyniku procesu gojenia, odtwarzania duzych ubytkéw tkankowych,
takich jak: rozszczepy podniebienia, rany pooparzeniowe oraz na przyspieszenie
procesu regeneracji wysoce zorientowanych struktur, takich jak: $ciegna lub nerwy.

Nalezy spodziewac sie zatem, ze rozwoéj badan w tej dziedzinie bedzie zmierzat
w Kierunku powszechnego wykorzystania w praktyce klinicznej materiatéw, ktére
charakteryzujg sie okreslong rzezbg powierzchni.
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Streszczenie: W artykule oméwiono wybrane metody stuzace do badan zdolnosci komérek nowotworo-
wych do tworzenia przerzutéw. Dokonano przegladu najwazniejszych metod badania tego zjawiska
zardwno in vivo, jak i in vitro. Oméwiono wykorzystanie metod videomikrodskopii do bezposredniej
obserwacji tworzenia przerzutéw in vivo oraz najwazniejszych z metod in vitro: 2- i 3- wymiarowe
konfrontacje populacji komérek nowotworowych i prawidtowych, metody przechodzenia przez pokryte
biatkami btony podstawnej filtry w komorach Boydena, hodowle organotypowe, metody badania
aktywnosci ruchowej komdrek nowotworowych w kokulturach z komérkami prawidtowymi oraz
3-wymiarowych zelach kolagenowych. W pracy przedstawiono podstawowe zatozenia wymienionych
metod oraz oméwiono ich ograniczenia.
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sional collagen gel lattices are compared. The limitations and advantages of the presented methods are
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I. WSTEP

Jedng z najbardziej niebezpiecznych cech chor6b nowotworowych jest zdolnos¢
komorek nowotworowych do tworzenia przerzutdw. O ile nowotwory tagodne, tj.
nie dajace przerzutéw, sg stosunkowo fatwe w leczeniu, to nowotwory ztosliwe
bardzo czesto sg powodem zgonu pacjenta. Z tego wzgledu istnieje konieczno$é
poznania mechanizméw rzadzacych procesem tworzenia przerzutow przez komorki
nowotworowe. Badania te sg jednak stosunkowo skomplikowane ze wzgledu na
ztozono$¢ i wieloetapowos$¢ procesu tworzenia przerzutdbw przez nowotwory.

Obecnie wyrdzniane sg juz zasadnicze etapy calego procesu wytwarzania prze-
rzutow (rys. 1) [8, 12, 31]. W pierwszym etapie rozwijajagcy sie¢ nowotwdr nie
nacieka jeszcze sasiednich tkanek i jest w fazie przedinwazyjnej. Aby taki guz

RYSUNEK 1 Etapy tworzenia przerzutdw przez komérki nowotworowe: (A) guz w fazie przedinwa-
zyjnej; (B) indukcja tworzenia witasnych naczyn krwionosnych guza; (C) pierwszy etap tworzenia
przerzutébw - nabycie umiejetnosci przechodzenia przez btone podstawng; (D) etap dostawania sie
komorek nowotworowych do naczyn krwionosnych; (E) bierne przenoszenie komérek nowotworowych
przez krew do odlegtych czeéci organizmu; (F) homo- i heterotypowe interakcje z innymi komérkami
znajdujacymi sie w uktadzie krwiono$nym; (G) ekstrawasacja- wyjscie komérek nowotworowych poza
naczynie krwionosne; (H) wytworzenie guzéw wtérnych (wg [12] zmodyfikowane)
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magt urosngé do wiekszych rozmiaréw, konieczna jest indukcja tworzenia wasnych
naczyn krwionos$nych guza. Proces tworzenia przerzutéw rozpoczyna sie od zdobycia
przez komérki nowotworowe umiejetnosci przechodzenia przez btony podstawne.
Do przekroczenia tej bariery konieczny jest zanik naturalnie wystepujacych potaczen
pomiedzy komérkami nabtonkowymi oraz podjecie aktywnej migracji przez komarki
rakowe wraz z jednoczesng produkcjg enzyméw proteolitycznych. Nastepnie mi-
grujace komorki dostajg sie do napotkanych naczyn krwionosnych albo do nowo
tworzonych naczyn w obrebie guza. W tym drugim przypadku jest to ufatwione,
poniewaz $ciany tych naczyn majg niekompletng btone podstawng i charakteryzuja
sie wystepowaniem przerw pomiedzy komoérkami endotelialnymi. Sadzi sie, ze w
zwigzku z tym nie stanowig one istotnej bariery dla procesdw przenikania komorek
do naczyn krwionos$nych. Badanie krwi zylnej powracajacej z dobrze rozwinietych
guzow wskazuje, ze kazdego dnia duza liczba komoérek nowotworowych moze
przedostawacé sie do uktadu krwiono$nego. Nastepnie komérki sa biernie przenoszone
przez krew do odlegtych czesci organizmu. W kolejnych etapach inwazji komorki
nowotworowe przyczepiajg sie do $cian naczyn krwiono$nych w wyniku specyficznej
adhezji lub tez na skutek mechanicznego zatrzymania stosunkowo duzych komarek
rakowych w obrebie najmniejszych naczyn krwionosnych. W miejscu zatrzymania,
komarki nowotworowe tworzg Sciste kontakty ze Scianami naczynia i wychodzg
pozajego obreb dzieki poruszaniu sie miedzy komérkami endotelialnymi. Nastepnie
komérki nowotworowe aktywnie migracjg do wybranych miejsc, gdzie zaczynaja
proliferowac i tworzy¢ guzy wtorne. Stosunkowo duza ztozono$¢é omawianego pro-
cesu zaowocowata szeregiem roznego rodzaju metod biologicznych pozwalajgcych
na badanie tego zjawiska.

Il. EKSPERYMENTALNE MODELE BADANIA
TWORZENIA PRZERZUTOW IN VIVO

Popularnym uktadem do badan aktywnosci metastatycznej nowotworéw in vivo
sg modele mysie, w ktérych okreslona liczba komoérek nowotworowych (zwykle
kilkaset tysiecy do kilku milionéw) jest wstrzykiwana do zyly ogonowej, $ledziony
lub podskérnie, a nastepnie po okreslonym czasie okres$la sie ilos¢ i wielko$¢ prze-
rzutéw powstatych w réznych organach ciata zwierzecia (rys. 2) [28, 37]. Inng
metoda jest badanie lokalnej inwazyjnosci przez miejscowe wstrzykiwanie komérek
nowotworowych bezposrednio do badanego organu i histologiczne okre$lenie stopnia
inwazyjnosci [32]. Dzieki zastosowaniu takich metod mozna stwierdzi¢, czy badane
komérki nowotworowe sg zdolne do tworzenia przerzutéw oraz okreslic miejsce
ich lokalizacji. Mozna réwniez bada¢ wptyw réznego rodzaju Srodkoéw terapeu-
tycznych na wydajno$¢ procesu tworzenia przerzutdw. Najwiekszg zaletg takiej
metody jest stosunkowo wierne odtworzenie catej ztozonosci uktadu. Giéwnym
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RYSUNEK 2. Schemat postepowania w badaniach aktywnosci metastatycznej nowotworéw in vivo.
Okres$lona liczba komdrek nowotworowych jest wstrzykiwana do zyty ogonowej (A), $ledziony (B) lub
podskornie (C), a nastepnie po okreslonym czasie okre$la sie ilos¢ i wielko$¢ przerzutéw (na schemacie
czarne kropki) powstatych w r6znych organach ciata zwierzecia (wg [37] zmodyfikowane)

za$ ograniczeniem jest okreslanie jedynie poczatkowego i koricowego etapu catego
procesu, tj. liczby komérek wstrzykiwanych i liczby powstatych guzow. Etapy po-
Srednie procesu tworzenia przerzutow nie sg obserwowane bezposrednio, dlatego
whnioski dotyczace czasu i miejsca dziatania poszczegélnych czynnikéw wptywa-
jacych na wynik koncowy oparte sg jedynie na przypuszczeniach.

Probg ominiecia wspomnianych ograniczeri byto wprowadzenie do badan me-
chanizmoéw tworzenia przerzutéw videomikroskopii in vivo [8, 9, 27, 28]. Celem
wprowadzenia tej techniki byto umozliwienie badania w drodze bezposredniej ob-
serwacji poszczegolnych etapow procesu tworzenia przerzutow i scharakteryzowanie
losu komorek rakowych od poczatkowego zatrzymania w ukiadzie mikronaczy-
niowym az do formowania unaczynnionych guzéw. Aby tego rodzaju obserwacje
byly mozliwe, konieczne bylo opracowanie ukfadu optycznego, ktory zapewniat
spetnienie kilku warunkow [28]:

(1) umozliwiat identyfikacje wstrzyknietych komoérek nowotworowych w obrebie
badanego organu;

(2) pozwalat na ich wizualizacje z wystarczajgcym kontrastem i rozdzielczos$cig w
celu okreslenia ich lokalizacji w spos6b nieszkodliwy dla otaczajacych struktur;
(3) stwarzat mozliwos¢ chirurgicznego eksponowania nie poddanych sekcji organéw

(watroba, ptuco, miesnie itd.) do takiej gtebokosci, do jakiej komdérki nowotworo-

we mogag sie dosta¢ dzieki niezaburzonemu, normalnemu przeptywowi krwi;
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(4) wykorzystany w badaniach system optyczny musi mie¢ gtebokos$¢ pola widzenia
wystarczajgco ptytka, aby zapobiega¢ optycznemu rozwarstwieniu organu i zapo-
biega¢ nakladaniu sie obrazéw ze struktur lezacych ponad i pod obserwowang
ptaszczyzna;

(5) konieczne jest utrzymanie nieruchomego pola widzenia zywego preparatu, w
ktédrym wystepuje ciggty ruch powodowany oddychaniem ibiciem serca badanego
zZwierzecia;

(6) konieczne jest wiasciwe oswietlenie do zapewnienia wysokiej rozdzielczosci
obrazéw video;

(7) dla celéw statystycznych mozliwe musi by¢ okre$lenie liczby komoérek, ktdre
dotarty do badanego obszaru oraz kontrolowanie stopnia ich przezywalnosci.
Podstawowy sprzet uzywany w tego typu badaniach zblizony jest swojg budowg

do uktadéw uzywanych do analizy obrazéw mikroskopowych w biologii komarki

[29, 30J. Doktadnie konstrukcje sprzetu stosowanego w videomikroskopii in vivo

opisuje w swojej pracy MacDonald i wsp. [28]. W skiad takiego uktadu wchodzi

fluorescencyjny mikroskop odwrocony z o$wietleniem epi i stolikiem wystarczajgco
duzym, aby zmiesci¢ zwierze doswiadczalne (rys. 3). USpione zwierze jest poddawane
zabiegowi chirurgicznemu odstaniajagcemu badany organ: watrobe, ptuco, $ledzione
lub miesien. Nastepnie zwierze jest umieszczane na platformie posiadajgcej okienko
zrobione ze szkietka nakrywkowego, tak aby organ mégt byé widoczny od spodu.
W ten sposéb powierzchnia tkanki spoczywajgcej na okienku pozostaje w
ptaszczyznie ostrosci, nawet jesli gorna powierzchnia podnosi sie i opada w zwigzku
zoddychaniem i biciem serca zwierzecia. Transiluminacja tkankijest przeprowadzana
za pomocg sko$nie ustawianego Swiattowodu. Rejestracja obrazu nastepuje przy
uzyciu kamery i magnetowidu. Komorki nowotworowe sa wczesniej znakowane
fluorescencyjnie i identyfiko-
wane za pomocg mikroskopii
fluorescencyjnej z oSwietle-
niem epi. Komorki wstrzyki-
wane bezposrednio do
krwiobiegu moga by¢ Kiero-
wane do okreslonych orga-
néw, a nastepnie mozliwa jest
obserwacja takich proceséw,
jak: zatrzymywanie komérek
nowotworowych w naczy-
niach iich aktywne opuszcze-
nie, czyli ekstrwasacja oraz
przemieszczanie sie komorek

w obrebie kolonizowanego
RYSUNEK 3. Schemat uktadu do videomikroskopii in vivo - oreanu
opis w tekscie (wg [29] zmodyfikowane)
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Trudno omawiaé tutaj dokladnie wszystkie wyniki otrzymane przy uzyciu tej
metody, jednak warto zwroci¢ uwage na pewne ogélne obserwacje poczynione
przez autoréw, nie zawsze zgodne z powszechnie przyjetymi pogladami [8, 9, 27,
28] .W badanym przez siebie okresie czasu stwierdzili, ze ogromna wiekszos$¢ wstrzy-
kiwanych komorek nowotworowych przezywa w uktadzie krwionosnym. Przezy-
walno$é w ciggu doby wynosita 80-90%. Na podstawie badan in vitro dotychczas
sadzono, ze wiekszo$é komorek nowotworowych jest niszczona przez ci$nienie
hemodynamiczne w uktadzie krazenia; po zatrzymaniu w naczyniach wtosowatych
komarki miaty ulega¢ deformacji i nacigganiu btony komdérkowej az do momentu
jej pekniecia [42, 43]. Dzigki videomikroskopii stwierdzono rowniez, ze wigkszo$¢
komérek jest zatrzymywana na zasadzie mechanicznej, w pierwszym napotkanym
uktadzie naczyn wiosowatych i tam opuszcza naczynia. Wcze$niejsze badania in
vitro [38] oraz znany fakt, ze okre$lone typy nowotworow daja preferencyjne prze-
rzuty do okreslonych organow zdajg sie nie potwierdza¢ tych obserwacji, nalezy
jednak zwrécié uwage, ze zatrzymanie komdérek nowotworowych w okre$lonym
organie nie przesadza jeszcze o rozwinieciu sie w tym miejscu przerzutu. Zasto-
sowanie videomikroskopii pozwolito réwniez stwierdzié, ze praktycznie wszystkie
zatrzymane w naczyniach wiosowatych komérki nowotworowe aktywnie opuszczajg
naczyniakrwionosne, leczjedynie znikoma liczba komérek wychodzacych z naczynia
jest w stanie podjac proliferacje i wytworzy¢ mikroprzerzuty. Obserwacja ta sugeruje,
ze wiasnie ten etap tworzenia przerzutdbw moze mie¢ kluczowe znaczenie dla po-
wstawania guzéw wtérnych, potwierdzajac pochodzaca jeszcze z konca XI1X wieku
koncepcje seed and soil podkreslajgcg istotne znaczenie srodowiska wytwarzanego
przez poszczeg6lne tkanki dla podjecia przez metastatyczng komorke nowotworowg
wzrostu w nowym miejscu [36].

Omawiane badania przeprowadzono na wielu réznych liniach komdérkowych i
réznych zwierzetach doswiadczalnych [8, 9, 27, 28]. Oczywiscie otwarte pozostaje
pytanie, na ile wiernie taki uktad doswiadczalny odwzorowuje tworzenie przerzutow
w naturze. Jednak wydaje sie, ze wnioski wynikajagce z analizy wynikow takich
doswiadczen, czesto odbiegajace od powszechnie przyjetych opinii, zastugujg na
uwage.

I1l. MODELE BADANIA INWAZYJNOSCI
KOMOREK NOWOTWOROWYCH IN VITRO

Zastosowanie nawet najbardziej skomplikowanych metod in vivo nie daje mo-
zliwosci szczeg6towych badan mechanizméw rzadzacych poszczeg6lnymi etapami
tworzenia przerzutédw. W tym celu opracowano szereg modeli in vitro pozwalajacych
na badanie poszczegoOlnych etap6w przerzutowania w kontrolowanych i powta-
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rzalnych warunkach doswiadczalnych. W zaleznosci od potrzeb stosowane metody

ktada nacisk na rézne aspekty procesu tworzenia przerzutu:

(1) wzrost nowotworu w okreslonym mikrosrodowisku tworzonym przez poszczegol-
ne tkanki;

(2) oddziatywanie pomiedzy inwazyjnymi komdrkami nowotworu a prawidtowymi
komérkami gospodarza oraz wzajemne oddziatywania pomiedzy komdrkami
nowotworowymi w czasie inwazji;

(3) oddziatywanie komdérek nowotworowych ze sktadnikami macierzy zewnatrzko-
morkowe;j.

Ciekawym przyktadem potaczenia metod in vivo z metodami in vitro jest metoda
zaproponowana przez R. Hoffmana i wsp. [10] (oparta na uktadach doswiadczalnych
opracowanych wczesniej przez Leightona [24, 25]), pozwalajgca na diugotrwate
badanie wzrostu guzéw wtoérnych (indukowanych u myszy w doswiadczeniach in
vivo) w organotypowych hodowlach in vitro. W metodzie tej transfekowane GFP
(ang. green fluorescent protein) ludzkie komdrki raka ptuca wstrzykiwano do zyty
ogonowej bezwtosych myszy i po 7 dniach obserwowano powstawanie przerzutow
w obrebie ptuc. Nastepnie kawatki ptuca z powstatymi przerzutami przenoszono
do hodowli organotypowej prowadzonej w zelu kolagenowym. W tak prowadzonej
hodowli mozna byto nastepnie obserwowac wzrost komorek nowotworowych przez
dtugi okres w kontrolowanych warunkach. Metoda ta pozwalata rowniez na bez-
posrednie umieszczenie komorek nowotworowych w obrebie réznych tkanek i ba-
danie wzrostu kolonii komérek rakowych w obrebie badanego organu in vitro.

Sposréd stosowanych metod badania inwazyjnosci komdrek nowotworowych
in vitro stosunkowo czesto stosowane sg testy oparte na obserwacji zachowania
sie komorek podczas konfrontacji populacji potencjalnych komdérek metatstatycznych
z prawidtowymi komorkami lub tkankami [2, 11, 32, 39]. Metody tego typu mozemy
podzieli¢ na modele konfrontacji w uktadach trojwymiarowych i dwuwymiarowych.
W przypadku modeli tréjwymiarowych komorki nowotworowe hodowane in vitro
inkubuje sie w odpowiednich warunkach, aby otrzymaé¢ wielokomorkowe sferoidy
[rys. 4]. ROwnoczes$nie otrzymuje sie fragmenty zdrowej tkanki, np. fragmenty
serca kurczaka. Nastepnie doprowadza sie do adhezji tych dwoch wielokomdrkowych
fragmentow, inkubuje sie je przez okreslony czas (kilku do kilkunastu dni), utrwala,
zatapia w parafinie, tnie na kilkumikrometrowe skrawki i barwi histologicznie lub
przy uzyciu specyficznych przeciwciat [7, 39]. W wyniku zastosowania takiej pro-
cedury powstaje preparat, na ktdrym widzimy fragment prawidtowej tkanki, w
obrebie ktérej mozna zidentyfikowaé inwazyjne komorki nowotworowe. Tréjwy-
miarowe metody konfrontacji bardziej przypominajg sytuacje obserwowangw naturze
niz metody dwuwymiarowe, jednak ich analiza opiera sie na takich samych zasadach
jak w przypadku guzéw naturalnych - mianowicie przy zastosowaniu metod hi-
stologicznych lub mikroskopii elektronowej. Z tego wzgledu podobnie jak wiekszos$¢
metod in vivo jest to metoda posrednia, w ktérej obserwujemy jedynie sytuacje



88 Z. MADEJA

Komorki prawidtowe Komorki nowotworowe

Embriony kurz«
Hodowla komérek
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RYSUNEK 4. Schemat postepowania przy badaniu inwazyjnosci komoérek nowotworowych metoda
tréjwymiarowej konfrontacji komérek metatstatycznych z komérkami lub tkankami prawidtowymi. Opis
poszczegOlnych etapéw w teks$cie (wg [6] zmodyfikowane)

na poczatku i na koricu eksperymentu. Ponadto w wiekszosci przypadkéw metoda
ta jest traktowana jako jakoSciowa, a nie iloSciowa [32]

Bezposrednia obserwacja dokonujgcych inwazji komérek nowotworowych mo-
zliwa jest dzieki zastosowaniu metod konfrontacji dwdch populacji komérek w
uktadzie dwuwymiarowym [2, 11]. W tym przypadku fragmenty tkanki prawidtowej
i nowotworowej umieszcza sie w naczyniu hodowlanym w niewielkiej od siebie
odlegtosci. Migrujace z agregatu komorki nowotworowe napotykaja na swojej drodze
fragment tkanki prawidtowej i w zalezno$ci od stopnia inwazyjnosci z rézng wy-
dajnoscig przedostajg sie pomiedzy komorkami prawidtowymi na obszar zajmowany
przez zdrowg tkanke.

Modyfikacje takiego sposobu badania stopnia inwazyjnosci komoérek nowotwo-
rowych stosujemy w naszych wiasnych badaniach prowadzonych w Zaktadzie Bio-
logii Komorki IBM UJ. W badaniach tych koncentrujemy sie na obserwacji zmian
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aktywnosci ruchowej komdrek nowotworowych w wyniku kontaktu z komérkami
prawidtowymi. Zastosowanie takiej metody pozwala na dtugoczasowe obserwacje
dowolnych komdrek nowotworowych poruszajgcych sie po powierzchni lub w sa-
siedztwie dowolnych komérek prawidtowych. Na rysunku 5 przedstawiono wyniki
badan wptywu bezposredniego kontaktu komdérek miesaka XC z prawidtowymi
fibroblastami skéry [23]. W wyniku kontaktu z komérkami prawidtowymi Srednie
przemieszczenie migrujacych komérek XC w trakcie 8 godzinnego doswiadczenia
wzrosto z 11 pm w kontroli bez kontaktow z innymi komoérkami do 88 pm dla
komorek migrujacych po warstwie fibroblastow. Wzrostowi temu nie towarzyszyt
wzrost predkosci ruchu, a byt on jedynie wynikiem polaryzacji ruchu zwigzanej
ze zjawiskiem naprowadzania kontaktowego. Podobng reakcje zaobserwowalismy
rowniez w przypadku komorek raka prostaty oraz w mniejszym stopniu komorek
czerniaka.

Poniewaz w pierwszych etapach inwazji komorki nowotworowe poruszajg sie
zwykle pozostajgc w kontakcie z sgsiednimi komérkami nowotworowymi, podobne
podejscie metodyczne zastosowaliSmy w badaniach wptywu na ich aktywnos¢ ru-
chowg homotypowych oddziatywan pomiedzy komdérkami (rys. 6). Dotychczas do-
minujacym pogladem byto, ze o ile w przypadku komdrek prawidtowych zwigkszanie
ilosci kontaktow pomiedzy komoérkami np. w wyniku wzrostu gestosci hodowli
prowadzi do zahamowania ich ruchu (tzw. kontaktowe zahamowanie migracji),
to w przypadku komérek nowotworowych zjawisko to nie wystepuje lub jest w
jakim$ stopniu ograniczone [1, 3, 17, 18].W naszych badaniach wykazalismy ilo-
§ciowo dla 4 linii komoérek nowotworowych istnienie zjawiska odwrotnego od za-
hamowania kontaktowego migracji, tj. wzrostu predkosci ruchu i $redniego
przemieszczenia migrujacych komoérek nowotworowych pod wptywem wzajemnych
kolizji (rys. 6). Przedstawione wykresy prezentujg przyktadowe trajektorie komoérek
nowotworowych poruszajagcych sie bez tworzenia wzajemnych kontaktow lub w
gestej hodowli oraz zalezno$¢ predkosci ruchu od gestosci hodowli dla komdrek
prawidtowych i nowotworowych.

Troche inne podejScie do badania inwazyjnosci komdrek nowotworowych w
podobnym ukladzie doswiadczalnym zaproponowat Verschueren i wsp. [40, 41].
Opracowana przez jego zespét metoda polegata na zastosowaniu réznych rodzajow
mikroskopii optycznej do oceny liczby komérek nowotworowych zdolnych do prze-
chodzenia poprzez warstwe komorek prawidtowych. Komérki nowotworowe nie-
zdolne do przechodzenia na drugg strone warstwy komérek prawidtowych
pozostawaty okragte z charakterystycznym jasnym hallo widocznym w mikroskopii
kontrastowo-fazowej. Natomiast komaérki zdolne do przemieszczenia sie na drugg
strone rozptaszczaly sie na podtozu wyraznie roznigc sie od komdrek bedacych
na powierzchni prawidtowych fibroblastéw. Ewentualne watpliwosci, czy komérki
rozptaszczyty sie na powierzchni szkta czy na powierzchni fibroblastbw mozna
rozstrzygna¢ obserwujgc rownolegle badane komdrki przy uzyciu interferencyjnej
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RYSUNEK 5. Wptyw heterotypowych oddziatywan komadrka-komérka na aktywno$¢ ruchowg komérek
nowotworowych. Rysunek przedstawia wyniki badan migracji komérek miesaka szczura XC po powie-
rzchni zahamowanych kontaktowo prawidtowych fibroblastow. W wyniku kontaktu z komérkami pra-
widtowymi $rednie przemieszczenie migrujgcych komdrek XC w trakcie 8 godzinnego doswiadczenia
wzrosto z 11 pm w kontroli bez kontaktéw z innymi komérkami do 88 pm dla komérek migrujacych po
warstwie fibroblastéw. Wzrostowi temu nie towarzyszyt wzrost predkosci ruchu, a byt on jedynie
wynikiem polaryzacji ruchu zwigzanej ze zjawiskiem naprowadzania kontaktowego. Komorki XC
wykazywaty tendencje do poruszania sie wzdtuz dtugiej osi komérek prawidtowych. (A) Komérki XC
migrujace bez kontaktu z komoérkami prawidtowymi, skala 100 pm; (B) komérki XC migrujace po
powierzchni fibroblastow, strzatki wskazuja potozenie komérek nowotworowych. (C) Trajektorie ruchu
50 komérek XC w kontroli i w warunkach kontaktu z fibroblastami (D). Wykresy te przedstawiaja szlaki
poruszajacych sie komdrek sprowadzone do jednego punktu wyjsciowego znajdujacego sie w poczatku
uktadu wspdtrzednych. Kierunek osi 0X odpowiada utozeniu dtugiej osi fibroblastow

mikroskopii odbiciowej, w ktdrej obszary komorki mocno przyczepione do szkietka
dajg charakterystyczne zaciemnienie obrazu.

Oprécz bezposredniego oddziatywania z réznymi komorkami, komérki inwazyjne
majg do pokonania na swojej drodze jeszcze inne bariery takie jak btona podstawna
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RYSUNEK 6. Wptyw homotypowych oddziatywan komérka-komérka na aktywno$¢ ruchowa komérek
nowotworowych na przyktadzie komérek czerniaka B 16. W wyniku bezposrednich kontaktéw homoty-
powych $rednie przemieszczenie migrujacych komdrek B16 w trakcie 7 godzinnego doswiadczenia
wzrosto z 21,7+2,1 pm w kontroli bez kontaktéw z innymi komoérkami do 87,7+6,7 pm w warunkach
kontaktu z komérkami sgsiednimi. Wzrostowi temu towarzyszyt wzrost predkos$ci ruchu (odpowiednio
28,2+0,7 pm/godz. i 44,8+0,9 pm/godz.). Efekt ten nie byt wywotywany aktywnoscig czynnikéw
wydzielanych przez komérki do pozywki. (A) Komérki B16 migrujace bez kontaktu z komdrkami
sasiednimi, skala 50 pm; (B) komérki B 16 migrujace w gestej hodowli w warunkach fizycznego kontaktu
z komorkami sasiednimi. Trajektorie ruchu 50 komoérek B16 w migrujacych bez kontaktu z komérkami
sgsiednimi (C) i w warunkach umozliwiajacych taki kontakt (D). (E,F) Poréwnanie wptywu gestosci
hodowli na aktywno$¢ ruchowg nowotworowych komérek czerniaka B16 (E) i prawidtowych fibrobla-
stow skory ludzkiej (F). Na wykresach srednig predko$é ruchu komoérek oznacza linia ciggta, a $rednie
przemieszczenie linia przerywana
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oraz inne niekomoérkowe elementy wcho-
dzace w skiad tkanki fgcznej. Niewatpliwie
ze wzgledu na prostote jednym z najpo-
pularniejszych testow badajgcych ten
aspekt tworzenia przerzutdw jest metoda
oparta na zastosowaniu komoér Boydena,
w ktorych standardowg btone z porami o
okreslonej Srednicy rozdzielajgcg dwa prze-
dziaty komory zastepuje analogiczna btona
pokryta matrigelem (rys. 7) [6, 20,21, 22,
34]. Matrigel jest ekstraktem z miesaka my-
szy bogatym w sktadniki btony podstawnej
takie, jak: laminina, kolagen IV i proteo-
RYSUNEK 7. Schemat modyfikacji komory glikany. Powleczony takim ekstraktem filtr

Boydena uzywanej w badaniach aktywnosci & : _
metastatycznej komaérek nowotworowych. (1,2) dobrze naSIaduJe bUdOWe b*ony podstaw

rozdzielone btona z porami o okreslonej sredni-  Nej. Podobna technike, opierajaca si¢ o wy-
cy dwa przedziaty komory; (3) badane komérki;  korzystanie komdér Boydena, mozna row-
(4) btona porowata pokryta matrigelem niez zastosowaé badajac przemieszczanie

sie komérek przez naturalne btony biolo-

giczne takie, jak np. btona owodniowa [19]
lub cienkie skrawki zywej tkanki [35]. We wszystkich wymienionych przypadkach
badane komdrki wysiewa sie na jedng strone filtra i po pewnym czasie liczy sie,
ile komérek przedostato sie przez pory w filtrze na druga strone (rys. 7). Zwiekszona
liczba komorek przechodzacych przez filtr Swiadczy o wiekszej aktywnosci meta-
statycznej. Koncowy wynik jest jednak wypadkowa aktywnos$ci migracyjnej ko-
maérek, ich zdolnosci do przeciskania sie przez waskie pory btony oraz zdolnosci
do aktywnego trawienia pozakomdrkowej macierzy biatkowej.

Znacznie wiecej informacji na temat zjawisk zachodzacych w czasie poruszania
sie komorki w macierzy zewngtrzkomdrkowej dostarczajg metody bezposredniej
obserwacji komorek. P. Friedl wraz ze wspotpracownikami opracowat metode po-
zwalajgcg na precyzyjng charakterystyke poruszania sie komarki w tréjwymiarowym
zelu kolagenowym. Dzieki kombinacji metod videomikroskopii oraz mikroskopii
konfokalnej mozliwe jest nie tylko wyznaczanie doktadnych szlakéw migracji ko-
morek i ich precyzyjny pomiar ilosciowy, ale réwniez opis wzajemnego oddzia-
tywania komorek z biatkami macierzy zewnatrzkomaérkowej i rozktadu okreslonych
biatek receptorowych na powierzchni komérki [13, 14, 15, 16, 33].

Istotnym elementem procesu tworzenia przerzutow jest zdolnos¢ komérek meta-
statycznych do adhezji do okreslonych komérek i struktur tkankowych [8, 12, 26,
31]. Istnieje wiele dowodow na istnienie wybidérczej adhezji komérek nowotwo-
rowych do $rodbtonka pochodzacego z okreslonych tkanek [4, 5]. W badaniach
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tych stosuje sie takie same metody jak we wszystkich innych badaniach adhezji
komérek. Z tego wzgledu metody te nie bedg tutaj szerzej omawiane.

IV. PODSUMOWANIE

Trwajace od wielu lat intensywne badania mechanizmoéw tworzenia przerzutéw
zaowocowaty opracowaniem wielu réznych metod badawczych. Stosowane obecnie
techniki pozwalajg na badania mechanizméw tworzenia przerzutéw zaréwno w
uktadach in vivo, jak i in vitro. R6znorodno$¢ stosowanych metod pozwala na
szczegotowe badania kolejnych etapow catego procesu w kontrolowanych warunkach
doswiadczalnych. Poszczeg6lne rodzaje metod kiadg nacisk na rozne aspekty two-
rzenia przerzutéw. Pozwala to na badania mechanizméw kontrolujacych kolejne
etapy tworzenia przerzutéw i stwarza nadzieje na petniejsze zrozumienie catego
procesu, konieczne do opracowania skuteczniejszych metod leczenia choréb no-
wotworowych.
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FOR CLINICAL APPLICATIONS

Justyna DRUKALA

Zaktad Biologii Komoérki Instytutu Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego
Uniwersytetu Jagiellonskiego

Streszczenie: Umiejetno$¢ uzyskania masowych hodowli z niewielkich wycinkéw tkanek ludzkich i
modyfikowania ich zachowania sie in vitro doprowadzita do wzrostu zainteresowania praktycznym
wykorzystaniem tych osiggnie¢ w biologii i medycynie. Konwencjonalne metody leczenia ubytkow
skdrnych nie zawsze sg skuteczne i wystepuje potrzeba konstruowania substytutow skérnych. Moga one
zastepowac naskorek, ale takze opracowane zostaty ekwiwalenty petnej grubosci skéry. Majg one jednak
obok licznych zalet i wady. ktére sktaniajg badaczy do poszukiwania nowych rozwigzan. Doswiadczenia
wiasne w tym zakresie dotycza zastosowania hodowanych in vitro autologicznych komdrek naskérka w
leczeniu troficznych owrzodzen podudzi. Obok zastosowan klinicznych rekonstruowana skora znajduje
réwniez wykorzystanie w badaniach podstawowych, miedzy innymi do analizy toksycznos$ci rozmaitych
substancji i inwazyjnosci nowotworéw. Wytwarzane in vitro substytuty skéry okazaty sie Srodkiem
umozliwiajgcym zamykanie nie gojacych sie ran, lecz masowe ich stosowanie jest ograniczone z powodu
wysokich kosztéw produkcji.

{Postepy Biologii Komérki 2001; supl. 16: 97-110)

Stowa kluczowe: gojenie ran, keratynocyt, substytut skéry, hodowla in vitro

Summary: The ability of carrying out large-scale cultures from small human tissue biopsies and to
modificate of their behaviour in vitro led to the increase an interest in practical use of these achievements
in biology and medicine. Conventional methods of skin wound healing are not sufficiently efficient and
there is a need to construct skin equivalents. A full thickness skin equivalent has been constructed and
it may substitute epidermis. The last has a lot of advantages but also disadvantages, which stimulate
further research. Our experience in this field concerns the use of cultured autologous keratinocytes for
healing of trophic leg ulcers. Reconstructed skin is used not only in medicine but also in basic research
for example in analysis of toxicity of various substances and to study the tumour invasiveness.

*Praca finansowana w ramach grantu KBN (projekt nr 6 PO4B 027 14)
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Reconstructed in vitro skin equivalents appear to be efficient substitutes enabling wound healing, but
their large-scale use is limited because of high costs of their production.
(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 97-110)

Key words: wound healing, keratinocyte, skin substitute, in vitro culture

WSTEP

W ostatnim 20-leciu nastgpit gwattowny rozwéj nowych technik hodowli komérek
i tkanek ludzkich in vitro. Mozliwos$¢ uzyskania masowych hodowli z niewielkich
wycinkow tkanek, postep w poznaniu biologii wielu typéw komorek, a takze umie-
jetno$¢ modyfikowania ich zachowania sie w hodowlach, doprowadzity do wzrostu
zainteresowania praktycznym wykorzystaniem tych osiggnie¢ w biologii i medycynie.

Skéra jest tkanka najbardziej eksponowang i jednocze$nie narazong na stresy
srodowiskowe. Budowana jest przez wiele wyspecjalizowanych typow komorek
zaangazowanych w funkcje ochronne organizmu. Dzieki swojej wytrzymatosci, ela-
stycznos$ci i pétprzepuszczalnosci chroni cate ciato przed uszkodzeniami mecha-
nicznymi, utratg ptyndw fizjologicznych, inwazjg drobnoustrojéw i szkodliwym
promieniowaniem [3, 6].

Zbudowana jest z wielowarstwowego nabtonka ptaskiego - naskdrka i skdry
wiasciwej [43]. W skorze wiasciwej najliczniej reprezentowane sg fibroblasty, ktére
produkuja i wydzielaja skfadniki macierzy miedzykomoérkowej, a wsrdd nich: gliko-
zaminoglikany, takie jak: kwas hialuronowy, siarczan chondroityny, siarczan de-
rmatanu, siarczan heparanu, heparyna, siarczan keratanu oraz biatka fibrylarne,
kolageny (I, I, 1V, V, VI, VII, XII, XIV), elastyne i biatka adhezyjne, m.in.
fibronektyne, laminine, tenascyne. Oprocz fibroblastow w skérze wiasciwej obecne
sa makrofagi, komdrki tuczne, komérki dendrytyczne, limfocyty T.

Naskorek jest ciggle odnawiajgca sie wielowarstwowag strukturg. Skiada sie z
warstwy rozrodczej, kolczystej, ziarnistej i zrogowaciatej. Jest tkankg szczego6lnie
dogodng do hodowli, poniewaz w ponad 90% sktada sie z jednego rodzaju komorek
- keratynocytdw i zawiera znikoma ilo$¢ skfadnikéw substancji miedzykomaérkowej.
Oprocz keratynocytéw w naskorku wystepuja melanocyty, komorki Langerhansa,
komorki dendrytyczne i neurowydzielnicze komérki Merkla. W odpowiednich po-
zywkach keratynocyty nie tracg zdolnosci do proliferacji i ré6znicowania in vitro.

Skéra - najwiekszy pod wzgledem zajmowanego obszaru organ ustroju pod
wplywem urazu termicznego traci czesciowo swoje funkcje. Ludzie, ktoérzy ulegajac
tragicznym wypadkom tracg duzy procent powierzchni skory, sg ciezko chorzy
z powodu infekcji i utraty elektrolitdw [18]. Uraz termiczny nalezy do najciezszych
sposrdd spotykanych w praktyce klinicznej, a spowodowany nim hypermetabolizm
jest proporcjonalny do rozlegtosci i stopnia oparzenia. Pacjenci, ktorzy przeszli
te ciezka chorobe, muszg z kolei radzi¢ sobie z obecnoscig gtebokich, deformujacych
blizn i ograniczajacych ruchliwos$¢ przykurczéw.
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Gojenie ran jest procesem ztozonym i wigze sie z wysoce ztozong odpowiedzig
organizmu na uszkodzenie tkanki skérnej i utrate jej integralnosci. Obejmuje ona
wspotdziatanie uktadu odpornosciowego, tkanki tacznej, komoérek epitelialnych i
systemu naczyniowego. Procesy zwigzane z gojeniem ran regulowane przez cytokiny
i czynniki wzrostu przebiegajg w obrebie substancji miedzykomorkowej.

Wiele czynnikéw ma wplyw na przebieg gojenia, ale najistotniejszym z nich
jest zamkniecie rany. Czyste pod wzgledem bakteriologicznym rany ciete goja sie
szybko, natomiast rany, w ktérych stwierdza sie flore bakteryjng i rany z ubytkiem
tkanki nie zamykajg sie tatwo. Rany chroniczne (owrzodzenia) zwykle nie sg za-
mkniete i stale narazone sa na wptyw czynnikéw zewnetrznych. Mozliwo$é hodowli
in vitro komdrek skory sprawita, ze w ostatnich latach opracowano metody wy-
twarzania substytutéw skoéry ludzkiej [33, 4]. Wykorzystywane sg one do prze-
szczepow w przypadku rozlegtych ran oparzeniowych, gdy obszar uszkodzonej
powierzchni jest zbyt duzy, aby doszto do spontanicznego zagojenia sie rany lub
zastosowanie autoprzeszczepdéw z nieuszkodzonych powierzchni ciata. Réwniez,
gdy ranajest gteboka i zniszczony jest nie tyko naskoérek, ale takze mieszki wiosowe
i gruczoty tojowe z keratynocytami zdolnymi do odtwarzania naskoérka, konieczne
jest dostarczenie do rany nowych komorek. Zanim jednak pojawity sie takie mo-
zliwosci stosowano metody konwencjonalne, ktére do dzi$ sg najczesciej stosowang
metodg leczenia ubytkéw skornych.

METODY LECZENIA UBYTKOW SKORNYCH

Historia leczenia oparzen i zamykania ran z wykorzystaniem skory jako opatrunku
siega poczatkow XIX wieku. Pierwsze proby mialy charakter eksperymentow i
konczyty sie niepowodzeniami, daty jednak poczatek poszukiwaniom skutecznych
metod zamykania ran oparzeniowych i troficznych (tab. 1).

TABELA 1. Pierwsze proby przeszczepiania skory

Rok Autor

1803 Baronio jako pierwszy stwierdzit, ze skéra moze by¢ przeszczepiona
z jednej czesci ciata na inng (badania na owcy)

1869 Reverdin dokonat pierwszego autoprzeszczepu naskérka u cztowieka

1871 Pollock wykonat pierwszy alloprzeszczep kawatkéw swojej skory
zmieszanych z kawatkami skéry oparzonego pacjenta

1881 Girdner duzg rane oparzeniowga opatrzyt skorg pobrang ze zwiok;

opisat odrzucenie tego przeszczepu
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W XX wieku zaczeto wykonywaé przeszczepy allograftéw, tj. tkanek innych
osobnikow tego samego gatunku (nazywanych takze homograftami lub izograftami).
Opisywano poczatkowe przyjmowanie sie przeszczepu, a pézniej jego stopniowe
odrzucanie przez organizm biorcy. Allografty zostaly wprowadzone jako rutynowe
postepowanie w leczeniu oparzeh w latach pieédziesigtych jako czasowe opatrunki.
Byly takze uzywane do pokrywania siatkowych autoprzeszczepédw. W Chinach
z powodzeniem stosowano metode pokrywania ran oparzeniowych ptatami allo-
graftéw, pod ktorymi umieszczano mate kawatki autoprzeszczepédw, ktorych rozrost
wypierat z czasem odrzucany allograft. Powaznym ograniczeniem stosowania al-
lograftéw byto ijest nie tylko odrzucanie przeszczepu, ale i mozliwo$¢ przenoszenia
choréb wirusowych od dawcy.

Posredniej grubosci autoprzeszczepy siatkowe sg wcigz najczesciej stosowana,
konwencjonalng metodg gojenia ran. Istnieje jednak wiele ograniczen jej stosowania.
Najczesciej wynikajg one z braku miejsc, z ktdrych mozna pobra¢ skére do prze-
szczepu (tzw. miejsc donorowych). Niewatpliwg wadg tej metody, mniej istotng
wprawdzie z punktu widzenia ratowania zycia oparzonego pacjenta, sg blizny po-
zostajgce w miejscach donorowych (tab. 2). W przypadku oparzen gtebokich obej-
mujacych ponad 60% catkowitej powierzchni ciata brakuje zdrowej skory, aby
wykona¢ autoprzeszczep. Dodatkowo potrzebna jest skdéra do zrekonstruowania
ubytkéw, przykurczéw i czestych znieksztatcenn powierzchni ciata.

W leczeniu chronicznych ran, troficznych owrzodzen, ktére najczesciej wynikaja
z braku prawidtowego ukrwienia kofAczyn, mozna stosowaé autoprzeszczepy. Do-
stepnos$¢ miejsc donorowych niejest wtych przypadkach czynnikiem ograniczajgcym
wykorzystanie autoprzeszczep6éw. Bardzo istotny jest natomiast ogdélny stan pacjenta,
poniewaz istnieje duze ryzyko, ze nie zagojg sie miejsca pobrania skéry do prze-
szczepu.

Odkad Green iin. w 1975 r. odnie$li sukces w hodowli keratynocytéw i otrzymali
wielowarstwowy ptat naskorka przeszczepiajagc go po raz pierwszy w 1979 r, a
O’Conner i Gallico w latach 1981 i 1984 jako pierwsi przeszczepili wyhodowany
naskérek pacjentom, rozpoczeto intensywne badania nad udoskonaleniem metod
hodowli naskorka i skéry in vitro [37, 30, 29]. Obecnie hodowany naskorek jest
dostepny komercyjnie w USA [38]. Przeszczepy naskérkéw hodowanych in vitro
dawaty i daja dobre rezultaty w leczeniu oparzen siegajacych 60% powierzchni
ciata.

Dr Carolyn Campton z Bostonu, w swoich 5-letnich badaniach histologicznych
przeszczepionego hodowanego naskérka wykazata, ze hodowany naskdrek osta-
tecznie rdéznicuje i w wyniku remodelingu staje sie normalnym naskdrkiem z btong
podstawng. Ponadto stymuluje prawidtowa rekonstrukcje skéry wiasciwej. Jednakze
bardzo mata grubo$é hodowanego naskdrka powoduje $cigganie rany nim pokrytej
i co sie z tym wigze, niezadowalajacy efekt kosmetyczny [7, 17, 48].
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DOSWIADCZENIA WEASNE
Z HODOWANYMI KERATYNOCYTAMI

Badania witasne prowadzone we wspotpracy z dr Cieslikiem, ordynatorem Od-
dziatu Leczenia Oparzen i Chirurgii Plastycznej WSS im. L. Rydygiera wyko-
rzystujace metode leczenia troficznych owrzodzen podudzi z uzyciem hodowanych
in vitro autologicznych keratynocytow wykazaly, ze znacznie szybciej goja sie
rany pokrywane zawiesing komorek w fibrynowym kleju fizjologicznym niz ptatem
naskorka. Wyniki badan wiasnych potwierdzajg korzysci wynikajace z zastosowania
metody autoprzeszczepu keratynocytéw hodowanych in vitro [10].

Metoda ta pozwala uzyskaé natychmiast po pokryciu rany hodowanymi kera-
tynocytami zniesienie bdlu i zmniejszenie sie wydzieliny z rany. Po przypadkowym
uszkodzeniu powierzchni z powstatym de novo naskérkiem w czasie zmiany opa-
trunku nastepowata szybka odnowa naskora od brzegéw i dna rany. Zaobserwowano
lepsze wyniki terapeutyczne przy zastosowaniu mieszaniny hodowanych keraty-
nocytéw i kleju fibrynowego w poréwnaniu z przeszczepami uwarstwionymi. Klej
zapewnia bardzo dobrg przyczepno$¢ komérek do podtoza, co pozwala unikngé
uszkodzen autoprzeszczepu w trakcie kolejnych zmian opatrunku.

ZALETY | WADY
STOSOWANYCH AUTO- | ALLOGRAFTOW

Zaletg hodowanych do przeszczepu wilasnych komoérek pacjenta jest zdolno$¢
do szybkiego wzrostu, trwate zabezpieczenie rany, bezpieczefAstwo oraz udoku-
mentowana, dtugotrwata skutecznos¢ ich stosowania [14, 23]. Jednakze powazng
wadg jest dtugi okres (ok. 3-4 tyg.) oczekiwania na przygotowanie hodowli do
przeszczepu (tab. 2).

Autologiczne keratynocyty sg bardzo delikatne, podatne na infekcje bakteryjne
i uszkodzenia mechaniczne. Regeneracja tkanki tacznej pod natozonym autoprze-
szczepem naskorka trwa miesigce, a nawet lata. Hodowane do przeszczepu komdrki
od innego osobnika tzw. allografty (pierwszy raz uzyte w 1983 r.) majg liczne
zalety [9, 16, 24, 25]. Nie ma koniecznoS$ci oczekiwania na przeszczep, nie stwier-
dzono odrzucania alloprzeszczepu. Pierwotnie uwazano, ze allogeniczne keraty-
nocyty stanowia przeszczep permanentny (wiadomo, ze komorki Langerhansa,
uwazane za krytyczne w odrzucaniu przeszczepu sgeliminowane po 7 dniach trwania
hodowli). Postulowano, ze usuniecie tych komérek moze prowadzi¢ do trwalej
tolerancji immunologicznej. Obecnie wiadomo, ze hodowane komorki innego osob-
nika nie stanowig trwatego przeszczepu. Wiele badan z uzyciem technik genetycznych
wykazato, ze allogeniczne keratynocyty zastepowane sg z czasem wiasnymi. Allo-
przeszczepy keratynocytdéw sg zatem czasowym opatrunkiem, stymulujacym gojenie
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sie ran od brzegéw i resztek przydatkdéw skornych, szczegélnie gdy obecna jest
skora whasciwa. Keratynocyty produkujg wiele czynnikéw wzrostu w tym U-1,3,6,8,
TNF-oc, bFGF, PDGF, TGFa i TGF(3, a takze skfadniki substancji zewngtrzko-
mérkowej (m.in. kwas hialuronowy). Wszystkie te czynniki stymuluja gojenie sie
ran, pobudzajac $rédbtonek naczyn i reepitelializacje [30, 35].

Wykazano réwniez, ze zliofilizowane keratynocyty podane na rane dziataja mi-
togennie, a natozenie ich na rane stymuluje jej gojenie [11]. Zanim wyjasnione
zostaty podstawy immunologii transplantacyjnej, wszelkie proby wykorzystania allo-
przeszczepow i ksenoprzeszczepow konczyly sie niepowodzeniem. Allografty sg
odrzucane po 2-3 tygodniach od wykonania przeszczepu z powodu braku immuno-
kompatybilnosci. W roku 1944 Medewar jako pierwszy zaobserwowat, ze allo-
geniczna skora wiasciwa pozbawiona naskdrka byta mniej immunoreaktywna niz
sktadnik epidermalny. Wykorzystano ten fakt w rekonstrukcji skdry z allogenicznej
skory wiasciwej i autologicznych komoérek naskorka [27]. W trakcie namnazania
allogenicznych komorek naskorka w kolejnych pasazach usuwa sie komoérki Lan-
gerhansa, ktorych obecno$¢ wigze sie z silng immunogennos$cig przeszczepu. Liczne
proby kliniczne wykazaty, ze hodowane allogeniczne komorki naskérka uzyte jako
przeszczep nie byly odrzucane przez organizm biorcy [1, 2, 16]. Trudno jest w
sposob przekonywujacy udowodnié trwato$é i skuteczno$¢ takich przeszczepéw,
poniewaz rany ulegajg autoepitelializacji od brzegdéw lub z pozostatych szczgtkow
skory wihasnej w obrebie rany. Badania wykazaty, ze naskorek allogeniczny osta-
tecznie jest zastepowany wiasnym. Nie ulega jednak watpliwosci, ze allogenne
komorki naskorka i ich ekstrakty stymuluja epitelializacje ran dzieki produkowanym
przez nie czynnikom wzrostowym [31, 40].

ZEOZONE SUBSTYTUTY SKORNE

Wady hodowanych naskérkéw doprowadzity do skonstruowania bardziej zto-
zonych substytutéw skornych sktadajacych sie z warstwy bedacej odpowiednikiem
skory wiasciwej oraz warstwy naskdrka [22, 36]. Stato sie to mozliwe dzieki do-
Swiadczeniom i obserwacjom przeprowadzonym wcze$niej przez Eugenea Bella,
ktory w latach szesc¢dziesigtych stwierdzit, ze fibroblasty moga migrowa¢ do zelu
kolagenowego, a w 1981 r. wykazat, ze na warstwie fibroblastéw da sie hodowac
keratynocyty oraz badaniom Hawarda Greena, ktérego dzietem jest opracowanie
metody hodowania fragmentéw naskorka na potrzeby ofiar oparzen. Podjeto zatem
badania nad stworzeniem ekwiwalentu skory przez potgczenie hodowanego naskorka
z substytutem skory wiasciwej, w celu poprawienia ,,wgajania” naskorka, stabilnosci
naskorka we wczesnych etapach leczenia, funkcjonalno$ci i ostatecznego efektu
kosmetycznego.

W wielu pracowniach na $wiecie wprowadza sie do leczenia ekwiwalent skéry
wiasciwej. Poczatkowo izolowano skdre wiasciwg ze skory pobranej ze zwilok
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i pokrywano nig rane. Na taki alloprzeszczep naktadano hodowany autogenny na-
skorek.

Metoda byta bardzo zadowalajaca do czasu, kiedy z powodu uzycia alloprze-
szczepu doszto do zakazenia wirusowego. Obecnie pracuje sie nad uzyskaniem
optymalnego biopolimeru zastepujacego skoére wiasciwg [53].

Johan Burke i loannisYannas [5, 54, 55] z Massachusetts Institute of Technology
skonstruowali prowizoryczne substytuty skory skfadajgce sie z porowatego, fibry-
larnego rusztowania kolagenowego i siarczanu chondroityny, pokryte elastycznym,
silikonowym ptatem. Macierz zasiedlona byta fibroblastami autologicznymi, a kilka
tygodni po przeszczepieniu ekwiwalentu zewnetrzna warstwa silikonowa byfa usu-
wana i zastepowana autologicznym przeszczepem siatkowym posredniej grubosci.
Substytuty te stosowane u ciezko oparzonych wstrzymywaty utrate wody i pobudzaty
regeneracje skory.

Matsuda [26] zmodyfikowat technike Yannasa wprowadzajgc pod syntetyczny
naskérek mikrosfery (kapsutki z kwasu poli L- mlekowego) zawierajace antybiotyki.

Nieco pdzniej pojawita sie nowa propozycja przygotowania przeszczepu skory
tzw. skin culture sandwich - opracowana w 1989 r. (Hansborough), w ktorym
sktadnik epidermalny (hodowane keratynocyty) i sktadnik dermalny (kolagen-gliko-
zaminoglikan z autologicznymi fibroblastami) przygotowano in vitro i przeniesiono
jako jednostke na rane. Te ztozone przeszczepy tatwiej wgajaty sie do rany niz
ptaty naskorka i przyjmowaty sie w 50-100% [8]. Zel kolagenowy z fibroblastami
pokryty komdrkami epitelialnymi wydawat sie byé bardzo obiecujgcy we wstepnych
badaniach, ale wyniki kliniczne byly wysoce niezadowalajagce [20] (tab. 2).

Dalszy postep zawdzieczamy Hansbrough i Boyce [15], ktorzy zrekonstruowali
ztozony ekwiwalent skéry. Wyhodowali autologiczne keratynocyty na podiozu ko-
lagenowo-glikozaminoglikanowym, na ktére wczesniej wysiano autologiczne fi-
broblasty.

Inne wytworzone i testowane w klinice ekwiwalenty skory wiasciwej to: kolagen
- GAG z chitosanem jako rusztowanie dla naskdrka [46], gabki z hialuronianu
[19], gabki z poliuretanu [41], tlenku polietylenu, poliglikolu, kwasu mlekowego,
a na nich naskorek.

Biodegradowalne ekwiwalenty skdry whasciwej dziatajg czasowo i sg zastepowane
przez formujacg sie de novo skoére wiasciwg (neodermis). Kiedy ekwiwalent skory
wiasciwej ulegnie waskularyzacji i dostepna jest juz skéra do przeszczepu, usuwa
sie syntetyczng warstwe naskorka i na ukrwiony substytut naktada sie autologiczny
przeszczep.

Ostatnie lata przyniosty dostepne juz na rynku pierwsze produkty inzynierii tkan-
kowej stosowane w Kklinice. W 1997 zostat zatwierdzony przez FDA ,, TRANSCYTE”
[(Advanced Tissue Sciences, La Jolla, California), bezkomérkowy materiat osta-
niajacy rany oparzeniowe 2 i 3 stopnia. Powstaje on w zamknietych sterylnych
uktadach z polimerami stanowigcymi rusztowanie dla rosnacych komérek. Warunki
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hodowli przypominajg naturalne otoczenie komorek w organizmie - komérki dzielg
sie i wytwarzajg czynniki wzrostu, kolagen i inne biatka - powstaje funkcjonalna
warstwa skory wiasciwej. Pdzniej zamraza sie caly substytut i do uzycia podawany
jest produkt bezkomé6rkowy. W 1998 zatwierdzono ,DERMAGRAFT” (Advanced
Tissue Sciences, La Jolla, California) jako $rodek do leczenia troficznych owrzodzen.

Rézni sie on od TRANSCYTE tym, ze pozostaje zywa tkanka po rozmrozeniu
- moze by¢ zatem uzyty w leczeniu troficznych owrzodzen, ran powstatych na
tle cukrzycy (przedwczesnie starzejgce sie komorki nie sg zdolne do wytwarzania
odpowiednich ilosci biatek substancji miedzykomoérkowej), odlezyn. Rany takie
wymagajg czynnikdw wzrostu i innych biatek wytwarzanych przez zywg tkanke
w procesie gojenia. Aby utatwic¢ transport i magazynowanie, dermagraft jest réwniez
zamrazany w taki sposéb, ze po odmrozeniu ponad 50% komérek jest zywych
(kriokonserwacja).

ZYWY SUBSTYTUT SKORY

Wszystkie wyzej opisane doswiadczenia i préby wytworzenia ekwiwalentu skéry
(tab. 2) doprowadzity ostatecznie do konstrukcji zywego substytutu petnej grubosci
skory (LSE - ang. living skin ecjuiwalent).W 1998 zostat zatwierdzony ,,APLIGRAF”
(Organogenesis, Inc., Canton, Massachusetts). Jest to pierwsza ludzka sztuczna skora,
Swiezy produkt o okresie trwatosci 5 dni w temp. pokojowej. W przeciwienstwie
do hodowli komoérkowych, gdzie celem jest osiggniecie szybkiej proliferacji komorek,
w hodowlach organotypowych kluczem do osiggniecia sukcesu jest ograniczanie
proliferacji i zachowanie zywotnosci komérek. LSE jest produkowany jako jed-
nostkowy produkt w odpowiednich naczyniach hodowlanych z wkiadkami [52].
Ksztalt i rozmiar jednostki jest okreSlony przez rozmiar i ksztatt wkiadki (200
cm2- prostokat, 44 i 2 cm2- koétka). Wytwarzanie LSE przebiega w Kilku etapach.
Najpierw wykonuje sie odlew bydlecego kolagenu | z 10-krotnie stezonym kon-
centratem pozywki hodowlanej w naczyniu ze studzienkg z btong polikarbonylowa
z 3 pm porami. Po zelifikacji tej warstwy nakfada sie na nig podobng mieszanine
zawierajacg 30 tysiecy ludzkich fibroblastow na cm'2w objetosci trzykrotnie wiekszej
niz pierwsza warstwa. Warstwy tgczg sie ze soba po zelifikacji. Caly proces przebiega
w medium hodowlanym, w temperaturze 37°C i w obecnosci 5% CCY,. Fibroblasty
powodujg obkurczanie i kondensacje kolagenu, w wyniku czego w ciggu 6 dni
tworzy sie fibrylarna, symulujaca tkanke tgczna dermalna sieé. Po tym czasie medium
hodowlane jest usuwane w celu ekspozycji powierzchni substytutu skory wiasciwej,
na ktdrag naktada sie zawiesine hodowanych, seryjnie pasazowanych keratynocytow
w poczatkowej gestosci 100 tysiecy komorek /cm2. Cata konstrukcja jest nastepnie
zanurzana w medium, aby komorki mogty sie rozptaszczy¢ i pokry¢ powierzchnie
dermis w ciggu ok. 4 dni inkubacji. Po tym czasie zmienia sie stezenie jondw
wapnia w pozywce z 0,08 mM do 1,8 mM i usuwa sie epidermalny czynnik wzrostu.



106 J. DRUKALA

Rozwijajgcy sie dwuwarstwowy LSE jest nastepnie inkubowany na granicy faz
i medium jest zmieniane na pozywke MSBM (ang. Minimally Supplemented Basal
Medium) z 2% bydlecej surowicy ptodowej, przeznaczong do réznicowania i stra-
tyfikacji warstwy epidermalnej i umozliwiajgcg dtugoterminowe utrzymanie fibro-
blastow. Po 7-10 dniach inkubacji na granicy faz (17-20 dni in vitro) LSE jest
przygotowany do uzycia klinicznego.

Hodowane komorki wykorzystywane w praktyce klinicznej muszg by¢ poddane
doktadnemu badaniu na obecno$¢ patogendw i tumorogennos$¢. Poniewaz jest to
kosztowny, czasochtonny proces, hodowla komdrek z jednego, znanego zrddia jest
bezpieczna i stanowi najbardziej efektywng droge produkcji duzej ilosci materiatu
do uzytku klinicznego. Dermalne fibroblasty i naskérkowe keratynocyty pochodza
zwykle z napletkow noworodkowych.

Skéra z napletka jest wielokrotnie przeptukiwana w soli fizjologicznej w obe-
cnosci 50 pg/mL gentamycyny i 250 pg/mL amfoterycyny B. Tkanka jest nastepnie
powierzchniowo odkazana przez 1-minutowe przeptukiwanie w 95% etanolu iprze-
niesiona do PBS. Oczyszcza sie nastepnie skore z tkanki podskdrnej, a 1/4 napletka
traktuje sie mieszaning trypsyny (1,2 mg/mL) i kolagenazy (5 mg/mL). Otrzymang
zawiesing komadrek umieszcza sie¢ w naczyniach hodowlanych z pozywka DMEM10
NBCS w celu uzyskania pierwotnej hodowli fibroblastdw. Pozostate 3/4 tkanki
rozdrabnia sie mechanicznie na 1-2 mm* kawatki i naktada sie do naczyn wie-
lodotkowych pokrytych kolagenem w celu uzyskania pierwotnej hodowli keraty-
nocytow. Kiedy uzyska sie w hodowli pierwotnej keratynocyty i fibroblasty, pasazuje
sie je i hoduje w odpowiednio zdefiniowanych pozywkach hodowlanych.

Z kolei namnozone komorki bankuje sie - fibroblasty zwykle po 5-6 pasazu,
keratynocyty po 3 pasazu.

Reaktywno$¢ immunologiczna

Zywy ekwiwalent skory ma dwie gtéwne komponenty, ktore potencjalnie moga
wywotywaé reakcje immunologiczng: komorki i kolagen. Jednakze komérki uktadu
immunologicznego naskérka (komérki Langerhansa) sg eliminowane podczas serii
pasazéw keratynocytdéw w mediach zdefiniowanych tylko dla keratynocytow. Ko-
marki sa wczesniej testowane in vitro na zdolnos¢ wywotywania odpowiedzi ko-
mérkowej. Oba typy komorek traktowane interferonem gamma w celu ekspresji
antygenow zgodnosci tkankowej Il nie wykazuja odpowiedzi immunologicznej w
reakcji mieszanych limfocytéw (ang. mixed lymphocyte reaction). Kolagen te-
stowano na matej grupie woluntariuszy, ktérym wstrzykiwano 1 mg dawki kolagenu.
Nie stwierdzono wczesnej i poznej reakcji immunologicznej, a takze reakcji ko-
madrkowej na kolagen.

Tworzenie zywego ekwiwalentu skdry (LSE) to ztozony proces, w ktdrym mozna
kontrolowa¢ rozmiar przygotowanego substytutu, utrzymywana jest polarnosé
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warstw, a materiat, z ktérego powstaje LSE, jest tatwo dostepny i produkt moze
by¢ dostarczony do klinik bez uszkodzen.

PODSUMOWANIE

Wytwarzane in vitro zywe substytuty skéry sg stosowane w nielicznych osrodkach
klinicznych na $wiecie, mimo ze w toku wieloletnich udoskonaleri okazaty sie
skutecznym S$rodkiem leczniczym w gojeniu ran, nierzadko ratujacym zycie. Nie-
watpliwym utrudnieniem w ich stosowaniu sg koszty produkcji. Obok zastosowan
klinicznych rekonstruowana skoéra znajduje réwniez wykorzystanie w badaniach
podstawowych np. do badania proceséw reepitelializacji, czynnikow wptywajgcych
na efektywos$¢ wgajania sie przeszczepédw, toksycznosci rozmaitych substancji, a
takze reakcji immunologicznych po przeszczepie tkanki [13, 21, 28, 32, 51].
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EGF-PODOBNE CZYNNIKI WZROSTOWE 1| ICH
UDZIAL W PROCESACH REGENERACJI NASKORKA

EGF-LIKE GROWTH FACTORS
AND THEIR CONTRIBUTION IN EPIDERMIS REGENERATION

Andrzej KLEIN*, Anna SINCZAK, Aleksandra JUREK
*Zaktad Biochemii Ogolnej, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakdw

Streszczenie: Jednym z wazniejszych obszarow dziatania czynnikéw wzrostowych zaliczanych do
rodziny EGFjest regulacja wzrostu i r6znicowania komérek naskérka i nabtonka. Wzajemne oddziaty-
wania EGF-podobnych polipeptydéw oraz ich receptoréw (ErbB) sa przedmiotem ogromnej liczby prac,
opublikowanych w ostatnim dziesiecioleciu. Jednak nawet najnowsze doniesienia nie rozstrzygaja
ostatecznie, ktére czynniki EGF-podobne sg istotne fizjologicznie oraz jaki jest mechanizm regulacji
wzrostu, réznicowania i programowanej $mierci keratynocytéw. Przedmiotem artykutu sg wybrane
zagadnienia dotyczace struktury ssaczych EGF-podobnych czynnikéw wzrostowych, receptoréw ErbB
oraz ich wspoétdziatania w stymulacji prawidtowego i patologicznego wzrostu komérek naskorka.
(Postapy Biologii Kom6rki 2001 : supl. 16: 111-133)

Stowa kluczowe: epidermal ne czynniki wzrostowe, regeneracja naskorka

Summary: One of important activity areas of EGF growth factors activity is epidermal and epithelial cells
differentiation and growth regulation. In recent ten years, there is a great deal of publications related to
EGF-like polypeptides and their participation in specific receptors (ErbB) activation. Little, however, is
known about physiological regulation of kératinocytes growth, differetiation and apoptosis by EGF-like
peptides. Basic informations concerning structure and function of mammalian EGF-like growth factors,
ErbB receptors and their cooperation in normal and pathological growth of epidermal cells are described.
(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 111-133)

Key words: epidermal growth factors, epidermis regeneration

Stosowane skréoty: AR - amfiregulina, BTC - beta cellulina, cdk - kinaza cyklino-zalezna, Cip - biatko
oddziatujace z cdk, EGF - naskdrkowy czynnik wzrostowy, ER - epiregulina, ErbB - komdrkowy
homolog biatka transformujgcego ptasiej erytroblastoma, ERK - kinaza regulowana zewnatrzkomor-
kowo, FGF - fibroblastyczny czynnik wzrostowy, GDS - stymulator dysocjacji (nukleotydéw) guany-
lowych, Grb - biatko wigzace receptor (czynnika) wzrostu, GRF - czynnik wymiany (nukleotyd6éw)
guanylowych, HB-EGF - naskérkowy czynnik wzrostowy wigzacy sie z heparyng, HGF - czynnik
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wzrostowy hepatocytow, HG R/N G R- heregulina/neuregulina, IGF - insulino-podobny czynnik wzro-
stowy, INK - inhibitor kinazy (cyklino-zaleznej), KGF - czynnik wzrostowy keratynocytéw, Kip -
biatko hamujace kinaze (cyklino-zalezng), MAP - biatko aktywowane mitogenem, MAPK - kinaza
MAP, M EK - kinaza MAPK/ERK, MHC - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej, MMP - metaloproteazy
matriks, mSOS (ang. son ofsevenless) - mysi homolog drozdzowego czynnika wymiany nukleotydéw,
PDGF - ptytkowy czynnik wzrostowy, PI3K - 3-kinaza fosfatydyloinozytolu, PKB - kinaza biatkowa
B, pRb - biatko retinoblastomy, PTB - domena wigzgca fosfotyrozyne, Ras - mate biatko wigzace
nukleotydy guanylowe, kodowane przez gen n-ras, SH2 - domena homologiczna do domeny 2 biatka
kodowanego przez gen src, Shc - (biatko) zawierajgce domene SH2, STAM - czasteczka adaptorowa
przenoszaca sygnat, T G F- transformujacy czynnik wzrostowy, uPA - urokinazowy aktywator plazmi-
nogenu, VEG F- czynnik wzrostowy komérek endotelialnych.

WSTEP

Naskdrek jest wielowarstwowym ptaskim rogowaciejgcym nabtonkiem, w skiad
ktérego wchodzg komorki nabtonkowe pochodzenia ektodermalnego (keratynocyty)
oraz w znacznie mniejszej liczbie melanocyty, komérki Langerhansa i neurowy-
dzielnicze ciatka Merkla. Grubo$¢ naskérka waha sie w granicach od ok. 0,1 mm
(powierzchnia tutowia) do ok. 1 mm (dtonie, podeszwy) [21, 57].

W naskorku mozna wyroznic¢ kolejne, liczac od btony podstawnej warstwy: pod-
stawna, kolczysta, ziarnista, Swietlang i warstwe zrogowaciatg. Warstwa podstawna
(rozrodcza) zbudowanajest zjednego poktadu komérek kubicznych lub walcowatych.
W tej warstwie znajduja sie komarki, ktére w wyniku podziatéw daja kolejne komaorki
rozrodcze oraz komdarki réznicujgce sie. Tempo namnazania komérek zalezy od
grubosci naskorka i wyraznie wzrasta po zniszczeniu warstw powierzchniowych.
Warstwa kolczysta sktada sie z kilku do kilkunastu poktadow wielobocznych ko-
morek, potgczonych ze sobg wieloma desmosomami. W warstwach kolczystej i
podstawnej obecne sg liczne tonofilamenty zbudowane z biatek nalezacych do grupy
cytokeratyn. Warstwa ziarnista tworzona jest przez 3-5 pokfadéw komorek spta-
szczonych, w przekroju wrzecionowatych, zawierajacych liczne ziarnistosci (ziarna
F, ziarna L i keratynosomy), wazne przy wytwarzaniu w naskorku bariery nie-
przepuszczalnej dla wody. Warstwe Swietlang tworzy pasmo ztozone z 2-3 pokfadow
sptaszczonych komorek, utozonych mniej wiecej réwnolegle do powierzchni na-
skorka. W komorkach tych obserwuje sie zanik wielu organelli cytoplazmatycznych,
a nawet jader komdérkowych. Warstwa zrogowaciata zawiera ptytki rogowe, bez-
jadrzaste i martwe. Jej dolna cze$¢ zawiera komoérki utrzymujace sie jeszcze w
obrebie naskorka, a gorna cze$¢ to komorki podlegajgce ztuszczaniu [21].

Melanocyty zlokalizowane sa w obrebie warstwy podstawnej naskérka, zawieraja
melanine, barwnik istotny dla ochrony organizmu przed promieniowaniem UV.
Komérki Langerhansa wykazuja na swojej powierzchni obecno$¢ antygenéw MHC
klasy Il i receptorow dla fragmentu Fc przeciwciat oraz sktadnika C3 dopetniacza,
coumozliwia im wychwytywanie antygendw skornych, przetrzymywanie, a nastepnie
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prezentacje ich limfocytom. Natomiast komorki Merkla sg prawdopodobnie swoi-
stymi receptorami czuciowymi [21].

KERATYNOCYTY

Keratynocyty sg dominujgcym typem komdrek wystepujacych w naskdrku. Fun-
kcje biologiczne keratynocytéw sg wielostronne. Komérki te sag m.in. odpowiedzialne
za tworzenie bariery mechanicznej, immunologicznej obrony przeciw patogenom
i innym czynnikom zewnetrznym oraz za zapobieganie utracie wody z organizmu.
Keratynocyty sa komérkami nabtonkowymi podlegajacymi procesowi rogowacenia
(keratynizacji), w wyniku ktérego zywe poczatkowo komarki ulegaja przeksztatceniu
w martwe rogowe ptytki ulegajace ztuszczeniu. Ubytek komdrek na powierzchni
uzupetniany jest w wyniku podziatow komaorek macierzystych, ktére sazlokalizowane
w najgtebszej warstwie naskorka, a komdrki z warstw najwyzszych degenerujg
i obumierajg. Caty cykl przemian od komorki dzielgcej sie do obumartej jest réznej
dtugosci w zaleznosci od grubosci warstwy naskoérkowej i trwa od 2 do 4 tygodni
[21]. Poznanie mechanizmu regulacji proliferacji keratynocytow jest niezwykle waz-
ne nie tylko z fizjologicznego punktu widzenia, ale takze dlatego, ze zaburzenia
wzrostu keratynocytow sgodpowiedzialne zapatogeneze wielu powszechnych choréb
skornych, takich jak: tuszczyca, chroniczne zaburzenia w gojeniu ran skoérnych i
nowotwory skory [91].

Cykl komérkowy keratynocytow jest zdeterminowany gtownie trzema czynni-
kami: stopniem zréznicowania komérek, adhezja do macierzy pozakomérkowej oraz
rownowagg w dziataniu czynnikdw wzrostowych i ich inhibitordw. Ostatecznie
zréznicowane keratynocyty, usytuowane w warstwie ponadpodstawnej nie proli-
ferujg, w przeciwienstwie do keratynocytow warstwy podstawnej, ktére mozna po-
dzieli¢ na dwie subpopulacje: komorki macierzyste i komorki przejsciowo
zaktywowane (amplifying). Komorki macierzyste posiadajq duzy potencjat rozrodczy
(proliferacyjny), ale dzielg sie rzadko, dlatego w prawidtowym naskorku szybkosé
proliferacji jest prawdopodobnie zdeterminowana przez populacje keratynocytow
przejsciowo zaktywowanych. Keratynocyty te sg bardziej dojrzate niz komérki ma-
cierzyste i po przejsciu kilku rund mitoz tworzg ostatecznie zré6znicowane komarki
naskorka. Molekularne mechanizmy odpowiedzialne za regulacje wzrostu koméor-
kowego sa ztozone i nie w pelni poznane. Nie ulega watpliwosci, ze jednym z
wazniejszych elementow tej regulacji sg oddziatywania komorka-komorka oraz ko-
maérka-macierz zewngtrzkomorkowa [2, 25]. Oddziatywania miedzykomérkowe sg
utrzymywane gtdwnie za posrednictwem odpowiednich potaczen i desmosomow.
W ich skfad wchodzi wiele biatek m.in. kadheryny, desmogleiny, desmokoliny
[25, 35, 40]. W oddziatywaniach komorek z macierzg zewnatrzkomorkowa gtowng
role odgrywaja integryny [36,37]. Tylko wzglednie mato zr6znicowane keratynocyty
(komorki macierzyste i przejsciowo zaktywowane) silnie przylegajagce do podtoza,
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odpowiadajg na swoiste czynniki wzrostowe. Doswiadczenia prowadzone na ho-
dowlach keratynocytéw i na zwierzetach wykazaty, ze w regulacje wzrostu i roz-
nicowania keratynocytéw in vivo zaangazowanych moze byé potencjalnie wiele
réznych substancji, takich jak: czynniki wzrostowe, interleukiny, neurotransmitery,
ceramidy, steroidy, witaminy rozpuszczalne w tluszczach i ich pochodne. Wiekszos$¢
autoréw jest jednak zgodna co do tego, ze kluczowg role w rozwoju tych komérek
odgrywajag EGF-podobne czynniki wzrostowe.

RODZINA EPIDERMALNEGO CZYNNIKA WZROSTOWEGO

EGF-podobne czynniki wzrostowe (EGFs) sg rodzing polipeptydow, ktérym przy-
pisuje sie istotna role w wielu procesach fizjologicznych (embriogeneza, regulacja
aktywnos$ci wydzielniczej, naprawa i regeneracja tkanek), jak i patologicznych (cho-
roby nowotworowe, tuszczyca). Od czasu odkrycia protoplasty tej rodziny - epi-
dermalnego czynnika wzrostowego przez S. Cohena w roku 1962 [22] scha-
rakteryzowano kilka innych peptydéw o strukturze Ill-rzedowej podobnej do EGF,
dziatajgcych przez homologiczne receptory o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Do
rodziny epidermalnego czynnika wzrostowego (tab. 1) zalicza sie: transformujacy
czynnik wzrostowy typu a (TGF-a), wigzacy heparyne epidermalny czynnik wzro-
stowy (HB-EGF), amfireguline (AR), epireguline (ER), betaceluling (BTC), he-
reguling (HRG) oraz czynniki wzrostowe wiruséw: Vaccinia, Myxoma i Pox [89].
Wszystkie wymienione peptydy zawierajg w swojej czasteczce ,jednostke EGF”
(rys. 1), sekwencje 35-50 reszt aminokwasowych, spietg trzema mostkami disiar-
czkowymi, nadajgcymi im charakterystyczng strukture przestrzenng trzech petli ami-
nokwasowych, odpowiedzialng za wigzanie z receptorem. W niniejszym
opracowaniu pominieto dwa peptydy o ograniczonej homologii z EGF, okres$lane

TABELA 1 Wybrane wtasciwosci EGF-podobnych czynnikéw wzrostowych ssakéw

Czynnik Masa Liczba Glikozylacja Komorki Magazyn
wzrostowy czaste- amino- Zrodtowe™

czkowa kwa-

[kDa] sow
EGF 6 53 Plytki krwi
TGFa 55 50 K, Mp Plytki krwi
ER 5 47 mo
AR 9,5 84 k, Mb Macierz z.k.
HB-EGF 19-23** 86 O-glikozylowany K Macierz z.k.
BTC 32** 80 0- i N-glikozyl. Macierz z.k.
HRGa 44> 240 O- i N-glikozyl F Macierz z.k.

*- dotyczy wytgcznie komorek skory; ** - oznaczana metodg SDS-PAGE
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RYSUNEK 1 Porédwnanie struktury I-rzedowej domeny EGF-podobnej peptydéw ssaczych zaliczanych
do rodziny epidermalnego czynnika wzrostowego (wg [102] zmodyfikowane)

jako Cripto-1 [20] i Cryptic [86], poniewaz nie ma dowoddw, ze dziataja one
przez receptory EGF-podobnych czynnikéw wzrostowych.

Wszystkie wymienione w tabeli 1 czynniki EGF-podobne syntetyzowane sg w
formie znacznie wiekszego biatka prekursorowego i wbudowywane w btone cyto-
plazmatyczng. Prekursorowa, transbtonowa postaé¢ tych czynnikbw moze oddzia-
tywaé na komorki sasiednie w sposdb justakrynny, ale podstawowe znacznie
biologiczne majg rozpuszczalne formy EGF-podobnych czynnikéw wzrostowych,
wycinane enzymatycznie z zewnatrzkomaérkowej czesci prekursora [16,49]. Niektdre
zomawianych czynnikow sg zdolne do wigzania sie z heparynag i siarczanem heparanu
(HB-EGF, AR, HR, BTC) i dlatego zaliczane sg do grupy czynnikéw wzrostowych
wigzacych sie z heparyng (HB-GF). Konsekwencje wigzania tych czynnikéw z
proteoglikanami macierzy zewnatrzkomorkowej lub btony komdérkowej zawieraja-
cymi siarczan heparanu mogg by¢ réznorodne. Wiazanie takie przede wszystkim:
a) pozwalana magazynowanie znacznych ilosci czynnikéw wzrostowych i uwalnianie
ich w formie aktywnej, z pominieciem etapu syntezy nowych biatek, b) reguluje
lokalne stezenie czynnikdw wzrostowych i utatwia ich wigzanie do swoistych re-
ceptoréw btonowych.

Dojrzaty epidermalny czynnik wzrostowy jest nieglikozylowanym polipeptydem
0m. cz. 6 kDa, wystepujagcym powszechnie w wielu zwierzecych i ludzkich tkankach
1ptynach ustrojowych [10]. Obecnos$¢ tego peptydu stwierdzono w ptucach, zotadku,
nerkach, dwunastnicy, trzustce, skérze, tarczycy, jajnikach, macicy, tozysku, gru-
czotach Slinowych i przysadce mézgowej [7, 8, 10]. EGF wchodzi w skiad wielu
ptynéw ustrojowych, takich jak: krew, mocz, ptyn rdzeniowo-mézgowy, ptyn na-
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sienny, mleko, $lina, fzy i sok zolgdkowy [7, 8, 10]. EGF stymuluje proliferacje
i réznicowanie wielu réznych komdrek, gtdwnie pochodzenia epidermalnego i epi-
telialnego [10, 49]. Peptyd ten jest takze chemoatraktantem dla komorek epite-
lialnych i fibroblastéw [10, 49]. Magazynem EGF w krwi ssakéw sg a-granule
ptytek krwi, skad wydzielany jest tgcznie z innymi czynnikami wzrostowymi (PDGF,
HGF, TGF(3, TGFa), zaangazowanymi m.in. w proces gojenia ran.

Transformujacy czynnik wzrostowy typu a (TGFa) jest matym polipeptydem
(50 reszt aa), podobnym strukturalnie i funkcjonalnie do EGF, syntetyzowanym
gtéwnie przez komorki embrionalne i nowotworowe [52]. W warunkach fizjologi-
cznych ekspresje genu tego czynnika wykazano w nerkach, watrobie, skorze, mdzgu,
tozysku oraz w komérkach stymulowanych makrofagéw [52, 62]. TGFa stymuluje
proliferacje, migracje i rdznicowanie komdrek epitelialnych i mezenchymalnych
[51].

Epiregulina (ER) jest nieglikozylowanym polipeptydem o m.cz. okoto 5 kDa,
0 umiarkowanym (24-50%) podobienistwie sekwencji aminokwasowej do innych
czynnikéw EGF-podobnych [102]. W warunkach fizjologicznych EP jest syntety-
zowana gtownie przez monocyty/makrofagi krwi obwodowej oraz przez komérki
tozyska, ajej poziom wzrasta gwattownie w wielu typach nowotworow nabtonkowych
[101, 102]. Epiregulina jest mitogenem dla komérek epitelialnych, fibroblastéw,
hepatocytow i znacznie stabszym dla komdrek miesni gtadkich [101, 102].

Amfiregulina jest polipeptydem zbudowanym z 84 reszt aminokwasowych, po-
wstajgcym z 252 aminokwasowgo prekursora transbtonowego drogg proteolizy [99].
AR jest syntetyzowana w wielu tkankach prawidtowych (piersi, okreznica, nerki,
watroba, ptuca, trzustka, jajniki, tozysko, $ledziona, jadra, skora) oraz przez komorki
nowotwordw piersi, trzuski, nerek, okreznicy, jajnikéw [48, 67]. AR jest mitogenem
dla fibroblastéw i keratynocytéw [30] i autokrynnym czynnikiem wzrostowym dla
keratynocytéw, komoérek nowotworowych piersi, okreznicy i pecherza [13].

Natywny wigzacy heparyne epidermalny czynnik wzrostowy (HB-EGF) jest O-
glikozylowanym polipeptydem o zblizonej liczbie (86 reszt aa) i sekwencji ami-
nokwaséw do AR oraz umiarkowanym podobienstwie sekwencji aminokwasowej
do EGF (w rejonie trzypetlowym wynosi ono 34%) [48]. HB-EGFjest syntetyzowany
przez limfocyty T CD4+, keratynocyty i aktywowane makrofagi, zaréwno in vivo,
jak iinvitro [7, 8, 32]. Peptyd ten jest mitogenem dla fibroblastéw, keratynocytéw,
komorek miesni gladkich i hepatocytow [8, 102] oraz autokrynnym czynnikiem
wzrostowym dla keratynocytow i komorek nabtonka pecherza (prawidtowych i no-
wotworowych) [32, 82].

Betacellulina (BTC) jest glikoproteing o m. cz. 32 kDa. Okoto 40% masy czg-
steczkowej tego czynnika stanowig weglowodany. Powstaje z 178-aminokwasowego
prekursora transbtonowego, po proteolitycznym odcieciu 80 aminokwaséw N-kon-
cowych [84]. Jej obecnos¢ wykazano przede wszystkim w trzustce ijelicie cienkim
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[90]. BTC jest mitogenem dla naczyniowych komoérek epitelialnych i fibroblastow
oraz dla nowotworowych komorek beta trzustki [90].

Hereguliny/neureguliny (HRG/NRG) sa rodzing polipeptydéw powstajacych w
drodze alternatywnego sktadania produktu transkrypcji jednego genu [17]. Wyrdznia
sie trzy typy tych czynnikéw wzrostowych, oznaczane jako HRG/NRG (1, 2 i
3), z ktérych dwa pierwsze mogg wystepowac¢ w dwoch formach (a i (3 réznigcych
sie sekwencjg aminokwaséw w domenie EGF-podobnej [17, 105]. Réznice w wiel-
kosci dojrzatych form HRE nie wptywajg na specyficzno$¢ wiazania z swoistymi
receptorami [4].

RECEPTORY EGF-PODOBNYCH CZYNNIKOW
WZROSTOWYCH

Scharakteryzowano cztery rézne receptory czynnikow EGF-podobnych, okreslane
najczesciej jako ErbBI-ErbB4 [27]. Receptory te sg biatkami transbtonowymi o
podobnej budowie czasteczki, kodowanymi przez protoonkogeny z rodziny erbB.
Receptor ErbB 1(rys. 2a) jestglikoproteingzbudowangz 1186 reszt aminokwasowych
0 m.cz. okoto 170 kDa, z czego okoto 40 kDa stanowig N-glikozydowo przytgczone
oligosacharydy [10, 49]. N-koricowa cze$¢ zewnagtrzkomdrkowa (621 reszt ami-
nokwasowych) zawiera domeny wiazace ligand i sekwencje odpowiedzialne za
dimeryzacje komplekséw ligand-receptor. Sekwencja aminokwaséw 622-644 re-
prezentuje pojedynczy region transbtonowy (zakotwiczajacy receptor w btonie ko-
maérkowej), a sekwencja 645-1186 czes¢ wewnatrzkomorkowa, zawierajagcg domene
kinazy tyrozynowej (reszty 694-937) oraz fragment C-koncowy, tzw. obszar auto-
fosforylacji. Przytaczenie EGF do receptora powoduje dimeryzacje komplekséw
czynnik wzrostu-receptor, aktywacje tyrozyno-swoistej kinazy, fosforylujacej rozne
substraty wewnatrzkomadrkowe, w tym takze sam receptor (autofosforylacja). Obec-
nos¢ rodziny receptoréw ErbB wykazano praktycznie u wszystkich gatunkéw ssakow
1w bardzo wielu rodzajach komoérek (oprécz komoérek hematopoetycznych). Komoérki
prawidtowe majg 10 -105 receptoréw ErbBI, komérki niektérych nowotworow
moga posiada¢ znacznie wiekszg liczbe tych receptoréw, w niektorych przypadkach
(np. ustalona linia komérek A431) do 2 x 106 [49].

Podstawowe znaczenie dla specyficznosci przekazywania sygnatu inicjowanego
jednym ligandem ma zdolno$¢ ErbB do tworzenia homo- i heterodimerow [43].
Poszczegdlne receptory EGF-podobnych czynnikéw wzrostowych réznia sie zaréwno
aktywnoscig kinazows, jak i swoistoscig wigzania przedstawicieli tej rodziny czyn-
nikow wzrostowych. Receptor ErbB3 w odr6znieniu od wszystkich pozostatych
ma uposledzong zdolno$¢ do fosforylacji. Niektore receptory EGFs wigzg wiekszos¢
ligandow omawianej grupy polipeptydéw, inne tylko wybrane [43]. Szczegdlnym
przypadkiem jest ErbB2 odkryty jako receptor swoisty dla neuregulin/heregulin.
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Okazato sie jednak, ze receptor ten posredniczy w dziataniu EGF-podobnych czyn-
nikéw wzrostowych tylko posrednio, poprzez heterodimeryzacje z innymi biatkami
ErbB. W roku 1998 Tzahar E, Yarden Y [103] zaproponowali biwalencyjny model
interakcji ErbBs-EGFs. Zgodnie z tgq hipotezg kazdy z EGF-podobnych czynnikéw
wzrostowych ma dwa miejsca wigzace receptor. Jedno miejsce wigzatoby receptor
o0 niskim powinowactwie (np. ErbB2), a drugie receptor o wysokim powinowactwie
(Erbl, ErbB3 lub ErbB4). Trudno powiedzie¢ dzi$, czy hipoteza ta jest prawdziwa.
Faktem jest, ze homodimery ErbB2-ErbB2 i ErbB3-ErbB3 nie uczestnicza w prze-
kazywaniu sygnatu indukowanego EGFs, natomiast heterodimery zawierajgce ErbB2
i/lub ErbB3 posrednicza w dziataniu wigkszosci EGFs [103]. Swoistos¢ wigzania
EGF-podobnych czynnikéw wzrostowych oraz przyktady homo- i heterodimeryzacji
receptoréw nalezacych do rodziny ErbB przestawia rysunek 2b. Istotnym problemem
w wyjasnieniu mechanizmu sygnalizacji transbtonowej jest swoistos¢ odpowiedzi
komorkowej na dziatanie réznych ligandéw EGF-podobnych. Wiadomo, ze rézne
czynniki wzrostowe dziatajagce przez ten sam receptor moga inicjowa¢ odmienne
drogi przekazu sygnatu. Z drugiej strony ten sam ligand moze stymulowa¢ odmienng
odpowiedz biologiczng zaleznie od typu receptora, przez ktéry dziata [22, 43].

W trakcie ostatnich kilku lat pojawity sie dobrze udokumentowane informacje
o istotnej roli heterodimeryzacji receptoréw ErbB w réznicowaniu odpowiedzi bio-
logicznej komorek na dziatanie czynnikdw EGF-podobnych. Szczegdlng role w
tym procesie przypisuje sie receptorowi sierocemu ErbB-2 (rys. 2c), poniewaz re-
ceptor ten jest preferowanym partnerem w heterodimeryzacji innych receptoréw
tej rodziny [27]. Niezaleznie od sktadu utworzonego heterodimeru kazdy z tych
kompleksow ma rézny zestaw miejsc ulegajacych autofosforylacji, co pozwala na
przytaczanie do nich odmiennych biatek majacych domeny SH2 i/lub PTB. Wielo$é
ligandow EGF-podobnych i tworzenie heterodimerow pomiedzy réznymi recep-
torami ErbB wyjasniajg przynajmniej w czesci obserwowane réznice w odpowiedzi
komoérkowej indukowanej przez omawiane czynniki wzrostowe.

Istotnym uzupetnieniem wiadomosci o mechanizmie przekazu sygnatu inicjo-
wanego przez receptory o aktywnosci kinazy tyrozynowej sg doniesienia o trans-
aktywacji receptorow ErbB przez receptory metabotropowe, jonotropowe ireceptory
asocjujace z kinazami tyrozynowymi niereceptorowymi [43].

HIPOTETYCZNY MECHANIZM REGULACJI WZROSTU
KERATYNOCYTOW STYMULOWANYCH EGF

Kontrola proliferacji komdrek somatycznych ssakéw jest procesem bardzo zto-
zonym. W Swietle dotychczasowych wynikéw, kluczowe zdarzenia regulujgce ten
proces zachodza w fazie G1 cyklu komdrkowego. Gtownymi uczestnikami tego
procesu sag: receptory czynnikéw wzrostowych, mate biatka wigzace nukleotydy
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EGF BTC HR1 BTC HR1
TGFa ER HR2 ER HR2
AR HB-EGF HB-EGF HR3
domeny Cys
622-644
]
domena
kinazowa I
obszar
autofosforylacji
ErbB-1 ErbB- ErbB-2 ErbB-3 ErbB-4
Homodimeryzacja Heterodimeryzacja
1 5 5
ErbB-1 ErbB-1 ErbB-1 ErbB-2 ErbB-2 ErbB-3

RYSUNEK 2. Receptory EGF-podobnych czynnikéw wzrostowych. Schemat budowy ErbB 1(a), ligandy
receptoréw rodziny ErbB (b), przyktadowe homo- i heterodimery receptoréw ErbB (c)
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guanylowe, cykliny D i E oraz cyklino-zalezne kinazy biatkowe: cdk4 lub cdké
i cdk2 (rys. 3). Przytaczenie EGFs do swoistego receptora w btonie keratynocytow
powoduje jego homo- lub heterodimeryzacje i autofosforylacje. Proces autofosfo-
rylacji receptoréw modyfikuje kowalencyjnie receptor przez przytgczenie reszty

EGFs

| .
Go ErbBS fostorytaeja Erbis ®Y)

Ras ©°=3  Sos Grb2

| |
Rafl j PI3-K STAM
inhibitory 7
. kinaz cdk/

0 |cyklina D »  Cip/Kip- cyklina E
0]

RYSUNEK 3. Uproszczony schemat przekazu sygnatu mito-
gennego, indukowanego EGF-podobnymi czynnikami wzrosto-
wymi: EGFs - EGF-podobne czynniki wzrostowe, ErbBs -
receptory ErbB, Grb2 - biatko adaptorowe Grb2, GRF-czynnik
stymulujagcy wymiane nukleotydéw guanylowych, Ras - biatko
p21 , Rafl - kinaza biatkowa serynowo/treoninowa stymulo-
wana Ras, PI3K - 3-kinaza fosfatydyloinozytolu, STAM - cza-
steczka adaptorowa przenoszaca sygnat, MEK/ERK - kinazy
biatkowe aktywowane mitogenami, PDK1 - zalezna od PIP3
kinaza biatkowa 1, PKB - kinaza biatkowa B, kinaza cdk4/6 -
cyklino-zalezne kinazy 4 i 6, kinaza cdk2 - cyklino-zalezna
kinaza 2, E2F - czynnik transkrypcyjny E2F, pRb - biatko
retinoblastoma

kwasu fosforowego do grupy
-OH tyrozyny. Czasteczki fo-
sfotyrozyny (pY) majg unikal-
ng zdolnos¢ do wigzania
specyficznych sekwencji ami-
nokwasowych: domen SH2
(ang. Src-liomology 2) i PTB
(ang.  phosphotyrosine-bin-
ding) innych biatek [10, 43].
Niektore z tych biatek sg en-
zymami aktywowanymi w
drodze fosforylacji reszt tyro-
zynowych (fosfolipaza C, 3-
kinaza fosfatydylo-inozytolu,
kinazy tyrozynowe nierecep-
torowe) [10]. Inne sg biatkami
adaptorowymi (Shc, Grb2,
Grb7, Nck) taczacymi recep-
tor z dalszymi elementami
przekazywania sygnatu, za-
wierajagcymi domeny PTB
(Shc) lub SH2 i SH3 (Grb2,
Grb7 i NcK) [109]. Gtdwnym
miejscem wiazacym domene
PTB biatka Shc jest pY 1148,
a domeny SH2 biatka Grb2
jest pY 1068 receptora EGF
[3,83]. Ufosforylowane biatko
Shc wigze sie przez pY317 z
domengSH2 biatka Grb2 [81].
Niezaleznie od tego, czy prze-
kaz sygnatu od receptora na-
stepuje z udziatem biatka Shc
czy bez jego udziatu, biatko
Grb2 wigze sie swoimi dome-
nami SH3 z jednym z biatek
stymulujagcych wymiane nu-
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kleotydow guanylowych (mSos, GRF, GDS), ktére aktywuja biatka Ras. Te z kolei
mogg aktywowac wiele réznych szlakéw metabolicznych, miedzy innymi te, ktore
prowadzg do stymulacji cyklino-zaleznych kinaz biatkowych [59, 60]. Wykazano
ponadto, ze szereg innych biatek moze uczestniczy¢ w przekazaniu sygnatu od
biatka Grb2, miedzy innymi: biatka STAM (ang. signal transducing adaptor mo-
lecule), ktérym przypisuje sie stymulacje genu c-myc i w kolejnosci aktywacje
cykliny E [97]. Hipotetyczny mechanizm regulacji aktywnosci kinaz cyklino-za-
leznych, stymulowanej dziataniem EGF-podobnych czynnikéw wzrostowych przed-
stawia rysunek 2. Przynajmniej dwie drogi przekazywania sygnatu od biatek Ras
sg niezbedne do stymulacji odpowiedzi mitogennej [59, 60]. Pierwsza, to stymulacja
kaskady enzymatycznej kinaz MAP (ang. mitogen activated protein), a druga to
aktywacja kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI13K). Stymulacja kaskady kinaz MAP
jest niezbedna (ale niewystarczajaca) do wejscia komorek w faze S. Dodanie swoi-
stego inhibitora kinazy MEK (PD098059) do hodowli komoérek spoczynkowych
stymulowanych czynnikami wzrostowymi catkowicie hamuje synteze DNA. Sty-
mulacja kaskady kinaz MAP powoduje ekspresje genu cykliny DI, kluczowego
regulatora syntezy DNA w komérkach keratynocytow [78]. Aktywacja PI3K po-
woduje z jednej strony degradacje inhibitora p27Kipl, a z drugiej stymulacje
syntezy cykliny D, prawdopodobnie przez kolejnag aktywacje kinazy zaleznej od
fosfatydyloinozytolo-3-fosforanu i kinazy biatkowej B. Stymulacja dziatania cdks
obejmuje: synteze cyklin (D i E), tworzenie komplekséw cyklina-cdk, fosforylacje
kinaz cdk przez kinazy aktywujace (CAKSs) i przemieszczenie kompleksow cy-
klina-cdk do jadra komoérkowego [59]. Przyjmuje sie obecnie, ze procesem ko-
niecznym do wyjscia komérek z fazy Go jest indukowana kinazami cyk-
lino-zaleznymi fosforylacja rodziny biatek retinoblastomy (pRb, p 130, 107), po-
wodujgca uwolnienie zkompleksu pRb-E2F czynnika transkrypcyjnego E2F (i innych
biatek jadrowych) [59, 60]. Zdarzenia te powodujg wejscie komoérek w faze S i
umozliwiaja dalsze etapy reakcji wewnatrzkomorkowych, ktére prowadza do mitozy.

Hamowanie aktywnosci kinaz cyklino-zaleznych zachodzi poprzez ich asocjacje
z swoistymi inhibitorami. Znane sg dwie rodziny tych inhibitoréw: Cip/Kip
(p21Cip/Waf, p27Kipl i p57Kip2) i INK4 (pI5INK4A, pl6INK4B, pI8INK4C,
plI9INK4D) [87]. Inhibitory z rodziny INK4 dzialajg wylgcznie na kinazy cdk4
i cdk6, a biatka z rodziny Cip/Kip na wszytkie kinazy cdk, dziatajagce w fazie
Gl. Wiekszos¢ danych doswiadczalnych wskazuje, ze jedynym fizjologicznym in-
hibitorem wzrostu naskérka jest TGF(3. Przemawia za tym obecnos¢ TGF(3, w
ponadpodstawnej warstwie naskdrka, jak i zdolnos¢ do aktywacji inhibitoréw cdks
w fazie Gl oraz do hamowania fosforylacji pRb [53, 77]. Udowodniono takze,
ze nadekspresja TGF[3 zapobiega indukowanej estrami forbolu hiperplazji naskdrka
[26].
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ROLA EGF-PODOBNYCH CZYNNIKOW
WZROSTOWYCH W REGENERACJI NASKORKA

Peptydy zaliczane do rodziny EGF regulujg bardzo wiele réznych proceséw
biologicznych, m.in. odgrywaja kluczowg role w regulacji wzrostu i réznicowania
keratynocytéw. Regulacja ta uzalezniona jest od dostepnosci czynnikéw EGFs w
naskérku oraz jakosci i liczby ich receptorow w komérkach docelowych (kera-
tynocytach). Jesli chodzi o dostepnos¢ czynnikéw wzrostowych, to inna bedzie
w prawidtowo regenerujgcym naskdrku, inna w procesach gojenia ran, a jeszcze
inna w patologicznej proliferacji keratynocytéw, np. w tuszczycy lub nowotworach
skory (rys. 4). W stanach zwigzanych ze wzmozong proliferacjg keratynocytow
zmienia sie réwniez poziom ekspresji genoéw receptorow ErbB.

Regeneracja naskdrka

W naskorku obserwuje sie ekspresje tylko trzech typow receptoréw z rodziny
ErbB: ErbBIl, ErbB2 i ErbB3 [1, 58]. W prawidtlowym naskorku, receptory te
uczestniczg w autokrynnym wzroscie odnawiajgcej sie tkanki, supresji koncowego
réznicowania, promocji przezywania komorek i regulacji migracji komoérek podczas
morfogenezy. Naturalnym ligandem dla receptorow EGFs keratynocytéw wydaje
sie TGFa (lub HB-EGF), poniewaz ani EGF, ani amfiregulina nie sa syntetyzowane
w prawidtowym naskérku w ilosciach usprawiedliwiajgcych ich udziat w procesie
fizjologicznej regeneracji naskérka. HB-EGF jest obecny zaréwno w formie trans-
btonowej, jak i w formie rozpuszczalnej, chociaz w niskim stezeniu. Dzialanie
TGFa w hodowli keratynocytéw moze by¢ zastapione przez inne czynniki wzro-
stowe, takie jak KGF (FGF7) lub IGFI [37], ale nie mozna wykluczyé, ze ma
to miejsce w drodze posredniej stymulacji ErbBIl. Wzmozona synteza amfireguliny
lub TGFa, podobnie jak KGF i IGFI, indukuje hiperplazje naskérka [23, 42]. IGFI
jest prawdopodobnie niedostepny dla keratynocytow w tkance prawidtowej, poniewaz
jego gtdwnym zrodiem jest krew (a zastepczym fibroblasty skory). Wykazano takze,
ze myszy pozbawione genéw TGFa i KGF nie wykazuja zaburzen zaréwno w
prawidtowej, jak i w indukowanej uszkodzeniem tkanki regeneracji naskorka [41].

Poniewaz keratynocyty majg zdolno$¢ do syntezy TGFa, AR i HB-EGF, nie
mozna wykluczy¢ udziatlu wszystkich trzech czynnikéw w regeneracji komorek
naskorka, TGFa i HB-EGF w warunkach fizjologicznych, a amfireguliny w stanach
patologicznych [38]. Jesli tak, to jedynym (lub przynajmniej gtéwnym) prze-
kaznikiem sygnatu przez btone komdrkowsa jest ErbBI (patrz rys. 2). Potwierdzajg
to liczne fakty doswiadczalne. Historyczne juz dzi$ doSwiadczenia in vivo pokazaty,
ze ErbBI bierze udziat w dojrzewaniu skdry oraz przyrastaniu jej na grubo$¢ [14].
Badania wykonane na myszach, z uszkodzonym receptorem ErbBl wykazaty, ze
powstaty naskoérek byt cienki i nie wyksztatcony catkowicie. Dodatkowo obser-
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RYSUNEK 4. Hipotetyczna rola EGF-podobnych czynnikow wzrostowych oraz zmiany w ekspresji
receptora ErbBIl w: regeneracji prawidtowego naskérka (a), procesie gojenia ran (b), tuszczycy (c) i
nowotworach skory (d)
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wowano takze upos$ledzenie funkcji innych tkanek epitelialnych [66, 88, 100]. Auto-
nomiczny wzrost keratynocytdw jest zalezny od obecnosci ErbB 1. Autokry nny wzrost
keratynocytéw in vitro byl w ponad 90% hamowany dziataniem przeciwciat dla
ErbBI [30]. Wiele funkcji regulowanych przez ErbBI jest istotnych dla utrzymania
odpowiedniej rGwnowagi pomiedzy proliferacjg i r6znicowaniem komoérek naskdrka
[4, 29, 50]. Lokalizacja receptora EGF w naskorku jest konsekwencjg jego przy-
puszczalnej roli we wzrosScie naskdrka [50]. W normalnych, dojrzatych keraty-
nocytach, ErbB 1jest zlokalizowany gtéwnie na powierzchni dzielagcych sie komérek
bazalnych, a ekspresja genu tego receptora obniza sie wraz z wzrostem zrdznicowania
keratynocytow [50, 108]. Rola receptoréw ErbB2 i ErbB3 w procesie regeneracji
naskérka jest mniej zrozumiata. Mozna domniemywac, ze gtowna rolg ErbB2 jest
réznicowanie sygnatu indukowanego czynnikami EGFs, poprzez heterodimeryzacje
z ErbBI lub ErbB3. Natomiast podstawowg funkcjg ErbB3 wydaje sie jego udziat
w stymulacji kinazy fosfatydyloinozytolu [15], enzymu uczestniczacego w aktywacji
kinaz cyklino-zaleznych. HRG(3 dziatajagca przez receptor ErbB3, stymuluje pro-
liferacje keratynocytow in vitro, ale trudno poda¢ zrédto tego czynnika w pra-
widtowym naskorku [58].

Od dawna wiadomo, ze czynniki wzrostowe z rodziny EGF zwiekszajg prze-
zywalnos$¢ keratynocytéw in vitro. Obecnie probuje sie wyjasniaé bezposrednia
role ErbBl w zapobieganiu apoptozie keratynocytéw. Inhibicja tego receptora przy
uzyciu przeciwciat lub swoistych inhibitoréw receptorowych kinaz tyrozynowych
powodowata selektywng apoptoze keratynocytéw [6, 79, 94], w odrdznieniu od
innych typow komaérek, takich jak fibroblasty czy melanocyty [80]. Prawdopodobnie,
mechanizm tego zjawiska zwigzany jest z wewnatrzkomérkowym poziomem biatka
Bcl-xI. Stymulacja ErbB 1zwieksza ekspresje genu bcl-xL i w ten sposob przyczynia
sie do wzrostu przezywalnosci keratynocytéw [45, 71].

Epidermalne czynniki wzrostowe nie tylko wplywaja na przezywalnos¢, ale takze
na réznicowanie keratynocytdw. In vivo zauwazono odwrotng zalezno$¢ pomiedzy
ekspresjg ErbBI a rdznicowaniem keratynocytow, jak rowniez to, ze w hamowaniu
dojrzewania keratynocytéw uczestniczy receptor ErbBl [23]. W organotypowych
modelach réznicowania sie keratynocytow, EGF hamuje epidermalng morfogeneze,
uwarstwianie i przede wszystkim zréznicowanie fenotypowe [ 18, 75]. Po zadziataniu
czynnikiem EGF, wytwarzanie specyficznych markeréw w procesie kohcowego
réznicowania keratynocytéw, takich jak: filagryna, keratyna 1 i transglutaminaza
keratynocytowa, jest znacznie ograniczone [67, 76], natomiast hamowanie aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej receptora ErbBl wzmaga ekspresje takich markeréw réz-
nicowania, jak keratyna 1i 10 [72].

Wiele czynnikdw z rodziny EGF jest chemoatranktantami dla komorek kera-
tynocytow, a wiadomo, ze regulacja migracji tych komorek jest istotna zaréwno
w procesie gojenia ran, jak i w procesach patologicznego wzrostu tej tkanki. Akty-
wacja receptoré6w EGF-podobnych czynnikéw wzrostowych moze modulowaé mi-
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gracje nie wptywajac natempo proliferacji keratynocytow. W hodowli prawidtowych
ludzkich keratynocytow, TGF-a i EGF wywotujg identyczng odpowiedZ mitogenna,
ale TGF-a daje znacznie silniejszy efekt mitogenny [4]. Jest to tym istotniejsze,
ze w prawidtowym naskorku EGF nie odgrywa istotnej roli, natomiast poziom
TGF-a tak.

REGENERACJA NASKORKA W PROCESIE
GOJENIA RAN

Wiele czynnikéw wzrostowych (PDGF, IGFI, FGF2, VEGF, TGF(3) w tym EGF-
podobne czynniki wzrostowe, odgrywajg istotng role w procesie gojenia ran [6,
24]. Wykazano, ze EGF przyspiesza gojenie ran powstatych w wyniku poparzen,
ran pooperacyjnych, uszkodzen rogéwkowo-nabtonkowych, wrzodow zotgdkowych
i zylnych. Badania na wielu modelach zwierzecych pokazaty, ze egzogenne podanie
czynnika EGF powoduje zwiekszenie tworzenia sie kolagenu, rozwoj granulacji
tkanek, odnawianie epitelium i odnowe unaczynienia w gojacych sie ranach [45,
91]. W zranionej skorze, liczba receptoréw ErbB 1zwieksza sie, przez co odgrywaja
one znaczacg role w stymulacji proliferacji i odnowy komoérek nabtonka w ranie.
Wykazano m.in., ze EGF i TGF-a wzmagaja nie tylko proliferacje keratynocytéw,
ale rowniez migracje tych komorek z obrzezy do wnetrza rany.

Wyniki publikowane w latach dziewieédziesigtych dowodza, ze ErbBI jest cen-
tralnym ogniwem, posredniczagcym we wczesnych etapach gojenia ran. Przede wszy-
stkim dlatego, ze:

a) poziom tego receptora wzrasta i poprzedza odpowiedz hipertroficzng [95],

b) synteza stymulatora przepuszczalnosci naczyniowej i angiogenezy mikrona-
czyniowych komarek epitelialnych VEGF jest stymulowana dziataniem EGF i TGFa
na keratynocyty [28],

) geny keratyny 6 i 16, silnie stymulowane podczas procesu gojenia ran, zawierajg
elementy regulatorowe zalezne od aktywacji ErbBIl [70, 47],

d) aktywator plazminogenu typu urokinazy (odpowiedzialny za lokalng aktywacje
kolagenazy typu IV), odmiennie od metaloproteinaz i TGF[3 [96] jest silnie sty-
mulowany w keratynocytach traktowanych EGF [46].

Keratynocyty wykazuja mitogenng ichemotaktyczng odpowiedz nar6zne czynniki
wzrostowe, ktore sg obecne w gojacych sie ranach. Szczeg6lne znaczenia w tym
procesie przypisuje sie receptorom ErbB, ktérych ligandy sg obecne w srodowisku
gojacych sie ran. Sg to EGF i TGFa wydzielane z a-granul plytek krwi oraz
HB-EGF (i TGFa) wytwarzane przez keratynocyty i makrofagi [61, 85]. Indukowany
uszkodzeniem tkanki wzrost syntezy EGFs oraz ich receptordw przez keratynocyty,
jednoznacznie wskazuje na istotny udziat tych biatek w procesie gojenia ran. Op-
tymalne warunki odnowy nabtonka wymagajg proliferacji i migracji bazalnych kera-
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tynocytow w glab zranionej powierzchni [61, 85]. Wiele proceséw zachodzacych
w komérkach musi byé odpowiednio modulowanych tak, aby umozliwi¢ przemie-
szczanie sie komorek w ghab rany: dynamiczne rozktadanie i sktadanie przylegajgcych
potgczen miedzy komdérkami, ponowne modelowanie matriks komorkowej, utrata
polarnosci komérki i ukierunkowany ruch. Utrata Scistej kontroli nad tymi procesami
prowadzi do patologii np. inwazji komérek nowotworowych [9, 11, 31, 39, 55].

PATOLOGICZNY WZROST KERATYNOCYTOW

Zaburzenia wzrostu i réznicowania keratynocytéw zwigzane sg z wieloma cho-
robami skdry. Nie ulega watpliwosci, ze w hiperplastycznych chorobach skéry
(tuszczyca, zapalne schorzenia alergiczne, chroniczne owrzodzenia itp.) keratynocyty
realizujg patologiczng droge dojrzewania, manifestujacg sie wzmozonym tempem
proliferacji, nienormalng lub wyolbrzymiong odpowiedzig na czynniki wzrostowe,
uposledzonym roznicowaniem i zwiekszong zdolnosScig do migracji. Jednym z naj-
lepiej udokumentowanych przyktadéw wpltywu EGFs na patologiczng proliferacje
keratynocytdw jest tuszczyca. W chorobie tej wykazano podwyzszong ekspresje
gendéw TGFa i amfireguliny. [52,73,74]. Wiele receptordw EGF jest wytwarzanych
w sposdb cigglty w anormalnie roznicujgcej sie warstwie zewnetrznej tuszczacego
sie naskorka. Rowniez podwyzszona ekspresja genu amfireguliny w bazalnych kera-
tynocytach w naskérku daje w efekcie fenotyp podatny na tuszczenie sie.

Podwyzszona synteza receptordw ErbB jest charakterystyczna dla wielu nowo-
tworow tkanek nabtonkowych [16,33]. Zjawisku temu towarzyszy zazwyczaj wWzmo-
zony poziom syntezy wielu peptydéw EGF-podobnych (TGFa, AR, HB-EGF, BTC)
[33].

W przypadku nowotwor6éw skory, zauwaza sie zmieniong ekspresje lub aktywacje
ErbBI, co odgrywa prawdopodobnie istotng role w progresji guza nowotworowego.
Wiele proceséw komoérkowych, takich jak: zmieniona adhezja komérek, ekspresja
biatek degradujacych matriks zewnatrzkomérkowsg i przemieszczanie sie komorek,
jest wspolnych dla keratynocytéw zaréwno w procesie gojenia ran, jak i w guzach
metastatycznych. ErbBI jest regulatorem kazdego z tych proceséw komérkowych
i sugeruje sie, ze przejSciowe i dynamiczne podwyzszenie poziomu ErbBI podczas
procesu gojenia ran lub znacznej hiperekspresji w guzach nowotworowych, wskazuje
na istotny udziat tego biatka w migracji i inwazyjnym potencjale keratynocytow
[45]. Zaobserwowano takze podwyzszony poziom mRNA ErbB 1w p6znym stadium
brodawczaka u myszy, co sugeruje, ze wzrost ekspresji genu tego receptora jest
wczesnym sygnatem rozwoju przednowotworowych zmian keratynocytow [29].
Utrata integralnosci nabtonka jest obserwowana po zaktywowaniu receptora EGF
[9, 12, 39, 44, 92, 98, 104] i fosforylacji tyrozyn biatek potgczen komoérkowych,
co moze reprezentowac przyktadowy mechanizm, przez ktéry EGF reguluje adhezje
komorkowaq [5, 107]. Interakcje w matriks komdrkowej odbywajg sie poprzez pét-
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desmosomy i kontakty zogniskowane, ktorych transbtonowe czesci sktadajg sie
receptorow integryn [34, 107]. Potaczenie keratynocytéw z btong podstawng jest
utrzymywane przez hemidesmosomy i integryne oc6(34. EGF rozrywa to potgczenie
[56]. Caty proces jest zwigzany z fosforylacjg tyrozyny podjednostki (34 integryny.
Czynniki wzrostu mogg takze wptywac na profil ekspresji integryn i rozmieszczenie
na powierzchni komorki [63]. Zaobserwowano, ze EGF powoduje wzrost ekspresji
integryny a2(31 w keratynocytach oraz ze indukowana ligandem migracja moze
by¢ zahamowana poprzez dziatanie przeciwciat dla integryny a2(3l [19].

Zaréwno inwazja komdrek nowotworowych, jak i proces gojenia ran wymagajg
degradacji i powt6rnego tworzenia zewnatrzkomdrkowej matriks [9,55,93]. Procesy
te sq regulowane przez metaloproteinazy matriks i niektére proteinazy serynowe
np. plazmine [106]. Proteinazy serynowe i metaloproteinazy odgrywajg znaczaca
role w migracji i procesie gojenia ran [85]. EGF petni tu role induktora ekspresji
metaloproteinazy matriks (MMP)-9 i aktywatoraplazminogenu typu urokinazy (uPA)
w keratynocytach [11, 50, 54, 64], cho¢ nie tylko EGF jest odpowiedzialny za
wzrost poziomu ekspresji uPA [50].

Dowiedziono, ze zwigkszenie ekspresji receptorow EGF zmienia funkcjonowanie
komorek keratynocytéw normalnych i tumorogennych. Zaréwno w komorkach nor-
malnych, jak ineoplastycznych obserwuje sie odwrotna zalezno$¢ pomiedzy ekspresja
receptora EGF a réznicowaniem [67]. Wiele zmian dotyczacych funkcjonowania
komorki jest zwigzanych z nadekspresjg ErbBl i moze sie cofnaé czesciowo lub
catkowicie po obnizeniu poziomu tego receptora [34, 69]. Poniewaz nadprodukcja
receptora ErbB 1jest skorelowana ze wzmocnieniem potencjatu inwazji lub metastazy
w SCC (ang. squamous cell carcinoma), istotne jest postawienie pytania, czy zmiana
liczby tych receptoréw jest istotna, aby doszto do zmiany poszczegblnych funkcji
w komdrce. Przejsciowa nadprodukcja ErbB 1podczas odnowy nabtonka [85] wska-
zuje, ze odpowiednia regulacja ekspresji genu tego receptora ma istotne znaczenie
w migracji keratynocytéw. Sugeruje to, ze odpowiedZz komdrkowa jest nie tylko
modulowana na poziomie stezenia lub dostepnosci liganda, ale réwniez znaczenie
ma tu gesto$¢ rozmieszczenia receptora. Aby potwierdzi¢ te hipoteze, wykonano
odpowiednie doswiadczenia na ludzkiej linii SCC i stwierdzono korelacje pomiedzy
migracjg komorek zalezng od EGF i ekspresja receptora EGF w normalnych kera-
tynocytach i kilku liniach SCC [65].

Reasumujac EGF-podobne czynniki wzrostowe wptywajg na liczne procesy, istot-
ne zarbwno w odnowie, jak i w patologicznym wzroscie komorek naskorka. W
warunkach fizjologicznych proliferacja keratynocytow jest reqgulowana bezposrednio
(w drodze autokrynnej stymulacji wzrostu, gtéwnie przez TGFa lub HB-EGF)
oraz w sposéb posredni poprzez supresje koAcowego réznicowania i hamowanie
apoptozy. Precyzyjna regulacja liczby odnawianych komorek jest niezbedna dla
podtrzymania odpowiedniej struktury i funkcji naskérka. W procesach gojenia ran,
regeneracja naskorka moze by¢ stymulowana rowniez przez inne EGF-podobne
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czynniki wzrostowe, magazynowane w ptytkach krwi (EGF) lub syntetyzowane
przez aktywowane komérki warstwy brodawkowej skory (ER, HGR). Niewatpliwie,
najwazniejszg role w odbiorze sygnatu indukowanego EGF-podobnymi czynnikami
wzrostowymi odgrywa ErbBI, tak w odnowie tkanki prawidtowej, jak i zranionej,
ajego heterdimeryzacja z ErbB2 i ErbB3 roznicuje sygnat i odpowiedz biologiczna
komorki. Dobrze udokumentowane doswiadczalnie sg takze hipotezy o korelacji
pomiedzy hiperekspresjagEGF-podobnych czynnikéw wzrostowych i ich receptoréw
w chorobach zwigzanych z patologiczng proliferacjg komoérek naskoérka (tuszczyca,
nowotwory nabtonkowe).
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Streszczenie: Wykorzystanie procesu endocytozy kierowanej receptorami (ER) umozliwito opracowanie
metod wektorowych ukierunkowanego wprowadzania makroczasteczek do komérek docelowych. W
artykule przedstawiono r6zne metody wprowadzania DNA do komérek oparte na wykorzystaniu procesu
endocytozy. Szczeg6towo oméwiono wprowadzanie genéw terapeutycznych do komoérek docelowych
za posrednictwem niewirusowych wektoréw zwanych koniugatami molekularnymi. Opisano konstru-
kcje tych wektorow, oméwiono domeny, ktére wigza DNA, ligandy odpowiedzialne za wigzanie z
receptorami w btonie komoérek docelowych, sktadniki, ktére utatwiajg uwalnianie wektora z endosomu
oraz czynniki sygnatowe kierujgce wprowadzane DNA do jadra komorki. Przedstawiono zalety i
ograniczenia koniugatow molekularnych jako wektoréw stuzacych do wprowadzania genéw terapeuty-
cznych do komorek i perspektywy ich wykorzystania dla celéw terapii genowej ex vivo i in vivo.
(Postepy Biologii Komérki 2001; supl. 16: 135-157)

Stowa kluczowe: terapia genowa, wprowadzanie genéw, wektory niewirusowe, koniugaty molekularne,
endocytoza kierowana receptorami

Summary: Receptor-mediated endocytosis (RME) is a type of delivery system by which therapeutic
agents can be specifically transported to their targets. In this paper methods of delivery of macromolecules
via RME are discussed. This review focuses on molecular conjugate vectors as a delivery system of
therapeutic genes to targeted cells. Characteristic of DNA-binding agents, together with further factors
such as cell-specific ligands, endosomal escape and nuclear localisation are discussed. Advantages and
disadvantages of molecular conjugates and future perspectives of application of these vectors for gene
therapy are considered.

(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 135-157)
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endocytosis

1. WSTEP

Postep w biologii molekularnej i biotechnologii dokonany w ostatnich 25 latach
umozliwit wprowadzanie nowych metod do wspotczesnej medycyny. Do takich
metod zalicza sie m.in. terapie genowa. Wiele chordb zostato rozpoznanych jako
choroby genetyczne, ktére majg podtoze w nieprawidtowym funkcjonowaniu po-
jedynczego genu lub zespotu gendéw. Najskuteczniejszym sposobem leczenia choréb
genetycznych wydaje sie by¢ stosowanie terapii genowej, ktora umozliwia leczenie
przez naprawe, zamiane lub zablokowanie funkcji genu odpowiedzialnego za wy-
stapienie danej jednostki chorobowej. Podstawg tej metody jest wprowadzenie do
zmienionych chorobowo komdrek odpowiedniej informacji genetycznej, fragmentu
DNA zastepujagcego wiasny, zmieniony gen i tym sposobem ,naprawienie” nie-
wiasciwie funkcjonujacych komoérek, tkanek, narzagdéw lub catych organizmow [19],
wzglednie selektywne blokowanie ekspresji i translacji odpowiednich genéw [59].

Terapia genowa moze dotyczy¢ komdrek rozrodczych, zygoty przed pierwszym
podziatem lub komérek somatycznych. Zabiegi nakomaérkach rozrodczych cztowieka
ze wzgledu na nieprzewidywalno$¢ skutkbw w odniesieniu do potomstwa i ze wzgle-
déw etycznych sg zabronione. Natomiast zabiegi prowadzone na komérkach so-
matycznych moga umozliwi¢ korygowanie defektéw zaréwno genetycznych, jak
i niegenetycznych. Dlatego w wielu o$rodkach badawczych prowadzone sg préby
wprowadzania gendw terapeutycznych do komérek somatycznych metodami in vitro
oraz préby zastosowania terapii somatycznej do leczenia réznych schorzen, metoda
ex vivo lub in vivo. Chorobami, ktére probuje sie zwalcza¢ tymi metodami, sg
zardwno choroby genetyczne: mukowiscydoza [19, 83, 100], hemofilia [48, 114],
ADA (ostry ztozony zespdt niedoboru odpornosci) [27, 35], fenyloketonuria [43],
adrenoleukodystrofia [92], choroba Gauchera [28], dystrofia miesniowa Duchennea
[42] i inne, jak rowniez choroby nabyte, miedzy innymi: nowotwory [13, 41, 55,
71, 73, 86], choroby ukiadu krazenia [25, 29, 91], choroby neurodegeneracyjne
[40, 58], AIDS [13, 43, 56, 61, 67].

Zasadniczg trudnosScig w rozwoju terapii genowej (dotychczas nie w petni roz-
wigzanag) jest opracowanie specyficznego, powtarzalnego i wydajnego sposobu wpro-
wadzania genu terapeutycznego do organizmu chorego, a najlepiej do wybranego
narzadu lub tkanki. Drugg istotna trudnoscig napotykang po transfekcji komdrek
jest zapewnienie wiasciwej regulacji ekspresji wprowadzonego genu.
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2. WPROWADZANIE GENOW
DO KOMOREK EUKARIOTYCZNYCH

Bardzo trudne jest wprowadzanie fragmentdw DNA (lub plazmidéw z wbu-
dowanym genem terapeutycznym) do komorek docelowych z odpowiednig wy-
dajnosciag i swoistoscig oraz z zachowaniem niezmienionej struktury i wtasciwosci
wprowadzanego genu, tak by mdgt on ulec ekspresji w komdrce, do ktérej zastat
wprowadzony. Opracowano wiele réznych metod wprowadzania makroczasteczek
do komédrek. Mozna wsrdd nich wyroznic:

I. metody fizyko-chemiczne, takie jak:
bezposrednie wprowadzenie za pomocg mikroiniekcji [11],
elektroporacja [2],
techniki biobalistyczne [5],
odwracalna perforacja i permeabilizacja bton [53],
precypitacja z CaPOg [103];

Il. metody wykorzystujgce takie przenosniki, jak:
liposomy (liposomy kationowe, anionowe, obojetne, proteoliposomy) [64,
82],
wektory wirusowe [54, 79],
wektory niewirusowe [14, 17].

Do pierwszej grupy metod nalezg techniki, w ktérych DNA wprowadza sie
do komdérek stosujagc metody fizyczne lub chemiczne [86]. Metody te sg zwykle
ucigzliwe w stosowaniu, charakteryzujg sie r6zng wydajnosciag, ktéra zalezy od
rodzaju metody. Sg dos¢ powszechnie stosowane w badaniach podstawowych i
moga by¢ przydatne w inzynierii komérkowej wykorzystywanej w biotechnologii,
ale trudno sobie wyobrazi¢ ich uzycie w terapii in vivo. Jak dotychczas stuzg przede
wszystkim do konstruowania linii komérek produkujacych wektory wirusowe.

Do drugiej grupy metod nalezg techniki, w ktérych konstruuje sie ,,przenosniki”
(wektory) zdolne do przekazywania informacji genetycznej do komérek. Dopiero
opracowanie systemow ,,przenosnikowych” (liposomy i wektory) umozliwito badania
zmierzajace do wydajnego i selektywnego wprowadzania genéw do komoérek do-
celowych. Wsréd konstruowanych wektordw mozna wyrdznic:

I. wektory wirusowe, takie jak:

retrowirusowe [45],

adenowirusowe [20, 105],

tworzone z wirus6w adenosatelitarnych (ang. Adeno-Associated Virus) [9,89],
oparte na herpeswirusach typu 1 (ang. Herpes Simplex Virus) [95],

oparte na innych wirusach {Polio, Vaccinia, Sindbis) [51, 75];
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Il. wektory niewirusowe, takie jak np.:
koniugaty molekularne [34].

Nalezy zaznaczy¢, ze dotychczas tylko wektory retrowirusowe, adenowirusowe
i lipofekcja sg stosowane w terapii w niektdrych osrodkach klinicznych [1, 27,
45], a w ostatnich latach wektory tworzone z wiruséw adenosatelitarnych i wiruséw
Herpes Simplex zostaty dopuszczone do prob klinicznych [30, 95]. Pozostate metody
to systemy eksperymentalne, testowane na zwierzetach i w hodowlach komdrek
in vitro.

Tworzenie réznych typéw liposomdw, sposoby putapkowania w ich wnetrzu
genow terapeutycznych, czynniki utatwiajace fuzje liposomdw z btonami komaérek
docelowych i sposoby uwalniania DNA do cytoplazmy komoérek zostaty opisane
w pracach przegladowych [46, 64, 82, 112]. Réwniez, wykorzystanie wiruséw jako
wektorow w terapii genowej, wydajnos¢ tych wektoréw, efekty uboczne zwigzane
z ich wprowadzaniem do komoérek i mozliwosci zastosowan klinicznych tych we-
ktorow zostaty omoéwione w wielu pracach przegladowych zaréwno w jezyku an-
gielskim [40, 57, 74, 79, 92], jak i jezyku polskim [43, 44, 54], dlatego pomine
przedstawianie tych wektoréw w niniejszym artykule ograniczajgc sie do omdwienia
wektordw niewirusowych zwanych koniugatami molekularnymi (ang. molecular
conjugates) albo polipleksami biatko/DNA (ang. protein/DNA polyplexes).

3. ENDOCYTOZA RECEPTOROWA NARZEDZIEM
DO SPECYFICZNEGO WPROWADZANIA KONIUGATOW
MOLEKULARNYCH DO KOMOREK DOCELOWYCH

Metoda wprowadzania DNA do komorek przy uzyciu wektoréw zwanych ko-
niugatami molekularnymi oparta jest na wykorzystaniu endocytozy kierowanej re-
ceptorami (por. rys. 2), ktéra jest wysoce specyficznym i selektywnym procesem
transportu substancji zewnatrzkomdrkowych do cytoplazmy, z udziatem btony ko-
madrkowej. Ligandy obecne w $rodowisku po zwigzaniu z komplementarnymi re-
ceptorami na powierzchni komérki sg internalizowane i transportowane do wnetrza
komorki jako kompleksy makroczasteczek z receptorami, zawarte w pecherzykach
zwanych endosomami [66]. Endosomy nie sg przemieszczane w komdrce w sposéb
przypadkowy, ale sg kierowane do odpowiednich przedzialéw cytoplazmy przez
specyficzne biatka odpowiedzialne za kierunkowos$¢ transportu wewngtrzkomar-
kowego i fuzje endosomdéw z pecherzykami przedziatu docelowego lub btong ko-
mérkowa (biatka z rodziny Rab, biatka ARF, t-SNARE i v-SNARE) [62, 63, 80].

Los zinternalizowanych komplekséw ligand-receptor zalezy przede wszystkim
od typu komoarki, w ktorej zachodzi endocytoza oraz rodzaju ligandu zwigzanego
przez specyficzny receptor [63, 93]. Zazwyczaj w kwasnym pH endosomu ligandy,
takie jak np. LDL (lipoproteiny o malej gestosci), EGF, PDGF, kalcitonina, kate-
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cholamina, insulina, interferon oddysocjowujg od receptorow. Receptory w peche-
rzykach ulegajacych recyrkulacji (ang. recycling endosomes) powracajg do tej samej
domeny btony komorkowej, a ligandy zawarte w endosomach wczesnych prze-
chodzac przez kolejne przedziaty w komérce (endosomy sortujgce, p6Zzne endosomy)
kierowane sg do lizosoméw, w ktdrych ulegajg degradacji [66]. Gdy w kwasnym
pH endosomu ligand pozostaje zwigzany z receptorem (np. transferyna), wowczas
zachodzi recyrkulacja zaréwno receptorow, jak i ligandéw, przy czym ligandy sa
uwalniane do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, a receptory zostajg wbudowane
do btony komérkowej. W komdrkach spolaryzowanych, w ktérych zachodzi proces
transcytozy, czesto ligandy i receptory transportowane sg przez komorke i wbu-
dowywane do btony komdrkowej po przeciwlegtej stronie komérki (np. IgA). Gdy
ligandami w endocytozie receptorowej sg wirusy lub toksyny, wtedy ich receptory
ulegaja recyrkulacji do btony komorkowej, ale ligandy sg uwalniane bezposrednio
do cytoplazmy [93].

Komérki ssakéw majg wiasciwe sobie receptory powierzchniowe, ktére umo-
zliwiajg wigzanie i pobieranie na drodze endocytozy réznych ligandéw (por. tab.l).
Niektore typy komérek wykazujg na swojej powierzchni znacznie wiekszg ekspresje
specyficznych receptorow dla okre$lonych zwigzkéw (biatek, peptydéw, wielocu-
kréw) niz inne komdrki tego samego organizmu, narzadu lub tkanki. Znajomo$¢
ligandéw dla receptoréw powierzchniowych specyficznych dla okreslonego typu
komérek ssakéw zostata wykorzystana w konstrukcji wektorow do selektywnego
wprowadzania DNA do wybranych komdrek docelowych [17, 47]. Wektory te,
zwane koniugatami molekularnymi (ang. molecular conjugates), sktadaja sie z li-
gandu potgczonego kowalencyjnie z biatkiem lub peptydem, z ktérym dzieki od-
dziatywaniom elektrostatycznym zwigzane jest terapeutyczne DNA.

Pierwszy koniugat molekularny skonstruowali Wu G. iWuC. w 1987 r. Wybranym
przez nich ligandem kowalencyjnie zwigzanym z kompleksem biatko/DNA (po-
lipleks) byfa glikoproteina asialoorosomukoid (ASOR), ktora jest specyficznie po-
bierana w drodze endocytozy receptorowej przez komorki watrobowe. Autorzy
ci plazmid pSV2CAT z wbudowanym genem dla bakteryjnego enzymu CAT (acety-
lotransferazy chloramfenikolu) wprowadzili w polipleksie ASOR/biatko/DNA do
komarek HepG2, ktére wykazuja silnaekspresje receptorow asjaloglikoproteinowych
(250 000 receptoréw/komarke). Komarki HepG2 wykazywaty wysoka wydajnos¢
transfekcji i ekspresje genu CAT [108]. Doswiadczenia przeprowadzone in vitro
zostaly potwierdzone przez badania na zwierzetach. Wprowadzenie myszom za
pomoca dozylnej iniekcji doogonowej koniugatu molekularnego ASOR/biatko/CAT,
ze znakowanym radioaktywnie genem, wykazato znacznie wyzszg radioaktywno$¢
w komérkach watroby niz w innych komérkach organizmu (ok. 85%). Gdy samo
znakowane DNA (nie wbudowane do koniugatu molekularnego) wprowadzono bez-
posrednio do krwioobiegu zwierzecia, tylko 17% znakowanego DNA znajdowano
w komorkach watroby [109]. Obiecujace wyniki pierwszych préb zastosowania
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koniugatow molekularnych do selektywnego wprowadzania gendéw do okre$lonych
komoérek zapoczatkowaty w wielu pracowniach badania nad opracowaniem nowych
niewirusowych wektoréw dogodnych dla terapii genowej réznych schorzen.

4. KONIUGATY MOLEKULARNE

Schemat budowy koniugatow molekularnych zwanych tez polipleksami bial-
ko/DNA przedstawia rysunek 1. Wektory te ztozone sg zazwyczaj z 4 domen:
1- domena, ktdéra wigze wprowadzane DNA (ang. DNA-binding agent),

2 - ligand, ktory specyficznie wigze sie z odpowiednim receptorem na btonie komarki
docelowej (ang. cell-specific targeting ligand),
3- czynnik lizujacy, ktéry umozliwia uwolnienie wektora zendosomu do cytoplazmy

(ang. endosomal lysis agent),

4 - domena utatwiajgca wprowadzenie genu do jagdra komorkowego (ang. nuclear
localization signals).

RYSUNEK 1 Schemat budowy koniugatu molekularnego. Gen terapeutyczny lub oligonukleotyd
(DNA) potaczony jest wigzaniem jonowym z czynnikiem wigzacym (polikation), z ktdrym zwigzane sa
réwniez: ligand (kwadrat), ktory specyficznie wiaze sie z odpowiednim receptorem na btonie komérki
docelowej, czynnik lizujacy (tréjkat), ktéry umozliwia uwolnienie wektora z endosomu do cytoplazmy
oraz domena (koto) utatwiajagca wprowadzenie genu do jadra komérkowego; (na podstawie danych [17,
39,94, 101])
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4.1. Domeny, ktére wigzg DNA (ang. DNA-binding agents)

W koniugatach molekularnych odpowiednio dobrany gen terapeutyczny, ktéry
ma by¢é wprowadzony do komorki docelowej, musi zostaé potgczony z domeng
wigzacg w taki sposdb, aby nie uszkodzi¢ struktury wprowadzanego genu i umozliwic¢
skonstruowanie wektora o jak najkorzystniejszych parametrach dla pobrania go
przez komérke w drodze endocytozy.

Najpowszechniej stosowanym do wigzania DNA czynnikem jest poli-L-lizyna
(PLL), polikation ztozony z powtarzajgcych sie reszt lizyny o dtugosci czasteczki
od 15 do okoto 1000 reszt lizynowych [17, 34, 99, 101, 108]. Powstanie kompleksu
PLL-DNA nastepuje przez utworzenie wigzania jonowego miedzy obdarzonymi
tadunkiem dodatnimi grupami aminowymi PLL, a ujemnie natadowanymi grupami
fosforanowymi DNA. Podczas reakcji wigzania zachodzi zmiana konformacji czg-
steczki DNA z kowalencyjnie ciagtej struktury kolistej lub superhelikalnej na stru-
kture pierscieniowg (toroid structure). Powstajgce struktury majg Srednice 80-100
nm, co umozliwia ich pobieranie w drodze endocytozy przez wiekszo$¢ komoérek
ssakdw [18, 98]. Jak wykazano doswiadczalnie, wielko$¢ czasteczki PLL ma duzy
wplyw na ksztatt, wielkos$¢ i tadunek powstajagcych kompleksow PLL-DNA [34].
Najbardziej stabilne i skondensowane polipleksy, o $rednicy do 80 nm, uzyskiwano
przy uzyciu duzych czasteczek PLL, o dtugosci tancucha liczacego ponad 1000
reszt lizynowych [110].

W pracowni Wagnera syntetyczne polikationy zostaty wykorzystane jako domeny
wigzace DNA w koniugatach molekularnych. Polietylenoimina (PEI), polimer o
silnie rozgatezionych tancuchach, zsyntetyzowany z pierwszo-, drugo- i trzecio-
rzedowych amin, zostat wykorzystany do wprowadzenia kilku oligonukleotydéw
lub plazmidéw do roznych typéw komérek w hodowli in vitro [7]. PEl jako polikation
ma zdolno$¢ wigzania DNA podobnie jak poli-L-lizyna, ale rdwnoczes$nie posred-
niczy w uwalnianiu DNA z endosomu do cytoplazmy. Dzieki specyficznej budowie
czasteczki, ktéra posiada koncowe grupy aminowe zdolne do jonizacji w pH 6,9
i wewnatrzczasteczkowe grupy aminowe zdolne do jonizacji w pH 3,9, polikation
PEI wywotuje zmiany w pH wewnatrz pecherzyka endocytarnego, ktore prowadzg
do pecznienia pecherzyka i uwolnienia koniugatu z endosomu [7]. Doswiadczalnie
wykazano, ze uwolnione do cytoplazmy polipleksy PEI/DNA bardzo tatwo wnikajg
do jadra komdrkowego [36]. Przeprowadzone proby transfekcji komdrek zaréwno
w hodowli in vitro, jak i in vivo wykazaly, ze polipleksy ligand/PEI/DNA (np.
transferyna/PEI/DNA lub anty-CD3/PEI/DNA) z wysoka wydajno$cig wprowadzajg
geny do ludzkich komérek nowotworowych mozgu i nerek oraz komérek nabtonka
jelitowego [6, 7, 102].

Ostatnio doniesiono, ze rozne, rozpuszczalne w wodzie, polimery pochodnych
metakrylanu i metakrylamidu sg zdolne do tworzenia z DNA skondensowanych
kompleksow i moga by¢ stosowane jako domeny wigzace DNA w koniugatach
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molekularnych [97]. Van de Wetering i wsp. wykazali, ze wydajnos$¢ transfekcji
komérek takimi polipleksami w znacznym stopniu zalezy od rodzaju i wielkosci
czasteczki polimeru, ktéra jest domeng wigzaca DNA. Najwyzsza wydajnosé trans-
fekcji uzyskano przy zastosowaniu polimeru p(DMAEMA) (ang. poly[2-9dimet-
hylamino)ethyl methacrylate]), ktéry w fizjologicznym pH ulega protonowaniu i
moze dziata¢ destabilizujgco na btone endosomu, co w rezultacie prowadzi do
rozerwania pecherzyka i uwolnienia polipleksu do cytoplazmy komérki [97].

Naturalnymi biatkami stosowanymi do wigzania DNA w koniugatach moleku-
larnych sa spermina i spermidyna [17, 65] oraz histony, biatka, ktore wykazujg
zaréwno zdolno$¢ upakowywania DNA, co utatwia tworzenie matych poliplekséw,
jak i utatwiajg wnikanie wektoréw do jagdra komorkowego [3, 12].

4.2. Ligandy koniugatéw molekularnych
(ang. cell-specific targeting ligands)

Skonstruowanie pierwszego polipleksu, w ktérym gen CAT zwigzany w koniugacie
molekularnym z PLL ize specyficznym ligandem (ASOR) zostat z duzg wydajnoscia
wprowadzony do zadanych komorek (hepatocytow), bylo poczatkiem poszukiwan
nowych wektoréw, ktére przez wbudowanie wiasciwie dobranego ligandu zapew-
nityby wysoka specyficzno$é wprowadzania DNA do wielu typéw komorek do-
celowych. ASOR oraz inne asialoglikoproteiny zostaty wykorzystane do konstrukcji
poliplekséw, przy zastosowaniu ktérych mozna wprowadzaé¢ do hepatocytéw geny
terapeutyczne dla nowotworéw watroby, fenyloketonurii, analbuminemii [88]. W
niektérych stanach patologicznych watroby (cukrzycy, nowo- tworach, marskosci
watroby) ekspresja receptorow asjaloglikoproteinowych na powierzchni hepatocytow
jest niska, co wyklucza stosowanie polipleksow ASOR/polikation/DNA do spe-
cyficznego wprowadzania gendw terapeutycznych. Komorki takie mozna transfe-
kowa¢ z dobrg wydajnoscig wykorzystujagc koniugaty molekularne, w ktérych
ligandem jest biatko MCS (ang. malaria circumsporozite) [90].

Plank i wsp. wykazali, ze asialoorosomukoid, biatko, ktére wigze sie z receptorem
asjaloglikoproteinowym przez koficowagrupe galaktozowg, moze by¢ w polipleksach
ASOR/PLL/DNA zastgpione przez syntetyczny koniugat galaktozowy nie powodujac
obnizenia wydajnosci i specyficznosci wprowadzania DNA do komarek watroby
[76]. Doniesienie to zapoczgtkowato poszukiwania syntetycznych ligandow wig-
zacych sie z receptorami komérek, do ktérych maja by¢ wprowadzone terapeutyczne
geny.

Czesto stosowanym naturalnym ligandem, ktéry jest wbudowywany do koniu-
gatow molekularnych jest transferyna. Wykazano w badaniach in vitro na komérkach
HL-60, SW403, Hep 2, Lovo, ze polipleksy transferyna/polikation/DNA moga by¢
skuteczne w leczeniu m.in. nowotworéw ptuc i watroby oraz w terapii genowej
leukemii hematopoetycznej [87, 99]. Efektywnos¢ wprowadzania genow za po-
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Srednictwem transferyna/DNA polipleksow mozna znacznie zwiekszy¢ w obecnosci
takich zwigzkéw, jak chelator Fe desferioksamina (ang. desferrioxamine), ktore
stymulujg ekspresje receptoréw transferyny na btonie komoérek docelowych [14].

Zwiekszona ekspresja receptoréw dla EGF na komorkach nowotworowych zostata
z powodzeniem wykorzystana do transfekcji roznych komérek rakowych (m. in.
raka ptuc) za posrednictwem EGF/polikation/DNA poliplekséw [23]. Rowniez inne
czynniki wzrostowe sg wykorzystywane jako ligandy w koniugatach molekularnych,
wowczas gdy komdrkami docelowymi dla wprowadzanych genéw sg ko-
morki wykazujace wysoka ekspresje receptorow dla tego czynnika. Wykorzystujac
FGF/PLL/DNA polipleksy skutecznie transfekowano ludzkie fibroblasty w hodowli
pierwotnej [113].

Wiele typow komdrek nowotworowych wykazuje na btonie komérkowej silng
ekspresje receptoréw folianowych, dlatego polipleksy kwas foliowy /polikation/DN A
dajg mozliwo$¢ ukierunkowanego wprowadzania gendw do komoérek rakowych i
zastosowania tych wektorow w terapii genowej nowotworow nerek, jelita, pecherza,
jajnika, mozgu, ptuc [23, 37, 104].

W koniugatach molekularnych, ktére sa konstruowane w celu ukierunkowanego
wprowadzania gendw terapeutycznych do zmienionych chorobowo komérek itkanek,
jako ligandy uzywane sg r6zne makroczasteczki, ktére moga by¢ specyficznie wigzane
przez dany rodzaj komorek np. przeciwciata anty-CD3 i anty-CD5 do transfekcji
ludzkich limfocytéw T [10, 101], lektyny roslinne i lektyny bakteryjne do transfekcji
komarek nabtonka jelitowego i nabtonka oddechowego [111], mannoza jako ligand
wigzacy polipleksy Man/PEI/DNA z komdérkami dendrytycznymi (ang. dendritic
cells) [24] i wiele innych.

Wiasciwy dobor liganda i dotgczenie go do domeny wiazacej DNA w koniugacie
molekularnym zapewnia wysoka specyficzno$¢ wigzania wektora z komoérkg do-
celowg zaréwno in vitro, jak i in vivo, nie gwarantuje jednak zadowalajgcej wy-
dajnosci wprowadzania wektora do komorki. Metode zwiekszenia wydajnosci
transfekcji komérek przy zastosowaniu koniugatow molekularnych zaproponowali
Muller i wsp. [68]. Autorzy ci jako ligand polipleksu wykorzystali kapsyd ludzkiego
wirusa papiloma (HPV). Rowniez replikowane, defektywne adenowirusy zastoso-
wano jako ligandy poliplekséw, dzieki ktdrym z dobrg wydajnoscig wprowadzano
geny terapeutyczne zaréwno do komérek nowotworowych w hodowli, jak i w or-
ganizmie (np. gen supresorowy p53 do komorek raka ptuc) [69, 70].

Ostatnio w celu zwiekszenia wybidrczosci wigzania i wydajnosci wprowadzania
poliplekséw do réznych komérek in vivo opracowano nowy typ wektoréw ligand/po-
likation/DNA [4,72]. W wektorach tych PLL lub PEI zostaly kowalencyjnie zwigzane
z glikolem polietylenowym (PEG). Sprzezenie z PEG (ang. PEGylation) dodatnio
natadowanych czasteczek koniugatéw nadaje ich powierzchni tadunek ujemny, co
zwieksza ich stabilnos¢ i znaczaco redukuje wigzanie biatek surowicy i agregacije
poliplekséw wprowadzonych do krwioobiegu organizmu docelowego. Podane in
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vivo we wlewie dozylnym PEG-polipleksy sgrowniez ,,niewidoczne” dla makrofagéw
i wykazuja wiekszg skuteczno$¢ targetingu do komérek docelowych i znacznie
wyzsza ekspresje wprowadzanych genéw, w poréwnaniu z analogicznie podanymi
polipleksami, ktére nie byty zwigzane z glikolem polietylenowym (ang. non-PE-
Gylated complexes) [72, 102].

4.3. Sktadniki uwalniajace DNA z endosomow

Koniugat molekularny dostaje sie do komérki w drodze endocytozy receptorowej
(rys. 2), ktdrej przebieg zalezy od typu komorki docelowej oraz rodzaju i wielkosci
czasteczki polipleksu wigzacego sie z receptorem na powierzchni komérki. Zwykle
polipleksy ligand/polikation/DNA oddysocjowujg od receptorow w kwasnym pH
endosoméw wczesnych i przechodzg kolejne etapy charakterystyczne dla procesu
endocytozy kierowanej receptorami wraz z fuzjg endosomu z lizosomem. W celu
ograniczenia degradacji przez enzymy lizosomowe wprowadzonego w koniugacie
DNA, czesto transfekcje komdrek prowadzi sie w obecnosci zwigzkoéw, ktdre pod-
noszg pH wewnatrz endosoméw (np. chlorochina) [39, 106]. Aby zapobiec fuzji
endosomu (zawierajgcego wprowadzany wektor) z lizosomem, do koniugatow mo-
lekularnych wbudowuje sie domeny, ktére posrednicza w destrukcji endosomow.

polipleks

receptor

endosom

pecherzyk

"rozerwany"
endosom

komorka uwolniony
polipleks

RYSUNEK 2. Wprowadzanie koniugatow molekularnych (poliplekséw) do komorki docelowej w drodze
endocytozy kierowanej receptorami; (schemat na podstawie rysunku 1idanych [17, 39, 94, 101])
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RYSUNEK 3. Wprowadzanie DNA do komérek watroby za posrednictwem poliplekséw
ASOR/PLL/DNA: A - transfekcja komérek réwnocze$nie defektywnym adenowirusem (szescian) i
polipleksem ASOR/PLL/DNA (koto). B - transfekcja komorek polipleksem adenowirus-
/ASOR/PLL/DNA, opis w tekscie w rozdziale 4.3 (wg [18] zmodyfikowane)
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Curiel i wsp. opracowali metode, w ktérej wykorzystali defektywny ludzki ade-
nowirus (dI312 otrzymany z genu Ela) jako czynnik uwalniajagcy koniugaty z en-
dosoméw [21]. Adenowirusy sg internalizowane do komdérek w drodze endocytozy
kierowanej receptorami i wydostajg sie bezposrednio do cytoplazmy podstawowej
komorki gospodarza dzieki fuzji wirusowego kapsydu z btongendosomu, co prowadzi
do utworzenia poréw w btonie pecherzyka i lizy endosomu [38]. Inkubacja komérek
ze zreplikowanym defektywnym adenowirusem i polipleksem ligand/PLL/DNA pro-
wadzi do internalizacji obu typow czastek, ktore sg wigzane niezaleznie przez swoiste
receptory na btonie komdrki (rys. 3 A). Dzieki fuzji powstatych pecherzykéw oba
rodzaje pobranych makroczasteczek moga dosta¢ sie do tego samego endosomu,
co w koncu prowadzi do lizy pecherzyka i uwolnienia DNA do cytoplazmy komorki
[21]. Zastosowanie tej metody zwiekszyto w istotny sposdb wydajnos¢ wprowadzania
genéw do komorek docelowych. Opracowano modyfikacje tej metody, w ktorej
adenowirusy sg bezposrednio dotgczane do polipleksow (rys. 3 B). Polipleksy ade-
nowirus/ligand/PLL/DNA po zwigzaniu z receptorem (albo dla ligandu obecnego
w koniugacie molekularnym, albo dla adenowirusa) na btonie komdrki docelowej,
dostajg sie do endosomoéw, w ktérych dzieki obecnosci adenowirusa dochodzi do
lizy pecherzyka i uwolnienia polipleksu do cytoplazmy komérki [22]. W efekcie
stosowania komplekséw molekularych w potgczeniu z adenowirusem poziom eks-
presji gendw wprowadzanych do komérek wzrastat od 1000 do 2000 razy w po-
rébwnaniu do stosowania samych poliplekséw zawierajgcych takie same ligandy
(ASOR, transferyna, EGF, FGF, kwas foliowy i inne) [18, 21, 20, 50]. Wykazano,
ze wykorzystanie poliplekséw potaczonych z adenowirusami umozliwia réwniez
skuteczng transfekcje komarek, ktdre nie posiadaja specyficznych receptoréw powie-
rzchniowych. Za pomoca poliplekséw adeno/EGF/PLL/DNA wprowadzono DNA
do komoérek raka ptuc linii SCLC (ang. small cell lung cancer), ktére wykazujg
niska ekspresje receptorow EGF [32]. Chociaz adeno-koniugaty charakteryzuja sie
znaczng efektywnos$cig wprowadzania terapeutycznego DNA do komoérek doce-
lowych, to ich zastosowanie w terapii genowej in vivo jest ograniczone, przede
wszystkim z powodu niespecyficznego wprowadzania poliplekséw (przez receptory
wigzace adenowirusy) do réznych typow komoérek, jak rowniez przez wzrost to-
ksycznosci spowodowany biatkami ludzkich wirusow [18]. Aby obnizy¢ toksycznos¢
stosowanych adeno-poliplekséw, podjeto préby wprowadzania kurzych wiruséw
jako sktadnika koniugatu, ktéry doprowadza do lizy endosoméw i powoduje uwol-
nienie DNA do cytoplazmy komoérek docelowych, np. kurzy adenowirus (CELO
Virus) daje bardzo dobre rezultaty w transfekcji komérek ludzkich, poréwnywalne
do otrzymywanych przy stosowaniu ludzkich defektywnych adenowirusow [16].

W celu unikniecia toksycznosci koniugatéw molekularnych potgczonych z de-
fektywnymi adenowirusami w wielu pracowniach skoncentrowano badania na zna-
lezieniu niewirusowych czynnikéw lizujacych. Rafalski i wsp. wyizolowali
20-aminokwasowy, N-koricowy peptyd z hemaglutyniny HA-2 wirusa grypy i wbu-
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cytoplazma rozerwany
endosom

"uwolniony
polipleks"
receptor dla NLS

(RNLS)

B-2

jadro

TC4 B-2

p97

RNLS

RYSUNEK 4. Aktywny transport koniugatow molekularnych
do jadra komérki, opis w tekscie w rozdziale 4.4; (schemat na
podstawie rysunku 2 i danych [17, 39, 94, 101])

dowali go do polipleksu trans-
feryna/PLL/DNA. Peptyd ten,
przez insercje do btony endo-
somu itworzenie w niej porow,
ktére prowadza do lizy peche-
rzyka, utatwia wprowadzanie
DNA do cytoplazmy ijadra ko-
morki docelowej [78, 102].

W ostatnich latach wykaza-
no, ze uwolnienie koniugatow
molekularnych z endosomu
komorki mozna znacznie ufa-
twi¢ przez dodanie syntetycz-
nych, amfipatycznych pepty-
déw anionowych, ktére w
kwasnym pH destabilizuja
dwuwarstwe lipidowa btony i
dziatajg podobnie jak peptydy
wirusowe. Peptydy takie (np.
peptyd GLFEALLELLESL-
WELLLEA) zwiekszaja od
100 do 1000 razy wydajnosc
transfekcji réznych linii komo-
rek w hodowli in vitro, w za-
leznosci od rodzaju peptydu,
wielkos$ci czasteczki wprowa-
dzanego DNA, rodzaju i wiel-
kosci polikationu wigzacego
DNA i typu komorki docelo-
wej [26, 49].

Innymi czynnikami posred-
niczagcymi w uwalnianiu DNA
zpolipleks6w wprowadzonych
do komoérek docelowych sg
biatka strukturalnie zblizone

do toksyn bakteryjnych, np. biatko GD5 odpowiadajgce podjednostce toksyny krztu-
$ca lub biatko ETA strukturalnie przypominajace egzotoksyne A bakterii szczepu
Pseudomonas. Biatka te nasladujac toksyny bakteryjne omijajg w szlaku endocytozy
fuzje endosomu z lizosomem i utatwiajg wprowadzanie DNA do jadra komdrkowego
[31, 96]. Wciaz prowadzone sg poszukiwania niewirusowego czynnika, ktéry wbu-
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dowujac sie z polipleksem do endosomu moze prowadzié do efektywnego uwalniania
wektora do cytoplazmy komérki docelowe;j.

4.4. Domeny ulatwiajgce wprowadzenie wektora do jagdra komorki
(ang. nuclear localization signals)

Gtowng przeszkoda w wykorzystaniu koniugatéw molekularnych do terapii ge-
nowej jest fakt, ze kierunkowo wprowadzony do komérki docelowej gen nie ulega
w niej ekspresji, gdyz uwolniony do cytoplazmy koniugat nie dostaje sie do jadra
komérki [84,94]. Aby zapewni¢ aktywny transport koniugatu do jadra, do polikationu
wigzacego DNA dotgczana jest domena sygnatowa NLS (ang. nuclear localization
signals) [12], biatko lub peptyd zawierajacy charakterystyczng sekwencje amino-
kwasowg obecng w wielu polipeptydach jadrowych (np. histonie HI). Po uwolnieniu
polipleksu z endosomu do cytoplazmy komérki koniugat zostaje rozpoznany przez
specyficzny receptor cytoplazmatyczny RNLS (rys. 4). Aktywno$¢ receptora RNLS
jest stymulowana przez inne cytoplazmatyczne biatko zwane p97 [77]. Kompleks
RNLS-koniugat molekularny wigzany jest w obrebie poru otoczki jadrowej. ROw-
noczesnie kompleks biatek B-2 i TC4 stymuluje translokacje koniugatu do jadra,
uczestniczy w dysocjacji polipleksu i uwolnieniu terapeutycznego DNA, ktére w
jadrze komérki ulega integracji zgenomem komorki docelowej i podlega transkrypcji
[94].

Ostatnio wykazano doswiadczalnie i na podstawie komputerowego modelowania
molekularnego, ze istotnym czynnikiem limitujgcym ekspresje wprowadzanego genu
jest dysocjacja koniugatu molekularnego w jadrze i uwolnienie DNA, ktére w zna-
cznej mierze zalezy od wielkosci i rodzaju czasteczki polikationu wigzacego DNA
[84]. Jak doniesiono z pracowni Wagnera, ekspresja genéw wprowadzanych za
pomoca poliplekséw do komdrek w hodowli in vitro w istotny sposéb zalezy réwniez
od fazy cyklu komérkowego, w ktérej znajdujg sie transfekowane komorki. Gdy
komérki znajdowaty sie w fazie S lub G2, aktywnos$¢ luciferazy, ktorej gen wpro-
wadzano za posrednictwem roznych typow poliplekséw (np. transeryna/PLL lub
transferyna/PEI lub adeno/PEl), byta od 30 do 500 razy wyzsza niz w transfe-
kowanych komédrkach, ktére znajdowaty sie w fazie G1 cyklu [8]. Wyniki tych
doswiadczen wskazujg na potencjalnie znacznie wiekszg przydatnos¢ stosowania
polipleksow do wprowadzania genéw terapeutycznych do komoérek szybko dzie-
lacych sie niz do komérek nie proliferujgcych.

5. ZALETY | OGRANICZENIA KONIUGATOW
MOLEKULARNYCH

Wyniki badan przeprowadzonych w ostatnich latach wskazujg, ze koniugaty mo-
lekularne moga sta¢ sie znacznie bardziej wszechstronnymi wektorami niz inne
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dotychczas stosowane. Wektory te wykazujg najwiekszg specyficznos¢ targetingu
gendw terapeutycznych lub oligonukleotyddw do wielu typéw komaorek, umozliwiajg
ich wprowadzanie zaréwno do komorek invitro, jak i in vivo, moga by¢ wykorzystane
przy przenoszeniu genéw do komdérek proliferujgcych i komdrek nie dzielgcych
sie. Wektory te pozbawione sg szeregu ograniczen, ktére majg wektory wirusowe,
takich jak: niebezpieczenstwo integracji genomu wirusa z genomem komérki go-
spodarza, mozliwo$é przypadkowej eliminacji komoérek docelowych oraz neutra-
lizacji lub zniszczenia produktu wprowadzonego genu terapeutycznego przez biatka
wirusa, ktory zostat zastosowany jako wektor [17, 34, 81].

Obecnie stosowanie polipleksow do wprowadzania genow terapeutycznych do
komérek ma dwa gtéwne ograniczenia: stosunkowo niskg wydajnos¢ transferu genow
i czesto przejSciowq ekspresje wprowadzanych gendw. Najbardziej obiecujgcymi
zaletami tych wektorow jest potencjalne bezpieczenstwo ich stosowania oraz zna-
cznie wieksza niz innych wektorow kierunkowos¢ wprowadzania genéw [17, 94].
Wyniki badan przeprowadzonych w r6znych pracowniach na wielu typach komorek
w hodowli oraz na zwierzetach pozwalajg przypuszczaé, ze koniugaty molekularne
beda mogty by¢ stosowane do leczenia chordb zarbwno metodami ex vivo, in situ
(miejscowo), jak tez in vivo. Odpowiedni wybdr polipleksu zapewniajacy wysoka
skutecznosc¢ targetingu daje potencjalng mozliwos$¢ stosowania tych wektoréw nawet
w przypadkach, gdy sukces terapeutyczny zalezy od eliminacji komérek docelowych.
Wysoka wybi6rczos¢ transferu gendw do komoérek docelowych za posrednictwem
poliplekséw wskazuje na mozliwo$¢ zastosowania tych wektordw w terapii choréb
dziedzicznych, ktora nie wymaga znacznej wydajnosci wprowadzania genu tera-
peutycznego.

W leczeniu wielu choréb dziedzicznych zazwyczaj wystarcza, aby tylko czes¢
zmienionych chorobowo komdrek zostata ,,naprawiona” i zaczeta prawidtowo fun-
kcjonowaé. W terapii genowej wielu chorob nabytych, a szczeg6lnie nowotwordw
(do leczenia ktorych wcigz poszukuje sie nowych, skutecznych metod), konieczna
jest zarowno doskonata selektywnos$é, jak i duza wydajnos¢ transferu gendw. Jak
wskazujg wyniki doswiadczen przeprowadzanych na réznych typach komoérek no-
wotworowych, koniugaty molekularne, ktére wykorzystujg droge endocytozy Kkie-
rowanej receptorami do wnikania do komorek, spetniajg wymadg wybidrczego
wprowadzania DNA do komérek docelowych najlepiej ze wszystkich dotychczas
stosowanych wektorow [17, 23, 39, 104]. Aby osiggna¢ zadowalajgcg wydajnosé
targetingu do komdérek nowotworowych, istotne wydaje sie dobranie odpowiedniej
strategii terapii antynowotworowej. Omowienie tego zagadnienia mogtoby by¢
tematem niezaleznego artykutu i zostato w mniej lub bardziej szczegétowy sposéb
opisane w kilku artykutach przeglagdowych [43, 55, 86], dlatego zasygnalizuje tylko
najwazniejsze ze stosowanych strategii. Sg to:
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e wprowadzanie do komérek nowotworowych genéw ,,samobdjczych”,

e immunostymulacja,

e ,Naprawa nowotworéw” za pomocag terapii antysensowej przez wprowadzanie do
komorek oligonukleotyddw, ktére hybrydyzujac z DNA gospodarza lub mRNA
genu docelowego, powodujg ,,wyciszanie” onkogenéw lub stymulacje antyonko-
genow i moga hamowac niekontrolowane podziaty komorek [59].

Wyniki badan przeprowadzonych na réznych komdrkach nowotworowych w
hodowli in vitro oraz in vivo na zwierzetach pozwalajg przypuszczaé, ze koniugaty
molekularne bedg mogty by¢é wprowadzone do préb klinicznych do leczenia roznych
typéw nowotwordw ludzkich po opracowaniu optymalnej strategii terapii [33, 60,
88, 104].

Porownanie poliplekséw z innymi dotychczas stosowanymi wektorami wskazuje,
ze prawdopodobnie wkrotce koniugaty molekularne zostang dopuszczone do préb
klinicznych i w najblizszej przysztosci stang sie bardzo dobrym narzedziem w
terapii genowej. Wydaje sie tez mozliwe, ze w krétkim czasie zostang skonstruowane
tzw. ,syntetyczne wirusy”, ktore zachowujac wszystkie zalety koniugatow bedg
miaty zdolno$¢ kierunkowego uwalniania wprowadzanych genéw, ktorg mozna
osiggna¢ przez dolgczenie do wektora, obok wprowadzanego genu, réwniez pro-
motora tkankowo-specyficznego odpowiadajgcego za wybidrcza transkrypcje genu
terapeutycznego [17, 34, 33, 81]. Nalezy pamietac, ze wektory przysztosci powinny
cechowacé sie wysokg pojemnoscia, wydajnoscig i selektywnoscig, zapewniaé¢ wia-
Sciwg integracje genu terapeutycznego z genomem komorki gospodarza oraz dziataé
bez wywotywania skutkéw ubocznych. Znalezienie za pomocg inzynierii komor-
kowej takich wektoréw rozwiazatoby problem targetingu gendw i oligonukleotyddéw
skierowany selektywmie do wybranych komorek i pozwolitoby wielokrotnie obnizy¢
bardzo wysokie dotychczasowe koszty terapii genowej wielu choréb [52].
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ZNACZENIE PRZECIWCIAL ANTY-GAL*

THE SIGNIFICANCE OF ANTI-GAL ANTIBODIES

Marcin KLEJMAN, Joanna BERETA

Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw

Streszczenie: Surowice cztowieka, naczelnych i malp waskonosych zawieraja unikalne przeciwciata
anty-Gal skierowane przeciwko epitopowi Galal-3Gal(31-4GIcNAc (a-gal). Przeciwciata o takiej spe-
cyficznos$ci stanowia najpowszechniejszg grupe przeciwciat w surowicach tych gatunkéw. Przeciwciata
anty-Gal zaangazowane sg w szereg proceséw zwigzanych z obrong organizmu, moga jednak réwniez
uczestniczy¢ w patogenezie niektérych choréb. Anty-Gal moga potencjalnie stanowi¢ pierwsza linie
obrony przeciwko niektorym pasozytom, wirusom i bakteriom; aktywowac kaskade dopetniacza na
powierzchni niektorych komoérek nowotworowych; regulowaé usuwanie starych i nieprawidtowych
erytrocytéw. Podniesiony poziom anty-Gal wykazano w szeregu chor6b autoimmunologicznych, miedzy
innymi w chorobie Gravesa-Basedowa, gdzie przeciwciata te aktywuja komérki pecherzykowe tarczycy.
Przeciwciata anty-Gal sg réwniez pierwsza przeszkoda w przeprowadzeniu udanej transplantacji czto-
wiekowi organéw takich ssakéw, jak Swinia, gdyz wiekszo$é przeciwciat odpowiedzialnych za nadostre
odrzucenie takich przeszczepéw to anty-Gal.

(Postepy Biologii Komérki 2001 : supl. 16: 159-170)

Stowa kluczowe: epitop a-gal, przeciwciata naturalne, dopetniacz, transplantacja

Summary: Human, ape and Old World monkey sera contain unique unti-Ga! antibodies directed against
Galal-3Gaipi-4GIcNAc epitope (a-gal). It is the most common antibody specificity within the sera of
these animals. Anti-Gal antibodies are involved in many processes of immune defence but they might
be also involved in pathogenesis of some disorders. Anti-Gal might be the first line of defence against
some parasites, viruses and bacteria. They activate complement cascade on the surface of some cancer
cells and regulate senescent or pathological erythrocytes clearance. Elevated levels of anti-Gal antibody
were shown in many autoimmunological disorders. For example in Graves’ disease anti-Gal antibodies
activate thyrocytes. Anti-Gal antibodies are also the most important barrier to successful transplantation
of organs obtained from mammals such as pig to human. Most common Xxenoreactive antibodies
responsible for hyperacute organ rejection are in fact anti-Gal antibodies.

(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 159-170)

Keywords: epitope (a-gal), natural antibodies, complement, transplantation
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Przeciwciata anty-Gall skierowane przeciwko koncowej reszcie galaktozy wy-
stepujacej w tancuchach oligosacharydéw opisano i wyizolowano na poczatku lat
osiemdziesiatych [1, 2]. Specyficzno$¢ wzgledem epitopu Galal-3Gal(3l1-4GIcNAc
(a-gal) (rys. 1) zostata okre$lona dzieki wigzaniu sie przeciwciat anty-Gal do gli-
kolipidow o zdefiniowanej strukturze pochodzacych z erytrocytow krolika [3]. Wy-
kazano réwniez, ze przeciwciata anty-Gal maja Scisle okreslong swoisto$¢ wzgledem
epitopu a-gal, nie wigza sie za$ lub wigza stabo do naturalnych lub syntetycznych
oligosacharydéw o podobnej strukturze [4, 5].

Zidentyfikowano réwniez szereg glikoprotein zwierzecych, ktére wykazujg zna-
czng zawarto$¢ tancuchow oligosacharydowych o strukturze a-gal. Dla przyktadu
tyreoglobulina bydleca ma 11 czastek tego epitopu na jedna czasteczke biatka,
tyreoglobulina $winiska ok. 6 [6], zas mysia laminina 50-70 [7]. Analogiczne biatka
ludzkie nie majg a-gal.

Analiza wystepowania przeciwciat anty-Gal oraz wystepowania epitopu a-gal
w glikolipidach i glikoproteinach wielu ssakdéw, w tym cztowieka, wykazata ich
unikalng dystrybucje gatunkowa. Wszystkie badane malpy waskonose, naczelne
i cztowiek nie syntetyzujg epitopu a-gal, natomiast ich surowica zawiera wysokie
stezenie przeciwciat anty-Gal. Malpiatki, matpy szerokonose i pozostate ssaki syn-
tetyzujg epitop a-gal, a w ich surowicy nie wystepuje przeciwciato anty-Gal [8].

PRZECIWCIALA ANTY-GAL
JAKO PRZECIWCIALA ,NATURALNE”

Przeciwciata anty-Gal zaliczane sg do grupy przeciwciat ,,naturalnych”. Grupe
te tworzg obok przeciwciat skierowanych przeciwko a-gal, izohemaglutyniny uktadu
grupowego ABO krwi oraz cze$¢ autoprzeciwciat, czyli immunoglobulin skiero-
wanych przeciwko antygenom wiasnym organizmu (fosfatydyloserynie, choleste-
rolowi, aktynie, DNA, przeciwciatom i wielu innym) [9, 10].

Przez dtugi czas uwazano, iz wszystkie przeciwciata ,naturalne” wystepujg w
surowicy bez poprzedzajacej stymulacji antygenem. W przypadku przeciwciat anty-
Gal wykazano jednak, ze wysokie stezenie tych przeciwciat w surowicy jest wy-
nikiem statej immunizacji. Opisano obecnos¢ a-gal w lipopolisacharydach wielu
rodzajow bakterii - miedzy innymi Salmonella, Klebsiella, Escherichia [cyt. za 11].
Dodatkowo wykazano, ze przeciwciata anty-Gal i izohemaglutyniny grup krwi wigzg
sie do antygendw bakterii jelitowych lub bakterii izolowanych z krwi ludzi w stanie
szoku septycznego. Co wiecej, niektére bakterie naturalnej flory jelit mozna wy-
znakowa¢ przeciwciatami anty-Gal nie po lizie, ale wprost w rosngcych koloniach

'Stosowane skroty: al-3G T- UDP-Gal:Gal(31-4GIcNAcal-3galaktozylotransferaza; a-ga 1-epi-
top Galal-3Gal(31-4GIcNAc; antyGal - przeciwciata skierowane przeciwko epitopowi a-gal.
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[11]. Te wiasnie bakterie moga byé odpowiedzialne za ciggta immunizacje epitopem
a-gal in vivo. ROéwniez przeciwciata uktadu grupowego ABO wystepujg w surowicy
ludzkiej wwysokim stezeniu. W klasycznym doswiadczeniu wykazano, ze podawanie
ludziom bakterii E. coli powoduje podniesienie poziomu przeciwciat uktadu ABO
[12]. Potwierdza to teorie pojawiania sie przeciwciat ,,naturalnych” w wyniku im-
munizacji.

STEZENIE PRZECIWCIAL ANTY-GAL
W SUROWICY LUDZKIEJ

W surowicy ludzkiej wystepujg przeciwciata anty-Gal klas 1gG i IgM, natomiast
IgA znajdowane sg gtdwnie w wydzielinach surowiczo$luzowych [2, 13, 14]. Sa
to najbardziej powszechne przeciwciata ludzkiej surowicy, a ich stezenie jest niepo-
réwnywalnie wyzsze niz jakichkolwiek innych przeciwciat ,,naturalnych”. Anty-Gal
klasy 1gG stanowig okoto 1% (0-2,5%) wszystkich 1gG surowicy [2, 15], natomiast
anty-Gal IgM - 1-10% krazacych IgM [14]. Charakterystyczne jest to, iz stezenie
przeciwciat anty-Gal u réznych ludzi moze waha¢ sie od wartosci nieznacznych
do bardzo duzych. Jak dotad nie okre$lono u ludzi zdrowych zaleznosci miedzy
stezeniem poszczeg6lnych klas tych przeciwciat wzgledem siebie, jak i nie stwier-
dzono wplywu jakiegokolwiek niepatogennego czynnika zewnetrznego na ich po-
ziom.

Immunoglobuliny anty-Gal pojawiajg sie w surowicy niemowlat wraz z poja-
wianiem sie odpowiednich klas przeciwciat. Oznacza to, iz w surowicy noworodka
znajduja sie przeciwciata anty-Gal klasy 1gG pochodzace od matki, za$§ poziom
anty-Gal IgM jest poczatkowo bardzo niski. W ciagu kilku pierwszych miesiecy
zycia stezenie przeciwciat anty-Gal zaréwno klasy IgM, jak i 1gG osigga wartosci
typowe dla organizmow dorostych. Statystycznie, poziom anty-Gal utrzymuje sie
w zasadzie na niezmienionym poziomie we wszystkich grupach wiekowych, a ich
aktywno$¢ zaczyna obnizaé sie dopiero okoto 70-75 roku zycia [16].

SPECYFICZNOSC PRZECIWCIAL ANTY-GAL

Przeciwciata anty-Gal sg heterogenne, a wiec w surowicy istniejg rézne populacje
tych przeciwciat o réznej charakterystyce wigzania a-gal. Jest to bezposrednim
wynikiem produkcji anty-Gal przez rézne klony limfocytow B.

Roznice w specyficznosci przeciwciat anty-Gal zostaty wykazane w interesujgcym
doswiadczeniu. Epitop a-gal (Galal-3Gal$l-4GIcNAc) jest bardzo podobny do
determinanty grupy krwi B cztowieka (Galal-3(Fucal-2)Gal(31-4GIcNAc); rézni
sie od niej jedynie brakiem pojedynczej reszty fukozy (rys. 1). Mimo tak niewielkiej
réznicy miedzy tymi epitopami, u ludzi z grupg krwi B lub AB nie ma oczywiscie
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w obrebie calej puli przeciwciat anty-Gal takich, ktére rozpoznawatyby jednoczesnie
antygen B. Natomiast u ludzi z grupg krwi A lub 0 wystepujg przeciwciata anty-Gal,
ktore rozpoznajg rowniez antygen grupy krwi B. Co ciekawe, stwierdzono, ze wie-
kszo$¢ przeciwciat reagujacych z antygenem B wigze sie takze do epitopu a-gal,
nie sg to wiec przeciwciata ze specyficznoscig ograniczong do antygenu B [17].
Przeciwciata anty-Gal u ludzi z grupa krwi B lub AB sg wiec bardziej swoiste
w stosunku do epitopu a-gal niz przeciwciata anty-Gal u ludzi z grupg krwi A
lub 0.

Innym epitopem rozpoznawanym przez anty-Gal jest rzadko wystepujacy gli-
kolipid x2 (GalNAc(31-3Gal(31-4GIcNACcPI-3Gal(31-4Glc-Cer). Anty-Gal wigza ten
epitop 50 razy stabiej niz a-gal [5], tym niemniej wigzanie anty-Gal do glikolipidu
x2 moze mie¢ znaczenie fizjologiczne (opisane nizej). Ponadto anty-Gal wigzg sie
do peptydéw wystepujacych w ludzkich mucynach. Wyjasnia to fakt wigzania sie
anty-Gal do komorek ludzkiego raka sutka [18] wykazujacych ekspresje mucyn.

Oproécz istotnych réznic w poziomie przeciwciat anty-Gal w surowicach ludzi
zdrowych, istnieja réwniez znaczace réznice w ich powinowactwie do a-gal. Ob-
serwuje sie duze réznice w wigzaniu sie przeciwciat anty-Gal pochodzacych z
surowic réznych os6b, zaréwno do antygenow immobilizowanych jak i antygenow
w roztworze, nawet wéwczas, gdy poziom przeciwciat anty-Gal w badanych su-
rowicach jest podobny. Stale powinowactwa Ka okreslajagce oddziatywanie, wy-
izolowanych z surowic dwdéch réznych oséb, przeciwciat anty-Gal z epitopem a-gal
wynosity 2 x 1056 M 1 oraz 6 x 10 M_1, a wiec roznity sie 30-krotnie [19]. Warto
zauwazyé, ze powinowactwo anty-Gal do a-gal jest stosunkowo niskie w poréwnaniu
z powinowactwem typowych przeciwciat wigzacych peptydy.

Wielkoscia, ktdra lepiej charakteryzuje oddziatywanie przeciwciat z antygenami
obecnymi na powierzchni komorek, jest funkcjonalna zachtanno$é {ang. functional
avidity) mierzona z uzyciem immobilizowanego ligandu. Funkcjonalna zachtanno$¢
wyrazona jako stata dysocjacji dla oddziatywania ludzkich anty-Gal IgM z anty-
genami obecnymi na komérkach $rodbtonka $wini oznaczana w temp. 37°C wynosifa
1x10 8 M_1 [14]. Warto$¢ ta byta co najmniej o rzad wielkos$ci nizsza niz okre$lona
dla przeciwciat klasy 19G, co zwigzane jest z wiekszg zachtannos$cig poliwalentnych
IgM. Rozbicie anty-Gal IgM na monomery i dimery znaczgco ostabia ich wigzanie
do a-gal [14].

ZNACZENIE PRZECIWCIAL ANTY-GAL

Znaczenie przeciwciat anty-Gal w transplantologii

Od dawna postuluje sie, iz jednym z najbardziej oczywistych zrodet organéw
do przeszczepOw sg zwierzeta. Poza naczelnymi i matpami waskonosymi, ktérych
hodowla jest powolna i droga, naturalnym dawca moze by¢ Swinia, gdyz ma ona
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organy o zblizonej wielko$ci i anatomii do ludzkich. Niestety, préby przeszczepow
unaczynionych narzadow $winskich koriczg sie zawsze ich nadostrym odrzuceniem,
czyli wystepujagcym w czasie minut od przeszczepu. Spowodowane jest to nagtg
aktywacja kaskady dopetniacza na powierzchni $rédbtonka naczyn przeszczepianego
organu prowadzacg do jego zniszczenia. Dowiedziono, ze ponad 80% ludzkich
»haturalnych” przeciwciat ksenoreaktywnych wigzacych sie do komarek swinskiego
$rodbtonka to przeciwciata anty-Gal [14].

Jednoczes$nie wykazano, iz to anty-Gal klasy IgM sg u zdrowego cziowieka
odpowiedzialne za aktywacje klasycznej drogi dopetniacza na komérkach zwie-
rzecych majacych ekspresje epitopu a-gal. Anty-Gal klasy IgG nie tylko nie aktywuja
dopetniacza, ale w niektérych doswiadczeniach mogg wrecz hamowac jego od-
ktadanie. Wyjasnieniem zjawiska braku aktywacji dopetniacza przez anty-Gal IgG
moze by¢ to, iz sg one u zdrowych ludzi w wiekszosci podklasy 1gG2 [15]. Prze-
ciwciata tej podklasy nie aktywuja wydajnie klasycznej drogi dopetniacza, a ponadto
charakteryzuja sie nizszg zachtannoscia.

Po stymulacji antygenem, tak jak to ma miejsce na przykilad po zewnetrznym
wiaczeniu nerki Swini w obieg krwi naczelnych, nastepuje odpowiedZ organizmu
zwigzana z przetaczeniem klas przeciwciat i silnym wzrostem poziomu anty-Gal
IgM, a nastepnie IgG o zwiekszonym powinowactwie do a-gal. Podnosi sie znacznie
ilos¢ przeciwciat podklasy 1gGl, ktore, odmiennie od 1gG2, efektywnie aktywuja
dopetniacz [20].

Do tej pory przeprowadzono wiele badan majgcych doprowadzi¢ do rozwigzania
problemu nadostrego odrzucania przeszczepow. Jak sie wydaje, jedynie organy
$wini transgenicznej, ktora posiadataby ekspresje genéw ,ucztowieczajacych” jej
komorki, stanowityby pozadany materiat do przeszczepdéw ksenogenicznych. Ze
wzgledu na brak odpowiedniej linii komérek embrionalnych swini, prace prowadzace
do uzyskania zwierzat tego gatunku z wytgczonym (knock-out) genem np. kodujacym
al-3galaktozylotransferaze odpowiedzialng za synteze epitopu a-gal, nie byly mo-
zliwe. Podjeto wiec prace zmierzajgce do modyfikacji szlaku syntezy tancuchéw
oligosacharydowych przez wprowadzenie do komérek genéw kodujacych do-
datkowe enzymy. Wykazano, ze koekspresja w komdrkach Swinskich a-galakto-
zydazy usuwajgcej kornicowga reszte galaktozy oraz al-2fukozylotransferazy
(transferazy H), syntetyzujgcej na tak powstatym rdzeniu antygen grupy krwi O
(rys. 1), zapobiega odktadaniu sie na powierzchni komérek anty-Gal i chroni je
przed lizg [21]. Przy dodatkowym wprowadzeniu ludzkich genéw kodujacych biatka
inaktywujace dopetniacz, jak np. DAF (CD55), czy HRF20 (CD59), mozna bytoby
prawdopodobnie efektywnie zapobiegaé nadostrej fazie odrzucania przeszczepu [22].

Ostatnie doniesienia o sklonowaniu $wini z uzyciem jader zr6znicowanych ko-
morek jako donorow DNA mogg $wiadczy¢ o zblizajacej sie fazie intensywnych
testbw nad przeszczepianiem zmodyfikowanych $wiriskich organéw. Nie nalezy
jednak zapomina¢ o trudnosciach w eliminacji m.in. ostrej (opdznionej) fazy od-
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rzucania zwigzanej z pozniejszg odpowiedzig komorkowa i humoralng organizmu
biorcy oraz zewentualnymi niebezpieczenstwami transmisji groznych odzwierzecych
wirusow.

ZNACZENIE ANTY-GAL | cc-GAL
W PROCESACH OBRONNYCH ORGANIZMU

Przeciwciata anty-Gal sg potencjalnie jedng z pierwszych linii obrony przeciwko
réznym patogenom. Antygeny wielu bakterii izolowanych z ludzkich jelit i krwi
sg rozpoznawane przez anty-Gal [11]. Wiadomo, ze budowa $ciany poszczegolnych
szczepow bakterii wptywa na zdolnos$¢ anty-Gal do indukcji zabijania. Nie wykazano
jednakze prostej zaleznosci miedzy odktadaniem sie anty-Gal na powierzchni ko-
marek bakteryjnych iaktywacja dopetniacza, a podatnos$cia bakterii na zabicie [11].
Potrzebne sg szersze badania ze szczeg6lnym zwréceniem uwagi na rozne klasy
przeciwciat, aby ustali¢ znaczenie anty-Gal w obronie przed infekcjami bakteryjnymi.

Kolejnym waznym procesem, w ktérym moga bra¢ udziat przeciwciata anty-Gal,
jest ochrona przed wirusami odzwierzecymi. Wykazano, iz wiekszo$¢ wirusow,
ktére namnozyly sie w komérkach ssakéw produkujacych a-gal jest efektywniej
niszczona przez dopetniacz surowicy ludzkiej [23] niz wirusy namnazane w ko-
mérkach niesyntetyzujacych tego epitopu. Ma to réwniez implikacje terapeutyczne:
konstruujac wektory wirusowe stuzgce do terapii genowej in vivo nalezy bra¢ pod
uwage ekspresje a-gal w komorkach stuzacych do namnazania wirusa.

Przeciwciata anty-Gal wigzg sie réwniez do powierzchni pasozytéw zakazajacych
cztowieka. Wykazano, iz $widrowiec Trypanosoma cruzi, ktéry powoduje chorobe
Chagasa objawiajacg sie czesto zapaleniem migénia sercowego, ma na swej po-
wierzchni wysokie stezenie epitopu a-gal [24]. W zwigzku z tym u wigkszosci
chorych obserwuje sie znacznie podniesiony poziom anty-Gal. Stwierdzono, ze
przeciwciata te uczestniczg w zabijaniu komdrek swidrowca i ograniczaniu choroby
[25]. Wiciowce Leishmania réwniez majg epitop a-gal [24], a chorzy czesto wy-
kazujag duze stezenie anty-Gal, choé¢ brak dowodoéw na zdolno$é anty-Gal do lizy
tych pasozytéw. Lista pasozytéw, z ktérymi przeciwciata anty-Gal moga oddzia-
tywac, ciggle rosnie. Anty-Gal stanowig potencjalnie wazny element obrony przed
rozwojem zakazen powodowanych przez niektére z nich.

WIAZANIE ANTY-GAL DO KOMOREK LUDZKICH

Epitop a-gal nie wystepuje w strukturze zadnych ludzkich glikolipidéw lub gli-
koprotein. Moze by¢ wiec zaskakujace, iz przeciwciata anty-Gal wigzg sie do nie-
ktérych typéw komorek cztowieka, gtdwnie w stanach patologicznych. Jak na ironie,
pierwsze doniesienia o przeciwciatach anty-Gal byly wynikiem wigzania sie ich
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do patologicznych erytrocytow ludzi cierpigcych na (3-talasemie [1]. Nastepne do-
niesienia mowity o wigzaniu sie tych przeciwciat do starych (ang. senescent) ery-
trocytdw zdrowych ludzi [26] oraz do erytrocytdw ludzi z anemig sierpowata [27].
Obecnie panuje poglad, ze za wigzanie przeciwciat anty-Gal do patologicznych
lub starych erytrocytéw jest odpowiedzialny, opisywany wczesniej i wystepujacy
u ludzi, glikolipid x2. W stanach patologicznych lub podczas starzenia sie erytrocytu
moze by¢ on prawdopodobnie eksponowany na tyle, aby anty-Gal mogly sie z
nim wigza¢. Postuluje sig, iz odktadanie anty-Gal na powierzchni starych erytrocytéw
jest jednym z mechanizmow ich fizjologicznego usuwania z ustroju [26].

Nieznany jest rowniez epitop wigzacy anty-Gal do powierzchni komoérek pe-
cherzykowych tarczycy ludzi cierpigcych na autoimmunologiczng chorobe Gra-
vesa-Basedova. U chorych wystepujg autoprzeciwciata specyficzne w stosunku do
sekwencji aminokwasowej fragmentu receptora dla tyreotropiny, powodujgce nie-
kontrolowang aktywacje komdrek pecherzykowych. W surowicy chorych stwierdza
sie rowniez znacznie podniesiony poziom przeciwciat anty-Gal, ktdre takze reagujg
z powierzchnig komérek tarczycy, aktywujac je podobnie do znanych wczesniej
autoprzeciwciat. Usuniecie anty-Gal z surowic pochodzacych od pacjentéw obniza
aktywacje komorek pecherzykowych o ponad 50%. Jednocze$nie surowice chorych
nie wywieraja zadnego efektu na komoérki pecherzykowe tarczycy zdrowych ludzi,
co Swiadczy o ekspresji specyficznego epitopu rozpoznawanego przez anty-Gal
na powierzchni komarek ludzi chorych [28]. Natura tego epitopu nie zostata poznana;
mozna wiec jedynie spekulowaé, czy jest to znany glikolipid x2, peptyd podobny
do tych wystepujagcych w mucynach, czy tez moze jaka$ inna struktura.

GEN DLA al-3GALAKTOZYLOTRANSFERAZY (al-3GT)
I JEGO EWOLUCJA

Enzym UDP-Gal:Gal(31-4GIcNAcal-3galaktozylotransferaza (al-3GT), (EC
2.4.1.87), katalizuje reakcje przeniesienia reszty galaktozy na reszte N-acetylola-
ktozoaminy w przedziale trans aparatu Golgiego:

Galbl-4GIcNAc-R + UDP-Gal -4 Galal-3Gal(31-4GIcNAc-R + UDP

Nizsze kregowce nie majg prawdopodobnie aktywnego genu kodujacego a 1-3GT,
a wiec nie zachodzi w ich komérkach synteza a-gal. Ekspresja genu kodujacego
al-3GT, a co za tym idzie, ekspresja epitopu a-gal obserwowana jest dopiero
u ssakéw. Rozktad ekspresji genu al-3G T u ssakdw jest bardzo charakterystyczny
- enzym ten wystepuje u wszystkich matpiatek, matp szerokonosych (Nowego Swia-
ta) i gatunkéw mniej niz matpy zaawansowanych ewolucyjnie. Zwierzeta te majg
wiec na powierzchni swych komorek epitop a-gal, natomiast w ich surowicy brak
przeciwciat anty-Gal. U matp waskonosych (Starego Swiata), naczelnych i cztowieka
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nie ma ekspresji genu kodujgcego al-3GT. Dzieki temu mozliwe jest wystepowanie
w ich surowicy wysokiego stezenia anty-Gal [8]. Oligosacharydy wchodzace w
sktad glikolipidow i glikoprotein tych ssakéw sa najczeSciej zakonczone resztg
kwasu sjalowego.

Inaktywacja genu al-3GT u wszystkich badanych matp waskonosych, w od-
réznieniu od matp Nowego Swiata, dowodzi, iz proces ten nastapit juz po geo-
graficznym rozdzieleniu sie tych dwaéch populacji. Po sklonowaniu genu kodujacego
otl-3GT stato sie mozliwe zbadanie jego ewolucji. U gatunkow z nieaktywnaal-3GT
wykryto pseudogen; brak ekspresji genu jest spowodowany prawdopodobnie mu-
tacjami w obrebie promotora. U naczelnych i cztowieka wystepujg takze mutacje
typu przesuniecia ramki odczytu w eksonie kodujgcym domene katalityczng enzymu.

Istniejg dwie hipotezy ttumaczace powszechny brak ekspresji a 1-3GT uwyzszych
matp. Pierwsza mowi, ze matpy waskonose mogtly zosta¢ poddane presji ewolucyjnej,
na skutek ktdrej gen al-3GT ulegt inaktywacji [artykut przegladowy 29]. Jednym
z powodéw mogto by¢ pojawienie sie na obszarze Afryki groznych patogendw,
ktére miaty na swej powierzchni epitop a-gal. Nastepstwem tego byla pozytywna
selekcja takich osobnikow, u ktorych doszto do wytaczenia ekspresji genu dla al-
3GT, dzieki czemu mogtly pojawic sie, bez wywotywania proceséw autoimmunolo-
gicznych, przeciwciata anty-Gal chronigce przed zakazeniem. Istnienie patogenéw
majacych na powierzchni a-gal jest udokumentowane [24], natomiast udowodnienie
takiej hipotezy jest niezwykle trudne.

Innym potencjalnym stymulatorem takiej presji ewolucyjnej mogtby byé wirus
lub bakteria, dla ktdrych a-gal na powierzchni komorek zwierzecych bytby re-
ceptorem wymaganym do zakazenia lub receptorem dla toksyn bakteryjnych. Taki
przypadek wykorzystania epitopu a-gal przez wspotczesne bakterie jest znany [30].
Ocena okresu, w jakim doszto do inaktywacji al-3G T, na podstawie ilosci i tempa
mutacji oraz poréwnania sekwencji genu u réznych matp wskazywa¢ moze, iz
to wydarzenie zaszto juz po oddzieleniu sie malp Starego Swiata od naczelnych
(okoto 28 miliondw lat temu) niezaleznie w tych dwdéch grupach. Co ciekawsze,
badania paleontologiczne wykazuja, iz naczelne byly bardzo rozpowszechnione w
Afryce okoto 20 milionéw lat temu. llos¢ znajdowanych szczgtkéw naczelnych
pochodzacych z pézZniejszych okreséw jest jednak niewielka, za$ obecna liczba
gatunkow jest bardzo mata. Powszechny brak ekspresji al-3G T u wszystkich matp
Starego Swiata moze $wiadczyé o masowym wyginieciu matp kilkanascie milionéw
lat temu i odrodzeniu sie populacji z matej ilosci osobnikéw.

Hipoteza alternatywna [31] postuluje, ze pojedyncza mutacja powodujgca po-
jawienie sie kodonu stop w genie dla al-3GT jeszcze przed oddzieleniem sie na-
czelnych od matp waskonosych jest przyczyng braku epitopu a-gal u wszystkich
waskonosych. Kolejne mutacje w regionie promotorowym spowodowaly za$ za-
nikniecie nieaktywnego transkryptu dla al-3GT. Podstawg tego rozumowania jest
analiza sekwencji zduplikowanych pseudogendéw al-3GT u cztowieka [32]. Po-
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parciem dla tej hipotezy jest obserwacja podobnej punktowej mutacji (typu prze-
suniecia ramki odczytu) w genie kodujgcym glikozylotransferaze systemu grup krwi
ABO, ktéra spowodowata pojawienie sie grupy 0. Podobne sg tez korzysci, jakie
pojawity sie w wyniku mutacji obydwu glikotransferaz - nastgpito zwiekszenie
we krwi réznorodnosci przeciwciat skierowanych przeciwko oligosacharydom po-
tencjalnych patogendw.

Mimo kilkunastoletnich badah nad funkcjg przeciwciat anty-Gal, nadal wiele
pozostaje do wyjasnienia. Tym niemniej, rola przeciwciat anty-Gal w takich waznych
procesach, jak: autoimmunizacja, obrona przeciwbakteryjna, czy odrzucanie prze-
szczepOw ksenogenicznych, juz teraz zaczyna byé doceniana.
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Streszczenie: Od wczesnych lat dziewieédziesigtych prowadzone sg badania wzajemnych zaleznosci
pomiedzy uktadem nerwowym a immunologicznym. Do substancji mogacych wptywac na te procesy
naleza glukokortykosteroidy, peptydy opioidowe, polipeptydy, hormony przysadki i katecholaminy.
Katecholaminy powodujg inhibicje aktywnosci limfocytéw typu T i B oraz wytwarzajg immunologiczng
odpowiedz antynowotworowg. Udowodnienie w 1994 roku obecnosci i biosyntezy katecholamin w
komoérkach uktadu immunologicznego stato sie waznym krokiem w badaniach zwigzkéw pomiedzy
uktadem nerwowym a immunologicznym. Odkrycie to zapoczatkowato badania poziomu tych amin
biogennych u oséb zdrowych i chorych na rézne typy biataczek. Niniejsza praca dokonuje przegladu
funkcji katecholamin w ukfadzie immunologicznym oraz metod wykorzystywanych w celu ich identy-
fikacji, wsréd ktdérych nalezy wymieni¢ spektrometrie masowa, elektroforeze kapilarng oraz wysoko-
sprawng chromatografie cieczowa.

(Postepy Biologii Komérki 2001; supl. 16: 171-180)

Stowa kluczowe: elektroforeza kapilarna, katecholaminy, limfocyty, spektrometria masowa, wysoko-
sprawna chromatografia cieczowa.

Summary: The search for the possible connection between nervous-, and immune systems has been
conducted since early 90-ties. A suggestion that the immune response might be controlled by the brain,
initiated the search for the specific substances involved in this process. It has been found that glucocor-
ticoids, opiates, polypeptides, pituitary hormones, and catecholamines influence activity of the immune
system. Catecholamines and their metabolites are also synthesized in the peripheral blood lymphocytes

*Niniejsza praca finansowana byta z grantéw: DS/VI/WCH/41/00, BW/VI/WCH/41/00 oraz
DS/VI/WCH/1008/00.
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and in the T-, and B-cells clones. This finding has urged us to perform quantitative studies on the
catecholamines level in lymphocytes from healthy and leukemic patients. This work reviews the actual
knowledge on catecholamines in the immune system and describes techniques for their identification and
quantitation.

(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 171-180)

Keywords', capillary electrophoresis, catecholamines, lymphocytes, mass spectrometry, high performan-
ce liquid chromatography.

WSTEP

Uktad nerwowy kontroluje i reguluje wiele funkcji organizmu. Neurony ko-
munikujg sie z innymi komdrkami i organami w procesie zwanym neuroprze-
kaznictwem (neurotransmisjg), za pomocg trzech gtéwnych rodzajéw zwigzkdw:
aminokwasow, amin oraz peptydéw. Aminy biogenne - katecholaminy, znalezione
zostaty w uktadzie immunologicznym. Szczeg6towy mechanizm opisujacy zaleznosci
pomiedzy uktadem nerwowym a immunologicznym nie jest dotychczas w petni
poznany, postawiono natomiast hipoteze, ze katecholaminy zaréwno egzo-, jak i
endogenne moga petni¢ funkcje regulatorowe w uktadzie immunologicznym biorgc
udziat m.in. w procesach apoptozy, proliferacji i ré6znicowania komorek.

Udowodnienie w ostatnich latach obecnosci i biosyntezy katecholamin w ko-
mdrkach uktadu immunologicznego stato sie waznym krokiem w badaniach zwigz-
kéw miedzy uktadem nerwowym a immunologicznym [8,26]. Badania te sugeruja,
ze mdzg moze byc¢ regulatorem odpowiedzi immunologicznej i moga by¢ pomocne
w zrozumieniu roli stresu i jego wplywu na homeostaze.

CHARAKTERYSTYKA KATECHOLAMIN

Do katecholamin zaliczamy dopamine, norepinefryne i epinefryne. Sg one syn-
tetyzowane w zakornczeniach nerwow wspoétczulnych, neuronach osrodkowego ukta-
du nerwowego i rdzeniu nadnerczy [17]. Prekursorem katecholamin jest tyrozyna,
a cykl syntezy poszczegolnych zwigzkéw zostat przedstawiony na rysunku 1

Miejscami magazynowania a zarazem metabolizmu sg pecherzyki synaptyczne
neurondw i ziarnistosci chromochtonne nadnerczy [17,24]. Dziatanie amin bio-
gennych jest determinowane przez wychwyt zwrotny oraz degradacje enzymatyczna.
Metylotransferaza katecholowa (COMT) oraz monoaminooksydaza (MAQ) degra-
dujg katecholaminy do dwéch gtéwnych metabolitéw: kwasu wanilinomigdatowego
(3-metoksy, 4-hydroksymigdatowego, VMA) oraz glikolu 3-metoksy,4-hydroksyfe-
nyloetylowego (MHPG) [15].

Katecholaminy dziatajg przez receptory dopaminergiczne i adrenergiczne, ucze-
stniczac w regulacji procesow adaptacji na stres czy wyzszych czynnosci psychi-
cznych, jak: czynnos$ci ruchowe, procesy emocjonalne, sen i czuwanie [11, 15,
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RYSUNEK 1. Biosynteza katecholamin. Enzymy biorace udziat w kolejnych etapach syntezy oznaczono
cyframi: 1- hydroksylaza tyrozynowa, 2 - L-DOPA dekarboksylaza, 3 - hydroksylaza dopaminy, 4 -
N-metylotransferaza

17]. W szczegdblnosci dopamina wprzegnieta jest w tzw. uktad nagrody i mechanizm
uzaleznien [12, 23, 27]. Depresje endogenne i zespét abstynencji morfinowej sa
m.in. zwigzane ze szlakiem neurondéw noradrenergicznych [17,22].

Zaburzenia w przewodnictwie dopaminergicznym pomiedzy istotg czarng a prgz-
kowiem sg przyczyng choroby Parkinsona [12, 20]. Istnieje hipoteza tgczaca nad-
mierng stymulacje receptoréw dopaminergicznych z schizofrenig. Ws$rod zaburzen
wynikajacych z upos$ledzenia neurotransmisji katecholaminergicznej nalezy wymie-
ni¢ takze chorobe Alzheimera, dystonie czy nowotwory, takie jak pheochromocytoma
czy by¢ moze biataczki [15].

KATECHOLAMINY W UKELADZIE IMMUNOLOGICZNYM

Interakcje pomiedzy uktadami nerwowym a immunologicznym wymagajg zaan-
gazowania wielu rodzajéw substancji petnigcych rozmaite funkcje, czego przyktadem
moze byC regulacyjna rola cytokin w obu tych systemach [2]. Rowniez neuro-
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przekazniki kontrolujac wiele istotnych funkcji uktadu nerwowego moga spetniac
role immunoprzekaznikdw, czy nawet stanowié¢ pomost wigzacy uktad nerwowy
z immunologicznym jako neuroimmunoprzekazniki.

Zwiazkami nalezacymi do tej kategorii sa niewatpliwie katecholaminy. Peinig
one wazne funkcje regulatorowe w uktadzie immunologicznym. Dziatajg immu-
nosupresywnie na aktywno$¢ limfocytéw T i B, sg takze odpowiedzialne za ko-
modrkowg odpowiedz immunologiczng w warunkach ostrego stresu [6].

Endogenne katecholaminy i ich metabolity odkryto w 1994 roku w pojedynczych
limfocytach pochodzgcych z ludzkiego ptynu moézgowo-rdzeniowego, a takze w
hodowlach komérek T i B CD4+ [5]. Analize pojedynczych komdrek i ekstraktow
populacji limfocytow przeprowadzono za pomocg elektroforezy kapilarnej (CZE)
z detektorem elektrochemicznym. Stwierdzono w nich obecno$¢ dopaminy, ktérej
poziom w limfocytach CSF wynosi 2x10- 18 mola, jak rowniez obecnos$¢ jej me-
tabolitu DOPAC. W przypadku linii komérkowych T i B CD4+ odkryto obecnos$¢
dopaminy inorepinefryny, co dodatkowo moze potwierdzi¢ obecnos$¢ zaréwno gtow-
nego metabolitu dopaminy - DOPAC, jak i norepinefryny - MHPG w tych komorkach
[14]. Ostateczny dowodd uzyskano stosujac wysokorozdzielczg spektrometrie ma-
sowa, za pomocg ktorej wykazano identycznos¢ strukturalng katecholamin w lim-
focytach ludzkiej krwi obwodowej [4].

Dalsze badania dowiodty, ze synteza katecholamin zachodzi w limfocytach, a
ich obecno$¢ nie jest spowodowana pasywnym wychwytem przez struktury re-
ceptorowe. Doswiadczenia przeprowadzono na ludzkich i mysich komoérkach typu
T, ktére inkubowano z dopaming oraz L-DOPA, co powodowato wzrost ilosci
katecholamin w liniach komorkowych. Wynikiem inkubacji limfocytéw z inhibitorem
syntezy dopaminy a-metylo-p-tyrozyng byto zmniejszenie poziomu katecholamin.
Wychwyt dopaminy przez komorki jest hamowany przez inkubacje z nomifensyna
- antagonista transportera dopaminy. Podobnie, zmniejszenie wewnatrzkomorkowe-
go poziomu katecholamin obserwowano w czasie inkubacji z dopaming w obecnosci
tetrabenazyny - blokera magazynowania katecholamin. Zadna z tych substancji
nie wptywata na pierwotny poziom tych amin wewnatrz komoérki [6]. Endogenne
katecholaminy sg syntetyzowane w limfocytach krwi obwodowej, co réwniez po-
twierdzono metodg znakowania izotopowego; inkubacja [3H]L-DOPY z ekstraktem
limfocytow powoduje powstanie [3H]dopaminy i [3H]norepinefryny [21].

CZE z detekcjg elektrochemiczng wykorzystano réwniez w oznaczeniu amin
katecholowych w jadrze komérkowym [6]. Odkryto obecno$¢ dopaminy i nore-
pinefryny, natomiast nie wykryto ich metabolitdw. Gtéwne enzymy odpowiedzialne
za metabolizm katecholamin znajduja sie w btonie mitochondridéw i cytozolu. Re-
gulacyjna rola katecholamin w limfocytach moze zachodzi¢ przez interakcje ze
sktadnikami jadra, wewnatrz ktdrego sg one chronione przed degradacjg. Kate-
cholaminy w jadrze komoérki moga np. wspétdziataé z réznymi wewnatrzjgdrowymi
strukturami receptorowymi, lecz ich peine funkcje nie zostaly jeszcze poznane.
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Jedng z waznych funkcji, jakg endogenne katecholaminy petnig w limfocytach,
jest regulacja réznicowania i proliferacji komoérek [6, 14]. Efekt ten badano in
vitro stosujgc mitogenowsq aktywacje komoérek T i B. Jako mitogeny stosowano
odpowiednio konkanawaling A i lipopolisacharyd. Proliferacja w przypadku obydwu
mitogenow jest hamowana przez katecholaminy i L-DOPA. Réwniez rdznicowanie
sie limfocytow jest zmniejszane przez inkubacje z katecholaminami i ich prekur-
sorami.

Katecholaminy i L-DOPA hamuja réznicowanie sie i proliferacje komdrek przez
indukowanie mechanizmu apoptozy limfocytow. W celu udowodnienia tej hipotezy
badano fragmentacje DNA i markery apoptozy Bcl2/Bax oraz Fas/Fas [6, 14].

Mozliwe sg m.in. dwa przypadki oddziatywania katecholamin na limfocyty: w
miejscach, w ktérych zachodzi normalna proliferacja i réznicowanie oraz tam gdzie
limfocyty narazone na duze stezenie egzogennych katecholamin, np. w poblizu
zakonczen synaptycznych. W pierwszym przypadku obserwuje sie maty wychwyt
egzogennych katecholamin, natomiast zwiekszenie ich poziomu prowadzi do zwie-
kszenia wychwytu przez komorke. Wewnatrz komérki katecholaminy sg degra-
dowane przez enzymy mitochondrialne, natomiast w drugim przypadku moga one
wywiera¢ efekt toksyczny na mitochondria. Wewnagtrzkomorkowe katecholaminy
moga by¢ magazynowane w specjalnych strukturach, czy tez transportowane do
jadra komorki [6].

Badanie katecholamin w uktadzie immunologicznym jest znaczace dla problemu
interakcji pomiedzy uktadami immunologicznym a nerwowym. Katecholaminy sg
pierwszymi neuroprzekaznikami tak $cisle zwigzanymi z uktadem immunologicz-
nym. Badania tych zalezno$ci moga by¢ kluczowymi w wyjasnieniu zaburzen o
podtozu immunologicznym. Do takich schorzen nalezy biataczka - nowotw6r zto-
Sliwy atakujacy szpik kostny i krew, ktory charakteryzuje sie niekontrolowanym
i zazwyczaj nieodwracalnym rozrostem liczby biatych krwinek.

W ramach badan w tutejszym Zespole prowadzono badania poréwnawcze u
pacjentow zdrowych i chorych na rézne typy biataczek: limfatycznych (na ostrg
biataczke limfoblastyczng - ALL, przewlekta biataczke limfoblastyczng - CLL),
szpikowych (ostrg biataczke szpikowg - AML, przewlekly biataczke szpikowsq -
CML) oraz w zespole mielodysplastycznym (MDS). Badano poziom noradrenaliny
i dopaminy w ekstraktach leukocytow. Do wyznaczenia poziomu katecholamin za-
stosowano technike spektrometrii masowej, a jako metode jonizacji zastosowano
elektrospray, ze wzgledu na wysoka czuto$¢ i swoisto$¢ strukturalna.

Wyznaczono drogi fragmentacji standardéw katecholamin w celu poréwnania
ich z widmami ekstraktow leukocytow krwi obwodowej. Badania potwierdzity wy-
stepowanie pikdw o warto$ciach m/z 170, 152, 139 odpowiadajacych norepinefrynie
i jej fragmentom oraz 154 i 137 odpowiadajacych dopaminie i jej jonom frag-
mentacyjnym. Pomiary te dowiodly, ze poziom katecholamin u oséb chorych jest
wiekszy niz u os6b zdrowych.
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Wobec regulacyjnej funkcji katecholamin w ukfadzie immunologicznym zwie-
kszona ilo$¢ katecholamin w limfocytach moze by¢ zwigzana z endogennym ha-
mowaniem namnazania i r6znicowania komérek limfoidalnych. Fakt ten moze by¢
wykorzystany w diagnostyce i terapii biataczek jako czynnik hamujacy czynnos$¢
limfocytow, atym samym obnizajgcy poziom niedojrzatych komoérek. Ponadto aminy
katecholowe moga by¢ wykorzystane jako markery w stanach chorobowych.

ANALIZA KATECHOLAMIN
W PROBKACH BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH

Popularng technikg stosowang do badan katecholamin jest spektrometria masowa
w potaczeniu z chromatografig gazowg (GC MS). Najczesciej wykorzystywanymi
tutaj metodami jonizacji sg jonizacja elektronami (El) i chemiczna (CI) [1, 18,
10,19, 25, 29J. El jest metoda uzywang rowniez w badaniach ilosciowych, jednak
gtéwnajej wadajest konieczno$é derywatyzacji prébki w celu obnizenia temperatury
parowania, co znacznie wydluza czas analizy [13, 29, 31]. Nowoczesna i czuta
spektrometria masowa obejmujgca inne metody jonizacji, jak desorpcja laserowa
w matrycy (MALDI) czy electrospray (ESI), jest obecnie coraz czesciej stosowana
do badan katecholamin, ich prekursoréw i metabolitow [4, 7, 9, 16]. Stosowanie
tych metod jonizacji stwarza wiele korzysci. Miedzy innymi metody te sg czulsze
w poréwnaniu z technikg GC MS, co jest szczegblnie wazne w badaniach obej-
mujacych materiat biologiczny. Ponadto te fagodne metody jonizacji nie powodujg
rozpadu probki w trakcie analizy, umozliwiajac uzyskanie jonu molekularnego na
widmie masowym. Nalezy podkres$li¢, ze metody te nie wymagaja uprzedniej dery-
watyzacji prébek.

Elektroforeza kapilarna z detekcjg elektrochemiczng (ED) lub w potaczeniu ze
spektrometrig masowag sg uzywane do identyfikacji i analizy tych amin biogennych
[3, 6, 28, 30]. Metoda ta jest wykorzystywana w tych badaniach szczegdlnie czesto
ze wzgledu na wysoka rozdzielczo$é i selektywnos¢. Detektor elektrochemiczny
umozliwia stosowanie kapilar o Srednicy ponizej 2 Jim, co znacznie zmniejsza
objeto$¢ probki potrzebnej do wykonania analizy i poprawia czuto$¢ analiz. CZE
ED umozliwia analize substancji biogennych na poziomie pojedynczej komorki.

Technike potaczonej spektrometrii masowej (ESI MS) i wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej w odwrdconej fazie (RP-HPLC) zastosowano w badaniach
katecholamin po raz pierwszy w tutejszym Zespole. Typowy eluent stosowany w
RP-HPLC amin katecholowych zawiera w swoim skfadzie bufor fosforanowy, co
jest znaczacym ograniczeniem tej metody. Bufor ten nie moze byé stosowany w
przypadku, kiedy system HPLC jest bezposrednio podtgczony do spektrometru
masowego, ze wzgledu na fatwo tworzgce sie nierozpuszczalne polifosforany. Nowa
metoda umozliwia potgczenie tych dwodch technik przez zastosowanie gradientu
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RYSUNEK 2. Analiza on-line LC/ESI MS standardéw katecholamin. Po prawej stronie chromatogram
UV dla dtugosci fali 224 nm. Po lewej chromatogram masowy poszczegdlnych komponentéw: m/z=137
-dopamina; m/z=152 - norepinefryna; m/z=182 - tyrozyna i m/z=198 - L-DOPA

wody z 0,01% TFA i dodatkiem oktanosulfonianu (eluent A) oraz acetonitrylu
z20,01% TFA (eluent B) (rys. 2). Potgczenie on-line LC-ESI MS daje wiele korzysci,
wsrdéd ktorych nalezy wymieni¢ wiekszg czutosé, selektywnos¢, jednoznacznosé
w identyfikacji skfadnikéw czy wstepny rozdziat mieszaniny, co ma szczeg6lng
wage dla analiz prébek biologicznych.

Kolejnym krokiem w badaniach katecholamin jest zastosowanie techniki na-
nospray. Nanospray jest modyfikacjg ESI wykorzystujagcg znacznie mniejszy prze-
ptyw cieczy (ponizej 300 nL/min), co prowadzi do uzyskania wiekszej czutosci
oznaczen (femto/attomole). Metoda tajest szczeg6lnie uzyteczna w badaniach prébek
biologicznych, kiedy dysponujemy niewielkg iloScig materiatu potrzebnego do prze-
prowadzenia standardowej analizy. Przyktadowe widmo masowe ekstraktu limfo-
cytow, uzyskane technikg nanospray przedstawione zostato na rysunku 3.

PODSUMOWANIE

Katecholaminy to neuroprzekazniki petnigce szereg funkcji regulatorowych. Biorg
udziat w adaptacji na stresu, procesach uczenia sie czy pamieci. Wiele choréb
neurodegeneracyjnych (np. choroba Parkinsona) czy np. depresji endogennych jest
powigzanych $ci$le z poziomem katecholamin [12, 17, 22]. Katecholaminy petnig
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RYSUNEK 3. Widmo masowe endogennych katecholamin w ekstrakcie limfocytéw ludzkich (5x106
komérek) wykonane technika nanospray. Przeptyw fazy ruchomej: 300 nL/min. Faza ruchoma: 30%
MeOH + 0,1% HCOOH

réwniez funkcje regulatorowe w uktadzie immunologicznym, gdzie regulujg na-
mnazanie i roznicowanie limfocytdw. Identyfikacja dopaminy i norepinefryny w
ekstraktach leukocytéw krwi obwodowej i zwiekszony poziom tych substancji w
przypadku biataczek jest przyktadem istniejgcych powigzan pomiedzy uktadem ner-
wowym a immunologicznym.

Dalsze badania prowadzone w kierunku badania interakcji miedzy tymi uktadami
majg szanse stworzenia modelu wigzacego katecholaminy, biataczki i czynniki wpty-
wajgce na rozwdj nowotworow, wsréd ktérych znaczace miejsce zajmuje stres.
Wymaga to integracji szeregu badan klinicznych i wykorzystania nowoczesnych,
ultraczutych metod biochemicznych, stuzacych identyfikacji substancji endogennych,
takich jak: LC/ESI MS, CZE/ESI MS czy nanospray.
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CHICKEN EGG RIBOFLAVIN-BINDING PROTEIN -
PROTEIN STRUCTURE AND LIGAND-BINDING MECHANISM

Andrzej KOZIK

Zaktad Biochemii Analitycznej, Instytut Biologii Molekularnej,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Streszczenie: Biatko, wigzgce ryboflawine z jaj kurzych, rozpuszczalne biatko o funkcji transportowej,
a zarazem stosunkowo prosta flawoproteina, jest intensywnie badane pod wzgledem struktury czasteczki
biatka oraz fizykochemicznego mechanizmu oddziatywania biatko-ligand. W niniejszym artykule przed-
stawiono postep tych badarn w ciggu ostatnich kilkunastu lat, poczawszy od okre$lenia struktury
pierwszorzedowej tego biatka. Wykazuje ono wysoki stopien homologii z biatkami wigzacymi kwas
foliowy, a jego makroczasteczka ma unikalna strukture trzeciorzedowa, z dwiema domenami: silnie
spieta mostkami dwusiarczkowymi domena wigzacg ligand oraz odrebnym motywem ufosforylowanym,
odpowiedzialnym za transport biatka do oocytu. Czasteczka ryboflawiny wigze sie w hydrofobowej
kieszeni makroczasteczki; uktad izoalloksazyny obtozony jest z obu stron przez reszty tryptofanu-156
oraz tyrozyny-75, a rybitolowy taficuch boczny zakotwiczony jest licznymi wigzaniami wodorowymi.
W najnowszych badaniach ostatecznie ustalono strukture sktadnika cukrowego oraz przedstawiono
ogo6lne cechy procesu fatdowania struktury natywnej tego biatka.

{Postepy Biologii Komérki 2001; supl. 16: 183-198)

Stowa kluczowe: transport ryboflawiny, faldowanie biatek, biatka wigzace kwas foliowy

Summary: The structure and ligand-protein interaction of chicken egg riboflavin-binding protein, a
representative transport protein and simple flavoprotein, is extensively studied. This work reviews the
current progress of this field over last fifteen years, starting from the study establishing the protein primary
structure. This protein is highly homologous to the folate-binding proteins and forms a unique fold,
consisting of two domains: a ligand-binding domain cross-linked with multiple disulphide bridges and
a separate phosphorylated motif which is responsible for protein transport to the oocyte. Riboflavin is
bound into a hydrophobic pocket, the izoalloxazine rings stacked in between tryptophan-156 and
tyrosine-75 and the rybityl chain anchored with multiple hydrogen bonds. Recent studies specified the
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structure of the oligosaccharide moiety and presented generat pathways of the protein folding.
{Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 183-198)

Key words: riboflavin transport, protein folding, folate-binding proteins

WSTEP

Aktywacja biologiczna ryboflawiny (witaminy B2) polega na jej przeksztatceniu
w koenzymy flawinowe, FMN i FAD. Wchodzgone w skiad licznych oksydoreduktaz,
z ktérych wiele ma kluczowe znaczenie w metabolizmie komérki. Natomiast biatka,
ktore wigza nieufosforylowang ryboflawing, nie sg enzymami. Zadaniem wiekszosci
z nich jest kontrola podazy ryboflawiny dla enzymdw aktywacyjnych (flawokinazy
i syntetazy FAD) poprzez udziat w procesach transportu, retencji lub magazynowania
tej witaminy.

Najwazniejsze grupy takich biatek wigzacych ryboflawine (RfBP):

wchodzg w sktad uktadéw transportu ryboflawiny przez btony plazmatyczne
wielu typow komarek prokariotycznych ieukariotycznych,

przytrzymujg ryboflawine w ptynach ustrojowych, opézniajac jej wydalanie
przez nerki; w osoczu funkcje te petnig albumina oraz globuliny wigzace
ryboflawine [16, 48],

biorg udziat w procesach transportu, retencji i magazynowania ryboflawiny
istotnych dla fizjologii rozrodu zwierzat:

ulegaja akumulacji w kompleksie z ryboflawing w hemolimfie larw owadéw
tuz przed fazg przepoczwarczania (pewne biatka z grupy heksameryn [6, 23,
28, 29, 35,40,41)),

wystepujg w jajach ptakéw i pojawiajg sie w osoczu krwi samic w okresie
legowym [17] (schemat ten dotyczy zapewne wszystkich kregowcow jajorod-
nych [1, 2, 12, 24, 44]),

pojawiajg sie w osoczu krwi samic ssakdw w stanie cigzy [3, 31, 32, 33, 38,
47].

Zdecydowanie najszerzej badane byly do tej pory ptasie RfBP. Na rysunku 1
schematycznie zilustrowano ich wystepowanie i konkretne funkcje.

Niniejszy artykut poSwiecony jest wyraznie wyodrebnionemu nurtowi badan stru-
ktury RfBP zjaj kurzych oraz mechanizmu oddziatywania tego biatka z ryboflawina.
Intensywnos¢ tego kierunku, rozpoczetego na przetomie lat sze$édziesiatych i sie-
demdziesigtych, nadata RfBP status modelowej, jednej z najlepiej w tych aspektach
scharakteryzowanej flawoproteiny. W tabeli 1 przedstawiono gtéwne fazy fizy-
kochemicznych badan nad RfBP. Do poczatku lat osiemdziesigtych struktura samej
czasteczki biatka byta stabo poznana, natomiast badania stanu zwigzanej z biatkiem
ryboflawiny przy zastosowaniu calej gamy rozmaitych metod spektroskopowych,
zmian konformacji biatka towarzyszacych wiazaniu ligandu, wptywu chemicznej
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GEN

MIEJSCE

SYNTEZY

RfBP

OSTATECZNA z64tko

LOKALIZACJA jaja

RfBP

FUNKCJA magazynowanie

RfBP ryboflawiny/
odzywianie
embrionu

rd

watroba

osocze
krwi

retencja
ryboflawiny/
transport

do oocytu

185

rd

jajowod

biatko
jaja

1) magazynowanie
ryboflawiny/
odzywianie
zarodka

2) ostona przed
zakazeniem

RYSUNEK 1 Schemat ilustrujgcy pochodzenie, wystepowanie i funkcje ptasich biatek wigzacych

ryboflawine (RfBP)

TABELA 1. Fazy fizykochemicznych badan nad biatkiem wigzacym ryboflawine z jaj kurzych

(RfBP)

Rok/lata Kierunek badan/osiggniecie

1959 Izolacja RfBP z biatka jaj kurzych

od 1970 Badanie RfBP i jego kompleksu z ryboflawing

metodami spektroskopowymi

1978-1982 Kulminacja badan z zastosowaniem metod
chemicznej modyfikacji obu oddziatujacych

partneréw: szczegétowy model chemiczny miejsca

wigzgcego ryboflawine
1984-1988 Analiza sekwencji RfBP

1984 Krystalizacja RfBP

1992-1993 Analiza sekwencji sktadnika oligosacharydowego
1996 Otrzymanie rekombinantowego RfBP

1997 Struktura tréjwymiarowa (z rozdzielczoscig 2,5 A)

krystalicznego RfBP

1992-1998 Badania procesu fatdowania czasteczki RfBP

Reprezentatywne publikacje
oryginalne lub (*) artykut
przegladowy

[171*
[17]*

(7>

[13, 14, 34, 50]
[49]

[39, 45]

142]

[30]

[26, 46]
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modyfikacji czasteczki biatka najego aktywno$¢ wigzacg oraz powinowactwa biatka
do imponujacej liczby syntetycznych analogéw strukturalnych ryboflawiny dopro-
wadzity do wyrafinowanej koncepcji struktury chemicznej centrum wigzacego ligand.
Owczesny stan badan nad RfBP podsumowano w innym artykule przeglagdowym
[17]. Chociaz wymienione podej$cia metodyczne sg kontynuowane [7, 10, 15, 19]
i nadal dostarczajg szczeg6towych informacji o mechanizmie oddziatywania bial-
ko-ligand w tym uktadzie, w niniejszej pracy nakreslono obraz, uzyskany wspot-
czesnymi metodami strukturalno-chemicznymi, ktéry zaczat sie wytaniaé z chwilg
oznaczenia petnej sekwencji aminokwasowej taricucha polipeptydowego RfBP [13],
a przypieczetowany zostat wraz z okresleniem struktury przestrzennej tego biatka
[30].

I. PODSTAWOWE INFORMACJE
O STRUKTURZE CZASTECZKI RfBP

Prekursor RfBP, kodowany przez pojedynczy gen rd [11, 22, 50], syntetyzowany
jest w watrobie ijajowodzie. Biatko to podlega nastepnie kilku rodzajom potrans-
lacyjnej modyfikacji:

w wyniku ograniczonej proteolizy nastepuje odciecie 17-aminokwasowego
peptydu sygnatowego od N-korica oraz, co juz nie jest typowe, dwoch reszt
argininy od C-konca; dojrzate RfBP osocza oraz biatka jaja sktada sie z 219
aminokwasOw, a masa czasteczkowa czesci peptydowej wynosi 29,2 kDa [13,
34],

nastepuje intensywne usieciowanie czasteczki poprzez utworzenie 9 mostkéw
dwusiarczkowych [14, 17],

czasteczkajest glikozylowana w dwoch punktach, Asn-36 i Asn-147; sktadnik
oligosacharydowy RfBP z biatka znacznie rézni sie od zasadniczo identycz-
nych sktadnikéw cukrowych RfBP z osocza i z6ttka [5],

na odcinku C-koricowym, miedzy Ser-186 a Ser-197, 8 reszt seryny ulega
fosforylacji [8, 27],

w trakcie transportu lub dojrzewania RfBP z6ttkowego nastepuje proteolity-
czne odciecie od C-konca 11-13 aminokwasow [34].

Il. STRUKTURA LANCUCHA POLIPEPTYDOWEGO RfBP

1. Struktura pierwszorzedowa

Zgodnie z wczesniejszymi badaniami genetycznymi, dowodzacymi, ze wszystkie
trzy RfBP w obrebie jednego gatunku ptaka sg kodowane przez ten sam gen, se-
kwencja aminokwaséw tancucha polipetydowego RfBP z biatka jaj kurzych jest
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CHO-36

N-199

CHO-147

RYSUNEK 3. Wstegowy diagram struktury trzeciorzedowej
biatka wigzacego ryboflawine zjaj kurzych (RfBP). Zaznaczono
potozenie czasteczki ryboflawiny oraz punkty glikozylacji (re-
produkowane z [30] za zezwoleniem Oxford University Press i
autora)

RYSUNEK 4. Topologia struktury drugorzedowej w czasteczce
RfBP. Cylindry symbolizujg a-helisy, a strzatki - odcinki two-
rzace (3-kartke (reprodukowane z [30] za zezwoleniem Oxford
University Press i autora)

taka sama jak RfBP z osocza,
natomiast po odliczeniu 13
aminokwaséw C-koncowych
rowniez RfBP zdéttkowego
[34]. O stopniu podobienstwa
struktury pierwszorzedowej
biatek wigzacych ryboflawine
miedzy réznymi gromadami
kregowcéw uczy pordéwnanie
z sekwencjg RfBP zjaj z6twia
Trionyx sinensis japonicus
[12]: 71% identycznosci z ku-
rzym RfBP lub z watroby ro-
puchy Scaphiopus couchii
[44]: 50% identycznosci. Co
najbardziej jednak interesuja-
ce, RfBP tworzgjedng rodzi-
ne strukturalnag nie z jakakol-
wiek grupg innych flawopro-
tein, lecz z biatkami wiaza-
cymi kwas foliowy (FBP) [30,
50]. Na rysunku 2 zilustrowa-
no homologie struktury pier-
wszorzedowej RfBP z jaj
kurzych i FBP z mleka kro-
wiego i komérek ludzkiego to-
zyska [30]. Na $cisle homo-
logicznych odcinkach (reszty
5-172) sekwencji poréwny-
wanych biatek, ponad 30%
aminokwaséw jest identycz-
nych. Warto jednak zwrdcié
od razu uwage, ze brak jest
znaczacej homologii miedzy
RfBP i FBP naprawie 50-ami-
nokwasowym odcinku C-kon-
cowym.
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2. Struktura przestrzenna
czasteczki RfBP

Plan struktury trzeciorze-
dowej tancucha polipeptydo-
wego RfBP zjaj kurzych [30]
przedstawiono na rysunku 3.
Najwazniejsze cechy tej ma-
kroczasteczki sg nastepujace:
1. Jest to monomeryczna czg-

steczka o wymiarach 50 x

40x 35 A.

2. Zawiera domene wigZzaca
ligand, utworzong przez
odcinek tancucha polipep-

thOWEgO od N-konca do RYS™ ER1 Po!°fnie “wusiarczkowycl, w czaste-
czce RfBP (reprodukowane z [30] za zezwoleniem Oxtord Uni-

reszty Cysl69 oraz pocza- versity Press iautora)
wszy od tej reszty do C-
korica, motyw silnie ufos-
forylowany.

3. Ma nastepujaca topologie struktur drugorzedowych (rys. 4): 6 helis a, A do F
(obejmujacych 30% reszt aminokwasowych) oraz 4 nieciggte serie struktur (3 a do
d (15% reszt aminokwasowych). Helisy B i D sg zatamane. Struktura (3jest bardzo
skomplikowana, poprzerywana, z najdtuzszym ciggtym fragmentem zawierajacym
zaledwie 5 reszt aminokwasowych.

RYSUNEK 6.Diagram przestrzenny, ilustrujacy najblizsze otoczenie ryboflawiny przytgczonej do RfBP
(reprodukowane z [30] za zezwoleniem Oxford University Press i autora)
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RYSUNEK 7. Schemat oddziatywan ryboflawiny z resztami aminokwasowymi w centrum wigzacym w
RfBP (reprodukowane z [30] za zezwoleniem Oxford University Press i autora)

4. Domene wigzacg ligand tworzg helisy A do D oraz cata struktura (3 Domena tajest
silnie usieciowana osmioma mostkami dwusiarczkowymi (rys. 5).

5. Motyw ufosforylowany odpowiedzialny jest za transport RfBP do oocytu [21,43].
Zbudowany jest z helis E i F, potagczonych gietka petlg zawierajgca ciag kwasnych
reszt: Glu oraz ufosforylowanych reszt Ser (struktury petli nie daje sie okresli¢
rentgenograficznie). Pojedynczy (dziewiaty z kolei i ostatni) mostek dwusiarczko-
wy zakotwicza helise F w domenie wigzacej ryboflawine.

6. RfBP ma dwa punkty glikozylacji: Asn-36 na poczatku helisy A oraz Asn-147 na
zakrecie helisy D.

7. Miedzy obiema domenami jest miejsce wigzace bursztynian; rola tej ubocznej
aktywnosci wigzacej RfBP nie jest znana.

Czasteczka RfBP stanowi prototyp zupeinie nowej rodziny strukturalnej biatek,
do ktorej naleza ponadto biatka wigzace kwas foliowy oraz, zapewne, inne biatka
wigzace ryboflawine. Miedzy RfBP a FBP nalezy spodziewaé sie duzego podo-
bienstwa domen wigzacych ligand, ale nie C-koncowego fragmentu, warunkujgcego
odmienne funkcje biologiczne biatek tej rodziny.
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RYSUNEK 8. Diagram przestrzenny, obrazujacy rozmieszczenie reszt tryptofanu wokét czasteczki
ryboflawiny przytgczonej do RfBP (reprodukowane z [30] za zezwoleniem Oxford University Press i
autora)

3. Wigzanie ryboflawiny

Kieszen wigzaca ryboflawine w czgsteczce RfBP[30] ma szerokos$¢ ok. 20 A,
a gtebokos¢ - ok. 15 A. Najblizsze otoczenie zwigzanego ligandu przedstawiono
przestrzennie na rysunku 6. Zwr6ci¢ nalezy uwage przede wszystkim na oddzia-
tywanie stakingowe pierscienia izoalloksazyny z resztami tryptofanu-156 oraz tyrozy-
ny-75. PierScien indolowy Trp-156 oktada cze$é o-ksylenowag tréjpierscieniowego
uktadu dimetyloizoalloksazyny od jednej strony jego ptaszczyzny; od strony prze-
ciwnej pierscien fenolowy Tyr-75 oklada cze$¢ pirymidynowa. Wystepowanie kom-
plekséw 7—A miedzy tryptofanem a ryboflawing w miejscu wigzagcym w RfBP,
a nawet przesuniecie centrum tego oddziatywania ku fragmentowi ksylenowemu,
przewidywano z licznych wczes$niejszych badan z zastosowaniem metod spektro-
skopowych oraz chemicznej modyfikacji [17]. Réwniez w zgodno$ci z wczesniej-
szymi wyobrazeniami o hydrofobowym charakterze miejsca wigzacego wokadt uktadu
izoalloksazyny [17] pozostaje wyrazna koncentracja w tym rejonie kilku silnie hy-
drofobowych reszt aminokwasowych (Tyr-75, Ala-91, Leu-121, Ala-92, Trp-156,
Phe-160, lle-71). Jak jasniej ilustruje schemat przypuszczalnych oddziatywan ry-
boflawiny zakotwiczonej w centrum wigzagcym (rys. 7), grupy hydroksylowe bo-
cznego taincucha rybitolu tworzg prawdopodobnie wigzania wodorowe z resztami
Ser-50, Ser-52, Glu-72, Arg-76 i Arg-126. O wystepowaniu grupy karboksylowej
[17] oraz 1-2 reszt argininy i jej prawdopodobnym oddziatywaniu z grupg kar-
boksylowg [18] w centrum wigzacym ryboflawine wnioskowano z wczesniejszych
badan z zastosowaniem metod chemicznej modyfikacji RfBP. Sam obraz struktury
przestrzennej tancucha RfBP nie daje jednak petnej informacji o wzglednej waznosci
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RYSUNEK 9. Struktura fancuchéw oligosacharydowych RfBP z zéttka. Podano wzgledna zawartos¢
kazdego sktadnika (z [45], z modyfikacjami)

poszczeg6lnych rodzajéw oddziatywan, tj. ich wktadzie w catkowitg energie wig-
zania. Przykfadowo, mimo duzej liczby potencjalnych wigzahn z zaangazowaniem
pierScienia pirymidynowego ryboflawiny (rys. 7), wiadomo od dawna, ze ten fragment
jest stosunkowo mato istotny i wyeksponowany na zewnatrz, w odrdznieniu od
gteboko wchodzacego w kieszen wiazgcg i wnoszacego o wiele znaczniejszy wkiad
energetyczny fragmentu o-ksylenowego ukiadu dimetyloizoalloksazyny [17]. llu-
stracjg sposobu, wjaki tego rodzaju szczeg6towe niespojnosci moga by¢ wyjasnione,
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sg m.in. niedawne badania z zastosowaniem spektroskopii ramanowskiej [19], z
ktérych wynika, ze wigzanie wodorowe z udziatem atomu azotu (3) pierScienia
pirymidynowego jest stabsze w przypadku oddziatywania zwigzanej ryboflawiny
z biatkiem niz wolnej ryboflawiny z czasteczka wody. Wiazanie to oznacza zatem
raczej destabilizacje niz stabilizacje kompleksu ligand-biatko.

Jak zilustrowano na rysunku 8, nie tylko Trp-156, ale jeszcze cztery z wszystkich
szesciu reszt tryptofanu sg zlokalizowane w poblizu zwigzanej ryboflawiny [30].
Stanowi to przekonywujgce wyjasnienie bardzo wczesnie rozpoznanego zjawiska
wygaszania fluorescencji obu skiadnikéw z chwilg utworzenia kompleksu rybo-
flawina-biatko: petnego wygaszenia fluorescencji ryboflawiny i prawie petnego (w
okoto 85%) wygaszenia wewnetrznej (tj. uwarunkowanej wiasciwosciami reszt tryp-
tofanu) fluorescencji biatka [17]. Za resztkowg fluorescencje holoproteiny magtby
by¢ zatem odpowiedzialny najbardziej odlegty od zwigzanego ligandu Trp-84.

Il. STRUKTURA SKEADNIKA OLIGOSACHARYDOWEGO
RfBP

RfBP z jaj kurzych jest glikoproteing, zawierajacg 14% weglowodan6w. Szcze-
go6towa struktura sktadnika cukrowego poznana zostata dopiero w ostatnich latach
[5,20,37,39,45]. Wzor glikozylacji RfBP jest bardzo ztozony: r6zne, wieloantenowe
taricuchy oligosacharydowe wystepuja z r6zng Srednig czestoScig, rozmaicie zlo-
kalizowane w poszczegdlnych czasteczkach biatka i 0 wyraznie réznej dystrybuciji
pomiedzy dwoma miejscami glikozylacji: Asp-36 i Asp-147. Pocigga to za soba
heterogeniczno$¢ RfBP: wystepowanie tego biatka w licznych, mozliwych do wy-
odrebnienia metodami elektroforetycznymi, izoformach. Stosunkowo najbardziej
przejrzysta jest sytuacja w RfBP z Zzdltka [45]; jeden mol tego biatka zawiera
5,8 moli mannozy, 5,1 moli galaktozy, 7,5 moli N-acetyloglukozoaminy, 2,7 moli
kwasu N-acetyloneuraminowego i minimalng zaledwie ilo$¢ fukozy. Strukture ziden-
tyfikowanych tancuchéw oligosacharydowych przedstawiono na rysunku 9, z za-
znaczeniem czestosci ich wystepowania. Sa to uktady dwu- i tréjantenowe; tylko
nieliczne z anten nie sa zakofAczone kwasem sialowym. Skiadnik najczesciej wy-
stepujacy (48%) to undekasacharyd z dwiema sialowanymi, czterocukrowymi an-
tenami. W tanicuchach, zwigzanych z Asn-147 jest wiecej uktadow tr6jantenowych
i mniej sktadnika najczestszego w poréwnaniu z drugim miejscem glikozylacji.
Struktura cze$ci cukrowej RfBP z osocza [39] jest bardzo podobna, jesli nie identyczna
jak w RfBP z zottka, natomiast w RfBP z biatka [5, 20, 37] - zasadniczo odmienna
io wiele bardziej ztozona. Lancuchy sg bardziej rozgatezione, nawet piecioantenowe,
rzadziej zakonczone resztg kwasu sialowego i znacznie czeSciej posiadajace reszte
fukozy. Poréwnanie dystrybucji tancuchow pomiedzy oba miejsca glikozylacji wska-
zuje na wiekszg ilo$¢ faricuchdw silnie rozgatezionych zwigzanych z Asn-147.
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I1l. BADANIA PROCESU FALDOWANIA LANCUCHA
POLIPEPTYDOWEGO RfBP

Charakterystyka procesdw przyjmowania przez taricuchy polipeptydowe struktury
natywnej (fatdowanie, ang.folding) nalezy do najintensywniejszych aktualnie nurtéw
w badaniach strukturalnych biatek. Z uwagi na wyjgtkowo silne usieciowanie dzie-
wiecioma mostkami dwusiarczkowymi, czasteczka RfBP zyskuje status interesu-
jacego modelu dla tego typu badan. Biatko, w ktdrym wigzania dwusiarczkowe
nie zostaty naruszone, poddane dziataniu czynnikéw denaturujacych, takich jak
chlorowodorek guanidyny (Gu-HCI), catkowicie traci cechy struktury trzeciorze-
dowej i drugorzedowej, ale odzyskuje je w petni, tak jak i aktywno$¢ wigzania,
po usunieciu denaturanta [4, 9]. Z badan proceséw denaturacji-renaturacji w funkcji
stezenia Gu-HCI wysnuto przypuszczenie o istnieniu stanu posredniego ze zniszczong
strukturg trzeciorzedowsg, lecz zachowanymi elementami struktury drugorzedowej
[4]. Kinetyka renaturacji, badana szybkimi metodami spektroskopowymi stopped-
flow, wskazuje, ze odtworzenie stanu natywnego ze stanu zdenaturowanego odbywa
sie w co najmniej czterech etapach, tj. przez trzy stany posrednie [26]. W pierwszym
znich czasteczka maelementy struktury drugorzedowej i wiaze sonde hydrofobowych
powierzchni tak jak w stanie natywnym, ale jeszcze nie wigze ryboflawiny. W
kolejnych stanach aktywnos$¢ wigzania ryboflawiny jest petna, ale jeszcze zmienia
sie ekspozycja reszt tryptofanu, co sugeruje, ze biatko wcigz dopasowuje swoja
strukture trzeciorzedowga. Czasy potowicznych przejs¢ na tych hipotetycznych eta-
pach wynoszg odpowiednio <1,7 ms, 25 ms, 50 s i 60 min. Defosforylacja RfBP
nie zmieniata termodynamiki ani Kinetyki renaturaciji.

Po redukcji mostkow dwusiarczkowych, zawarto$¢ struktur drugorzedowych w
czasteczce RfBP obniza sie dwukrotnie, sadzac ze zmian widmadichroizmu kotowego
w dalekim nadfiolecie, oraz zwieksza sie, rejestrowana spektrofluorymetrycznie,
ekspozycja reszt tryptofanu [4, 25]. Resztki struktury drugorzedowej oczywiscie
zanikaja po dodatkowej denaturacji. Proby renaturacji-reoksydacji naturalnym ukia-
dem glutation zredukowany-glutation utleniony prowadzity do znaczgcego odzysku
aktywnosci wiazania ryboflawiny jedynie w obecnosci wysokich stezed znanego
enzymu naprawczego: izomerazy dwusiarczkéw w biatkach [25]. Jednak peine od-
tworzenia zaréwno aktywnos$ci wiazania, jak i struktury przestrzennej nastepuje
w trakcie renaturacji-reoksydacji rozpuszczonym tlenem z powietrza [36, 46]. W
tych ostatnich eksperymentach zaobserwowano co najmniej dwa stany posrednie:

stan nieaktywny, z utlenionymi, ale wcigz ulegajacymi rearanzacji mostkami
dwusiarczkowymi,

stan w petni aktywny, jednak ze strukturg znaczaco rozluzniong wskutek
niepetnej reoksydacji mostkow dwusiarczkowych.

W badaniach nad zdenaturowanym i zredukowanym RfBP, wcze$niej zdefo-
sforylowane biatko zachowywato sie tak jak natywne.
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Ostatnio uzyskano rekombinantowe RfBP w uktadzie ekspresyjnym E. coli [36,
42]. Biatko to, solubilizowane z ciat inkluzyjnych w obecnos$ci denaturantow oraz
czynnikéw redukujacych, odzyskiwato okoto 25% spodziewanej aktywnosci wig-
zania ryboflawiny po renaturacji i reoksydacji tlenem z powietrza [36]. Wniosek
autorow, ze dowodzi to roli skfadnika cukrowego w wyborze produktywnych drég
w procesie faldowania, wymagaé bedzie zapewne niejednej weryfikacji.

Niezaleznie jednak od zastosowania w badaniach nad procesami renaturaciji,
otrzymanie rekombinantowego RfBP zapewne otworzy nowy rozdziat dalszego po-
znawania struktury tego biatka.

IV. PODSUMOWANIE

W ciagu ostatnich lat nastgpit znaczny postep w badaniach nad strukturg RfBP
zjaj kurzych. Znana jest aktualnie struktura przestrzenna taricucha polipeptydowego
oraz struktura skiadnika cukrowego tej fosfoglikoproteiny. Intensywnie badane sg
procesy odzyskiwania struktury natywnej RfBP po rozfatdowaniu (denaturacji). W
potaczeniu z wczesniejszymi, licznymi badaniami nad mechanizmem oddziatywania
biatko-ligand, nagromadzona wiedza powinna wkrotce postawié¢ RfBP w rzedzie
najlepiej strukturalnie poznanych rozpuszczalnych biatek transportujgcych.
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THIAMINE BIOSYNTHESIS AND BIOACTIVATION

Inga KOTAS
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Uniwersytet Jagielloniski, Krakdw

Streszczenie: Biosynteza tiaminy (witaminy Bi) zachodzi w mikroorganizmach i roslinach. W poczat-
kowych fazach syntezy powstaja dwa prekursory: 5-(2-hydroksyetylo)-4-metylotiazol i 4-amino-5-hy-
droksymetylo-2-metylopirymidyna. Sa one fosforylowane, po czym kluczowy enzym, pirofosforylaza
fosforanu tiaminy, faczy je w czasteczke fosforanu tiaminy. Ulega on defosforylacji do wolnej tiaminy,
a tajest przeksztatcana przy udziale pirofosfokinazy tiaminy, do aktywnego metabolicznie koenzymu,
difosforanu tiaminy.

(Postepy Biologii Komorki 2001; supl. 16: 199-212)

Stowa kluczowe: witamina Bi, biosynteza tiaminy, pirofosforylaza fosforanu tiaminy, pirofosfokinaza
tiaminy.

Summary: The biosynthesis of thiamine (vitamin Bi) is performed in microorganisms and plants. First
step leads to the formation of two precursors: 5-(2-hydroxyethyl)-4-methyltiazole and 4-amino-5-hydro-
xymethyl-2-methylopyrimidine. They are phosphorylated and then combined by the key enzyme,
thiamine phosphate pyrophosphorylase. Thiamine phosphate is dephosphorylated; free thiamine is then
converted by thiamine pyrophosphokinase into a metabolically active coenzyme, thiamine pyrophos-
phate.

(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 199-212)

Key words: vitamine Bj, thiamine biosynthesis, thiamine phosphate pyrophosphorylase, thiamine
pyrophosphokinase.

1. WSTEP

Czasteczka tiaminy (witaminy B L, w literaturze okreslanej réwniez jako aneury na),
zbudowana jest z dwoch pierscieni: 5-(2-hydroksyetylo)-4-metylotiazolu i 4-ami-
no-2-metylopirymidyny potgczonych mostkiem metylenowym [14]. MozZe ona wy-
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RYSUNEK |. Powstawanie i wewnatrzkomérkowe przemiany tiaminy; enzymy zaangazowane w
powyzsze szlaki metaboliczne: | —kinaza 4-amino-5-hydroksymetylo-2-metylopirymidyny
(EC2.7.1.49), 2 - kinaza 4-amino-5-fosfometylo-2-metylopirymidyny (EC 2.7.4.7), 3 - kinaza 5-(2-hy-
droksyetylo)-4-metylotiazolu (EC 2.7.1.50), 4 - pirofosforylaza fosforanu tiaminy (EC 2.5.1.3), 5 -
fosfataza fosforanu tiaminy, 6 —pirofosfokinaza tiaminy (EC 2.7.6.2), 7 —kinaza difosforanu tiaminy
(EC 2.7.4.15), 8 - fosfataza trifosforanu tiaminy (EC 3.6.1.28), 9 - fosfataza difosforanu tiaminy, 10 -
kinaza fosforanu tiaminy (EC 2.7.4.16), 11 - kinaza tiaminy (EC 2.7.1.89)
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TABELA 1 Enzymy, ktérych kofaktorem jest pirofosforan tiaminy

Nazwa enzymu Numer
systematyczny

Karboligaza glioksalanowa EC 4.1.1.47.
Dekarboksylaza pirogronianowa EC 4.1.1.1.
Dekarboksylaza indolopirogronianowa EC 4.1.1.74
Dekarboksylaza benzoilomréwczanowa EC 4.1.1.7.
Syntaza acetomleczanowa EC 4.1.3.18.
Dehydrogenaza pirogronianowa EC 1.24.1.
Dehydrogenaza a-ketoglutaranianowa EC 1.2.4.2.
Dehydrogenaza a-ketokwas6w o rozgatezionych tarncuchach bocznych EC 1.2.4.4.
Oksydaza pirogronianowa EC 1.2.33.
Transketolaza EC 2.2.1.1.
Syntaza dihydroksyacetonu (transketolaza formaldehydu) EC 2.2.1.3.

stepowaé w postaci niezestryfikowanej oraz jako mono-, piro- oraz trifosforan.
Formg biologicznie aktywng jest pirofosforan tiaminy, koenzym zaangazowany w
procesach oksydatywnej dekarboksylacji w cyklu Krebsa i katabolizmie amino-
kwasow o rozgatezionych tancuchach bocznych oraz w przenoszeniu grupy ke-
tonowej w cyklu pentozowym. Zestawienie enzymow, wymagajacych jako kofaktora
pirofosforanu tiaminy, przedstawiono w tabeli 1

Biosynteza tiaminy zachodzi w mikroorganizmach iroslinach, natomiast zwierzeta
wyzsze zalezne sg od egzogennej tiaminy dostarczanej gtownie z pozywieniem.
Synteza pierScieni tiazolu i pirymidyny przebiega osobno, a dopiero ich formy
ufosforylowane sg kondensowane do monofosforanu tiaminy przez pirofosforylaze
fosforanu tiaminy. Organizmy zywe dysponujg szeregiem specyficznych enzymow,
odpowiedzialnych za fosforylacje tiaminy i defosforylacje jej estréw. Najwazniejsze
wewngtrzkomdrkowe przemiany tiaminy pokazano na rysunku 1

2. BIOSYNTEZA TIAMINY U PROKARYOTA

Najlepiej poznane sg szlaki syntezy prekursoréw tiaminy u Prokaryota, wsréd
ktérych najintensywniej badane byty: Escherichia coli, Salmonella typhimurium
oraz Bacillus subtilis.

2.1. Synteza komponenty tiazolowe]j

Biosynteze pierscienia tiazolowego u bakterii poznano w wielu szczeg6tach (rys.
2). Badania z wykorzystaniem znakowanych izotopowo substratéw wykazaty, ze
w synteze komponenty tiazolowej u Escherichia coli i Salmonella typhimurium
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RYSUNEK 2. Schemat biosyntezy pierscienia tiazolowego (kursywa podano geny odpowiadajgce za
poszczegdlne etapy syntezy u Escherichia coli i Salmonella typhimurium)

wnoszg wkiad tyrozyna, cysteina oraz I-deoksy-D-ksylulozo-5-fosforan (DXP). U
Bacillus subtilis tyrozyne zastepuje w tej funkcji glicyna [5]. DXP powstaje w
wyniku kondendensacji pirogronianu i aldehydu 3-fosfoglicerynowego. Warto pod-
kresli¢, ze katalizujacy te reakcje enzym, syntaza |-deoksy-ksylulozo-5-fosforanu,
wymaga pirofosforanu tiaminy jako kofaktora. Biatko ThiS jest enzymem, odpo-
wiedzialnym za wbudowanie atomu siarki z cysteiny w pierscien tiazolowy [37].
Produkt posredni, tiokarboksylowane na C-koricu ThiS (ThiS-COSH), tworzy sie
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piiofosforan 4-amino-5-hydroksyinctylo-2-mctylopirymidyny

RYSUNEK 3. Schemat biosyntezy pierécienia pirymidynowego (kursywg podano geny odpowiadajace
za poszczegdlne etapy syntezy u Escherichia coli i Salmonella typhimurium)

przy wspoétudziale czynnikéw ThiF i Thil [42]. Jezeli w Srodowisku bakterii znajduje
sie 5-(2-hydroksyetylo)-4-metylotiazol, komdrki moga go pobiera¢ i przeprowadzaé
jego fosforylacje za pomocg kinazy ThiM [5].
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2.2. Synteza komponenty pirymidynowej

Podstawowy szlak syntezy pirofosforanu 4-amino-5-hydroksymetylo-2-metylopi-
rymidyny jest wspolny z syntezg puryn, az do momentu powstania rybonukleotydu
5-aminoimidazolu (AIR) (rys. 3). Nadrodze tej glutamina i fosforybozylopirofosforan
dajag 5-fosfo-1-rybozyloamine (PRA), z ktérej w wyniku dalszych przemian powstaje
AIR [11]. Dodatkowym szlakiem prowadzacym do powstania PRA jest zalezny
od pantotenianu szlak syntezy pirymidyny [17]. Swiadczg o tym badania mutantéw
purF wymagajacych wysokiego stezenia pantotenianu do syntezy tiaminy [10]. Nie-
dobor pantotenianu hamuje synteze tg drogg. Trzecig mozliwg drogajest alternatywny
do PRA szlak biosyntezy pirymidyny, APB [7]. Dalsze przemiany AIR przebiegaja
pod kontrolg gendéw thiC i thiD\ ThiD jest kinaza odpowiedzialng za ostatni etap
fosforylacji [5]. Dodatkowo zduplikowana jest droga syntezy pirofosforanu 4-ami-
no-5-hydroksymetylo-2-metylopirymidyny z AIR [1,4,30,32]. Uwaza sie, ze 5-fo-
sforyboza jest prekursorem w szlaku syntezy pirymidyny droga zalezng od
pantotenianu [9] lub APB [30]. Podjeto préby identyfikacji poszczeg6lnych atomoéw
metodami izotopowymi [13].

2.3. Synteza fosforanu tiaminy

Gdy oba prekursory sg juz zsyntetyzowane i ufosforylowane (rys. 1), nastepuje
ich kondensacja przy udziale syntazy monofosforanu tiaminy (pirofosforylazy fo-

RYSUNEK 4. Struktura krystalograficzna syntazy fosforanu tiaminy z Bacillus subtilis (z bazy danych
National Center ofBiotechnology Information)
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sforanu tiaminy). Znana jest struktura przestrzenna tego enzymu [6]. Syntaza wy-
izolowana z Bacillus subtilis jest dimerem, w ktérym kazda podjednostka ma strukture
barytki od(3 (rys. 4). Sktada sie z 10 a-helis, 8 (3-taicuchéw i 3 elastycznych petli,
z czego helisy a2-a8 ialO oraz struktury (3tworzg barytke. Za wigzanie substratow
i produktdw odpowiedzialne sg gtownie aminokwasy znajdujgce sie w rejonach
zagie¢ tancucha biatkowego oraz elastycznych petli. Struktura barytki a/(3 jest
charakterystyczna dla biatek majacych miejsce wigzania fosforanu, ktére jest rejonem
mocno konserwatywnym, znajdujgcym sie blisko C kofAca miedzy helisami 7 i
8 [3]. Sposob wigzania produktow w centrum aktywnym enzymu zilustrowano
na rysunku 5.

RYSUNEK 5. Miejsce wigzania pirofosforanu (a) i fosforanu tiaminy (b) w syntazie fosforanu tiaminy,
cienkie linie symbolizujg wigzania wodorowe lub koordynacyjne, oddzielone kulki - czasteczki wody
(reprodukowane z [6] za zezwoleniem American Chemical Society)
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3. BIOSYNTEZA TIAMINY U DROZDZY

Badania nad biosyntezg tiaminy w drozdzach sg nieco mniej zaawansowane.
Okreslenie pochodzenia prekursordw nie jest fatwe poniewaz tiamina oraz produkty

RYSUNEK 6. Schemat biosyntezy tiaminy u Saccharomyces cerevisiae (drukowanymi literami podano
geny odpowiadajace za poszczegdlne etapy)
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posrednie sg magazynowane w komérkach w wysokich stezeniach. Wiadomo ze
rézni sie ono od prokariotycznego. Szlaki biosyntezy tiaminy w drozdzach przed-
stawiono schematycznie na rysunku 6.

Komponenta pirymidynowa powstaje z czesci pierscienia imidazolowego histy-
dyny [16] oraz z pirydoksyny [38]. U Saccharomyces cerevisiae gen zaangazowany
w jej synteze to TH15. Wystepuje on w 4 kopiach (THI 5,11,12,13), roznigcych
sie od siebie 27 nukleotydami. Homolog tego genu u Schizosaccharomyces pombe
to thi3 (hmtl) [35]. Udato sie zidentyfikowaé gen kinazy fosforanu 4-amino-5-
hydroksymetylo-2-metylopirymidyny [21].

Poczatkowym substratem w syntezie komponenty tiazolowej jest 2-pentulozo-
5-fosforan. Najprawdopodobniej jest to D-rybulozo-5-fosforan lub D-ksylulozo-
5-fosforan. Pozostatymi substratami sa glicyna oraz cysteina, ktora jest Zrédtem
atomu siarki [16]. Doktadne przemiany metaboliczne prowadzace do powstania
pierscienia tiazolowego nie sg opisane. Znany jestjeden gen zaangazowany w synteze
tiazolu - THI4. Homologiczny gen wystepuje u Schizosaccharomyces pombe,
thi2(nmt2) [46] oraz u roslin [22].

Wyjatkowym enzymem u Saccharomyces cerevisiae jest produkt genu THI6.
Koduje on dwufunkcyjne biatko: pirofosforylaze monofosforanu tiaminy, odpo-
wiedzialng za kondensacje fragmentéw tiazolowego i pirymidynowego, oraz kinaze
hydroksyetylotiazolu [19,27]. U innych organizméw sg to oddzielne enzymy.

4. BIOSYNTEZA TIAMINY U ROSLIN

Szlaki biosyntezy tiaminy w rodlinach sa stabo scharakteryzowane. Zaktada sie,
ze przebiegajg podobnie jak w drozdzach. Sklonowano i opisano cDNA genu z
kukurydzy [2] oraz z Arabidopsis thaliana [22] z rodziny thil, o sekwencji homo-
logicznej do drozdzowych gendw, THI4 z Saccharomyces cerevisiae oraz nmt2
z Schizosaccharomyces pombe, zaangazowanych w synteze prekursora tiazolowego.
Sklonowano podobny gen z roélin cytrusowych [18]. Poziom mRNA tego genu
wzrasta stopniowo w czasie dojrzewania owocow.

5. SYNTEZA PIROFOSFORANU TIAMINY

W komorkach Escherichia coli monofosforan tiaminy moze by¢ fosforylowany
bezposrednio do pirofosforanu przez kinaze kodowang przez gen thilL [43]. Bakteria
ta posiada réwniez kinaze tiaminy (gen thiK). Istnienie odrebnej pirofosfokinazy
tiaminy u E. coli jest kontrowersyjne; by¢ moze wystepuje onajako biatko integralne
btony komérkowej [5].
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RYSUNEK 7. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej pirofosfokinazy tiaminy u Saccharomyces cerevi-
siae (THI80), Schizosaccharomyces pombe (tnr3), Pciracoccus denitrificans (pTPKI) oraz myszy
(mTPKI). Zaznaczono homologie do enzymu mysiego (z bazy danych National Center ofBiotechnology
Information)

W wiekszosci organizméw monofosforan tiaminy ulega defosforylacji, a wolna
tiamina w jednoetapowej reakcji katalizowanej przez pirofosfokinaze tiaminy prze-
chodzi w pirofosforan tiaminy.

Ze wzgledu na kluczowg role tego enzymu w bioaktywacji tiaminy, jest on
dos$é szeroko badany. Zostat przynajmniej czeSciowo oczyszczony z nastepujacych
zrédet: Paracoccus denitrificans [34], drozdzy piwnych [40], lisci pietruszki [23],
zarodkow soi [17], serca i mozgu Swini [26,33], watroby szczura [40] oraz ludzkich
erytrocytow [7]. Znana jest sekwencja aminokwasowa pirofosfokinazy tiaminy z
Schizosaccharomyces pombe (produkt genu tnr3) [14], Saccharomyces cerevisiae
(THI80) [28], Paracoccus denitrificans (pTPKI) [29] oraz myszy (mTPKI) [29].
Na rysunku 7 poréwnano sekwencje tych enzymdw. Konserwatyzm struktury pier-
wszorzedowej pirofosfokinazy tiaminy jest bardzo wysoki. Homologia enzymu my-
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siego z THI80 i pTPKI wynosi 31%, a z C-kofncowym odcinkiem enzymu tnr3
az 39% [29].

6. SYNTEZA TRIFOSFORANU TIAMINY

Syntaza trifosforanu tiaminy zostata wyizolowana z kory médzgowej wotu [24].
Biatko to wykazuje dwie aktywnosci: biatka wigzacego pirofosforan tiaminy oraz
ATP-fosforylo- transferazy. Niekowalencyjne zwigzanie pirofosforanu tiaminy jest
konieczne do przebiegu reakcji enzymatycznej. Réwniez produkt reakcji pozostaje
zwigzany z biatkiem, co moze mie¢ znaczenie w ochronie trifosforanu przed defo-
sforylacjg przez fosfatazy, jak i w jego transporcie w uktadzie nerwowym. Enzym
syntetyzujacy trifosforan tiaminy oczyszczono réwniez z Saccharomyces carlsber-
gensis; jego wiasciwosci biologiczne i fizykochemiczne réznig sie od enzymu wo-
towego, przede wszystkim brakiem aktywnos$ci biatka wigzacego pirofosforan
tiaminy [41].

7. ORGANIZACJA GENOW BIOSYNTEZY TIAMINY
I ICH REGULACJA

Geny biosyntezy tiaminy sg odpowiednio regulowane w zaleznosci od jej do-
stepnosci w srodowisku. U Escherichia coli i Salmonella typhimurium pogrupowane
sg one jako 3 operony i 4 pojedyncze geny [5, 31]. U B. subtilis sg 2 operony
i jeden pojedynczy gen [5, 45]. Operony regulowane sg przez poziom pirofosforanu
tiaminy, natomiast geny pojedyncze nie [44].

U drozdzy Schizosaccharomyces pombe i Saccharomyces cerevisiae regulacja
biosyntezy odbywa sie nastepujgco: wysoki poziom tiaminy i pirofosforanu w ko-
morce hamuje ekspresje znanych genéw syntezy tiaminy [16,36], natomiast produkty
genow THI2(PHO06), THI3 oraz PDC2 dziatajg stymulujgco [16,20]. Réwniez mu-
tacja genu THI81 powoduje brak negatywnej regulacji syntezy tiaminy [25].

8. PODSUMOWANIE

W badaniach biosyntezy i bioaktywacji tiaminy pozostato jeszcze wiele nie-
wiadomych. W szczegdélnosci, wyjasnienia wymaga chemia niektérych etapéw syn-
tezy prekursoréw, jak rowniez rola biologiczna triforanu tiaminy. Poniewaz witamina
Bj jest niezbednym sktadnikiem ludzkiej diety, badania biosyntezy tiaminy w kie-
runku, umozliwiajagcym manipulowanie tymi procesami w organizmach mogtyby
doprowadzi¢ do otrzymania zywno$ci wzbogaconej w tg substancje. Konstrukcja
odpowiednich wektoréw ekspresyjnych moze udoskonali¢ komercyjng produkcje
witaminy Bj lub jej komponent skfadowych.
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W UKELADZIE NERWOWYM

HYPOTHETICAL FUNCTION OF THIAMINE
IN NERVOUS SYSTEM
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Streszczenie: Niedob6r tiaminy w organizmie objawia sie przede wszystkim zaburzeniami i degradacja
centralnego i obwodowego uktadu nerwowego. Za efekt ten w znacznej mierze odpowiada uniwersalna
metaboliczna funkcja pirofosforanu tiaminy, kofaktora enzyméw uczestniczacych w przemianach we-
glowodan6w i metabolizmie energetycznym komérek. Zgromadzone w ostatnich latach liczne obserwa-
cje wskazujg jednak na dodatkowa, nie kofaktorowa role pochodnych tiaminy, zwiaszcza trifosforanu
tiaminy, selektywng wobec uktadu nerwowego. Zgtoszono trzy hipotezy, podejmujace prébe wyjasnienia
neurochemicznej roli trifosforanu tiaminy na poziomie molekularnym. Dwie pierwsze postulujg jego
dziatanie na kanaly jonowe: sodowe bramkowane ligandem oraz chlorkowe bramkowane napieciem.
Najnowsza hipoteza postuluje funkcjonowanie trifosforanu tiaminy w mechanizmie neurotransmisji jako
specyficznego donora grup fosforanowych w procesach fosforylacji pewnych biatek regulacyjnych.
(Postepy Biologii Komérki 2001; supl. 16: 213-220)

Stowa kluczowe: niedobor tiaminy, trifosforan tiaminy, pyritiamina, oksytiamina, regulacyjna fosfory-
lacja biatek.

Summary: Thiamine deficiency in animals predominantly results in malfunctions or degradation of both
central and peripheral nervous systems. These effects are partly due to the universal metabolic function
of thiamine diphosphate, the cofactor of key enzymes involved in the carbohydrate metabolism and
energy supply to the cell. However, many recent observations seem to indicate that thiamine derivatives,
mainly thiamine triphosphate may play an additional non-cofactor role, specific to the nervous tissue.
Three hypotheses attempt to interpret the neurochemical role of thiamine triphosphate on the molecular
level. First two assume the action of this thiamine compound upon the ligand-gated Na+ channels or the
voltage-gated CL channels. The recent hypothesis suggests that thiamine triphosphate in involved in the
neurotransmission mechanism serving as a specific phosphate donor in the phosphorylation of some
regulatory proteins.

(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 213-220)

Keywords: thiamine deficiency, thiamine triphosphate, pyrithiamine, oxythiamine, regulatory protein
phosphorylation.
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WSTEP

Objawy niedoboru tiaminy (witaminy Bj), prowadzace w skrajnych przypadkach
do choroby beri-beri (polineuritis, zapalenie wielonerwowe), znane sg od wiekow:
zaburzenia czynnosci serca, przewodu pokarmowego oraz gospodarki wodnej or-
ganizmu, atrofia mieéni konczyn dolnych, a przede wszystkim objawy neurologiczne
- zaburzenia zaréwno w centralnym, jak i obwodowym uktadzie nerwowym
[1,2,28,42,44]. Niedobor tiaminy wystepuje uchronicznych alkoholikdw, wywotujac
alkoholowe zapalenie wielonerwowe, tzw. syndrom Wernicke-Korsakoffa (WKS)
[1,21,22,33]. Awitaminoze witaminy B| obserwuje sie rowniez u pacjentow cier-
pigcych na AIDS [38], chorobe Alzheimera [12,27,34,36,37,39], nie alkoholowy
zespot Wernicke-Korsakoffa oraz chorobe Leigha - podostrg martwiczg encefalo-
mielopatie objawiajacg sie zapaleniem moézgu i rdzenia [1].

Zaburzenia w funkcjonowaniu lub degradacje centralnego uktadu nerwowego
oraz nerwow cholinoergicznych obserwuje sie réwniez w doswiadczeniach pro-
wadzonych in vivo na zwierzetach, w ktérych sztucznie wywotywano niedobér
tiaminy poprzez podawanie duzych dawek pyritiaminy [6,16,23,26,32,33,34,35] lub
amprolium [24].

Czes$¢ hipotez, ttumaczacych role witaminy  w prawidtowym funkcjonowaniu
uktadu nerwowego, ogranicza jej znaczenie wytgcznie do metabolicznych funkcji
pirofosforanu tiaminy, ktérego niedobdér musi powodowaé uposledzenie w funkcjo-
nowaniu szczegdlnie wrazliwych komdrek nerwowych. Jednak obserwacje objawow
chorobowych niedoboru tiaminy u ludzi oraz badania neurofizjologiczne na zwie-
rzetach skianiajg ku przypuszczeniom, ze darnina speinia jeszcze inna, specyficzng
funkcje w uktadzie nerwowym. W 1944 r. A. Von Muralt jako pierwszy wysunat
hipoteze, ze darnina odgrywa istotng role w przewodzeniu impulséw nerwowych.
Wykazano, ze w tych zjawiskach aktywng komponentg jest trifosforan tiaminy
[2,5,15,28]. Do chwili obecnej zgtoszono szereg hipotez prébujacych wyjasnic role
tiaminy w uktadzie nerwowym, szczeg6lnie w kontekscie licznych chorob, ktérych
objawdéw wczeéniej nie tgczono z niedoborem tiaminy [13,27,34,37,38]. Dopiero
jednak w ostatnich latach hipotezy te objety molekularne interpretacje udziatu po-
chodnych witaminy Bj w mechanizmach przenoszenia sygnatéw nerwowych.

ILOSCIOWA DYSTRYBUCJA POCHODNYCH TIAMINY
W MOZGU | NERWACH OBWODOWYCH

W mozgu zidentyfikowano, poza difosforanem tiaminy (TDP), monofosforan
tiaminy (TMP), tiamine i trifosforan tiaminy (TTP) [18]. Metodg HPLC oszacowano
[14], iz tiamina i TMP w centralnym ukfadzie nerwowym stanowig ok. 10%, a
TTP 5-10% catkowitej ilosci witaminy Bj. Gtowng pule tej witaminy stanowi
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TDP: 80-85% catkowitej ilosci witaminy w tkance nerwowej gryzoni [2]. Catkowite
stezenie tiaminy w mozgu szczuréw wynosi 6-13 nmol/g $wiezej masy, podczas
gdy w ludzkim mézgu wynosi ono tylko 3-4 nmol/g [18]. Stosunkowo niska zawarto$¢
tiaminy w moézgu ludzkim moze by¢ powodem szczeg6lnej podatnosci ludzi na
niedobdr tiaminy.

Badania histochemiczne [43] demonstrujg lokalizacje tiaminy w btonach nerwéw
i mitochondriach, lecz nie w aksoplazmie. TTP wystepuje w wiekszym stezeniu
w komorkach nerwowych w poréwnaniu z komérkami glejowymi [2,31]. Tiamina
zwigzana jest z membranami synaptosomalnymi mézgu [28,30,31]. Miejsca wigzace
TTP zlokalizowano w btonach neuronalnych [3], lecz mogato by¢ biatka zasocjowane
z TTP itworzace kanaty jonowe Na+ [2,17] i kanaly anionowe CI [6,9,15]. Uwaza
sig, ze btony nerwow przypuszczalnie posiadaja zewnatrzkomérkowe miejsca wia-
zace tiamine i niektdre jej strukturalne analogi, takie jak np. oksytiamina [8,21,25].
Wysoko specyficzne miejsca wigzace TTP (Kd=0,5 pM) zidentyfikowano ponadto
w membranach organu elektrycznego - Electrophorus electricus [2,11,19] oraz
w miesniach szkieletowych szczura [15,18].

Il. METABOLICZNA ROLA PIROFOSFORANU TIAMINY
W UKLADZIE NERWOWYM

Rola pirofosforanu tiaminy (TDP) w uktadzie nerwowym zwigzana jest z dobrze
udowodniong funkcjg kofaktora dla kluczowych enzymow, uczestniczacych w prze-
mianach weglowodanow i metabolizmie energetycznym komorek: dehydrogenazy
pirogronianowej i dehydrogenazy a-ketoglutaranowej w mitochondriach oraz trans-
ketolazy w cytozolu [1,2,18,28,31,33]. TDP jest ponadto bezposrednio zaanga-
zowany w procesach syntezy i metabolizmie neurotransmiteréw: acetylocholiny,
glutaminianu, kwasu y-aminomastowego (GABA) [24], somatostatyny [39] i 5-
hydroksytryptaminy (serotoniny) [35].

I11. NIEKOFAKTOROWA FUNKCJA TIAMINY
W UKELADZIE NERWOWYM

Zgtoszono szereg hipotez, mowigcych o specyficznej, neurochemicznej i nie
kofaktorowej funkcji tiaminy, a zwiaszcza trifosforanu tiaminy w uktadzie ner-
wowym. Hipotezy te opierajg sie na obserwacjach zjawiska hydrolizy TTP i TDP
oraz uwalniania tiaminy i monofosforanu tiaminy podczas pobudzania nerwéw ob-
wodowych przez elektrostymulacje, a takze podawanie lekéw aktywujacych uktad
nerwowy [2]. W eksperymentach in vivo zaobserwowano, zepyritiamina (antagonista
tiaminy), wykazuje wyrazne dziatanie na uktad nerwowy. Wywotuje typowe objawy
awitaminozy u zwierzat doswiadczalnych igcznie z zapaleniem wielonerwowym
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{polineuriti$). Sugeruje sie, ze pyritiamina wptywa bezposrednio na przewodzenie
i sekrecje neurondw. Potwierdzeniem sg doswiadczenia, w ktérych pyritiamina o
stezeniu 0,1-1 mM zmieniata potencjat czynnosciowy w izolowanych witoknach
nerwowych. Zaobserwowano réwniez, iz ekstrakt z paproci, zawierajacy tiaminaze
I, enzym rozktadajacy tiamine, dodany do izolowanych witékien nerwowych, mo-
dyfikuje potencjat btonowy i zwieksza amplitude potencjatu czynnosciowego [28].
Skutkiem niedoboru trifosforanu tiaminy sa zaburzenia neurologiczne, a obecno$é
inhibitoréw blokujacych synteze trifosforanu tiaminy z pirofosforanu tiaminy po-
woduje pojawienie sie tych symptoméw [2,8,9,10,20,24,28].

Liczne doswiadczenia na zwierzetach, u ktérych wywotywano stan niedoboru
tiaminy poprzez podanie pyritiaminy, potwierdzajg wpltyw tiaminy na prawidtowe
funkcjonowanie ATP-azy Na+- K+ (pompy sodowo-potasowej). Aktywny transport
Na+ i K+ ma duze znaczenie fizjologiczne. Gradient Na+ K+ w komorkach zwie-
rzecych kontroluje objeto$¢ komorki, jest sitg napedowg aktywnego transportu cu-
krow i aminokwaséw oraz warunkuje pobudzenie nerwéw i mieéni. Podawana
pyritiamina powodowata zalezng od czasu nieodwracalng inhibicje ATP-azy Na+-
K+, co prawdopodobnie byto rezultatem interakcji z grupami sulfhydrylowymi [2].

Liczne obserwacje sugerujg potencjalny wptyw tiaminy na uwalnianie acetylo-
choliny w plytkach nerwowo-mie$niowych [2,41]. Wiadomo np. ze podawanie pa-
cjentom z syndromem Wemicke-Korsakoffa lub chorobg Alzheimera wysokich
dawek tiaminy (100 mg/dzier)) powoduje aktywacje centralnego systemu choli-
nergicznego [36].

Wptyw TTP na funkcjonowanie kanatéw jonowych Na+

Itokawa i Cooper w 1969 r. przedstawili hipoteze, ze TTP bezposrednio od-
dziatywuje na kanaty jonowe Na+ [29,2]. W swoich doswiadczeniach zastosowali
tetrodotoksyne (TYK), ktora specyficznie wigze sie z kanatami sodowymi, blokujac
przeptyw jonéw Na+ oraz przewodnictwo impulséw nerwowych wzdtuz aksonéw.
Jest przy tym znacznikiem wysoce specyficznym i nie dziata na inne kanaty. TTX
posiada dodatnio natadowang grupe guanidynowa, ktéra oddziatuje ujemnie na-
tadowang grupg karboksylowg przy wejsciu kanatu od zewnatrzkomérkowej strony
btony. TTX blokuje przeptyw Na+ zamykajac wejscie do poru. Toksyna ta, wigzac
sie z kanatem sodowym, indukowala uwalnianie tiaminy w izolowanych nerwach.
Efekt ten, ttumaczony zastapieniem TTP z kanatu Na+ przez TTX wskazuje, ze
TTP bezposrednio bramkuje te kanaty. TTP jest zasocjowany z biatkiem tworzgcym
kanat jonowy. Twarcy hipotezy sugeruja, ze rola TTP w funkcjonowaniu kanatéw
Na+ polega na ich kontrolowaniu pod wzgledem kierunku dziatania [29]. Jednak
szczegOtowy mechanizm dziatania TTP nie zostat zaproponowany. Co wiecej,
péZniejsze badania w innych laboratoriach poddajg te hipoteze w watpliwosc.
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Rola TTP w funkcjonowaniu kanatow jonowych ClI

L. Bettendorff, stosujac technike patch-clamp, po raz pierwszy wykazat wptyw
TTP w stezeniu fizjologicznym na kanaty jonowe CF [2,8,7,9,10,19]. Pracujac
na synaptoneurosomach izolowanych z mézgu szczura badat receptory GABAa
znakowane radioaktywnie 36CF. Zaobserwowat, iz TTP aktywuje transport jondéw
CF w preparatach btonowych uzyskanych z mozgu szczura, przy czym TTP wydaje
sie dziata¢ po cytoplazmatycznej stronie btony. W doswiadczeniach z oksytiaming
na komarkach neuroblastomy [2,4,5,9], na homogenatach mézgu szczura [19] i
hodowlach neuronéw [7,24] stwierdzit, ze ten analog modyfikuje napieciowg za-
lezno$¢ pojedynczych kanatdbw CF od zewnatrz, podczas gdy ten sam kanat byt
uaktywniany przez TTP od strony cytoplazmy. Efektywno$¢ tiaminy i pyritiaminy
w blokowaniu kanatéw CF byfa znacznie nizsza [19]. Ponadto podawanie oksy-
tiaminy powodowato u zwierzat doswiadczalnych utrate masy ciata i bradykardie,
lecz nie wywotywato zapalenia wielonerwowego, gdyz ten antymetabolit nie prze-
kracza bariery krew-moézg [8J.

Obserwacje te potwierdzajg hipoteze, ze TTP powoduje aktywacje kanatow anio-
nowych o niskiej specyficznosci, ktérych dziatanie zwigzane jest ze zmiang potencjatu
btonowego tzn. sg to kanaty bramkowane napieciem [7,8]. TTP nie wydaje sie
zmienia¢ kinetyki bramkowania napieciem, lecz raczej kontroluje liczbe funkcjo-
nalnych kanatow, np. przez fosforylacje [2,7,8]. Niestety rola tych kanatlow nie
jest w petni zrozumiata. Kanaty o podobnej charakterystyce sg szeroko rozpowszech-
nione w btonach plazmatycznych réznych komoérek, w zewnetrznej btonie mito-
chondrialnej i blonie jadrowej. Tak wiec rodzi sie pytanie, czy przedstawiona przez
Bettendorffa hipoteza rzeczywiscie méwi o szczegélnej roli TTP w ukladzie ner-
wowym skoro kanaty jonowe, o ktérych byla mowa, wystepujg powszechnie w
btonach roznych typow.

Funkcja TTP w mechanizmie neurotransmisji

Najnowsze badania nad potencjalnym wptywem tiaminy na uwalnianie acetylo-
choliny w ptytkach nerwowo-miesniowych wskazujg na zupetnie inng role, jaka
moze pehni¢ tiamina w ukiadzie nerwowym. Badania te, prowadzone w grupie
Bettendorffa, dotyczyty biatka rapsyny 43K zasocjowanego z btong postsynaptyczna,
ktére w sposdb specyficzny taczy sie z receptorami acetylocholinowymi typu N,
znajdujacymi sie w postsynaptycznej btonie plytki nerwowo-miesniowej gryzoni
lub elektrocytach Torpedo murata. Stymulacja tych receptoréw, stanowigcych w
istocie bramkowane przez acetylocholine kanaty jonowe, prowadzi do aktywacji
komorki postsynaptycznej. Asocjacja rapsyny 43K z btong umozliwia tworzenie
sie funkcjonalnych cze$ci motorycznych, scalajacych docierajgce informacje. Zmu-
towanie genu biatka 43 K rapsyny u myszy, prowadzi do ich postnatalnej $mierci.

W pracy Nghiem i Bettendorffa [40] przedstawiona jest nowa specyficzna droga
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fosforylacji rapsyny 43K przez endogenng kinaze(y) biatkowa na membranach re-
ceptora acetylocholinowego, dla ktorej donorem grup fosforanowych byt trifosforan
tiaminy (TTP). Endogenna kinaza(y) obecna w membranach mézgu gryzoni wyko-
rzystywata y “ P-TTP jako donor grup fosforanowych. Uzycie jako donora grup
fosforanowych TTP, nie nalezacego do klasycznych trifosforanéw purynowych,
takich jak ATP czy GTP, reprezentuje nowg droge fosforylacji, prawdopodobnie
szczegblnie wazng dla biatek synaptycznych. Ta $wieza, a zatem wymagajaca dal-
szych potwierdzerh hipoteza, pozwalajgca traktowa¢ TTP jako potencjalng wyso-
koenergetyczng komponente, ktdrej energia hydrolizy moze by¢ powigzana z
procesem transportu przez btony w uktadzie nerwowym, stawia TTP w nowej
bardziej ogdlnej roli donora grup fosforanowych w procesach fosforylacji biatek.

IV. PODSUMOWANIE

W licznych pracach traktujacych o roli tiaminy i jej fosforanow w uktadzie
nerwowym wyr6zni¢ mozna trzy grupy hipotez. Pierwsza méwi o roli tiaminy,
a scislej trifosforanu tiaminy, poprzez wptyw na funkcjonowanie kanatéw jonowych
Na+ bramkowanych ligandem. Druga, podwazajagc argumenty pierwszej, wskazuje
raczej na role fosforanéw tiaminy w funkcjonowaniu kanatéw anionowych CU
o niskiej specyficznosci bramkowanych napieciem. Wobec powszechnego wyste-
powania tych kanatow w réznych typach bton, hipoteza ta nie ttumaczy specyficznosci
obserwowanych efektéw wobec uktadu nerwowego. Najnowsza hipoteza postuluje
funkcjonowanie TTP jako donora grup fosforanowych w procesach fosforylacji
biatek, przebiegajagcych w ukiadzie nerwowym podczas przekazu sygnatu poprzez

synapsy.
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TRANSPORT ORAZ METABOLIZM TIAMINY
W KOMORKACH SACCHAROMYCES CEREVISIAE

THIAMINE TRANSPORT AND METABOLISM
IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE CELLS

Robert DULINSKI
Zaktad Biochemii Analitycznej, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakéw

Streszczenie: Praca przedstawia wybrane aspekty transportu oraz metabolizmu tiaminy w komaorkach
Saccharomyces cerevisiae, podkres$lajac dziatanie w tych procesach biatek, unikalnych dla tego mikro-
organizmu. Jedno z nich (produkt genu TH16), taczy w jednej czasteczce dwie aktywnosci niezbedne na
kolejnych etapach syntezy tiaminy. Inny enzym, kwasna fosfataza wystepujaca w przestrzeni perypla-
zmatycznej (produkt genu PHO3), wykazuje dodatkowo odrebng aktywno$¢ wigzania tiaminy. Petni ona
najprawdopodobniej funkcje defosforylacji fosforanéw tiaminy pobranych z zewnatrz. Uwolniona w
tym procesie tiamina przechodzi przez btone komérkowg przy udziale btonowego transportera, kodo-
wanego przez gen THI10.

(Postepy Biologii Komorki 2001; supl. 16: 221-228)

Stowa kluczowe: transport przez btony, przestrzeh peryplazmatyczna, fosforany tiaminy.

Summary: This review presents selected problems of thiamine transport and metabolism in Saccharo-
myces cerevisiae cells with focus on the proteins that are unique in this microorganism. The protein,
encoded by THI6 gene, combines in one molecule two enzymatic activities, necessary at two steps of
thiamine biosynthesis. Another enzyme, the periplasmic acid phosphatase (PHO3 gene product),
exihibits the additional thiamine binding property. It probably dephosphorylates thiamine phosphate
taken up from the medium. Free thiamine crosses the cell membrane via the membrane-bound transporter
encoded by TH110 gene.

(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 221-228)

Key words: membrane transport, periplasmic space, thiamin phosphates.
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I. WSTEP

Drozdze Saccharomyces cerevisiae przez wiele lat stanowity niezwykle efektywne
zrodto dla izolacji tiaminy oraz wielu enzymow wykorzystujagcych jako kofaktor
difosforan tiaminy (ThDP) [1,3]. S. cerevisiae zyskaly status swoistego modelu
eukariotycznego organizmu. Kulminacjg ogromnego zaawansowania badan z zakresu
inzynierii genetycznej, biochemii oraz biologii komorki stato sie zidentyfikowanie
sekwencji nukleotydowej kompletnego genomu tych drozdzy, kodujacej ponad 6000
gendw zlokalizowanych na 16 niezaleznych chromosomach [2,26,29].

Podobnie jak rosliny oraz wiele mikroorganizmoéw S. cerevisiae sg zdolne do
syntezy tiaminy de novo [12]. Moga jednak réwniez pobiera¢ zewngtrzkomoérkowa
tiamine i wykorzystywaé ja do syntezy ThDP. Zjawiska aktywnego transportu wi-
taminy Bl cechuje imponujaca wydajno$¢, manifestujgca sie 200-krotnym wzrostem
stezenia wewnatrzkomérkowej tiaminy w ciggu kilku minut [3]. W niniejszym ar-
tykule przedstawiono te cechy transportu i metabolizmu w S. cerevisiae, ktore,
przynajmniej w chwili obecnej, przypisa¢ mozna wytgcznie temu mikroorganizmowi.

Il. BIOSYNTEZA DIFOSFORANU TIAMINY

Pomimo faktu, iz ThDP stanowi jeden z kluczowych kofaktoréw, znajomos¢
wielu genetycznych aspektéw biosyntezy tego zwiazku wcigz pozostaje na nieza-
dowalajgcym poziomie [25]. Zidentyfikowane do tej pory geny kodujace biatka
zaangazowane w tym procesie wyliczono w tabeli 1

Tak jak w innych organizmach syntezujgcych tiaming, w pierwszych fazach
biosyntezy tej substancji powstajg dwa prekursory: 5-(2-hydroksyetylo)-4-metylo-
tiazol (HET) oraz 4-amino-5-hydroksymetylo-2-metylopirymidyna (HMP) [3,25].
Prekursory te, ulegaja nastepnie fosforylacji: HMP dwustopniowej, a HET jed-
nostopniowej, po czym nastepuje ich kondensacja z utworzeniem monofosforanu
tiaminy. Unikalng witasnoscig S. cerevisiae jest to, ze aktywnos$¢ enzymatyczng
odpowiedzialng za kondensacje (pirofosforylaza fosforanu tiaminy, EC 2.5.1.3.)
niesie tancuch polipeptydowy, ktéry ma jednoczes$nie aktywnos$¢ kinazy HET (EC
2.7.1.50). To dwufunkcyjne biatko kodowane jest przez gen THI6 [23]. Natywny
enzym jest oktamerem zbudowanym z podjednostek o masie czgsteczkowej 60
kDa. Stwierdzono, iz 70-aminokwasowy region na kofcu karboksylowym proteiny
jest niezbedny dla funkcjonowania obu aktywnosci i prawdopodobnie utrzymania
przez biatko odpowiedniej konformacji. Ostatnie etapy syntezy ThDP, juz typowe
dla wiekszosci organizmow, obejmujg najpierw defosforylacje fosforanu tiaminy,
a nastepnie wolna tiamina ulega pirofosforylacji przy udziale pirofosfokinazy tiaminy
[3,19]. Warto jednak zaznaczy¢, ze ten ostatni kluczowy enzym zostat najlepiej
scharakteryzowany pod wzgledem wiasciwosci enzymatycznych wiasnie w S. ce-
revisiae. Jest on kodowany przez gen THI8O.
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TABELA 1. Geny oraz biatka odpowiedzialne za synteze difosforanu tiaminy u S. cerevisiae

Gen Chromo- Masa czasteczkowa Funkcja biatka
som biatka (KDA)/Licz-
ba aminokwaséw
THI6 14 58/540 pirofosforylaza fosforanu tiaminy
i kinaza hydroksyetylotiazolu,
THI80 15 36,6/314 pirofosfokinaza tiaminy, unikalna kopia
THI14 7 35/322 biosynteza prekursora tiazolowego,
THI5 6 38,6/340 biosynteza prekursora pirymidynowego
TH111 10 38,6/340 biosynteza prekursora pirymidynowego
THI12 14 38,6/340 biosynteza prekursora pirymidynowego
THI13 4 38,6/340 biosynteza prekursora pirymidynowego
PHO3 2 51/450 reprymowalna przez tiamine kwasna fosfataza,

hydroliza fosforanéw tiaminy w przestrzeni
periplazmatycznei

THI10/ 12 66,9/598 transporter tiaminy w btonie komdrkowej
TH17

THI2/ 2 51,8/450 aktywator transkrypcji, wiazanie z DNA!
PHOG6

TH13 4 68,4/576 regulacja ekspresji genéw

PDC2 4 103,9/925 regulacja ekspresji genow,

RP11 9 46,6/407 aktywator transkrypcji, bogaty w Asn + Ser

I1l. TRANSPORT TIAMINY PRZEZ BLONE
KOMORKOWA S. CEREVISIAE

Wymienione procesy biosyntezy wymagaja znacznego zaangazowania energety-
cznego, bowiem wyprodukowanie przez komdrke jednej czasteczki ThDP stanowi
rdwnowaznik pieciu fosforylacji [3,9]. W kontekscie tych danych nie zaskakuje
fakt, iz drozdze wyksztatcity niezwykle efektywny mechanizm pozyskiwania oraz
sekwestracji dostepnej pozakomdrkowo tiaminy. Dzieki systemowi aktywnego trans-
portu komorki Saccharomyces cerevisiae sg zdolne do akumulacji tiaminy w ste-
zeniach przekraczajagcych 10 000 razy zewnatrzkomorkowy poziom witaminy BI.
W ciggu 30 minut dochodzi do catkowitej sekwestracji 1 mM tiaminy ze srodowiska
zewnetrznego [5,8]. Procesy transportu sg stymulowane przez glukoze, natomiast
inhibitorami sg jony fluorkowe oraz azotanowe. Transporter operuje w optimum
pH wynoszacym 4,5, a wartos¢ statej Kmwynosi 0,18 pM [1]. Z obserwacji wptywu
rozlicznych analog6éw tiaminy wynika, iz system transportu wykazuje wiekszg swoi-
sto$¢ wzgledem fragmentu pirymidynowego niz pierscienia tiazolu [7,15,22]. Wéréd
badanych zwiazkéw najlepszym inhibitorem okazat sie dwusiarczek o-benzoilo-
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tiaminy, hamujacy transport w sposéb kompetycyjny, z wartoscig statej inhibicji
Ki wynoszaca 1,8 nM [15]. Jego skuteczno$¢ moze wynika¢ z wysokiej rozpu-
szczalnosci w lipidowej komponencie btony komdrkowej drozdzy.

Pod koniec lat siedemdziesigtych w komdrkach drozdzy zidentyfikowano aktyw-
nos¢ wigzania tiaminy zlokalizowang w btonie komorkowej [4]. Zgodno$é para-
metréw wiazania; optimum pH i statej dysocjacji, z odpowiednig charakterystyka
catego uktadu transportu sugerowata, ze biatko wigzace bierze bezposredni udziat
w przemieszczaniu czasteczki tiaminy przez btone komérkowa. Hipoteza ta, zostata
rowniez potwierdzona przez badania m.in. przy zastosowaniu chemicznie (o-bro-
moetylotiamina) oraz fotochemicznie (4-azydo-2-nitrobenzoilotiamina) reaktywnych
pochodnych tiaminy [14,15,28]. Okazato sie, iz zastosowanie powyzszych pochod-
nych prowadzi do inaktywacji jednoczesnie aktywnos$ci wigzacej tiaming, zlokali-
zowanej w bionie komérkowej oraz aktywno$ci systemu transportu tiaminy w
komadrkach drozdzy. Druga z wymienionych, fotoreaktywna pochodna postuzyta
ponadto do wyznakowania miejsc wiazacych w bionie.

Przetomem w badaniach nad transportem witaminy B 1w drozdzach byto ziden-
tyfikowanie w 1997 roku genu transportera tiaminy THI10 [2,26,29]. Nalezy pod-
kresli¢, iz byty to pierwsze prace, charakteryzujace gen kodujacy biatko transportujace
tiamine. Produkt genu THI10 stanowi polipeptyd o masie czasteczkowej 66,903
Da sktadajacy sie z 598 aminokwasow, ktéry wykazuje zaskakujgco wysokie po-
dobienstwo do permeazy uracylu (30,1 % homologii) oraz permeazy alantoiny (27,9%
homologii) [2]. Sekwencja aminokwaséw jednoznacznie sugeruje cechy strukturalne
integralnego biatka btony komérkowej. Biatko Thi 10p sktada sie z licznych regionéw
transmembranowych, jakkolwiek N- oraz C-terminalne fragmenty majg charakter
hydrofilowy. Jednoczes$nie gen nie zawiera cech strukturalnych wyrézniajacych pep-
tyd sygnatowy. Potencjalne miejsca N-glikozylacji, Asn-X-(Ser/Thr) zidentyfikowa-
no w pozycjach aminokwasowych 39, 323 oraz 390 [2].

Okazuje sie réwniez, iz repertuar gendéw kodujgcych potencjalne transportery
tiaminy nie ogranicza sie tylko do sekwencji TH110. Geny YOROJIc oraz YOR192c
wykazujg uderzajgce podobienstwo do THI10, aczkolwiek trudno przesadzic, czy
podlegajg ekspresji i sg zaangazowane w transport tiaminy w komérkach drozdzy.
Rezultaty wstepnych badai sugeruja, iz produkty tych genéw mogg stanowié
zaplecze analog6w transportera, wykazujacych stosunkowo niskie powinowactwo
dla naturalnego ligandu.

IV. BIALKO WIAZACE TIAMINE
W PERYPLAZMIE S. CEREVISIAE

W przestrzeni peryplazmatycznej S. cerevisiae, tj. miedzy btong komédrkows
a Sciang komadrkowa, wystepuje inne biatko wigzace tiamine, rozpuszczalna gli-
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koproteina wyizolowana po raz pierwszy w 1978 roku [4]. Biatko ma mase cza-
steczkowg 140 kDa i charakteryzuje sie statg dysocjacji kompleksu biatko-ligand
wynoszacg 29 nM [16,27]. Optymalne pH dla procesu interakcji z tiaming oscyluje
wokot wartosci 5,5, oddziatywanie to jest odwracalnie hamowane w obecnosci
8 M mocznika.

Sondowanie analogami tiaminy oraz szereg innych badan wykluczyto mozliwos¢,
ze to biatko jest sktadnikiem transportu tiaminy do wnetrza komorki [7,14,22].
Przyktadowo, pirytiamina hamuje wigzanie tiaminy tak jak i transport, ale dwu-
siarczek o-benzoilotiaminy nie wykazuje podobienstwa w efektach wywieranych
na zdolno$¢ wigzacg oraz ukiad transportu. Co wiecej, mutant transportu tiaminy
w komérkach S. cerevisiae (PT-R2) izolowany jako szczep oporny na pirytiamine
wcigz zawiera rozpuszczalne peryplazmatyczne biatko w iloSciach porownywalnych
do szczepu dzikiego.

W 1986 roku przedstawiono rezultaty badan, z ktérych wynikato, iz perypla-
zmatyczne biatko wigzace tiamine jest jednoczesnie kwasng fosfataza, ktorej synteza
hamowana jest przez tiamine w pozywce, kodowang przez gen PHO03 [21,24].
Przemawiaty za tym nastepujace argumenty:

zewnatrzkomorkowa tiamina prowadzita do réwnolegtego zaniku obu aktyw-

nosci,

detekcja obu aktywnos$ci podczas niedenaturujacej elektroforezy na zelu polia-

krylamidowym natywnych oraz deglikozylowanych biatek nastgpita w iden-

tycznych pozycjach,

obie aktywnos$ci wykazywaty niemal identyczny przyrost w trakcie procedury

oczyszczania,

denaturacja cieplna prowadzita do podobnego stopnia inakty wacji w przypad-

ku obu aktywnosci,

mutanty defekty wne pod wzgledem aktywnosci ,,reprymowalnej” przez tiami-

ne kwasnej fosfatazy nie wykazywaty zdolnosci wigzacej tiamine [21].

Jakkolwiek spektrum pH dla aktywnos$ci wiazacej tiamine oraz fosfatazowej
wykazuje pewne réznice [17,18], mozna przyja¢ z duzym prawdopodobieristwem,
iz szczelina wigzaca witaming Bl oraz miejsce aktywne enzymu, zlokalizowane
sg na jednym #tancuchu polipeptydowym - kodowanym przez wspélny gen. Enzym
wykazywat wielokrotnie wyzsze powinowactwo do fosforanoéw tiaminy niz do stan-
dardowego substratu fosfataz 7 - fosforanu p-nitrofenolu [17]. Dysproporcja po-
miedzy wartosciami stalej Km wynosita 2-3 rzedy wielko$ci na korzys$é
monofosforanu tiaminy (TMP) oraz pirofosforanu tiaminy (TPP). Nalezy podkreslic,
iz dwa wspomniane zwigzki stanowig gtdwne postaci tiaminy w $rodowisku na-
turalnym.
Postawiono zatem hipoteze dotyczacg funkcji tego biatka w mechanizmach trans-

portu zwigzkéw spokrewnionych z witaming BIl. Tak wiec, pomimo stosunkowo
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niskiej specyficznosci substratowej, T-rAPaza petni prawdopodobnie funkcje w pro-
cesie hydrolizy zewnatrzkomérkowych fosforanéw tiaminy, obecnych w stosunkowo
niskich stezeniach oraz utylizacji komponenty tiaminowej fosforanow, ktore stanowia
gtéwne Zrodio tej witaminy w naturze [18]. Hipoteza ta zostata poparta za pomoca
eksperymentdw genetycznych. Okazuje sie bowiem, iz komérki S. cerevisiae z
wycietym regionem kodujgcym produkt genu PHO3, wykazujg zredukowang aktyw-
nos¢ wigzania znakowanych radioaktywnym weglem fosforanéw tiaminy [17]. Nie-
watpliwie jednak, fizjologiczna rola reprymowalnej przez tiamine kwasnej fosfatazy
wcigz pozostaje kwestig otwartg, wymagajaca ostatecznej weryfikacji.

V. REGULACJA BIOSYNTEZY ORAZ TRANSPORTU TIAMINY

Podobniejak inne kluczowe szlaki metabolizmu, biosynteza tiaminy jest procesem
Scisle regulowanym w celu zapobiezenia ewentualnym stratom energii [3,10,11,12].
Juz wczesne badania sygnalizowaty spadek aktywnos$ci wszystkich biosyntetycznych
enzyméw w komorkach, rosngcych w warunkach dostepnosci zewnatrzkomorkowej
witaminy Bl [20]. Naturalng konsekwencjg wysokiego poziomu tiaminy jest rowniez
zahamowanie wigzania oraz transportu tej substancji, co potwierdzajg obserwacje
kultur komdrkowych, w ktorych nieobecne sg T-rAP-aza oraz zwigzane z blong
biatko transportujace. Fakt ten sugeruje, iz przynajmniej cze$ciowo regulacja na-
stepuje na poziomie ekspresji gendw. Jednak nie mozna wykluczyé innych me-
chanizméw, bowiem S. cerevisiae sg w stanie btyskawicznie akumulowac tiamine
do poziomu wewnatrzkomdérkowego siegajgcego 1600 pmoli/107 komoérek, a na-
stepnie wstrzymac proces transportu [5].

Ekspresja genu transportera THI10 w komodrkach S. cerevisiae jest regulowana
na poziomie mMRNA przez pirofosforan tiaminy (TPP), podobnie jak innych genéw
zaangazowanych w metabolizm tiaminy [29]. Natomiast ekspresja genu PHO3,
kodujacego wspomniang wczesniej reprymowalng przez tiamine kwasng fosfataze
(T-rAP), jest kontrolowana na poziomie transkrypcji. Zanalizowano region odpo-
wiedzialny za transkrypcyjng aktywacje genu PHO3 w odpowiedzi na tiamine w
medium [24]. Aktywujgca sekwencja AAA(A/C)TCAA zostala zidentyfikowana w
regionie niekodujgcym genu PHO3 oraz TH16 w postaci dwoch kopii dla kazdego
z nich [2]. Okazato sie jednoczes$nie, iz mechanizmy regulujace ekspresje THI10
sq rozne od tych, ktore sterujg produkcjg biatek kodowanych przez inne geny
PHO3,THI6,THI80, zaangazowane w metabolizm witaminy Bl [3,13,19].

VI. PODSUMOWANIE

Drozdze Saccharomyces cerevisiae, pomimo zdolnosci do syntezy tiaminy de
novo, dysponuja mozliwoscia aktywnego transportu tego zwigzku ze Srodowiska
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zewnatrzkomorkowego. Alternatywna droga pozyskiwania oraz sekwestracji wi-
taminy B1ljest w znacznej mierze podyktowana wysokim putapem energetycznym
procesu biosyntezy.

W przestrzeni peryplazmatycznej komorek drozdzy wystepuje swoista kwasna
fosfataza, ktorej funkcja jest prawdopodobnie defosforylacja fosforanéw tiaminy,
docierajgcych tu ze srodowiska. Natomiast wolna darnina transportowana jest przez
odrebne biatko, wbudowane w btone komorkowa. Gen 77/770, kodujacy ten rze-
czywisty transporter tiaminy, zidentyfikowano dopiero w ostatnich latach. Odkrycie
to otworzyto nowe mozliwosci dla analizy regulacji genetycznej oraz wzajemnej
korelacji pomiedzy procesami biosyntezy oraz transportu tiaminy w tym mikro-
organizmie.
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BIALKA TRANSPORTOWE W PRZESTRZENI
PERYPLAZMATYCZNEJ BAKTERII GRAMUJEMNYCH

TRANSPORT PROTEINS IN THE PERIPLASMIC SPACE
OF GRAM-NEGATIVE BACTERIA

Sylwia ADAMEK-SWIERCZYNSKA

Zaktad Biochemii Analitycznej, Instytut Biologii Molekularnej,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw

Streszczenie: W przestrzeni peryplazmatycznej bakterii gramujemnych funkcjonujg biatka swoiscie
wigzace rozne substancje. Cechuje je jednolity plan budowy i model dziatania. Stuzg jako pierwotne
receptory w procesie transportu przez btone komérkowg wigzanych przez siebie ligandéw. Wspétpracuja
z transporterami ABC, uktadami transportowymi szeroko rozpowszechnionymi zaréwno u Prokaryota,
jak i u Eukaryota. Ponadto majg one dodatkowe funkcje: opiekunczg - molekularnych piastunek dla
biatek przestrzeni peryplazmatycznej oraz pierwotnych receptoréw w procesie chemotaksji. Perypla-
zmatyczne biatka wigzace przejawiaja cechy, wskazujace na petnienie przez nie jeszcze innych, na razie
mato zrozumiatych, funkcji.

(Postepy Biologii Komdrki 2001; supl. 16: 229-242)

Stowa kluczowe: peryplazmatyczne biatka wigzace, transportery ABC, peryplazmatyczne biatka trans-
portowe

Summary: Proteins, that specifically bind diverse compounds operate in the periplasmic space of
gram-negative bacteria. They share the uniform plan of structure and the model of action. These proteins
serve as the primary receptors in the transport process across the inner cellular membrane. The periplasmic
binding proteins cooperate with the ABC transporters, which ubiquitously occur in procaryotic and
eucaryotic organisms. They have also additional functions: of the chaperones for periplasmic proteins
and of the primary receptors for chemotaxis processes. The periplasmic binding proteins have some
properties suggesting their further functions, still to be recognized.

(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 229-242)

Key words: periplasmic binding proteins, ABC transporters, periplasmic transport proteins
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I. WSTEP

Bakterie gramujemne otoczone sg podwojnym ukiadem bton, pomiedzy ktoérymi
wystepuje przestrzen grubosci okoto 15 nm zwana przestrzenig peryplazmatyczng
lub inaczej peryplazma. U Escherichia coli peryplazma stanowi okoto 7% objetosci
komorki. Znajduje sie w niej okoto 4% wszystkich biatek, ktore petnig najrozniejsze
funkcje wspomagajgce metabolizm komérki lub wrecz unikalne w metabolizmie.
Mogg to by¢ zatem biatka o funkcjach ochronnych (np. rozktadajace penicyling),
odzywczych (enzymy hydrolizujgce biopolimery), atakze transportowych (np. biatka
transportujgce w uktadzie permeaz). Uktady permeaz, zwane takze uktadami trans-
portu wrazliwego na szok osmotyczny lub uktadami transportu peryplazmatycznego,
nalezg do wiekszej rodziny transporterow ABC (od ang. ATP-binding casette).

Il. UKLADY TRANSPORTEROW ABC

Cechg charakterystyczng wszystkich transporteréw ABC jest posiadanie w swej
strukturze domeny ABC. Jest to wysoce konserwatywna domena biatkowa utwo-
rzona przez okoto 215 ami-
nokwasow, ktéra jest odpo-
wiedzialna za przekaz energii
zwigzanej z przytaczeniem i

hydrolizg ATP.

Domena ABC jest wyko-
rzystywana w szerokiej gamie
proceséw fizjologicznych za-
réwno u Prokaryota [16], jak
i Eukaryota [5, 9, 14, 30, 34,
35]. Wiele biatek eukarioty-
cznych nalezacych do tej ro-
dziny ma znaczenie w stanach
chorobowych jak na przyktad
regulator przepuszczalnosci
transhtonowej w mukowiscy-
dozie (CFTR) [16], heterodi-

RYSUNEK 1 Modele organizacji struktury réznych typéw meryczny transporter Tap 1i
transporteréow ABC: A - cztery osobne podjednostki permeazy :

oligopeptydowej OppBCDF; B - cztery osobne podjednostki Tap’ 2 _ZWquany ,Z procesem
permeazy histydynowej HisQMP2 z homodimerycznymi pod- OProbki antygenéw [5] oraz
jednostkami HisP; C - sfuzjowane podjednostki transbtonowe  glikoproteina P, inaczej zwa-
FhuB w prokariotycznym uktadzie transportowym zwigzkow na biatkiem MDRP (od ang.
zelaza - FhuB2C2; D. wszystkie cztery skiadniki w jednym . . .
faicuchu polipeptydowym w transporterach eukariotycznych ~Mmultidrug resistance protein),
np. MDRP odpowiedzialna za odporno$¢
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nowotworéw na chemioterapie [30, 35]. Biatka bakteryjne natomiast wydajg sie
petni¢ role przystosowawczg do réznych zmiennych warunkéw srodowiska. Wie-
kszos¢ proceséw, w ktdre zaangazowane sg transportery ABC, zwiazana jest z
transportem rdznorakich substratdéw przez btony biologiczne. Wyjatek stanowi ba-
kteryjny enzym UvrA, naprawiajgcy uszkodzenia DNA spowodowane dziataniem
promieniowania UV [16].

Wszystkie transportery ABC maja wspoélny model budowy. Zawierajg cztery
strukturalnie odrebne skiadniki: dwa transbtonowe oraz dwa wigzgce nukleotyd
adeninowy, umieszczone po stronie cytoplazmatycznej btony komérkowej [10].
U Prokaryota sg to najczesciej cztery odrebne podjednostki - tancuchy polipep-
tydowe, podczas gdy u Eukaryota czesto nastepuje potgczenie ich w jeden tancuch
polipeptydowy o czterech strukturalnie wyodrebnionych domenach [10] (rys. 1).
Organizacja struktury transportera ABC znajduje odbicie w strukturze genéw go
kodujacych. U Prokaryota osobne geny kodujace poszczeg6lne czesci transportera
sq zebrane w jednym miejscu genomu, za$ u Eukaryota czesto ulegajg one fuzji
w jeden gen [10, 16].

1. PROKARIOTYCZNE TRANSPORTERY ABC -
CHARAKTERYSTYKA POSZCZEGOLNYCH ELEMENTOW

Genom E. coli zostat bardzo dobrze poznany, co utatwito identyfikacje i lo-
kalizacje biatek, wchodzacych w skiad uktaddéw transporterow ABC. Geny od-
powiedzialne za kodowanie tych biatek obejmuja blisko 5% catego genomu. Analiza
pozwolita na sklasyfikowanie 79 biatek jako czesci sktadowych tego typu uktadow.
Biatka te sa najprawdopodobniej zorganizowane w 69 niezaleznych, funkcjonalnych
uktadow, z czego 57 jest uktadami transportu typu ABC (44 odpowiada za transport
peryplazmatyczny, za$ 13jest eksporterami réznych zwigzkdw na zewnatrz komaérki).
Funkcja pozostatej reszty nie zostata jeszcze ustalona [16].

Charakterystyczng cechg uktadow transporteréow ABC u Procaryota, by¢ moze
wrecz unikalng, jest dziatanie poprzez pierwotne receptory transportu - biatka
swoiscie wiazace dany ligand, umieszczone w przestrzeni peryplazmatyczne;j.

1 Pierwotne receptory transportu - biatka peryplazmatyczne
swoiscie wigzgce ligandy

A. Struktura

Do chwili obecnej zidentyfikowano okoto 50 biatek peryplazmatycznych, swoiscie
wigzacych ligandy, funkcjonujacych w przestrzeni peryplazmatycznej jako pierwotne
receptory uktadow transportu [22]. Ligandy wigzane przez te biatka nalezg do sze-
rokiej gamy zwigzkéw odzywczych. Sg wsrod nich cukry proste, oligosacharydy,
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TABELA 1 Zestawienie wtasnosci wybranych, peryplazmatycznych biatek wigzacych

Wigzany ligand Nazwa Masa Stata Struk- ~ Chemo- Funkcja
biatka czast. dysocjacji  tura taksja opie-
[kDa] kompleksu  krysta- kuncza
biatko- lografi-
ligand czna
iuMi
L-arabinoza AraF 33,6 0,1 + [281
D-galaktoza/D-glukoza GBP 34 0,4 + [28] + + [291
D-maltoza/maltodekstryna  MalE 40,5 3,5 + [281 + r3ii + [291
Ryboza Rbs B [271 +
Leucynal/izoleucyna/walina LivK 36,8 1 + [281
Leucyna Leu 37,9 1 + [281
Glutamina Gin H 25 0,5 + [111
Lizyna/arginina/ornityna LAObp + [U]
Histydyna His J + [25]
Arginina Art J [361
Asparagina/glutamina Ybe J + [U]
Siarczany/chromiany Cys P 34,7 0,2 + [28]
Fosforany/arseniany Pbp + [281
Zelazo Fep B 30,8
[32]
Molibdeniany Mod A [71
Nikiel Nik A [161
Siderofory/hem/witamina Fhu D [6]
B12
Witamina B12 Btu E [22] 20,5
[221
Poliaminy Pot D Pot F 39 +[13,
331
Dipeptydy Dpp A 58 + + [22]
Peptyd mureinowY MppA [261
Oligopeptydy Opp A + 21,
29]

aminokwasy, oligopeptydy, poliaminy oraz jony nieorganiczne (tab. 1). Poznano
strukture przestrzenng czasteczek wielu z tych biatek; ich poréwnanie wskazuje
na jednolity, wspoélny plan budowy. Pomimo znaczacych rdznic w masie czaste-
czkowej - od 20 kDa do 60 kDa (tab. 1) oraz matej (10-20%) homologii w sekwencji
aminokwasow, wszystkie pierwotne receptory peryplazmatyczne zbudowane sg
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RYSUNEK 2. Szkielet weglowy struktury trzeciorzedowej wybranych peryplazmatycznych biatek
wiazacych: A- biatko wiazace histydyne HisJ; B - biatko wigzace maltoze MalE ze zwigzanym ligandem;
C - biatko wiazace putrescyne PotD ze zwigzanym ligandem (z internetowej bazy struktur biatkowych
Entrez PubMed-National Center ofBiotechnology Information)

z pojedynczego tafncucha polipeptydowego, pofatdowanego w dwie odrebne domeny
globularne, ktdre sg potgczone 2-3 krotkimi odcinkami peptydowymi, stanowigcymi
zawias domykajacy obie domeny [20, 28] (rys. 2).

Obydwie domeny budujgce peryplazmatyczne biatko wigzgce majg strukture typu
a/[3 oraz wykazuja podobny sposdb upakowania elementdw struktury drugorzedowe;j.
Utozone sg one w strukture centralnego rdzenia ze splecionych P-harmonijek oto-
czonych przez a-helisy [1,28] (rys. 3). Struktura ta bardzo przypomina pofatdowanie
Rossmanna, spotykane w dehydrogenazach i kinazach [28]. R6znice w masie cza-
steczkowej tych biatek wynikajg z roznic w diugosciach petli i odcinkéw a-helis
i P-harmonijek [20, 24, 28].

B. Wigzanie ligandu

Miejsce wigzania ligandu utworzone jest w szczelinie pomiedzy dwiema do-
menami globularnymi biatka wigzacego [28]. Ligandy dla tych biatek réznig sie
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zarowno strukturalnie, jak i pod
wzgledem wiasnosci, na przyktad ta-
dunku. Pomimo tej réznorodnosci li-
gandow, ich powinowactwo do
biatek jest wysokie - stata dysocjacji
tego oddziatywania jest we wszy-
stkich przypadkach rzedu 1juM (tab.
1). Proces wigzania ligandu przez re-
ceptory peryplazmatyczne jest szyb-
ki i zwigzany z dehydratacja ligandu
oraz usunieciem molekut wody z
miejsca wigzgcego. Specyficznos¢
wzgledem substratu osiggana jest
gtéwnie przez wigzania wodorowe,
co wydaje sie by¢ uzasadnione fun-
RYSUNEK 3. Struktura trzeciorzedowa peryplazmaty- kcja tych biatek [28]. Energia tych
cznego biatka wigzacego dipeptydy DppA (z interneto-  wigzan wystarcza dla przytaczenia
vaej bazy stljuktur biatkowych Ent_rez PubMed National ligandu, umozliwiajac zarazem jed-
enter ofBiotechnology Information) o . .
nak szybkie i fatwe jego oddanie w
celu dalszego transportu. O ile w
0ogo6le mozna méwic¢ o jakiej$ zasa-
dzie, to wydaje sig, ze rdznice w charakterze ligandu wptywaja na sposéb tworzenia
wigzan wodorowych. | tak, dla ligandéw nie natadowanych wigzania wodorowe
tworzg sie przede wszystkim pomiedzy resztami bocznymi aminokwaséw w miejscu
wigzania a ligandem [28]. Natomiast dla ligandéw obdarzonych fadunkiem wigzania
wodorowe tworzg sie przede wszystkim pomiedzy gtdéwnym faficuchem peptydowym
a ligandem, ale wystepuje dodatkowa stabilizacja tadunku ligandu poprzez oddzia-
tywanie z resztami bocznymi [13, 15, 23, 28] (rys. 4).

C. Mechanizm dziatania

Na podstawie obserwacji réznic w strukturze pomiedzy peryplazmatycznymi
biatkami wigzacymi w stanie bez ligandu oraz ze zwigzanym ligandem opracowano
model mechanizmu dziatania tych biatek. Wyrdzniono trzy formy: (1) forme otwartg
bez ligandu, (II) forme otwartg ze zwigzanym ligandem oraz (I11) forme zamknietg
ze zwiazanym ligandem [28]. Dalsze badania r6znych witasnosci tych biatek pozwolity
potwierdzi¢ ten model, dodajac nowe szczegdty [4, 31]. W wielu przypadkach
stwierdzono zachodzenie zmiany konformacyjnej struktury pierwotnego receptora
peryplazmatycznego pomiedzy forma Il i Ill; wynikajgcej z zawiasowego zatrzas-
niecia obu domen i dodatkowo skreceniu wzgledem siebie o pewien kat [4, 31].
Najprawdopodobniej taka forma peryplazmatycznego biatka wigzacego oddziatuje
z komponentg btonowg transportera ABC (rys. 5).
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RYSUNEK 4. Oddziatywanie spermidyny z atomami peryplazmatycznego biatka wigzgcego PotD: A -
obraz stereo ukazujacy wigzania wodorowe, mostki solne i oddziatywania van der Waalsa; wigzania
wodorowe i mostki solne zaznaczono linig kropkowang; B - schematyczny diagram wigzan wodorowych
i oddziatywan van der Waalsa (reprodukowano z J Biol Chem 1996; 27: 9519-9525 za zezwoleniem
American Societyfor Biochemistry and Molecular Biology)

2. Kompleks biatek integralnych transportera ABC
zwigzany z wewnetrzna biong cytoplazmatyczng

W komorkach bakterii gramujemnych pierwotny receptor peryplazmatyczny po
swoistym zwigzaniu ligandu oddziatywuje z uktadem transportowym ABC. Do-
wiedziono, ze obie domeny peryplazmatycznego biatka wigzgcego uczestniczg nie-
zaleznie w oddziatywaniu z komponentg transbtonowg i przekazaniu sygnatu do
ATPazy [3, 17]. Kluczowa wydaje sie tu by¢ sekwencja aminokwasowa: EAA-
X3-G-X9-1-X-LP, ktorg majg wszystkie komponenty transbtonowe bakteryjnych
transporterow ABC [1] oraz dodatkowo zmiana konformacji biatka wigzacego po-
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miedzy stanem przekazania sygnatu do
ATPazy a dysocjacjg i translokacja li-
gandu [17].

Komponenta transbtonowa bakteryj-
nego transportera ABC moze by¢ homo-
lub heterodimerem. Wspding cecha
wszystkich komponent transbtonowych
jest ich silna hydrofobowo$¢ oraz to,
ze przecinajg btone biologiczng parzystg
liczbe razy, najczeSciej sze$¢ lub wie-
lokrotnos¢ szesciu [1, 10]. Wyjatek sta-
nowi transbtonowa podjednostka trans-
portera odpowiedzialnego za transloka-
cje zwigzkow zelaza, hemu i witaminy
Bj2 przecinajgca btone 10 razy [6]. Od-
cinki hydrofobowe komponenty trans-
btonowej potaczone sg ze sobg
odcinkami hydrofilowymi, odpowie-
dzialnymi za oddziatywanie z pozosta-

RYSUNEK 5. Model mechanizmu dziatania pery- tymi podjednostkami transportera -
plazmatycznych biatek swoiscie wigzacych ligandy, peryplazmatyczng i cytoplazmatyczna.

trzy formy: |- otwarta bez ligandu; Il - otwarta ze L . , .
zwigzanym ligandem; Il - zamknieta ze zwigzanym Oba korice: N '_C f‘anCUCha POIIpEp'
ligandem, oddziatywujaca z komponenta transhto- tydowego znajduja sie po stronie cyto-
nowg transportera ABC plazmatycznej btony [1, 6, 10].

3. Biatka zwigzane z wewnetrzng btong cytoplazmatyczng
odpowiedzialne za hydrolize ATP

Podjednostka transporterow ABC odpowiedzialna za hydrolize ATP znajduje
sie po stronie cytoplazmatycznej btony komoérkowej i oddziatywuje z komponentg
transbtonowg. Do tej pory skrystalizowano jedno takie biatko - HisP, ktére jest
podjednostka wigzacag ATP w ukiadzie permeazy histydynowej Salomonella ty-
phimurium [12]. HisP ma wiasnos$ci biatka zar6wno integralnego btony, jak i pery-
feryjnego. Jest dostepne z obu stron blony, co w pewnym stopniu sugeruje charakter
jego oddziatywania z komponentg transbtonowag (biatkami HisQ i HisM) [12]. Stru-
ktura krystaliczna HisP pokazuje, iz jest ono ksztattem zblizone do litery L, z
dwoma grubymi ramionami (ramie I i ramie Il) (rys. 6). Ramie | stanowi strukture
a/(3, zas ramie 1l zbudowane jest gtéwnie z a-helis. Funkcjonalnie ramie Il odpowiada
za kontakt z komponentg transbtonowg, a ramie | ma zdolno$¢ wigzania ATP [12,
17]. Wigzanie ATP odbywa sie w kieszeni zawierajacej ,,petle wigzagcg fosforan”,
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RYSUNEK 6. Model struktury drugorzedowej HisP - biatka wigzagcego ATP w ukladzie permeazy
histydynowej. Cylindry i strzatki reprezentujg odpowiednio a-helisy i”-harmonijki (reprodukowano za
zezwoleniem z Nature 1998; 396: 703-707, copyright 1998 MacMillcin Magazines Ltd)

inaczej zwang ,,petlg P, strukturze charakterystycznej dla wielu biatek wigzacych
nukleotydy (biatka Ras lub kinazy adenylowe) [12]. ATP wiazane jest gtownie
dzieki wigzaniom wodorowym oraz oddziatywaniom hydrofobowym [12]. Biatko
HisP tworzy homodimer poprzez oddziatywanie hydrofobowe pomiedzy strukturami
(3-harmonijek ramion 1 i tylko w tej formie jest w petni funkcjonalng ATPaza
[18].

4. Mechanizm sprzezenia transportu przez btone z hydrolizg ATP

Mechanizm sprzezenia transportu przez btone z hydrolizg ATP zostat opracowany
dla permeazy histydynowej Salomonellatyphimurium [17, 18, 19]. Kompleks biatek
zwigzanych z btong, ktére wchodza w sklad bakteryjnego uktadu permeazy hi-
stydynowej, tj. uktadu transportera ABC zaleznego od pierwotnego receptora pery-
plazmatycznego, ztozony jest zdwoch hydrofobowych podjednostek transbtonowych
HisQ i HisM oraz z dwéch jednakowych podjednostek wigzacych ATP - HisP.
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Rozpuszczalne biatko peryplazmatyczne swoiscie wigzgce histydyne - HisJ dostarcza
w tym uktadzie sygnatu, ktory indukuje hydrolize ATP dokonywang przez biatko
HisP.

Doswiadczenia z biatkami sktadowymi ukfadu, do ktérych wprowadzono rozne
mutacje, wskazujg na to, ze biatko HisP ma bardzo duze powinowactwo wzgledem
komponent transbtonowych (HisQ i HisM) oraz ze oddziatywanie z nimi wplywa
najego aktywno$¢ ATPazowsa [3, 17, 19], poniewaz w roztworze, pomimo wigzania
ATP, nie hydrolizuje go. Wydaje sie, ze stopien Scistosci powigzania podjednostek
kompleksu HisQMP, dziata supresyjnie badz tez stymulujgco na aktywno$¢ dimeru
HisP, [19].

Szczegbty zaproponowanego mechanizmu przedstawia rysunek 7. Caty proces
sprzezenia translokacji substratu przez blone z hydrolizg ATP, mozna podzieli¢
na cztery etapy - odpowiadajace czterem stanom konformacyjnym kompleksu
HisQMP2. Stan | - stan spoczynku: w nieobecnosci HisJ, podjednostki HisQMP,
tworzg zwarty kompleks $ci$le zwigzany z btong. HisP jest gleboko zanurzone
w btonie i dostepne od strony cytoplazmy. HisQM ma role supresyjng - zapobiega
hydrolizie ATP przez HisP. Stan Il - stan wigzania ATP: ATP jest wigzane ko-
operatywnie. Zwigzanie pierwszej czasteczki ATP powoduje znaczng zmiane kon-
formacyjna, w konsekwencji czego HisP wynurza sie z blony, wigzac druga
czasteczke ATP. Stan Il - oddziatywanie z wigzacym biatkiem peryplazmatycznym:
oddziatywanie HisJ z HisQM zapoczatkowuje kolejng zmiane konformacyjng
HisQM, ktora aktywuje ATPazowgq funkcje HisP. Nastepuje hydroliza ATP. Stan
IV - stan translokacji substratu: zaktywowana podjednostka HisP ma mniejsze
powinowactwo do ADP, co powoduje przyspieszenie szybkosci hydrolizy ATP.
HisQMP2podlega dalszym zmianom konformacyjnym prowadzacym do catkowitego
otwarcia kanatu transbtonowego i przejscia, uwolnionego przez peryplazmatyczne
biatko HisJ, ligandu. Stan | - stan spoczynku: po przejsciu ligandu przez btone

RYSUNEK 7. Proponowany model sprzezenia hydrolizy ATP z translokacjg ligandu przez btone
komérkowa w uktadzie permeazy histydynowej: Stan | - stan spoczynku; Stan Il - kooperatywne
wigzanie ATP; Stan Ill - oddzialywanie peryplazmatycznego HisJ z transbtonowym kompleksem
HisQM; Stan 1V - translokacja ligandu przez btone (reprodukowano ze zmianami z J Biol Chem 1999;
274: 18310-18318 za zezwoleniem American Societyfor Biochemistry and Molecular Biology)
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i odfgczeniu ADP, HisP automatycznie wsuwa sie w gigb btony dzieki swojemu
wysokiemu powinowactwu do podjednostek HisQM [19].

Wydaje sie, ze mechanizm ten, opracowany dla bakteryjnej permeazy histy-
dynowej, moze zostaé rozszerzony takze na pozostate transportery ABC.

IV. DODATKOWE FUNKCJE RECEPTOROW
PERYPLAZMATYCZNYCH

1. Chemotaksja

Kaskada sygnatu, zwigzanego z chemotaksjg u bakterii, zaczyna sie wigzaniem
czasteczek atraktanta lub repelenta do czterech rodzajow chemoreceptoréw w btonie
komorkowej. U bakterii gramujemnych pewne repelenty i atraktanty wigzg sie bez-
posrednio z receptorami chemotaksji, a inne najpierw wigzg sie z rozpuszczalnymi
biatkami peryplazmatycznymi, a dopiero za ich posrednictwem oddziatywujg z re-
ceptorami. Znamiennym w tym procesie jest to, ze owe biatka peryplazmatyczne,
wigzace chemoatraktanty, sg tymi samymi biatkami, ktdre stuzg jako pierwotne
receptory peryplazmatyczne, wspotdziatajgce z uktadami transportetrow ABC [1,
22, 31]. Taka udowodniong, podwdjng funkcje petnig biatka wigzace D-galakto-
ze/D-glukoze, D-maltoze/maltodekstryne, dipeptydy iryboze (patrz tab. 1). Wydaje
sie, ze maja one Kkolejne, strukturalnie odrebne miejsce oddziatywania z chemore-
ceptorem, inne niz miejsce oddziatywania z komponentg transbtonowg transportera
ABC [31].

2. Rola opiekuncza

Ostatnie doniesienia wskazujg na jeszcze jedng, dodatkowg role biatek pery-
plazmatycznych. Oddziatywujg one in vitro z rozwinietymi i zdenaturowanymi biat-
kami, tak jak molekularne piastunki (ang. chaperones), ktére sa zaangazowane
w procesy fatdowania i renaturacji biatek w warunkach stresowych dla komorki
[21,29]. Biatka peryplazmatyczne (GBP, MBP, OppA - tab. 1) promujg funkcjonalne
fatdowanie syntazy cytrynianowej ia-glukozydazy po denaturacji mocznikiem. Za-
pobiegaja one réwniez agregacji czasteczek syntazy cytrynianowej podczas szoku
cieplnego. Wydaje sie, ze peryplazmatyczne biatka wigzace moga spetniac te funkcje
zardbwno w formie zwigzanej z ligandem, jak i w formie bez ligandu, co sugeruje
istnienie osobnego miejsca wigzania z tancuchem peptydowym, ktére przeznaczone
jest dla ich realizacji [21, 29]. Realizacja funkcji opiekuniczych przez te biatka
thumaczytaby funkcjonalne fatdowanie sie biatek eksportowanych do przestrzeni
peryplazmatycznej oraz ochrone komorki przed stresem.
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3. Dodatkowe mozliwe funkcje

Nie wyjasniony pozostaje powdd zjawiska fosforylacji niektérych biatek pery-
plazmatycznych. Wydaje sie, ze nie jest ono powigzane z funkcjg transportowg
[2], moze wiec byé przyczynkiem do poszukiwania dalszych funkcji tych biatek.
Zaskakujace sg tez ostatnie badania wykazujace istnienie homologii w sekwencji
i strukturze pomiedzy wigzgcymi biatkami peryplazmatycznymi, a neurotransmite-
rowym receptorem glutaminowym mozgu kurczecia [25] oraz domeng zewnatrzko-
morkowa metabotropowego receptora glutaminowego (mGIuRs), spetniajacego
rozliczne funkcje w centralnym uktadzie nerwowym ssakow [8].

Otwiera to potencjalna mozliwo$¢ wykorzystania biatek peryplazmatycznych jako
uproszczonych modeli do badan nad funkcjonowaniem receptoréw uktadu nerwo-
wego.

V. PODSUMOWANIE

Biatka wigzace rézne ligandy, wystepujace w przestrzeni peryplazmatycznej ba-
kterii gramujemnych, wydajg sie przede wszystkim petni¢ role w transporcie przez
btone cytoplazmatyczna substancji niezbednych do funkcjonowania komérki. Z dru-
giej strony, doniesienia eksperymentalne wskazujg na dodatkowe funkcje tych biatek,
jako pierwotnych receptoréw chemotaksji oraz biatek opiekunczych. Istniejg takze
przestanki, wskazujgce na nowe, jeszcze nie do konca zbadane i udowodnione,
role peryplazmatycznych biatek wigzacych.

LITERATURA

[1] BOOS W, SHUMAN H. Maltose/maltodextrin system of Escherichia coli: transport, metabo-
lism, and regulation. Microbiol Mol Biol Rev 1998; 62: 204-229.

[2] CELIS RTF, LEADLAY PF, IPSITA R, HANSEN A. Phosphorylation of the periplasmic
binding protein in two transport systems for arginine incorporation in Escherichia coli K-12 is
unrelated to the function of the transport system. J Bacteriol 1998; 180: 4828-4833.

[3] COVITZ KM, PANAGIOT1DIS CH, HOR LI, REYES M, TREPTOW NA, SHUMAN HA.
Mutations that alter the transmembrane signalling pathway in an ATP binding cassete (ABC)
transporter. EMBO J 1994; 13: 1752-1759.

[4] DOERING K, SURREY T, NOLLERT P, JAEHNIG F. Effects of ligand binding on the
dynamics of maltose-binding protein. Eur J Biochem 1999; 266: 477-483.

[5] GILEAD1 U, HIGGINS CF. Membrane topology of the ATP-binding cassette transporter
associated with antigen presentation (Tapi) expressed in Escherichia coli. J Biol Chem 1997;
272: 11103-11108.

[6] GROEGER W, KOESTER W. Transmembrane topology of two FhuB domains representing
the hydrophobic components of bacterial ABC transporters involved in the uptake of sidero-
phores, haem and vitamin B12. Microbiology 1998; 144: 2759-2769.

[7] GRUNDEN AM, SHANMUGAM KT. Molybdate transport and regulation in bacteria. Arch
Microbiol 1997; 168: 345-354.



PERYPLAZMATYCZNE BIALKA TRANSPORTOWE 241

[B]HAMPSON DR, HUANG XP, PEKHLETSKIR, PELTEKOVA V, HORNBY G, THOMSEN
CH. THOGERSEN H. Probing the ligand-binding domain of the mGIluR4 subtype of metabo-
tropic glutamate receptor. J Biol Chem 1999; 274: 33488-33495..

[9] HIGGINS CF, CALLAGHAN R, LINTON KJ, ROSENBERG MF, FORD RC. Structure of
the multidrug resistance P-glycoprotein. Semin Cancer Biol 1997; 8: 135-142.

10] HIGGINS CF, GALLAGHER MP, HYDE S.C., MIMMACK ML, PEARCE SR. Periplasmic
binding protein-dependent transport systems: the membrane associated components. Phil Trans
R Soc Lond 1990; 326: 353-365.

11T7HSIAO CD, SUN YJ, ROSE J, WANG BC. The crystal structure of glutamine-binding protein
from Escherichia coli. J Mol Biol 1996; 262: 225-242.

12 HUNG LW, WANG IX, NIKAIDO K, LIU PQ, AMES GF, KIM SH. Crystal structure of the
ATP-binding subunit of an ABC transporter. Nature 1998; 396: 703-707.

13] IGARASHI K., KASHIWAG1 K. Polyamine transport in bacteria and yeast. Biochem J 1999;
344: 633-642.

14] KLEIN M, MART1INOIA E, HOFFMANN-THOMA G, WEISSENBOCK G. A membrane
potential-dependent ABC-like transporter mediates the vacuolar uptake of rye flavone glucuro-
nidase: regulation of glucuronide uptake by glutathione and its conjugates. Plant J 2000; 21:
289-304.

15] LEDVINA PS, TSAI AL,, WANG Z, KOEHL E, QUIOCHO FA. Dominant role of local
dipolar interactions in phosphate binding to a receptor cleft with an electronegative charge
surface: equlibrium, kinetic, and crystallographic studies. Protein Sci 1998; 7: 2550-2559.

16] LINTON KJ, HIGGINS CF. The Escherichia coli ATP-binding cassette (ABC) proteins. Mol
Microbiol 1998; 28: 5-13.

17] LIU CE, LIU PQ, WOLF A, LIN E, AMES GF. Both lobes of the soluble receptor of the
periplasmic histidine permease, an ABC transporter (traffic ATPase), interact with the mem-
brane-bound complex. Effect of different ligands and consequences for the mechanism of action.
J Biol Chem 1999; 274:129-141.

18] LIU PQ, AMES GF. In vitro disassembly of an ABC transporter, the histidine permease. Proc
Natl Acad Sci 1998; 95: 3495-3500.

19] LIU PQ, LIU CE, AMES GF. Modulation of ATPase activity by physical disengagement of
the ATP-binding domains of an ABC transporter, the histidine permease. J Biol Chem 1999;
274: 18310-18318.

20] MATSUO Y, NISHIKAWA K. Prediction of the structural similarity between spermidine/pu-
trescine-binding protein and maltose-binding protein. EEBS Lett 1994; 345: 23-26.

21] MATSUZAK1 M, KISO Y, YAMAMOTO I, SATOH T. Isolation of a periplasmic molecular
chaperon-like protein of Rhodobacter sphaeroidesf sp. denitrificans that is homologous to the
dipeptide transport protein DppA of Escherichia coli. J Bacteriol 1998; 180: 2718-2722.

22] NICK1TENKO AV, TRAKHANOV S, QUIOCHO FA. 2L resolution structure of DppA, a
periplasmic dipeptide transport/chemosensory receptor. Biochemistry 1995; 34: 16585-16595.

23] OH BH, AMES GF, KIM SH. Structural basis for multiple ligand specificity of the periplasmic
lysine-, arginine-, ornithine-binding protein. J Biol Chem 1994; 269: 26323-26330.

24] OH BH, KANG CH, DE BONDT H, KIM SH, NIKAIDO K, JOSHI AK, AMES GF. The
bacterial periplasmic histidine-binding protein. Structure/function analysis of the ligand-bin-
ding site and comparison with related proteins. J Biol Chem 1994; 269: 4135-4143.

25] PAAS Y, EISENSTEIN M, MEDEVIELLE F, TEICHBERG VI, DEVILLERS-THIERY A.
Identification of the amino acid subsets accounting for the ligand binding specificity of
glutamate receptor. Neuron 1997; 17: 979-990.

26] PARK JT, RAYCHAUDHURI D, LI H NORMARK S, MENGIN-LECREULX D. Mppa, a
periplasmic binding protein essential for import of the bacterial cell wall peptide l-alanyl-
d-glutamyl-w”o-diaminopimelate. J Bacteriol 1998; 180: 1215-1223.



242 S. ADAMEK-SWIERCZYNSKA

[27] PARK Y, CHO YJ, AHN T, PARK C. Molecular interactions in ribose transport: the binding
protein module symmetrically associates with the homodimeric membrane transporter. EMBO
J 1999;18:4149-4156.

[28] QUIOCHO FA. Atomic structures of periplasmic binding proteins and the high-affmity active
transport systems in bacteria. Phil Trans R Soc Loud 1990; 326: 341-351.

[29] RICHARME G, CALDAS TD. Chaperone properties of the bacterial periplasmic substrate-
binding proteins. J Biol Chem 1997; 272: 15607-15612.

[30] ROSENBERG MF, CALLAGHAN R, FORD RC, HIGGINS CF. Structure of the multidrug
resistance P-glycoprotein to 2.5 nm resolution determined by electron microscopy and image
analysis. J Biol Chem 1997; 272: 10685-10694.

[31] SHARFF AJ, RODSETH LE, SPURLINO JC, QUIOCHO FA. Crystallographic evidence of
a large ligand-induced hinge-twist motion between the two domains of the maltodextrin binding
protein involved in active transport and chemotaxis. Biochemistry 1992; 31: 10657-10663.

[32] STEPHENS DL,CHOEMD, EARHARTCF. Escherichia coli periplasmic protein FepB binds
ferrienterobactin. Microbiology 1995; 141: 1647-16

[33] SUGIYAMA S, VASSYLYEV DG, MATSUSHIMA M, KASHIWAG1 K, IGARASH1 K,
MORIKAWA K. Crystal structure of PotD, the primary receptor of the polyamine transport
system in Escherichia coli. J Biol Chem 1996; 271: 9519-9525.

[34] SZABO K, BAKOS E, WELKER E, MULLER M, GOODFELLOW HR, HIGGINS CF,
VARADI A, SARKADIB. Phosphorylation site mutations in the human multidrug transporter
modulate its drug-stimulated ATPase activity. J Biol Chem 1997; 272: 23165-23171.

[35] van VEEN HW, CALLAGHAN R, SOCENEANTU L, SARDINI A, KONINGS WN,
HIGGINS CF. A bacterial antibiotic-resistance gene that complements the human multidrug-
resistance P-gycoprotein gene. Nature 1998; 391: 291-295.

[36] WISSENBACH U, SIX S, BONGAERTS J, TERNES D, STEINWACHS S, UNDEN G. A
third periplasmic transport systeme for L-arginine in Escherichia coli: molecular charac-
terisation of the artPIQMJ genes, arginine binding and transport. Mol Microbiol 1995; 17:
675-686.

Adres autora: Al. Mickiewicza 3, 31-120 Krakow
e-mail: sylwiada@ mol.uj.edu.pl


mailto:sylwiada@mol.uj.edu.pl

Cze$¢ czwarta

PEPTYDY ANTYBAKTERYJNE



http://rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 28, 2001 SUPLEMENT 16 (245-259)

PEPTYDY ANTYBAKTERYJNE -
STRUKTURA | FUNKCJA*

ANTIMICROBIAL PEPTIDES - STRUCTURE AND FUNCTION

Barbara MICKOWSKA
Zaktad Biochemii Analitycznej, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakow

Streszczenie: W sktad systemu obronnego roslin i zwierzat wchodza miedzy innymi peptydy o wiasci-
wosciach antybakteryjnych lub antygrzybiczych. Pomimo duzego zréznicowania pod wzgledem wyste-
powania i sekwencji aminokwaséw, wiekszo$¢ z nich to kationowe czasteczki o budowie amfipatycznej.
Ze wzgledu na strukture przestrzenng mozna ws$roéd nich wyrézni¢ kilka gtéwnych grup: 1 Liniowe,
formujace a-helisy; 2. Antyréwnolegte arkusze (Gstabilizowane wewnatrzczasteczkowymi wigzaniami
disiarczkowymi; 3. Struktury a+(3 stabilizowane mostkami disiarczkowymi; 4. Struktury cykliczne; 5.
Liniowe, o sekwencji wzbogaconej w okreslone aminokwasy. Aktywno$¢ peptydéw skierowana sele-
ktywnie przeciwko mikroorganizmom obejmuje bakterie, grzyby, niektére pierwotniaki, a nawet komér-
ki nowotworowe. Wobec wzrastajacej opornosci mikroorganizméw na konwencjonalne antybiotyki,
peptydy antybakteryjne mogg sta¢ si¢ w przysztosci bogatym zrddiem antybiotykéw o zastosowaniu
klinicznym.

(Postepy Biologii Komorki 2001; supl. 16: 245-259)

Stowa kluczowe: peptydy antybakteryjne, peptydy antygrzybicze, antybiotyki

Summary: Antimicrobial peptides are part of defense system mainly in plants and animals. In spite of
great diversity of origin and amino acid composition, almost all of them are cationic (due to presence
excess Arg and Lys residues) and molecules form amphipathic structures. Antimicrobial peptides can be
divided into several main groups based on their three-dimensional structure: 1 Linear, forming a-helices;
2. Antiparallel (3-sheets stabilized by intramolecular disulfide bonds; 3. a-helica! and (3-sheet mixed
structure with disulfide bonds; 4. Cyclic structures; 5. Linear, with unusually high content of certain
amino acid, often forming extended helices. Antimicrobial activity of these peptides is very broad,
including bacteria, fungi, some protozoa and even cancer cells. They are selectively toxic to microorga-
nisms. Owing to the increasing resistance of bacteria to conventional antibiotics, antimicrobial peptides
seem to be promising source of antibiotics in future.

(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 245-259)
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1. WSTEP

Jednym z wielu elementéw systemdéw obrony przed chorobotworczymi mikro-
organizmami sg peptydy o aktywnosci antybakteryjnej badz antygrzybiczej. Niektore
z nich produkowane sg w komadrkach konstytutywnie, synteza i lokalne uwalnianie
innych wywotywane jest przez inwazje mikroorganizméw [1, 20, 24].

Peptydy o wiasciwosciach antybiotykéw sg zwykle czasteczkami kationowymi,
zawierajgcymi od dwoch do dziewieciu tadunkoéw dodatnich, pochodzacych od reszt
argininy i lizyny. tancuchy polipeptydowe dtugosci kilkudziesieciu aminokwasow
w okoto 50% sktadajg sie z reszt hydrofobowych, a czasteczki majg budowe amfi-
patyczng, w ktérej wyrozni¢ mozna cze$¢ polarng i hydrofobowg [23, 24].

Biosynteza peptydéw antybakteryjnych przebiega¢ moze w dwojaki sposoéb. W
komdrkach bakterii i grzybéw zachodzi ona na kompleksach wieloenzymatycznych.
Peptydy tak syntetyzowane czesto zawierajg hydroksy- oraz D-aminokwasy, nie-
jednokrotnie podlegaja tez dalszym modyfikacjom: metylacji, acylacji, glikozylacji,
cyklizacji [23]. W organizmach wielokomorkowych roslin i zwierzat peptydy anty-
bakteryjne syntetyzowane sg na rybosomach, a nastepnie mogg podlega¢ mody-
fikacjom potranslacyjnym: glikozylacji tancuchami oligosacharydowymi, tworzeniu
wewnatrzczasteczkowych wigzan disiarczkowych, amidacji C-terminalnej grupy kar-
boksylowej, halogenacji, fosforylacji, hydroksylacji, metylacji oraz epimeryzacji
L-aminokwaséw do D-aminokwasow [1]. Ponadto peptydami o wiasciwosciach
antybakteryjnych moga by¢ réwniez produkty proteolitycznej degradacji biatek [23].

W organizmach wielokomorkowych peptydy antybakteryjne wystepuja gtdwnie
w tkankach najbardziej narazonych na pierwszy kontakt i wnikniecie mikroorga-
nizméw chorobotwérczych lub w komérkach fagocytujacych, odpowiedzialnych
za zwalczanie intruzéw (tab. 1). Peptydy antybakteryjne cechuje [1, 20, 24]:

» zdolno$¢ szybkiego zabijania komdrek mikroorganizméw,

 szeroki zakres dziatania - bakteriobojcze, grzybobdjcze, aktywne przeciw pierwot-
niakom,

» selektywnos$é w stosunku do komérek mikroorganizméw i niska cytotoksycznosé,

o aktywno$¢ przeciwko niektdrym mikroorganizmom chorobotwdrczym opornym
na konwencjonalne antybiotyki,

» brak wytwarzania in vitro opornych mutantdw,

» oporno$¢ na dziatanie enzymédw proteolitycznych - dzieki zawartosci D - oraz
modyfikowanych aminokwas6w, a takze bardzo zwartej strukturze czasteczek.

2. KLASYFIKACJA PEPTYDOW ANTYBAKTERYJNYCH

Peptydy antybakteryjne przejawiajg duze zréznicowanie strukturalne, moznajed-
nak ws$rdod nich wyrdzni¢ kilka gtéwnych grup [15, 20, 24, 27, 35]:
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TABELA 1. Lokalizacja peptydow antybakteryjnych w organizmach roslin i zwierzat

Rosliny nasiona, liscie, kwiaty, bulwy, straki, ksylem, peryferyczne warstwy
komoérek [20, 21]
Bezkregowce jady, pltyny ustrojowe (np. hemolimfa), ziarnistosci komodrek

fagocytujacych [20, 23]
Kregowce komorki nabtonkowe i ich wydzieliny, skoéra, ziarnistosci komoérek

fagocytujacych (ziarnistosci te formujg fagolizosom lub ich zawarto$¢
uwalniana jest do $rodowiska w miejscu infekcji) [19, 20, 23]

* a-helikalne,

e antyrownolegte arkusze [3stabilizowane mostkami disiarczkowymi,
« struktury ocH3 stabilizowane mostkami disiarczkowymi,

» cykliczne,

» zawierajace unikalng kompozycje aminokwasow.

2.1. Peptydy a-helikalne

Liniowe peptydy nie majgce wewnatrzczasteczkowych mostkow disiarczkowych
w roztworach zwykle maja konformacje przypadkowa, natomiast w Srodowisku
hydrofobowym (np. podczas interakcji z btong lipidowg) przyjmujg amfipatyczng
strukture a-helikalng [13, 24, 37]. Reprezentantami tej grupy sg m.in. magaininy,
cekropiny, dermaseptyny i melityna, peptyd wystepujacy w jadzie pszczét (13,
32].

Magaininy, 23-aminokwasowe peptydy wyizolowano ze skory afrykanskich zab
Xenopus laevis [13, 15, 27, 37]. Magaininy wydzielane na powierzchnie skory
chronig zabe przed infekcjami, zagrazajacymi jej w skazonej wodzie, dziatajgc
skutecznie nawet w przypadku uszkodzenia skéry. Oprocz selektywnej aktywnosci
przeciwko mikroorganizmom, magaininy oraz ich syntetyczne analogi wykazuja
aktywnos$¢ skierowang przeciwko komérkom nowotworowym [32, 37] (rys. 1).

Cekropiny wyizolowano z hemolimfy émy Hyalophora cecropia [18,22]. £ancuch
polipeptydowy cekropin skiadajacy sie z 31-39 aminokwaséw w Srodowisku hy-
drofobowym formuje strukture ztozong z dwoch odcinkéw a-helikalnych (C- i
N-koncowych), potgczonych krétkim regionem zawiasowym. Helisa N-terminalna
jest amfipatyczna i bardziej hydrofilowa (fadunki dodatnie), natomiast domena C-
terminalnajest hydrofobowa [8, 11, 32]. Peptydy podobne do cekropin wyizolowano
rébwniez z wielu innych gatunkéw owadoéw, a takze z jelita cienkiego $wini (ce-
kropina PI) [11, 13, 27, 35, 37].

Dermaseptyny sa liniowymi peptydami o faincuchach dtugosci 28-34 amino-
kwasow, wyizolowanymi ze skory zab rodzaju Phyllomedusa, wykazujacymi nie
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tylko wiasciwosci antybakteryjne, ale takze aktywnos¢ przeciwko niektérym grzybom
i pierwotniakom [2, 28, 36, 45].

Innymi peptydami zdolnymi do przyjmowania struktur helikalnych sg bombininy
izolowane z wydzieliny skéry zab Bombina variegata i B. orientalis oraz buforyna
Il z Zzolagdka ropuchy Bufo bufo gargarizans [27, 28, 45].

2.2. Arkusze (3 stabilizowane mostkami disiarczkowymi

Peptydy o strukturze spinki do wioséw, sktadajacej sie zdwdch antyréwnolegtych
nici @3 ,,spietych” dwoma mostkami disiarczkowymi wyizolowano z hemocytow
kraba Tachypleus tridentatus oraz leukocytéw swini. Grupy tych peptydéw nazwano
odpowiednio tachyplesynami i protegrynami. Sg to niewielkie czasteczki (16-18
aminokwaséw) o 4-6 fadunkach dodatnich i amidowanej C-teminalnej grupie kar-
boksylowej [14, 16, 35]. Wykazujg one szeroki zakres dziatania przeciwko bakteriom
i grzybom, ponadto majg zdolno$¢ wigzania sie do lipopolisacharydu, co zapewne
jest czynnikiem wzmacniajacym ich aktywno$é przeciwko bakteriom Gram-ujemnym
[14, 32, 35]. Podobne peptydy wyizolowano z hemocytéw gatunku Limulus po-
lyphemus spokrewnionego z krabem Tachypleus tridentatus [14, 32, 35].

Strukturalnie zblizona do tachyplesyn i protegryn jest tanatyna - peptyd o wita-
Sciwosciach antybakteryjnych i antygrzybiczych wyizolowany z pluskwiaka Podisus
maculiventris. Tanatyna ma réwniez strukture antyréwnolegtego arkusza (3 ktérego
dwie nici potgczone sg zwrotem 3i spiete jednym mostkiem disiarczkowym. Siedem
pierwszych aminokwaséw z 21-aminokwasowego taficucha tworzy dtugie, ruchome
ramie o duzej zmiennosci konformacyjnej [14, 33] (rys. 2).

Defensyny kregowcdw to cata rodzina peptyddéw zbudowanych z 2SM-2 ami-
nokwasow, o czasteczkach, ktére majg konformacje tréjniciowego antyréwnolegtego
arkusza [3stabilizowanego przez 3 wewnatrzczasteczkowe mostki disiarczkowe [30,
44, 49]. Sg to kationowe struktury amfipatyczne, o 2 do 10 tadunkach dodatnich.
Ze wzgledu na réznice w strukturze czasteczek, przejawiajace sie w roznej lokalizacji
mostkow disiarczkowych, a takze odmiennych miejscach ekspresji wprowadzono
podziat na a- oraz (3-defensyny. a-Defensyny wystepujg w ziarnistosciach neutrofili,
gdzie stanowig znaczny procent biatek, ponadto ich obecnos$¢ wykryto w makrofagach
oraz wydzielinach komorek nabtonka jelita cienkiego cztowieka, szczuréw, i myszy
[30, 31, 35, 44]. Te ostatnig grupe defensyn wydzielanych przez komérki Panetha
nazwano kryptydynami [30, 44]. (3-Defensyny wykryto w nerkach, trzustce, kera-
tynocytach i innych komaérkach nabtonkowych (np. w nabtonku drég oddechowych),
leukocytach oraz w surowicy krwi i niektérych gruczotach np. slinowych [3, 30,
34, 35, 36, 41, 42, 47, 48]. Zakres dziatania defensyn przeciwko mikroorganizmom
jest bardzo szeroki - sg toksyczne w stosunku do bakterii, grzyb6w, pierwotniakow,
a nawet wiruséw [31] (rys. 3).
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2.3. Struktury oc+(3 stabilizowane mostkami disiarczkowymi

Liczna grupe peptyddw antybakteryjnych rozpowszechnionych wsréd owaddéw
nazwano owadzimi defensynami. Obecnos¢ tych zwigzkéw wykryto w organizmach
muchdwek, chrzgszczy, btonkéwek, pluskwiakéw i wazek [7, 11, 14, 35]. Homo-
logiczne peptydy znaleziono tez w skorpionach, a nawet mieczakach [7, 14]. Owadzie
defensyny sa peptydami kationowymi, zbudowanymi z 34-46 aminokwasow [7,
14]. W ich strukturze trzeciorzedowej wyrézniono N-terminalng petle przechodzaca
w amfipatyczng a-helise oraz dwuniciowy antyréwnolegty arkusz (3 Domena a-
helikalna jest potgczona z C-terminalng nicig arkusza @ dwoma mostkami disiar-
czkowymi, formujac charakterystyczny motyw strukturalny CSa(3 (ang. Cys-
teine-Stcibilized a|3), gdzie dwie cysteiny w domenie a-helikalnej umiejscowione
sg w sgsiadujacych skretach helisy, a cysteiny nici (3 rozdzielone tylko jednym
aminokwasem. Trzeci mostek disiarczkowy obecny w czgsteczce wigze N-terminalng
petle z centralng nicig arkusza [3 [12, 14]. Takie rozmieszczenie mostkéw disiar-
czkowych zapewnia duzg stabilno$¢ struktury przestrzennej czasteczek, pozwalajac
jedynie na zmiany potozenia petli N-terminalnej [12]. Pojawianie sie wiekszoSci
defensyn w hemolimfie owadéw indukowane jest infekcjg bakteryjng 17, 11, 12]
(rys. 4).

Oprécz peptydow antybakteryjnych, jakimi sg defensyny, owady wydzielajg tez
peptydy o whasciwosciach antygrzybiczych. Pierwszym odkrytym peptydem tej grupy
byta drosomycyna, wyizolowana z muszki Drosophilamelanogaster. tancuch poli-
peptydowy drosomycyny, sktadajacy sie z 44 aminokwaséw przyjmuje konformacje
motywu strukturalnego CSa(3 z dodatkowa, trzecig nicig w arkuszu (3 stworzong
przez fragment N-terminalny. Cata czasteczka ma bardzo zwartg strukture, gtéwnie
dzieki dodatkowemu, czwartemu mostkowi disiarczkowemu ,,spinajagcemu” poczat-
kowy i koricowy fragment tancucha polipeptydowego [7, 14] (rys. 5).

Drosomycyna wykazuje strukturalne podobieristwo do defensyn roslinnych, ktére
réwniez przejawiajg aktywno$é przeciwgrzybicza [7, 14].

Roslinne defensyny, zbudowane z 45-54 aminokwasow, zawierajg cztery mostki
disiarczkowe, stabilizujace trojniciowy, antyréwnolegty arkusz 3 oraz réwnolegty
do niego domene a-helikalng [5, 6, 21] (rys. 6).

Roslinnymi peptydami obronnymi, wyizolowanymi z wielu gatunkéw roslin,
sg tioniny. Amfipatyczne czasteczki tionin zbudowane sg z dwdch antyréwnolegtych
a-helis, tworzacych diuzsze ,,ramie” oraz mniejszej domeny- arkusza [3 sktadajgcego
sie z dwoch krotkich, antyrownolegtych nici (3 Cata struktura stabilizowana jest
przez trzy lub cztery mostki disiarczkowe. Zewnetrzna powierzchnia domeny a-
helikalnej jest hydrofobowa, natomiast jej obszar wewnetrzny oraz region taczacy
obie domeny ma charakter hydrofilowy [5, 17].
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2.4. Peptydy o budowie cyklicznej

W czasteczkach niektdrych niewielkich peptydéw, dzieki obecnosci wewnatrz-
czasteczkowego wigzania disiarczkowego, nastepuje cyklizacja krétkiego, Kilku-
aminokwasowego odcinka. Powstata w ten sposdb C-terminalna struktura
pierscieniowa zawiera aminokwasy o tadunkach dodatnich, natomiast domena hy-
drofobowa w postaci ,,ogonka” znajduje sie na przeciwnym, N-terminalnym bie-
gunie czasteczki. Domena ta moze przyjmowac konformacje a-helikalng, jak dzieje
sie to w przypadku peptydu ranaleksyny [10]. Innymi peptydami o strukturze za-
wierajgcej pierScien heptapeptydowy wyizolowanymi ze skoéry zab z rodzaju Rana
sg brewininy i eskulentyny [28, 45]. Stwierdzono znaczne podobieAstwo wyzej
wymienionych peptyddw do polimyksyn, antybiotykéw otrzymywanych z bakterii
Bacillus polymyxa [10].

Cykliczny dodekapeptyd - baktenecyne - wyizolowano z neutrofili wotowych.
W odréznieniu od peptydéw ze skdry ptazédw, w czasteczce baktenecyny pierscien
utworzony jest przez srodkowg cze$¢ taricucha polipeptydowego, obejmujaca dzie-
wie¢ aminokwasow [1, 39].

Cztery duze cykliczne peptydy odkryto w roslinach rodziny Rubiaceae. Czasteczki
0 rozmiarach 29-31 aminokwaséw sg cyklicznymi strukturami amidowymi, o po-
taczonych koncach tafcucha peptydowego. Peptydy te - kalata, cyrkulina A i B
oraz CPT - zawierajg trzy mostki disiarczkowe formujace tzw. motyw ,wezta”
cystynowego (ang. Cystine-knot), w ktérym jeden z mostkéw ,,przewleczony” jest
pomiedzy dwoma pozostatymi. Powstaty w ten sposéb ,,wezet cystynowy” wypetnia
wnetrze czasteczki, a na powierzchni znajdujg sie aminokwasy kationowe oraz
hydrofobowe [46] (rys. 7).

2.5. Peptydy o unikalnej kompozycji aminokwaséw

W sekwencji aminokwasowej niektdrych peptyddéw anty bakteryjnych charaktery-
stycznajest dominacjajednego lub kilku specyficznych aminokwaséw. Udziat domi-
nujacego aminokwasu w sktadzie tancucha polipeptydowego wynosi od kilkunastu
do kilkudziesieciu procent. Peptydy te majg strukture liniowa, z tendencjg do two-
rzenia helis lub tzw. rozciggnietych helis w $rodowisku hydrofobowym. Niektére
z tych peptydéw moga by¢ glikozylowane [1, 7, 11, 15, 24, 27, 35, 36, 47].

3. PODSUMOWANIE

Peptydy kationowe sg grupa zwigzkéw przejawiajacych bardzo szeroki zakres
aktywnosci skierowanej przeciwko réznym grupom mikroorganizméw, poczynajac
od bakterii (zaréwno gramdodatnich, jak i gramujemnych), przez grzyby, pierwot-
niaki, a konczac na wirusach. W niektérych przypadkach udowodniono nawet wia-
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TABELA 2. Peptydy zawierajagce dominujace aminokwasy [4, 7. 9. 18, 22, 25, 26, 29, 38, 40, 43

Wzbogacenie w aminokwas Nazwa peptydu Wystepowanie
Prolina + andnina PR-39, Bac-5, Bac-7 jelito cienkie $wini
Histydyna Histatyny $lina ludzka
Tryptofan Tritrpticyna Indol icydyna neutrofile wotowe
Prolina + fenyloalanina Prophenin-1 leukocyty $wini
Glicyna Dipterycyny Attacyny owady
Sarkotoksyny, Koleopterycyna
Holotricyny, Hemipterycyna
Tenecyna, Gloweryny
Prolina Drosocyna, Abecyna owady
Apidecyny, Lebocyny

Miecznikowina, Formecyna
Mctalnikowiny

Sciwosci antynowotworowe. Przy jednoczesnym znikomym wytwarzaniu opornosci
u mikroorganizméw stanowig potencjalne zrodto antybiotykéw o mozliwosci za-
stosowania klinicznego. Niestety, obecnie zastosowanie peptyddw jako antybiotykow
jest raczej ograniczone. Antybiotyki uzyskiwane z bakterii (np. polimyksyny, gra-
micydyna, bacytracyna) saczesto toksyczne dla komdrek eukariotycznych iwywotuja
niekorzystne efekty uboczne. Jednakze zmniejszajaca sie skutecznos¢ konwencjo-
nalnych antybiotykéw wskutek wzrastajgcej opornosci mikroorganizmdw sktania
do intensywnych poszukiwan alternatywnych zrodet antybiotykow. Peptydy Kka-
tionowe wydajag sie by¢ obiecujagcym narzedziem w rozwiazaniu tego problemu.
Obiektem zainteresowania sg peptydy o wysokiej selektywnosci dziatania w stosunku
do komorek mikroorganizmoéw, a zarazem nietoksyczne dla komérek eukarioty-
cznych. lzolacja nowych peptydéw, modyfikacje prowadzace do uzyskania poi-
syntetycznych analogbéw oraz chemiczna synteza nowych antybiotykdw na bazie
dotychczas poznanych struktur stwarzajg perspektywy na otrzymanie w przysziosci
duzej réznorodnosci antybiotykéw [13, 23, 31, 35, 47].
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RYSUNEK 1. a-helikalna struktura magaininy, z uwidocznieniem amfipatycznego charakteru czaste-
czki: reszty obdarzone fadunkiem dodatnim - kolor czerwony, reszty aromatyczne - kolor zétty. [Dane
niepublikowane - K. Murzyn IBM UJ Krakéw]
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RYSUNEK 2. Struktura protegryny-1 (a) oraz tanatyny (b). Mostki disiarczkowe przedstawiono w
kolorze z6kym. Rysunki wykonano za pomocg programu BioSym (Insight Il) na podstawie wsp&trzed-
nych z Protein Data Bank (protegryna - kod 1PG, tanatyna - kod 8TVF)
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RYSUNEK 3. Struktury przestrzenne defensyn: (a) struktura krystalograficzna a-defensyny z ludzkich
neutrofili; (b) struktura P-defensyny 12 zwolowych neutrofili. Rysunki wykonano za pomoca programu
BioSym (Insight 1) na podstawie wspotrzednych z Protein Data Bank (a-defensyna - kod 1DFN,
(3-defensyna 12 - kod 1BNB)
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RYSUNEK 4. Struktura przestrzenna owadziej defensyny A, zbudowanej ze struktur drugorzedowych
a(3ft stabilizowanych trzema mostkami disiarczkowymi. Rysunek wykonano za pomocg programu Bio-
Sym (Insight 1l) na podstawie wspotrzednych z Protein Data Bank (kod 1ICA)

RYSUNEK 5. Struktura drosomycyny, skladajgca sie ze struktur drugorzedowych Pa(3(3 potaczonych
czterema mostkami disiarczkowymi.Rysunek wykonano za pomocg programu BioSym (Insight Il) na
podstawie wspotrzednych z Protein Data Bank (kod IMYN)
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RYSUNEK 6. Struktura przestrzenna roslinnej defensyny, skladajaca sie ze struktur drugorzedowych
Po3@ stabilizowanych przez cztery mostki disiarczkowe. Rysunek wykonano za pomocg programu
BioSym (Insight Il) na podstawie wsp6trzednych z Protein Data Bank (kod 1BKS8)

RYSUNEK?7. Kalata B, roslinny peptyd zawierajacy motyw ,wezta” cystynowego. Rysunek wykonano
za pomocg programu BioSym (Insight 11) na podstawie wspotrzednych z Protein Data Bank (kod 1KAL)
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MODE OF ACTION OF ANTIMICROBIAL PEPTIDES

Dorota CHMIEL
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Streszczenie: Peptydy o aktywnosci bdjczej skierowanej przeciwko mikroorganizm stanowig wazna
cze$¢ wrodzonej odpowiedzi immunologicznej organizmu. Produkowane sg przez roéliny i zwierzeta
konstytutywnie lub w odpowiedzi na zakazenie mikroorganizmami. Niniejsza praca przedstawia wspot-
czesna wiedze i poglady na temat interakcji peptydow antybakteryjnych ze strukturami komoérkowymi
mikroorganizméw oraz na temat prawdopodobnych mechanizméw dziatania tych zwigzkéw. Peptydy
antybakteryjne moga wywiera¢ swoj boéjczy efekt poprzez: tworzenie w btonie poréw (hipoteza ,,two-
rzacej sie beczki”) lub kanatéw jonowych, dezintegracje btony - model ,,dywanopodobny” i wywoty-
wanie w nigj przejsciowych dziur - model ,robakowatego zagiecia btony”, a takze alternatywne
mechanizmy dziatania, ktore obejmujg m.in. oddziatywanie z DNA lub wptyw na synteze biatek, np.
btonowych. Wyjasniono, czym uwarunkowana jest selektywnos$¢ dziatania peptydéw oraz opisano ich
role fizjologiczng i préby zastosowania klinicznego.

(Postepy Biologii Komérki 2001; supl. 16: 261-273)

Stowo kluczowe: peptydy antybakteryjne, btona komérkowa, por, kanat jonowy

Summary. Plants and animals synthesise antimicrobial peptides constitutively or in response to microor-
ganism infection and they are an important component of the organisms innate defence system. This
paper focuses on the recent knowledge and views concerning interactions of antimicrobial peptides with
structures of the microorganism’s cells. There are described several suggested models of mechanisms of
action: membrane pore formation (,barrel stave” mechanism), ,carpet like”, ,wormhole”, and ion
channels formation. Additionally, there are alternative mechanisms of action including interaction with
DNA or influence on protein synthesis. Moreover, this paper explains the selectivity of these peptides
and describes their physiological role and attempts of clinical applications.

{Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 261-273)
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WSTEP

W toku ewolucji organizmy wyksztatcity caty system mechanizméw obronnych,
chronigcych je przed inwazjg mikroorganizmoéw, poczynajac od wyksztatcenia barier
mechanicznych, az po ,,czynng” obrone, angazujaca zaréwno komarki, jak iréznego
rodzaju czasteczki przez nie uwalniane. Znaczgce miejsce w tak wyksztatconym
systemie obronnym zajmuja peptydy antybakteryjne [27, 28]. Te naturalnie wy-
stepujace, endogenne antybiotyki peptydowe stanowig duzg grupe zwigzkéw zréz-
nicowanych pod wzgledem struktury przestrzennej, ale o zblizonej masie
czasteczkowej od Kilkuset do kilku tysiecy Da [16, 26].

Historia odkrycia peptydow antybakteryjnych siega zaledwie lat osiemdziesigtych
naszego stulecia, kiedy to Boman i wspétpracownicy wyizolowali cekropine z he-
molimfy owada Hyalophora cecropia zainfekowanego bakteriami [cytat za lit. 21].
Peptyd ten wykazuje silng aktywnos$¢ antybakteryjng przeciwko bakteriom gra-
mujemnym, takim jak: E. coli, B. subtilis, S. marcescens czy P. aeruginosa [21,
43]. Do dzis wykryto i scharakteryzowano setki peptydéw antybakteryjnych i stato
sie jasne, ze stanowig one cze$¢ wrodzonej odpowiedzi immunologicznej organizmu
[28]. Sa syntetyzowane przez rosliny [ 7, 8, 23], owady [12], inne bezkregowce
[15, 48] oraz przez kregowce [30, 33, 34, 59, 64].

Peptydy antybakteryjne maja zdolnos$¢ zabijania nie tylko bakterii (np. a-de-
fensyny, cekropiny) [14, 43], ale réwniez grzybdw (defensyny, cekropiny, derma-
septyny, magaininy, protegryny, peptydy antybakteryjne bogate w cysteine) [11,
13, 35,], a nawet wiruséw (melityna, a-defensyny,) [1] i pierwotniakow (indoli-
cydyna) [17]. Do tej pory nie udato sie jednoznacznie udowodnié, jaki jest me-
chanizm dziatania tych zwigzkéw. Zrozumienie i doktadne poznanie tego zagadnienie
jest istotne z uwagi na potencjalne wykorzystanie peptydéw antybakteryjnych w
medycynie ze wzgledu na narastajacg lekooporno$é mikroorganizmoéw bedgca kon-
sekwencjg powszechnego naduzywania stosowanych antybiotykéw (nie tylko jako
lekéw, ale i konserwantéw zywnosci czy Srodkdéw zwiekszajacych przyrost masy
ciata u zwierzat hodowlanych) [32]. Proby odpowiedzi na pytanie, jaki jest me-
chanizm dziatania peptydéw antybakteryjnych opierajg si¢ na analizie ich struktury
oraz na badaniu ich wilasciwosci.

INTERAKCJE PEPTYDOW ANTYBAKTERYJNYCH
ZE STRUKTURAMI KOMORKOWYMI

Peptydy, takie jak: defensyny wyizolowane z ziarnisto$ci granulocytéw, powie-
rzchni nabtonka i skéry, protegryny obecne w leukocytach $wini, tachyplesyny
uzyskane z hemocytow kraba czy magaininy ze skory gadow, majg amfipatyczny,
kationowy charakter [5, 45, 55, 63]. Catkowity tadunek tych peptydéw wynosi
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+2 lub wiecej, co czyni je zdolnymi do interakcji np. z ujemnie natadowanymi
fosfolipidami btony [24]. Ze wzgledu na swoj kationowy charakter, peptydy te
mogg wigza¢ sie rowniez do innych ujemnie natadowanych struktur, takich jak
DNA [18], lub do kwasnych biatek, np. kalmoduliny [31]. Zwiekszanie iloSci dodatnio
natadowanych aminokwaséw w magainine 2 i jej analogach oraz laktoferynie B
i indolicydynie powodowato zwielokrotnienie ich antybakteryjnych wiasciwosci [1,
40]. Z kolei amfipatyczno$é peptyddw antybakteryjnych umozliwia im perforacje
btony bakteryjnej i/lub jej perturbacje [42,43]. Obserwacje te sugerowaty, ze peptydy
o charakterze amfipatycznym tworza w blonie pory, przez ktére moga wyciekaé
jony lub wieksze czasteczki [56]. Fakt, ze btona cytoplazmatyczna moze by¢ celem
dziatania peptydéw antybakteryjnych, potwierdzono w badaniach defensyn owadzich,
ktére efektywnie depolaryzujg btone cytoplazmatyczng Micrococcus luteus oraz
powodujg ,,wyciek” cytoplazmatycznego potasu i ATP [49]. Poddanie bakterii E
coli lub S. aureus dziataniu magaininy 2 [40] lub tachyplesiny | [42] indukuje
»~wyciek” wewnatrzkomaérkowych jonéw K+ itowarzyszaca temu redukcje przezycia
tych komérek.

Dowoddéw na to, ze celem dziatania peptydéw antybakteryjnych jest btona ko-
morkowa, dostarczyty réwniez badania prowadzone z D-analogami takich peptydow,
jak cekropiny i magaininy [49, 57]. Udowodniono, ze wykazujg one identyczng
aktywnosc¢ jak ich naturalnie wystepujace L-analogi, co wyklucza stereospecyficzne
rozpoznanie [26, 29]. Jednak nie jest to regutg. Niektore z peptydéw majg obnizong
aktywnos¢ jako D-enancjomery [6], co sugeruje, ze fgcza sie one z jakimis$ cza-
steczkami stereospecyficznie.

Kationowe peptydy antybakteryjne, takiejak: magaininy, cekropiny ipolimyksyna,
majg zdolno$¢ wigzania sie z LPS-em [16] i dlatego przyjeto, ze w przypadku
bakterii gramujemnych poczatkowym etapem dziatania peptydéw antybakteryjnych
jest ich wigzanie sie do lipopolisacharydu [18, 57, 58]. Ponadto zaobserwowano
korelacje pomiedzy stabym wigzaniem sie magaininy do mutanta Salmonella ty-
phimurium z uszkodzonym LPS-em [16]. Oporno$¢ na polimyksyne B u bakterii
koreluje z modyfikacjg grup fosforowych LPS-u, ktéra powoduje redukcje jego
ujemnego tadunku [16]. Opisano rowniez oporne na protegryne mutanty Salmonella,
u ktérych miata miejsce acylacja lipidu A przez kwas palmitynowy [16]. Przypuszcza
sie, ze ta modyfikacja zmienia strukture zewnetrznej warstwy btony zewnetrznej,
co zapobiega jej perforacji przez peptydy kationowe.

Dwuwarto$ciowe kationy (Mg++, Ca++) stabilizujg zewnetrzng warstwe biony
zewnetrznej bakterii gramujemnych. Peptydy antybakteryjne wypierajg te jony i
przez to destabilizujg zewnetrzng btone. Dodanie do bakterii wraz z np. magaining
[40], gloweryng [2] czy innymi peptydami [58, 38b] jonow Mg++ lub Ca++ znosi
bakteriobdjcze dziatanie tych peptyddéw.

Hancock zaproponowat mechanizm, w ktérym dochodzi do interakcji kationowych
peptydéw antybakteryjnych z ostonami bakterii gramujemnych, a nastepnie do przej-
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Scia peptyddw przez zewnetrzng btone i okreslit ten proces jako samopromujgce
sie przejscie (ang. self-promoted uptake) [26, 58]. Zgodnie z tg hipotezg proponuje
sie, ze rozwiniete, kationowe peptydy asocjujg z ujemnie naladowang powierzchnig
btony zewnetrznej i/albo neutralizujg ujemny tadunek btony, przyczyniajac sie do
powstania szczeliny, przez ktorg peptydy moga przekraczaé zewnetrzng powierzchnie
btony lub tez wypieraé dwuwartoSciowe kationy z nig zwigzane i przez to zaburzaé
jej strukture. Peptydy, ktore przekroczyly zewnetrzng btong, moga sie wigza¢ do
ujemnie natadowanej blony cytoplazmatycznej. Sadzi sie, ze tworzag w niej kompleksy
podobne do miceli lub tez wykonuja ruchflip-flop przez btone pod wptywem duzego,
transmembranowego potencjatu elektrycznego [26].

Bakterie gramdodatnie jak S. aureus nie majg ani zewnetrznej btony, ani LPS,
a zawierajg natomiast peptydoglikan, ktéry bogaty jest w kwas tejchojowy. Mutacje
prowadzace do wzrostu ujemnego tadunku w tej strukturze powodujg zwiekszenie
wrazliwosci na kationowe peptydy antybakteryjne i ponownie podkre$lajg znaczenie
oddziatywan elektrostatycznych w ich mechanizmie dziatania [16, 45].

SELEKTYWNE DZIALANIE PEPTYDOW
ANTYBAKTERYJNYCH

Peptydy o aktywnosci bojczej skierowanej przeciwko mikroorganizmom, aby
mogty by¢ przydatne w walce z patogenami, muszg by¢ selektywnie toksyczne,
tak by nie mogly dziata¢ destrukcyjnie na komorki gospodarza. Powinny wiec
celowa¢ w te molekuly, ktére sg wszechobecne w komorkach prokariotycznych,
ale rzadko lub nigdy nie wystepujg w komdrkach eukariotycznych. Jak sie okazato,
podstawa selektywnej toksycznosci jest specyficznos¢ sktadu lipidéw w btonie ko-
morek prokariotycznych i eukariotycznych.

Warstwa zewnetrzna btony komorek ssakow (erytrocytéw) ztozonajest wytgcznie
z elektrycznie obojetnych fosfolipidéw, gtéwnie fosfatydylocholiny i sfingomieliny,
podczas gdy bakteryjna btona zawiera duze ilosci ujemnie natadowanych fosfo-
lipidéw, takich jak fosfatydyloglicerol i kardiolipina [42]. Wykazano, ze aktywno$¢
magainin i tachyplesin jest wysoce wrazliwa na skiad lipidowy docelowej btony
[42]. Sita napedowag tego wigzania sg elektrostatyczne interakcje pomiedzy dodatnio
natadowanymi peptydami a ujemnie natadowanymi lipidami. Hydrofobowo$¢ pep-
tydow antybakteryjnych jest generalnie zbyt niska dla ich efektywnej asocjacji z
elektrycznie obojetnymi fosfolipidami i dzieki temu komorki gospodarza sg za-
bezpieczone przed ich toksycznym dziataniem.

Inng wazng roznicag w chemicznym sktadzie btony pomiedzy komorka proka-
riotyczna a eukariotyczng jest to, ze te ostatnie sg obfite w sterole. Udowodniono,
ze obecnos¢ stabilizujgcego btone cholesterolu jest wazna dla ochrony ludzkich
erytrocytdw przed atakiem magaininy 2 [40].
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HIPOTETYCZNE MECHANIZMY DZIALANIA

Model tworzgcej sie beczki

Dla klasycznego, transmembranowego poru zaproponowano hipoteze tworzacej
sie beczki z monomerycznych peptyddw (rys. 1) [4, 44, 47, 63]. Hydrofobowe
powierzchnie peptydéw oddziatujg z lipidowym rdzeniem blony, a hydrofilowa
wewnetrzna powierzchnia tworzy por. W mechanizmie tym mozna wyr6zni¢ cztery
gtowne etapy [24]:

rozwiniete peptydy po asocja-
cji z blong komorki bakteryj-
nej przyjmuja strukture a-he-
likalng,

molekularne oddziatywanie
pomiedzy zwigzanymi z blo-
ng monomerami, Kktore pro-
wadzi do ich agregacji juz
przy niskiej ich gestosci na
powierzchni bony;
wbudowanie sie dwoéch za-
gregowanych monomeréw -
co rozpoczyna proces formo-
wania sie poru;

dalsze wbudowanie sie mo-
nomeréw, ktére prowadzi do
zwiekszania sie rozmiaru po-
ru oraz w konsekwencji do
wyptyniecia niskoczastecz-
kowych zwigzkow (ich wiel-
ko$¢ zalezy od rozmiaru
poru) oraz jonéw.
Przyktadami peptydéw dla kto-
rych zaproponowano wiasnie taki
mechanizm sg: melityna, alametycy-
na i paradaksyna.

Mechanizm ,dywanopodobny” Wyptyw niskoiigitg\(lzvzkowych zwigzkow

Mechanizm ,,dywanopodobny”

(rys. 2) [4’ 44, 24, _63]' ktory Z‘j:l' RYSUNEK 1. Hipotetyczny mechanizm tworzenia po-
proponowano dla opisu zachowania réw w btonie komérki bakteryjnej przez peptydy anty-
SIQ dermaseptyn oraz Cekropln Opl' bakteryjne (wg Orenaa i Shaia [44], zmodyfikowane)
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suje sytuacje, w ktdérej amfipatyczne, a-helikalne peptydy poczatkowo wigzg sie
do powierzchni btony pokrywajac ja czesciowo lub catkowicie. Dziurawienie btony
nastepuje jednak dopiero po przekroczeniu okreslonego progu stezenia peptydow.
W odrdznieniu od mechanizmu tworzacej sie beczki, tutaj peptydy nie wnikaja
do hydrofobowego wnetrza btony, ale raczej wigzg sie do fosfolipidowych gtéwnych
grup. Poczatkowa reakcja z ujemnie natadowang btong jest napedzana elektrostaty-
cznie, dlatego reagujagce wedtug tego schematu peptydy sa natadowane dodatnio.
Cztery gtéwne etapy ilustrujg ten proces [24]:

preferencyjne wigzanie si¢ dodatnio natadowanych peptydowych monomerow
do ujemnie natadowanych fosfolipidéw btony;

Wyptyw zawartosci cytoplazmy

RYSUNEK 2. Model dywanopodobny dezintegracji btony bakteryjnej pod wptywem peptydéw antyba-
kteryjnych (wg Orena i Shaia [44], zmodyfikowane)
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lezgce, amfipatyczne, a-helikalne monomery na powierzchni membrany sg
ustawione w taki spos6b, ze dodatnie tadunki okre$lonych aminokwasow
oddziatywuja z ujemnie natadowanymi grupami fosfolipidowymi lub czaste-
czkami wody;
rotacja molekut prowadzi do reorientacji hydrofobowych reszt w kierunku
hydrofobowego wnetrza btony;

- dezintegracja membrany przez niszczace wyginanie sie dwuwarstwy lipido-
wej, prowadzace do micelizacji i wyptywu zawartosci cytoplazmy.

Hipoteza robakowatego zagiecia btony

Przed rozerwaniem opakowanej peptydami btony moga pojawiac sie w niej przej-
Sciowe dziury, ktore sg na tyle duze, aby umozliwi¢ wyptyw niskoczgsteczkowych
zwigzkow, zanim dojdzie do kompletnej lizy membrany. Taki rodzaj dziur zostat
opisany w przypadku tzw. hipotezy robakowatego zagiecia btony [4, 38). Powie-
rzchnia btony zagina sie tu charakterystycznie w tyt za siebie, na ksztatt wnetrza
watu formujac tym samym por. To zagiecie wymaga bocznego rozszerzenia sie
w regionie gtownych grup dwuwarstwy lipidowej. Monomery np. magainin od-
grywaja role wkiadu (wypeknienia) rozszerzajgcego sie regionu, a przez to stabilizujg
por. Tym niemniej nalezy pamietac, ze dla magaininy zaproponowano takze model
tworzacej sie beczki oraz mechanizm w ktdrym tworzy ona multimeryczne, trans-
membranowe pory, przejsciowe struktury, ktore sa zdolne do translokacji wiasnej
oraz fosfolipidow przez btone [31, 39, 41, 60].

Tworzenie kanaldw jonowych przez peptydy antybakteryjne

Oprécz wymienionych dotychczas mechanizméw dziurawienia bton niektore pep-
tydy antybakteryjne moga tworzy¢ selektywne, typowe kanaty jonowe, co wykazano
miedzy innymi dla alametycyny i gramicydyny A (rys. 3) [20]. W przypadku ala-
metycyny kilka czasteczek peptydowych grupuje sie razem w bitonie, aby utworzy¢
charakterystyczny agregat, w ktérego centrum znajduje sie por umozliwiajgcy jonom
ucieczke na zewnatrz. Natomiast gramicydyna A jest peptydem zawierajgcym za-
rowno D-, jak i L- aminokwasy wystepujgce naprzemiennie. Przyjmuje ona chara-
kterystyczna strukture zwang (3-helis3g. Dwie czgsteczki tego peptydu asocjujg w
btonie, zblizajac sie do siebie swymi N koricami. Srednica tej (3-helisy jest wy-
starczajaco duza, aby utworzy¢ por, przez ktéry mogg migrowac jony. Formowanie
kanatu jonowego zaproponowano réwniez dla protegryny [51].

Alternatywne mechanizmy dziatania peptydéw antybakteryjnych

Niektdére peptydy antybakteryjne, takie jak np. baktenecyna [62], mimo ze nie
zaburzajg ani nie dziurawia btony bakteryjnej, doprowadzajg do $mierci bakterii.
Najprawdopodobniej wnikajg one do wnetrza komorki i naréznych drogach zaburzajg



RYSUNEK 3. Mechanizmy tworzenia kanatéw jonowych w btonie przez peptydy antybakteryjne: A -
alametycyne, B - gramicydyne A (wg Futaki [20], zmodyfikowane)

normalne jej funkcjonowanie [49, 63J. Mogg hamowac synteze specyficznych biatek
btonowych, np. attanecyny [9] i gloweryny [1], wiaza¢ sie do DNA i zatrzymywacé
jego replikacje (PR-39) [1,6] lubjak naprzykiad defensyny majg zdolnos$¢ przerwania
pojedynczej nici DNA [1]. Peptydy antybakteryjne mogg réwniez dziataé przez
wywotanie samo-destrukcyjnych mechanizmoéw. Autoliza bazujgca na aktywacji
amidazy, ktdra degraduje peptydoglikan, zostata zasobserwowana u bakterii pod-
danych dziataniu pep5 i nizyny [1]. Niektdre peptydy antybakteryjne wykazuja
réwniez dziatanie hamujace aktywno$¢ enzymow produkowanych przez patogenne
mikroorganizmy. Mogg dziata¢ jako pseudosubstraty lub szczelnie wbudowywaé
sie do centrum aktywnego enzymu, blokujagc dostep substratu. Histatyny w submi-
krmoralnych stezeniach sa zdolne do hamowania proteinazy typu trypsyny wy-
dzielanej przez bakterie atakujgcg jame ustng - Bacteroides gingivalis [1].

ROLA PEPTYDOW ANTYBAKTERYJNYCH
| PROBY ICH ZASTOSOWANIA KLINICZNEGO

Mutacje wywotywane w genach kontrolujacych ekspresje peptydéw antybakte-
ryjnych owadéw (np. drosomycyny) [36] dostarczyty dowodoéw o roli peptydow
w zwalczaniu patogennych mikroorganizmoéw. Zakazenie grzybami przezywato zna-
cznie mniej osobnikéw z takg mutacja. Z kolei transplantacja genu kodujacego
peptyd antybakteryjny (dajgcego opornos¢ na patogeny roslinne) z jednej rosliny
do drugiej pozbawionej tego genu nadawala jej oporno$¢ na infekcje [22].

Poziom peptyddw o aktywnosci béjczej skierowanej przeciwko mikroorganizmom
wzrasta podczas zakazen i proceséw zapalnych [1]. W bakteryjnym zapaleniu opon
madzgowych i w szoku septycznym zwieksza si¢ ilos¢ a-defensyn [55], w infekcjach
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wywotanych przez Mycobacterium czy Pasteurelia B-defensyn [1, 47], a w ropniach
i ranach zwieksza sie ilos¢ wielu peptydéw [19]. Poziom IL-37, TAP (tracheal
antimicrobial peptide) lub LAP (lingual antimicrobial peptide) wzrasta w stanach
zapalnych [46]. Obnizony poziom peptydéw antybakteryjnych zwiazany jest z li-
cznymi patologiami. Pacjenci cierpiacy na zespét niedoboru ziarnistosci majg upo-
$ledzong produkcje a-defensyn, i w zwigzku z tym dochodzi u nich do czestych
i nawracajacych infekcji bakteryjnych [1]. Niski poziom histatyn w $linie pacjentéw
chorych na HIV koreluje z ich wysoka zapadalnoscig na ustne grzybice [1]. W
mukowiscydozie, chorobie wywotanej wadliwym dziataniem kanatéw chlorkowych,
aktywnos$é antybakteryjna R-defensyn niwelowana jest przez wysokie stezenie soli
[22, 25, 50]. Nastepstwem sg nawracajace infekcje drég oddechowych.

Obecnie wiele firm biotechnologicznych prowadzi intensywne prace nad wpro-
wadzeniem peptydéw antybakteryjnych na rynek i zastosowaniem ich w leczeniu
réznych schorzen. Do najbardziej zaawansowanych badan nalezg prace nad lekiem
0 nazwie Neuprex, ktory jest 21 aminokwasowym peptydem pochodzacym z biatka
BPI neutrofili ludzkich [27, 37]. Lek ten znajdujg si¢ w Ill fazie badan klinicznych
1 stosowany jest przeciwko zakazeniu Meningococcami wywotujacymi zapalenie
opon mézgowych. Innym dobrze zbadanym peptydem jest wywodzacy sie z ma-
gaininy MSI-78 (Locilex, Magainin Pharmaceutical). Znajduje sie on juz tez w
Il fazie badan klinicznych i zastosowano go u 926 pacjentéw, cierpigcych na
trudne do leczenia owrzodzenie konczyn wystepujace u 0séb chorych na cukrzyce
[27]. Z kolei nizyna i IB-367 (peptyd kationowy podobny do protegryny) [27],
przechodzg | faze badan klinicznych. Nizynajest testowana w zwalczaniu owrzodzen
zotagdka wywotanych przez Helicobacter pylori oraz uzywana jako S$rodek kon-
serwujacy zywnos$é, a IB-367 w zwalczaniu grzybic jamy ustnej. Peptydy anty-
bakteryjne, majace zdolno$¢ wigzania LPS-u, mogg by¢ stosowane w zwalczania
szoku septycznego [37].

Histatyna, po zaadsorbowaniu jej na powierzchnie protez zebowych moze znales$¢
zastosowanie w redukcji adhezji Candida do protez. Poza tym peptyd ten wykazuje
zdolno$¢ hamowania proteinaz Bacteroides gingivalis [1].

Magainina i jej analogii mogg stuzy¢ jako Srodek antykoncepcyjny, poniewaz
powodujg zmiany morfologiczne i funkcjonalne plemnikéw [1]. Biorac pod uwage
aktywno$¢ protegryn skierowang przeciwko niektorym wirusom przenoszacym sie
droga ptciowg postuluje sie potgczy¢ ten antybiotyk z czynnikiem antykoncepcyjnym
1].
: ]Peptydy anty bakteryjne, takie jak: cekropiny i melityny [10, 61], wykazujg aktyw-
no$¢ antynowotworowg. Nie jest jasne, dlaczego komorki transfekowane nowo-
tworowo sg bardziej wrazliwe na ich dziatanie niz ich nietransfekowane odpowiedniki
[1], ale daje to nadzieje na mozliwo$¢ leczenia nowotworow.

Interesujaca jest rdwniez aktywno$¢ antywirusowa niektorych peptydéw. Analog
melittyny (ang. hecate - 23-aa syntetyczny peptyd) hamuje rozprzestrzenianie wirusa
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HSV-1 (herpex simplex virus-1) [3], a z kolei T22 (analog polyphemusyny I,
peptydu uzyskanego z hemocytéw amerykanskiego gatunku kraba - Limulus po-
lyphemus) ma silng aktywnos$¢ skierowang przeciwko wirusowi HIV [1, 52-54].

PODSUMOWANIE

Peptydy o aktywnosci bojczej skierowanej przeciwko mikroorganizmom stanowig
nowe, obiecujace zrodto antybiotykdéw. Cechujg sie szerokim spektrum dziatania,
sg aktywne w bardzo niskich stezeniach (rzedu p.M) i dziatajg w bardzo krétkim
czasie. Interesujace jest, zeD-enancjomery peptydow wykazujg takg samg aktywnos$¢
jak ich naturalnie wystepujace L-analogi, a s mniej wrazliwe na dziatanie proteinaz,
a tym samym majg dtuzszy okres péirwania. Ponadto jako antybiotyki, peptydy
cechujg sie obnizong immunogennos$cia, co zwigzane jest z wprowadzaniem do
organizmu znanych mu juz epitopéw. Nie ma dotychczas w literaturze informacji
0 powstaniu opornosci na peptydy u mikroorganizmow, podczas gdy dla tradycyjnych
antybiotykéw lekoopomos$¢ wystepuje dos¢ czesto. Wynika to prawdopodobnie z
faktu, ze peptydy dziatajg gtéwnie na btone bakteryjna, sga przy tym selektywnie
toksyczne i nie wykazujg aktywnos$ci przeciwko komérkom organizmu zakazonego
patogenem.

Badania prowadzone obecnie majg na celu dokladniejsze poznanie cytotoksy-
cznosci i mechanizméw dziatania tych peptydow oraz opracowanie tanich metod
ich pozyskiwania, tak by umozliwi¢ ich wykorzystanie w medycynie jako lekéw
wspomagajacych tradycyjne antybiotyki.
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ODDZIALYWANIE CHOLESTEROLU
Z FOSFOLIPIDAMI W BLONIE - BADANIA
METODA SYMULACJI DYNAMIKI MOLEKULARNEJ

MOLECULAR SIMULATION STUDIES
OF THE CHOLESTEROL-PHOSPHOLIPID INTERACTIONS

Tomasz ROG, Marta PASENKIEWICZ-GIERULA

Zaktad Biofizyki, Instytut Biologii Molekularnej,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Streszczenie: Przeprowadzono 5-ns symulacje dynamiki molekularnej uwodnionej btony w fazie ciekto-
krystalicznej utworzonej z fosfatydylocholiny dimyrystynowej (DMPC) i cholesterolu (Chol). Celem
analiz uzyskanych trajektorii byto wyjasnienie mechanizmu efektu porzadkujacego i kondensacyjnego
Chol na poziomie atomowym. Uporzadkowanie tancuchéw weglowodorowych w btonie DMPC-Chol
jest wieksze niz w czystej btonie DMPC. Najbardziej uporzadkowane sg tafncuchy czasteczek DMPC
sasiadujacych z gtadka powierzchnig a Chol. W tej grupie stwierdzono zaréwno spadek liczby konfor-
macji gauchehancuch, jak i kata nachylenia ftancuchéw wzgledem normalnej do powierzchni blony.
tancuchy czasteczek sagsiadujacych z chropowatg powierzchnig 3Chol byty mniej uporzagdkowane niz
czasteczek sgsiadujacych z powierzchnig a. Za efekt kondensacyjny Chol odpowiedzialny jest wzrost
oddziatywan van der Waalsa miedzy tanfcuchami weglowodorowymi DMPC, a nie oddziatywania
pomiedzy tancuchami a pier$cieniem sterydowym Chol.

(Postepy Biologii Komorki 2001; supl. 16: 277-283)

Stowa kluczowe-, fosfatydylocholiny, cholesterol, uporzagdkowanie btony

Summary: A 5-ns molecular dynamics simulation of the fully hydrated, liquid-crystalline bilayer
membrane built of dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) and cholesterol (Chol) was performed. The
primary aim of the analyses of generated trajectories was to investigate the atomic-level mechanisms of
the Chol ordering and condensing effect. A strong increase in the chain order in the DMPC-Chol
membrane as compared to the pure DMPC membrane, was observed. Alkyl chains of PCs, which were
the nearest neighbours of the smooth face of Chol (a face), were the most ordered. For these molecules,
a decrease in the number of gauche conformation/myristoyl chain as well as in the tilt of the chain, were
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observed. PCs neighbouring the 3face of Choi were less ordered than PCs neighbouring the a face. For
the Choi condensing effect, an increase in the van der Waals interactions among PCs chains was
responsible; interactions between hydrocarbon chains and cholesterol rings were week.

(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 277-283)

Key words: phosphatidylcholine, cholesterol, membrane order

WSTEP

Cholesterol (Choi) jest istotnym sktadnikiem zwierzecych bton komdérkowych.
Jego $rednia zawarto$¢ w tych btonach wynosi -30 mol% (20% wagowych) wszy-
stkich lipidow, a w btonie komérkowej erytrocytéw moze osigga¢ az do 50 mol%.
W btonach wewnatrzkomorkowych zawarto$¢ Chol jest mniejsza niz w btonie ko-
maérkowej i waha sie od 3% wagowych w btonach mitochondrium do 8% w aparacie
Golgiego. Obserwuje sie niesymetryczne rozmieszczenie Chol pomiedzy zewnetrzna,
bogatszag w Chol i cytoplazmatyczng, ubozsza w Chol warstwe btony komoérkowej.
Powszechne wystepowanie Chol w zwierzecych btonach komérkowych oraz pre-
cyzyjna regulacja jego zawartosci w réznego typu btonach wskazuje, ze cholesterol
petni tam istotne biologicznie funkcje.

Wyjasnienie wptywu Chol na strukture i dynamike bton jest przedmiotem szeroko
zakrojonych badan biofizycznych. Przeglad aktualnych pogladéw na temat biofi-
zycznych aspektdw funkcjonowania Chol w blonie zebrany jest w pracach [1, 5,
7, 21, 22]. Wykazano, ze Chol obniza przepuszczalno$¢ btony dla wody, jonéw
i matych obojetnych czasteczek, kontroluje fazowe zachowanie btony, zwieksza
jej mechaniczng wytrzymatos¢ oraz kontroluje ksztatt komorki. Petnienie tych funkcji
jest mozliwe, poniewaz na poziomie molekularnym Chol wywotuje wzrost upo-
rzagdkowania tancuchéw weglowodorowych, obnizenie ptynnosci btony oraz wy-
wotuje jej kondensacje.

Cholesterol jest najczesciej wystepujagcym w przyrodzie przedstawicielem ste-
ryddw, grupy naturalnych zwigzkéw chemicznych o podobnej strukturze pierscie-
niowej. Badania poréwnawcze wptywu Chol i innych sterydow na wilasciwosci
bton modelowych i biologicznych wykazaly, iz struktura czasteczki Chol jest op-
tymalna dla oddziatywania z btong [1,8]. Wszelakie zmiany w strukturze czasteczki
Chol, takie jak zmiana konformacji grupy hydroksylowej, jej brak lub jej estryfikacja,
czy tez obecno$¢ dodatkowych podstawnikéw w pierScieniu sterydowym obnizajg
jej wptyw na wiasciwosci fizyczne blony.

SYMULACJE DYNAMIKI MOLEKULARNEJ

W pracy badano dwa modele bton:
(1) btona zbudowana z 72 czasteczek fosfatydylocholiny dimyrystynowej (DMPC)
i 1622 czasteczek wody (btona DMPC),
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(2) btona zbudowana z 56 czgsteczek DMPC, 16 czasteczek Chol oraz 1622 czaste-
czek wody (btona DMPC-Chol).

Przeprowadzono 5ns symulacje dynamiki molekularnej obu modeli przy uzyciu
programu AMBER 4.0. Do analiz uzyto wynikéw uzyskanych w trakcie ostatnich
2.5 ns symulacji. Dokfadne informacje dotyczace budowy bton, procesu ich row-
nowazenia oraz porownania uzyskanych wynikéw z danymi eksperymentalnymi
zamieszczono w pracach [10, 11, 12, 13].

WPLYW CHOLESTEROLU NA UPORZADKOWANIE
t ANCUCHOW WEGLOWODOROWYCH

Wprowadzenie Chol do btony fosfolipidowej w fazie ciektokrystalicznej powoduje
wzrost uporzadkowania tancuchéw weglowodorowych [ 2, 3, 9, 15, 19]. Postu-
lowanym mechanizmem wzrostu uporzadkowania btony jest spadek sredniej liczby
konformacji gauche w tafncuchach weglowodorowych. Badania eksperymentalne
nie dostarczyty jednak jednoznacznych danych na temat wptywu Chol na te liczbe.
Wczesniejsze badania metodg symulacji dynamiki molekularnej bton zawierajgcych
50 mol% Chol wykazaty spadek liczby konformacji gauche [18], natomiast w btonach
zawierajagcych 12 i 22 mol% Chol nie wykazaty takiego spadku [13, 15, 20]. Czyn-
nikiem, ktory rowniez wptywa na uporzadkowanie bltony, jest nachylenie fancuchow
weglowodorowych wzgledem normalnej do powierzchni btony. W przeprowadzo-
nych symulacjach dynamiki molekularnej stwierdzono, iz pod wptywem Chol na-
chylenie to maleje.

Analizy btony DMPC-Chol wykazaty, iz wzrost uporzgdkowania jest najwiekszy
w grupie czasteczek DMPC, ktore znajdujg sie w bezposrednim sgsiedztwie cza-
steczek Chol. tancuchy weglowodorowe tych czasteczek charakteryzujg sie mniej-
szym nachyleniem wzgledem normalnej do powierzchni btony niz pozostate
czasteczki DMPC w btonie. W$rdd czasteczek DMPC sasiadujacych z czasteczkami
Chol mozna wyrézni¢ dwie grupy czasteczek: pierwsza, to czasteczki sasiadujace
z ptaska powierzchnig a pierscieni sterydowych, na ktérej nie ma zadnych pod-
stawnikéw oraz druga, to czasteczki sasiadujgce z chropowata powierzchnig (3
na ktdérej znajduja sie dwa podstawniki metylowe. Czasteczki sgsiadujace z po-
wierzchnig a Chol sg bardziej uporzagdkowane niz czasteczki sgsiadujace z po-
wierzchnig P i charakteryzuja sie najmniejsza liczbg konformacji gauche/\ancuch
i najmniejszym katem nachylenia fancuchéw weglowodorowych wzgledem nor-
malnej do powierzchni btony. Na rysunku 1 przedstawiono profile parametru upo-
rzagdkowania czasteczek sasiadujacych z ptaska i chropowatg powierzchnig Chol
oraz nie sgsiadujgcych z Chol. Na rysunku 2 przedstawiono struktury czasteczek
DMPC, ktédre sasiadujg z ptaska i chropowatg powierzchnig Chol oraz nie sasiadujaca
z Chol.
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RYSUNEK 1. Profil parametru uporzagdkowania Smol wzdtuz tancucha weglowodorowego w grupie
lipidow sagsiadujacych z ptaska powierzchnig cholesterolu (cienka linia ciggta), z chropowata powierz-
chnig cholesterolu (pogrubiona linia ciggta) i w grupie lipidéw nie sagsiadujacych z cholesterolem (linia
przerywana)

MECHANIZM EFEKTU KONDENSACYJNEGO
CHOLESTEROLU

Efekt kondensacyjny Chol w btonie fosfolipidowej polega na wzroscie gestosci
powierzchniowej btony po wprowadzeniu do niej Chol. Zjawisko to manifestuje
sie réwniez zmniejszeniem pola powierzchni poprzecznej przypadajgcej na cza-
steczke fosfolipidu w btonie. Zostat on wykazany zardwno metodami eksperymen-
talnymi [16, 17], jak i metodg symulacji dynamiki molekularnej [13, 15, 18, 20].

Postulowanym mechanizmem efektu kondensacyjnego na poziomie atomowym
jest wzrost oddziatywan van der Waalsa w btonach zawierajgcych Chol [16]. Prze-
prowadzone symulacje dynamiki molekularnej jednoznacznie wykazaly, iz taki
wzrost ma miejsce i jest najwiekszy w srodkowej czesci tancuchéw weglowodo-
rowych.

Wczesniejsze wyniki eksperymentalne pozwolity na zaproponowanie dwoch mo-
deli efektu kondensacyjnego. W pierwszym gtéwng role odgrywajg oddziatywania
pomiedzy pierscieniami Chol a taricuchami weglowodorowymi PC [4], a w drugim,
tylko pomiedzy tancuchami weglowodorowymi PC [6]. Przeprowadzone symulacje
wykazaty, iz oddziatywania van der Waalsa pomiedzy pierScieniem sterydowym
Chol a faincuchami weglowodorowymi sg stabe, natomiast pomiedzy samymi fani-
cuchami sg one silne.
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RYSUNEK 2. Struktura czasteczki cholesterolu i DMPC sasiadujacej (a) z ptaskg powierzchnig chole-
sterolu, (b) z chropowatg powierzchnig cholesterolu oraz (c) nie sasiadujacej z cholesterolem

WPLYW CHOLESTEROLU
NA DYNAMICZNE PARAMETRY BLONY

Obecnos¢ Chol w btonie powoduje obnizenie ruchliwosci czasteczek fosfolipidow.
Efekt ten okre$lany jest jako obnizenie ptynnosci btony. Przeprowadzone badania
symulacyjne wykazaty, iz cholesterol spowolnia izomeryzacje trans-gauche w tan-
cuchach weglowodorowych DMPC. Efekt ten jest nieznacznie silniejszy w grupie
czasteczek sasiadujacych z czgsteczkami Chol. Na rysunku 3 przedstawiono profile
czasu izomeryzacji trans-gauche wzdtuz tancuchéw weglowodorowych w btonie
zawierajagcej i nie zawierajacej Chol.

Obserwuje sie rowniez spowolnienie dyfuzji translacyjnej i rotacyjnej czasteczek
DMPC. Krotka skala czasowa symulacji dynamiki molekularnej nie pozwala jednak
na peing charakterystyke procesow dyfuzyjnych. Niemniej dla czgsteczek DMPC
sgsiadujacych z pierscieniem sterydowym obserwuje sie wyzszg warto$¢ wspot-
czynnika dyfuzji translacyjnej niz dla czasteczek nie sgsiadujacych z czgsteczkami
Chol. Prawdopodobnie wynika to ze stabszych oddziatywan pomiedzy pierscieniem
a tancuchami weglowodorowymi PC oraz silniejszych oddziatywan pomiedzy sa-
mymi taficuchami.

PODSUMOWANIE

Przeprowadzone symulacje dynamiki molekularnej wykazaty duzg przydatnos¢
tej metody do badania obszaru hydrofobowego btony. Komputerowe modele bton
dobrze odtwarzajg wiele wiasciwosci bton znanych z badan eksperymentalnych,
takich jak ksztatt profilu parametru uporzadkowania czy tez wywotany obecnoscia
Chol efekt porzadkujacy i kondensacyjny. Przeprowadzone analizy modeli bton
DMPC i DMPC-Chol pozwolity na wskazanie mechanizméw tych efektéw na po-
ziomie atomowym. Sg to:
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RYSUNEK 3. Czas izomeryzacji trans-gauche ($redni czas, po ktérym obserwuje sie zmiane konformacji
kata torsyjncgo) w btonie DMPC dla kolejnych katéw torsyjnych wzdtuz taricucha weglowodorowego
(petne symbole) i DMPC-Chol (puste symbole)

e Mechanizm wzrostu uporzadkowania nasyconych taricuchéw weglowodorowych
pod wptywem cholesterolu polegajacy nazmniejszeniu liczby konformacji gauche
oraz kata nachylenia tancuchéw wzgledem normalnej do powierzchni btony. Naj-
wiekszy wzrost uporzadkowania zachodzi wérod czasteczek DMPC znajdujacych
sie w bezposrednim sasiedztwie ptaskiej powierzchni a cholesterolu.

» Mechanizm kondensacji btony pod wptywem cholesterolu polegajacy na wzroscie
oddziatywan van der Waalsa zachodzacych pomiedzy grupami metylenowymi
taricuchoéw weglowodorowych PC. Oddziatywania van der Waalsa zachodzgce
pomiedzy atomami taricuchow PC a atomami pierscieni sterydowych sg stabe.
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ZORIENTOWANA KRYSTALIZACJA
METALOPORFIRYN: WPLYW POLA
MAGNETYCZNEGO | BLON LIPIDOWYCH*

ORIENTED CRYSTALLIZATION OF METALLOPORPHYRINS:
EFFECT OF MAGNETIC FIELD AND LIPID MEMBRANES

Witold K. SUBCZYNSK11, Marta PASENKIEWICZ-GIERULAL,
William E. ANTHOLINE2

1Zak}ad Biofizyki, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakdw;
2 Biophysics Research Institute, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, USA

Streszczenie: Tetrafenyloporfirynowy kompleks miedzi (CuTPP) wigze sie z lipidowg dwuwarstwa.
Widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego (ERP) zorientowanych, ciektokrystalicznych bton
z fosfatydylocholiny dimyrystynowej (DMPC) zawierajacych CuTPP wskazuja, ze dla zawartosci
CuTPP < 1mol% powierzchnia czasteczek CuTPP jest prostopadta do powierzchni btony, natomiast dla
zawartos$ci >4 mol% ich powierzchnia jest réwnolegta do powierzchni btony. Metody impulsowe ERP
oraz symulacja komputerowa widm ERP wskazuja, ze za zmiane orientacji czasteczek CuTPP ze
wzrostem ich zawartosci w btonie odpowiedzialna jest wzajemna asocjacja CuTPP w poblizu $rodka
btony. Tworzg sie tam kilkuczgsteczkowe struktury podobne do krysztatow CuTPP. Innym czynnikiem,
ktéry moze indukowac zorientowang krystalizacje czasteczek CuTPP, jest pole magnetyczne o natezeniu
> 1000 G. Krysztaty powstajgce w przesyconych roztworach w polu magnetycznym zorientowane sg
tak, ze ptaszczyzny czasteczek CuTPP sg rownolegte do linii sit pola. Szybko$¢ krystalizacji czasteczek
CuTPP jest tez wieksza w obecnosci pola magnetycznego. Przedyskutowane jest znaczenie wymienio-
nych zjawisk dla fototerapii nowotwordéw wykorzystujacej porfiryny jako czynniki fotouczulajace.
(Postapy Biologii Komérki 2001; supl. 16: 285-296)

Stowa kluczowe: agregacja porfiryn; orientacja porfiryn w btonie; lipidowa dwuwarstwa; fototerapia z
wykorzystaniem porfiryn.

Summary: Copper(ll) tetraphenylporphyrin (CuTPP) has been found to partition favorably into lipid
bilayer membranes. Electron paramagnetic resonance (EPR) spectra of oriented fluid-phase dimyri-
stoylphosphatidylcholine (DMPC) membranes indicate that for a low (<1/100) CuTPP/DMPC molar

*Praca czesciowo finansowana w ramach grantu RR 01008 z NIH, USA i cze$Sciowo przez
Uniwersytet Jagiellonski.
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ratio the plane of CuTPP is preferentially perpendicular to the membrane surface while for a high (>1/25)
CuTPP/DMPC molar ratio the plane of the molecule is parallel to the bilayer surface. Additional
saturation-recovery EPR measurements, as well as computer simulations of EPR spectra lead to the
conclusion that the change of the CuTPP orientation at high CuTPP/DMPC molar ratio is coupled with
self-association by planar stacking of CuTPP molecules near the lipid bilayer center. An additional factor
that can induce oriented crystallization of CuTPP is a strong (>1000 G) magnetic field. Crystals formed
in oversaturated solutions are oriented with planes of molecules parallel to the magnetic field. The
presence of the magnetic field also increases the rate of CuTPP crystallization. The relevance of these
findings to porphyrin photodynamic therapy is discussed.

(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 285-296)

Keywords: porphyrin aggregation; porphyrin-membrane orientation; lipid bilayer; porphyrin photothe-
rapy.

WSTEP

Zwigzki porfirynowe stosowane sg szeroko w fototerapii nowotworow jako czyn-
nik fotouczulajacy. Zazwyczaj, czynnik ten jest mieszaning porfiryn z réznymi
grupami bocznymi [4, 11]. Uwaza sie, ze gtownym miejscem fotouczulanych reakcji
zachodzacych z udziatem porfiryn sg btony komdrkowe [5, 12]. Zastosowanie fo-
touczulaczy w terapii opiera sie na ich selektywnym wchianianiu przez komorki
nowotworowe i diugotrwatym przebywaniu w tych komérkach [7] lub/i ich se-
lektywnym oddziatywaniu z btonami plazmatycznymi komérek nowotworowych
[23]. Wazne jest wiec zrozumienie podstawowych procesow odpowiedzialnych za
oddziatywanie fotouczulacza z lipidowa dwuwarstwg bton biologicznych oraz ba-
danie procesOw transportu fotouczulacza do miejsc jego dziatania. Istotnejest réwniez
okreslenie czynnikow zwiekszajacych wydajnosé akumulacji fotouczulacza w no-
wotworach.

Prowadzone przez nas badania dotyczyly wymienionych powyzej zagadnien.
UzyliSmy w nich gtéwnie porfiryn skompleksowanych z miedzig. Wprowadzenie
do pierscienia porfirynowego jonu miedzi czyni te czasteczke sondg paramagnety-
czng. Umozliwia to zastosowanie réznych technik spektroskopii elektronowego re-
zonansu paramagnetycznego (ERP). Kompleks miedzi z tetrafenyloporfiryng
(CuTPP) ma unikalne wiasnosci spektralne. Widma ERP pozwalajg nie tylko okreslié
ruchliwos¢ i orientacje czasteczek CuTPP w uktadzie, gdy zwiazek ten wystepuje
w formie monomeréw, ale takze stopien agregacji oraz orientacje mikrokrysztatow
CuTPP wzgledem zewnetrznego pola magnetycznego. Zdobyte przez nas wczesniej
doswiadczenie w badaniach oddziatywania komplekséw miedzi z lipidowa dwu-
warstwa [1, 19, 20, 24, 25] i biatkami [30], a takze w symulacji widm ERP tych
komplekséw [15, 16] pozwolito na przeprowadzenie eksperymentow i analiz, ktére
dostarczyty nowych wynikéw. Trzeba podkreslié, ze badane uprzednio zwigzki
miedzi wykazywaty aktywnos$¢ przeciwnowotworowg [18], a takze byty stosowane
jako $rodki kontrastowe w tomografii z wykorzystaniem emisji pozytronéw [14].
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WIDMA ERP METALOPORFIRYN

W badaniach prowadzonych metodg ERP, porfirynowe kompleksy miedzi sg
bardziej uzyteczne niz zalezoporfiryny, gdyz pomiary nie sg ograniczone do niskich
temperatur. Opisane w pracy badania do-
tyczg gtéwnie CuTPP, w ktorej jon miedzi
tworzy wigzania koordynacyjne z czterema
atomami azotu (rys. 1). Widmo ERP tego
kompleksu sktada sie wiec z czterech linii
struktury nadsubtelnej, ktére ulegajg roz-
szczepieniu supernadsubtelnemu, wwyniku
oddziatywania niesparowanego elektronu
z jagdrami czterech atomow azotu o spinie
jadrowym | = 1 dajac ztozong strukture
supernadsubtelng. Struktura ta widoczna
jest w widmach ERP dla roztworéw CuTPP
o niskiej (chloroform, rys. 2A) i wysokiej
(olej parafinowy, rys. 2B) lepkosci. W ta-
kich roztworach rotacja czasteczek CuTPP
powoduje czesciowe lub catkowite usred- CuTPP
nienie anizotropii oddziatywania nadsubtel- RrvSUNEK 1 Struktura chemiczna CuTPP

RYSUNEK 2. Zarejestrowane w temperaturze pokojowej widma ERP kompleksu CuTPP: roztwér w
chloroformie (A); roztwér w oleju parafinowym (B); w postaci polikrystalicznej (C) i w formie agregatéw
z przypadkowg wzajemng orientacjg czasteczek (D)
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nego i wspotczynnika spektroskopowego rozszczepienia g. Dla niskich stezen kom-
pleksu magnetyczne oddziatywania miedzy czasteczkami sg zaniedbywalne.

W magnetycznie czystych krysztatach czasteczki CuTPP utozone sg réwnolegle
do siebie i przesuniete wzgledem siebie o pdt dtugosci pierscienia [6]. Odlegtosé
Cu-Cu wynosi wtych krysztatach 8,3 A, co sugeruje, ze silne dipolowe oddziatywanie
magnetyczne miedzy sgsiadujgcymi jonami miedzi spowoduje poszerzenie linii ERP
i ,zlanie sie” ich w jedng szerokga linie. Oddziatywanie dipolowe jest jednak silnie
zredukowane przez cztery pierscienie fenylowe ustawione prostopadle do pierscienia
porfiryny, dzieki czemu widma ERP takich krysztatbw majg dobrze rozdzielong
struktura nadsubtelng (rys. 2C). Struktura supernadsubtelna jest jednak w tych wid-
mach niewidoczna, co wskazuje na pewne dipolowe poszerzenie widm ERP [2,
13]. Magnetycznie czyste agregaty, w ktorych czgsteczki CuTPP zorientowane sg
przypadkowo wzgledem siebie, dajg widma ERP majace pojedynczg, szerokg linie
(rys. 2D).

LOKALIZACJA, ORIENTACJA | RUCHLIWOSC CuTPP
W LIPIDOWEJ DWUWARSTWIE

Porfiryny i metaloporfiryny znane sg ze swej tendencji do agregacji w roztworach
wodnych nawet przy niskich stezeniach [3]. Inaczej oddziatujg one na blony w
formie monomeroéw, a inaczej w formie zagregowanej. Na przyktad hemina katalizuje
utlenianie lipidow i biatek btonowych przede wszystkim w formie monomerycznej,
natomiast narusza strukture btony gtéwnie w formie zagregowanej [22]. Hydro-
fobowe skiadniki stosowanych w fototerapii mieszanin pochodnych porfiryny wy-
kazujg takze tendencje do agregacji w roztworach wodnych. Wiaczanie ich do
bton, gtdwnego miejsca fotouczulanych reakcji, zachodzi po powtdérnym rozpu-
szczeniu sie zagregowanych czasteczek porfiryn [4, 12]. Badania nad lokalizacja,
orientacjag, dynamika i agregacjg CuTPP w lipidowych dwuwarstwach prowadzone
sq przez nasza grupe od wielu lat [17, 20, 27].

W celu okre$lenia lokalizacji CuTPP w btonach z fosfatydylocholiny dimyry-
stynowej (DMPC) w fazie ciektokrystalicznej mierzyliSmy czestotliwo$¢ zderzen
CuTPP z wolnorodnikowym, nitroksylowym fragmentem znacznika spinowego 5-
SASL, zlokalizowanym w rejonie wegla C-5 tancuchow weglowodorowych fo-
sfolipidow i znacznika 16-SASL, zlokalizowanym w centrum btony. Zgodnie z
réwnaniem Smoluchowskiego czestotliwo$¢ zderzen zalezy od sumy wspoiczyn-
nikow dyfuzji zderzajacych sie czasteczek i stezenia CUTPP w miejscu lokalizacji
fragmentu nitroksylowego. Jak wida¢ na rysunku 3, dla niskich zawartosci CuTPP
w btonie (<0,5 mol%) czestotliwosci zderzeri z obydwoma znacznikami sg podobne
i wzrastajg liniowo wraz ze wzrostem zawartoSci CuTPP. Czestotliwosci zderzen
osiggaja maksimum przy zawarto$ci CuTPP 0,5-0,75 mol% i przy dalszym jej
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RYSUNEK 3. Czestotliwo$¢ zderzen (jednostki wzgledne) czasteczek CuTPP z wolnorodnikowym
fragmentem znacznika spinowego 5-SASL i 16-SASL w funkcji zawarto$ci CuTPP w btonie DMPC w
fazie ciektokrystalicznej (25°C). Schematy u dotu wskazujg pozycje fragmentu wolnorodnikowego
znacznika 5-SASL (w poblizu gtéw polarnych) i 16-SASL (w centrum btony) oraz ilustrujg lokalizacje i
orientacje monomerycznej lub zasocjowanej formy CuTPP w btonie DMPC. Z lewej strony zilustrowany
jest przypadek dla zawartosci CuTPP w btonie 0 < 1 mol%, a z prawej dla zawartosci >4 mol%

wzroscie spadajg do 20-50% swej maksymalnej wartosci. Przy  zawartosSci
4-6 mol%, czestotliwo$é zderzen CuTPP z 16-SASL jest okoto 3,5 razy wieksza
niz z5-SASL. Sugeruje to, ze w tym zakresie stezen, czasteczki CuTPP zlokalizowane
sg gtdwnie w centrum btony. A wiec mozna wyr6zni¢ dwa wyrazne obszary za-
wartosci CuTPP w lipidowej dwuwarstwie (ponizej i powyzej 0,5-1 mol%), dla
ktérych sposob oddziatywania CuTPP z btong w fazie cieklokrystalicznej rézni
sie w zasadniczy spos6b. Czestotliwos$¢ zderzeri innego, hydrofobowego kompleksu
miedzi, CUKTSM2 (kompleks miedzi z bis(N4,N4-dimetylo-tiosemikarbazonem)3-
etoksy-2 -oksyaldehydu mastowego) ze zlokalizowanymi w btonie znacznikami spi-
nowymi wzrastata liniowo az do 2 mol% CuKTSM-, (maksymalna uzyta zawarto$¢)
[24]. Byta ona poréwnywalna z czestotliwoscig zderzen dla CuTPP w zakresie
<0,5 mol%. Analiza widm ERP CuTPP w zorientowanych btonach pozwolita na
wyjasnienie przyczyny tego nieoczekiwanego zachowania czasteczek CuTPP w li-
pidowej dwuwarstwie.
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Niskie zawartosci CuTPP w btonie

* Widma ERP ukfadu zorientowanych bton DMPC w fazie cieklokrystalicznej
zawierajacych 1mol% CuTPP zarejestrowane dla pola magnetycznego réwnolegtego
i prostopadtego do powierzchni btony majg dobrze rozdzielong strukture super-
nadsubtelng. Widma te réznig sie jednak znacznie miedzy sobg. Obecnos¢ struktury
supernadsubtelnej w widmach wskazuje na znaczng ruchliwo$¢ pojedynczych cza-
steczek (monomerow) CuTPP w bionie. Réznice w widmach sugerujg uprzywile-
jowang orientacja powierzchni czasteczek CuTPP prostopadtg do powierzchni biony.
Stosujac opracowang przez nas wczesniej metode ,,pseudokonwolucji” [16] prze-
prowadzono symulacje komputerowe widm. Widma symulowane dobrze odtwarzaty
widma eksperymentalne przy zatozeniu silnie ograniczonej reorientacji czasteczki
CuTPP wzgledem osi prostopadtej do powierzchni btony. Parametr uporzgdkowania
powierzchni czasteczek CuTPP wzgledem normalnej do powierzchni btony wynosit
Smo) = 0,88. Pomimo znacznego uporzgdkowania, dyfuzja rotacyjna kompleksu
jest szybka. Odpowiednie wspotczynniki dyfuzji wraz z ich doktadnadefinicjgpodane
saq w pracy [17]. Schemat ilustrujacy lokalizacje i orientacje monomeréw CuTPP
w btonie DMPC dla niskich zawartosci CuTPP przedstawiony jest na rysunku 3
z lewej strony.

Wysokie zawartosci CuTPP w btonie

Widma ERP otrzymane dla wysokich zawartosci CuTPP (4 mol%) w zorien-
towanych btonach DMPC w fazie ciektokrystalicznej réznia sie zasadniczo od widm
otrzymanych dla niskich zawartosci. Nie ma w nich struktury supernadsubtelnej,
natomiast wyrazna struktura nadsubtelna (cztery linie sktadowej gjj) obserwowana
jest tylko wtedy, gdy pole magnetyczne jest prostopadte do powierzchni biony.
Dla pola rownolegtego do powierzchni btony linie sktadowej gy widma praktycznie
znikaja. Ten nieoczekiwany wynik moze by¢ wytlumaczony tylko przy zatozeniu,
ze dla zawartosci CuTPP > 4mol% powierzchnia czasteczek jest réwnolegta do
powierzchni btony. A wiec orientacja czasteczek w btonie zalezy od stosunku mo-
lowego CuTPP/DMPC i zmienia sie z jego wzrostem z prostopadtej na rownolegiy
do powierzchni btony. Brak struktury supernadsubtelnej sugeruje znaczne oddzia-
tywanie dipolowe Cu-Cu, tak jak w krysztatach CuTPP [2, 13].

Nasze wczesniejsze badania wskazuja, ze inne ptaskie, hydrofobowe kompleksy
miedzi CuKTSMg [25] i CuL [19] nawet przy wysokich zawartosciach (4 mol%),
orientujg sie w btonach w fazie ciektokrystalicznej z powierzchnig kompleksu pro-
stopadtg do powierzchni btony. Rownolegta do powierzchni btony orientacja CuTPP
dla zawartosci powyzej 1 mol% wyr6znia porfiryny wsrod innych praskich kom-
plekséw miedzi. Przyczyng tego jest tatwos¢ porfiryn i metaloporfiryn do tworzenia
agregatéw i stosdw czasteczek z rownolegtym utozeniem ich powierzchni w wyniku
oddziatywania n-n [29].
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Powyzsze wyniki, a takze dane przedstawione na rysunku 3 wskazuja, ze przy
wysokich stezeniach zachodzi asocjacja czasteczek CuTPP w btonie. Zasocjowane
czasteczki CuTPP ulokowane sg w centrum blony tak, ze ich ptaszczyzny sg row-
nolegte do jej powierzchni. Zasocjowane czgsteczki tworzg stosy o strukturze takiej,
jaka wystepuje w krysztatach CuTPP. Te zasocjowane struktury sg kilkuczastecz-
kowe, tak ze tworzace je czasteczki CuTPP maja ciggle znaczny kontakt z ota-
czajacymi je hydrofobowymi taricuchami weglowodorowymi lipidéw. Whnioski
wynikajace z analizy widm ERP potwierdzajg symulacje komputerowe. Zasocjowane
struktury CuTPP i ich lokalizacja w blonie przedstawione sg schematycznie na
rysunku 3 z prawej strony.

KRYSTALIZACJA W POLU MAGNETYCZNYM

Krysztaly paramagnetycznych czasteczek, takich jak CuTPP, moga orientowac
sie w polu magnetycznym, gdy majg anizotropie tensora podatno$ci magnetycznej
A¥%= X |—%_ (Oq|i X_ to podatnosci magnetyczne odpowiednio w kierunku réw-
nolegtym i prostopadtym do normalnej do powierzchni czgsteczki CuTPP). Jezeli
AX jest ujemne, to krysztaty orientujgq sie tak, ze linie sit pola magnetycznego
sg rownolegte do powierzchni czagsteczek (orientacja negatywna), jezeli natomiast
AX jest dodatnie, to krysztaty zorientujg sie powierzchnig czasteczek CuTPP pro-
stopadle do linii sit pola magnetycznego (orientacja pozytywna). Widma ERP wska-
zZujg, ze powstajagce w polu magnetycznym krysztaty CuTPP zorientowane sa
negatywnie [26J. Pod nieobecno$¢ pola orientacja krysztatébw CuTPP jest przy-
padkowa. Pole magnetyczne o natezeniu 200 G orientuje juz krysztaty CuTPP,
natomiast maksymalny efekt uporzgdkowania wywotuje pole o natezeniu 1000 G.

RYSUNEK 4. Widma ERP krysztatbw CuTPP otrzymanych na ptaskim dnie kiuwety po powolnym (7
dni) odparowaniu chloroformu w polu magnetycznym o natezeniu 12 000 G. Powierzchnia dna kiuwety
réwnolegta byta do linii sit pola magnetycznego: A - Kierunek rezonansowego pola magnetycznego
réwnolegty do powierzchni dna kiuwety. W widmie widoczna jest tylko jedna linia sktadowej gj_.
B - Kierunek rezonansowego pola magnetycznego prostopadty do powierzchni dna kiuwety. W widmie
widoczne sg tylko cztery linie sktadowej g||. Widma zarejestrowano w pasmie X w temperaturze 25°C
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RYSUNEK 5. Widma ERP roztworu CuTPP oraz zawieszonych w nim mikrokrysztatéw utworzonych w
mieszaninie olej parafinowy - chloroform po odparowaniu chloroformu. Prébka zamrozona byta w polu
magnetycznym o natezeniu 3000 G do temperatury - 170°C i dopiero potem rejestrowane byty widma
ERP: A - Kierunek rezonansowego pola magnetycznego réwnolegty do pola podczas zamrazania probki.
B - Kierunek rezonansowego pola magnetycznego prostopadty do pola zamrazania (po obrocie kapilary
0 90°).

Gdy powierzchnia kiuwety, na ktorej nastepuje krystalizacja, jest réwnolegta do
linii sit pola magnetycznego, wtedy powstajagce na niej krysztaty CuTPP sg jed-
nakowo zorientowane. Widma ERP takiego ukladu oraz pojedynczego Kkrysztatu
CuTPP sg identyczne. Widma ERP krysztatow CuTPP otrzymanych w polu mag-
netycznym na plaskiej powierzchni pokazano na rysunku 4.

Mozna tez otrzyma¢ mikrokrysztaty CuTPP zawieszone bezposrednio w roz-
tworze i zorientowane w polu magnetycznym podczas odparowywania chloroformu
z nasyconego roztworu CuTPP w mieszaninie olej parafinowy - chloroform. Uwi-
docznienie orientacji czasteczek CuTPP mozliwe jest tylko po zamrozeniu roztworu.
Przypadek ten zilustrowano na rysunku 5. Po obrocie kapilary z niezamrozonym
roztworem (w temperaturze pokojowej) mikrokrysztaty CuTPP wracajg do orientacji
zgodnej z kierunkiem dziatajacego w danej chwili pola magnetycznego. Czas po-
wrotu zalezy od lepkosci rozpuszczalnika i dla oleju parafinowego wynosi kilka
sekund.

Pole magnetyczne nie tylko orientuje powstate (lub powstajgce) mikrokrysztaty
CuTPP, ale takze zwieksza szybko$¢ krystalizacji.

Powyzsze dane wskazujg na silne oddziatywanie pola magnetycznego z mikro-
krysztatami CuTPP. Powinny by¢ one zatem wciggane w obszar silnego pola mag-
netycznego i w tym obszarze utrzymywane. Bardzo podobnie zachowuje sie tez
inny paramagnetyczny kompleks tetrafenyloporfiryny, FeTPP [26]. W tym przypadku
uwidocznienie krystalizacji i orientacji mozliwe jest tylko po zamrozeniu prébki
do temperatury ponizej -150°C. W temperaturze pokojowej widmo ERP kompleksu
FeTPP nie jest widoczne.
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UWAGI KONCOWE

Opisane powyzej badania podstawowe mogg mie¢ tez znaczenie aplikacyjne:

(1)Poznanie sposobu oddziatywania porfiryn z btong lipidowg jest wazne, gdyz
wiasnie btony sa gtownym miejscem ataku fotodynamicznego w fototerapii nowo-
tworéw. Jednakze, niewiele jest danych dotyczacych tego zagadnienia. W prowa-
dzonych przez inne o$rodki badaniach nad orientacja porfiryn w btonach uzywano
specjalnie w tym celu chemicznie zmodyfikowanych zwiazkéw [9, 10]. Zastoso-
wane biony byly tez dalekie od bton biologicznych [10]. Co wiecej, badania
prowadzono w niefizjologicznych warunkach stabego uwodnienia bton itempera-
tury cieklego azotu [9]. Gros i Ehrenberg [8] wykorzystali tez metode gaszenia
fluorescencji porfiryn przez znaczniki spinowe do wyznaczenia lokalizacji porfiryn
w btonie w fazie cieklokrystalicznej. Jednakze, praca ta zawierata powazne btedy
metodyczne (patrz dyskusja w [27]). Prowadzone przez nas badania [17, 20, 27]
dotyczyty bton wfazie ciektokrystalicznej i utworzonych z lipidow wystepujacych
w uktadach biologicznych. Poznanie orientacji, lokalizacji i agregacji porfiryn w
btonie jest niezbedne dla lepszego zrozumienia procesu fotouczulania. Najwazniej-
szym otrzymanym przez nas wynikiem jest wykazanie zaleznosci stezeniowej;
przy duzych stezeniach czasteczki CuTPP agregujg w btonie, w efekcie czego ulega
zmianie ich orientacja i lokalizacja. Hydrofobowa komponenta stosowanych w fo-
toterapii mieszanin porfiryn powinna zachowywacé sie w wyzej opisany sposob, to
znaczy agregowac i zmienia¢ orientacje w blonie. Nasze prace niosg wiec pewng
wskazéwke (czy tez ostrzezenie) dla lekarzy i innych os6b zaangazowanych w
badania z tej dziedziny, gdyz akumulacja porfiryn w btonie niekoniecznie musi
prowadzi¢ do zwiekszenia efektywnosci procesu fotouczulania.

(2) Silne oddziatywanie paramagnetycznych metaloporfiryn z polem magnetycznym
sugeruje mozliwo$¢ wykorzystania pola magnetycznego w celu ukierunkowania
transportu porfiryn do fotouczulanego miejsca, ktérym moze by¢ nowotwér, a
takze zwiekszenia efektywnosci akumulacji porfiryn w obszarze niszczonego no-
wotworu przez wzmozenie ich krystalizacji. W tym celu wystarczytoby umiescic¢
silny magnes nad nowotworem, a do krwioobiegu (lub w poblize nowotworu)
wstrzykna¢ zawiesing mikrokrysztatdw paramagnetycznej metaloporfiryny.

(3) Anizotropia podatnosci magnetycznej fosfolipidéw wykorzystana zostata w ostat-
nich latach do orientacji fragmentow bton lipidowych (bicelles) w silnym polu
magnetycznym [21]. Skompleksowanie z powierzchnig btony paramagnetycznych
jondw metali z grupy lantanowcdw znacznie wzmaga ten proces [28]. Wydaje sig,
ze paramagnetyczne kompleksy porfiryn (CuTPP lub FeTPP), ktore dobrze orien-
tujg sie w btonie lipidowej, a takze wykazujg znaczng anizotropie podatnosci
magnetycznej, moga by¢ wykorzystane do orientacji lipidowej dwuwarstwy w polu
magnetycznym. W zaleznosci od stezenia kompleksu mozliwe bytoby orientowa-
nie btony prostopadle lub réwnolegle do linii sit pola. Mozna przypuszczaé, ze silne
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oddziatywanie CuTPP zpolem magnetycznym pozwoli na zorientowanie fragmen-

téw bton (bicelles) w polach magnetycznych stosowanych w konwencjonalnej

spektroskopii ERP (-3000 G dla pasma X i ~12 000 G dla pasma Q).

Zdajemy sobie dobrze sprawe z niedostatkow naszych ,,aplikacyjnych” rozwazan.
Stosowane w fototerapii porfiryny albo nie zawierajg zadnych jondw metali lub
zawierajg jony diamagnetyczne. Obecno$¢ paramagnetycznego jonu w pierscieniu
porfirynowym znacznie skraca czas zycia stanéw wzbudzonych porfiryn, a co za
tym idzie, zmniejsza efektywnos$¢ ich fotodynamicznego dziatania. Wydaje sie jed-
nak, ze wnioski z punktu (1) dotyczace CuTPP mozna tez przenie$¢ i na inne
porfiryny, gdyz proces agregacji jest charakterystyczny dla wszystkich profiryn.
Oméwiony w punkcie (2) indukowany polem magnetycznym ukierunkowany trans-
port oraz akumulacja CuTPP nie zachodzi dla porfiryn diamagnetycznych. Wydaje
sie, ze stosowane w fototerapii mieszaniny porfiryn mozna dotowaé pewng iloscia
porfirynowych komplekséw miedzi lub zelaza. Pozwolitoby to wykorzysta¢ para-
magnetyczng sktadowg jako ,,ciggngca” i zapoczatkowujgcg krystalizacje (tworzacg
zarodki krystalizacji w polu magnetycznym), podczas gdy diamagnetyczna sktadowa
dziatataby fotouczulajgco. Mieszaniny porfiryn powinny by¢é wprowadzane do or-
ganizmu w formie mikrokrysztatéw zawierajacych ,,wystarczajaca” ilos¢ jednakowo
zorientowanych paramagnetycznych komplekséw. Makroskopowa anizotropia po-
datno$ci magnetycznej agregatéw przypadkowo zorientowanych czasteczek zanika.
Omowione w punkcie (3) zastosowania wymagajg jedynie sprawdzenia, jaka jest
niezbedna ilos¢ jednakowo zorientowanych czasteczek CuTPP lub FeTPP we frag-
mentach bton (bicelles) do ich orientacji w polu magnetycznym.
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OF THE INTERFACIAL REGION IN LIPID BILAYERS

BADANIA OBSZARU INTERFAZY W BtONACH LIPIDOWYCH
METODA SYMULACJI DYNAMIKI MOLEKULARNEJ

Marta PASENKIEWICZ-GIERULA, Tomasz ROG, Krzysztof MURZYN

Institute of Molecular Biology, Jagiellonian University, Krakow

Summary: The structure and the dynamics of the membrane/water interface in pure dimyristoylphosphati-
dylcholine (DMPC) and DMPC-cholesterol (DMPC-Chol) bilayers were studied using a molecular
dynamics (MD) simulation method. In this region, an extended network of interactions among polar
groups of lipid and water is formed. In the DMPC bilayer, these interactions involve 1) water cross-brid-
ges between negatively charged oxygen atoms of PCs, which link 76% of DMPC molecules in the
membrane, 2) charge pairs between positively and negatively charged groups of PCs, which link 93%
of DMPC molecules in the membrane. Water bridges and charge pairs together link 98% of all membrane
phospholipids at any instant. At the DMPC-Chol bilayer interface, in addition to the PC-PC links, 1)
direct hydrogen bonds, 2) water bridges, and 3) charge pairs between PC polar groups and y Chol are
formed. PC-PC and PC-Chol links involve at any instant 97.5% of DMPC and 70% of Chol molecules.
Average lifetimes of PC-PC and PC-Chol associations are 1ns or more. These associations are dynamic
and they temporarily break and re-form several times during their lifetime.

{Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 297-303)

Key words: phosphatidylcholine, cholesterol, hydrogen bonds, water bridges, charge pairs, molecular
dynamics

Streszczenie: Badania struktury i dynamiki interfazy blonaAvoda w czystej btonie dimirystynowo-fosfa-
tydylocholinowej (DMPC) oraz btonie mieszanej DMPC-cholesterol (Chol), prowadzono metodg symu-
lacji dynamiki molekularnej. W rejonie interfazy, grupy polarne lipidéw i wody tworzg rozlegty sie¢
potaczen. W btonie DMPC, potaczenia sg wynikiem oddziatywan: 1) poprzez czasteczke wody, ktéra
réwnoczes$nie tworzy wigzania wodorowe z dwoma ujemnie natadowanymi atomami tlenu PC (pomosty
wodne), tgczg one 76% czasteczek DMPC; 2) miedzy dodatnio natadowang grupa cholinowa i ujemnie
natadowanym atomem tlenu PC (pary tadunkowe), tacza one 93% czasteczek DMPC. W kazdej chwili,
98% wszystkich czasteczek DMPC w btonie jest potaczonych poprzez pomosty wodne i/lub pary
tadunkowe. W obszarze interfazy btony DMPC-Chol, oprécz potaczen PC-PC, wystepujg takze analo-
giczne potgczenia PC-Chol poprzez 1) pomosty wodne, 2) pary tadunkowe, 3) bezposrednie wigzania
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wodorowe. W potaczeniach tych bierze udziat -98% czasteczek DMPC oraz 70% czasteczek Chol.
Srednie czasy zycia polaczer s rzedu ! ns lub diuzsze; potaczenia te majg charakter dynamiczny i w
czasie zycia podlegajg chwilowym zerwaniom.

{Postepy Biologii Komdrki 2001; supl. 16: 297-303)

Stowa kluczowe: fosfatydylocholina, cholesterol, wigzania wodorowe, pomosty wodne, pary tadunkowe,
dynamika molekularna

INTRODUCTION

Biological membranes are multi-component systems. Their main structural ele-
ment is a liquid-crystalline lipid bilayer. Other constituents i.e., proteins, sterols,
peptides, either intercalate into or loosely attach to the bilayer. The most prevalent
molecule that makes up a liquid-crystalline bilayer of eukaryotic cell membranes
is phosphatidylcholine (PC). Cholesterol (Chol) often amounts to 50 mol% of the
lipids in plasma membranes of these cells. Physico-chemical and biophysical pro-
perties that are common to the membranes can be explored by studying the lipid
bilayers (model membranes). A molecular dynamics (MD) simulation method is
well suited for this purpose because it gives atomic resolution and spans of the
observation time (on the time scale of 10-s—0-7 s) by a few femtosecond steps.

PC and Chol are amphiphilic molecules that contain distinctly polar and hy-
drophobic parts. A PC polar part is called headgroup and it contains groups that
are positively and negatively charged, whereas its net electrostatic charge is zero.
Representative negatively charged groups of PC include the nonester phosphate
oxygen atoms (Op) and the carbonyl oxygen atoms in the ester linkages between
glycerol and acyl chains (Oc). The positively charged group is the choline moiety.
A Chol polar group is the hydroxyl group (OH-Chol).

In the bilayer, the polar groups of PC and Chol are exposed to the water phase
and participate in the formation of a multi-component region of the membrane/water
interface (Figs 1and 2). A MD simulation was applied to elucidate the structure
and dynamics of the interfacial region in pure dimyristoylphosphatidylcholine
(DMPC) [1, 2] and DMPC-Chol [3] bilayers. Due to its complex architecture and
dynamic character, the region is particularly difficult to investigate by experimental
and theoretical methods, so its contribution to the membrane integrity, stability
and functioning has not been well determined so far.

BILAYER MODELS

Computer models of the pure PC bilayer consisted of 72 DMPC and 1622 water
molecules (-23 water moleculessDMPC), and of the PC-Chol bilayer consisted
of 56 DMPC, 16 Chol (-22 mol% of Chol) and 1622 water molecules. The models
were simulated using AMBER 4.0 |4]| for the total time of 5 and 4.3 ns, respectively.
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Details concerning the construction and equilibration of pure DMPC and DMPC-Chol
bilayers have been described in papers [1, 2] and [3], respectively.

STRUCTURAL PROPERTIES OF THE INTERFACE

The pure DMPC bilayer equilibrated within 2 ns [2], and the DMPC-Chol bilayer
within 2.3 ns [3]. Thus 3-ns (pure PC) and 2-ns (PC-Chol) MD trajectories generated
after the bilayers had reached thermal equilibrium, were used for analyses. The
primary aim of the analyses was to investigate short-distance interactions among
polar groups of PC, Chol, and water in the interfacial region of the membrane.

In the liquid crystalline DMPC bilayer, each DMPC makes, on average, 5.4
hydrogen (H) bonds with water, but only 4.5 water molecules are H bonded to
each DMPC [1, 2]. In the DMPC-Chol bilayer, the average number of H bonds
with water/DMPC is 5.7, and that of H bonded water moleculessDMPC is 4.8,
thus is -7% higher than in the pure DMPC membrane [3]. In both membranes,
approximately 20% of H bonded water molecules are simultaneously bonded to
oxygen atoms of two DMPCs and make water bridges. However, in the bilayer
containing 22 mol% Chol, the number of intermolecular water bridges is by -12%
lower than in the pure DMPC bilayer. These bridges link 76 and 64% of DMPCs
in pure DMPC and DMPC-Chol bilayers, respectively.

Negatively charged phosphate or carbonyl oxygen atoms of one PC and positively
charged methyl groups of the choline moiety (N-CH3) of another PC interact directly
via Coulomb attraction and form relatively stable charge pairs [2]. In the DMPC-Chol
bilayer, the number of intermolecular charge pairs is by -20% lower than that
in the pure DMPC bilayer. Charge pairing involves 93 and 91% of DMPCs in
pure DMPC and DMPC-Chol bilayers, respectively.

DMPC-DMPC associations via both water bridges and charge pairs link 98
and 96% of DMPCs in pure DMPC and DMPC-Chol bilayers, respectively at
any instant. On average, each DMPC molecule makes 2.7 and 2.2 links with other
DMPCs in pure DMPC and DMPC-Chol bilayers, respectively.

At the interface of the DMPC-Chol bilayer, Chol makes 11 H bonds with water
molecules, of which 0.5 are bridging H bonds. They link OH-Chol with carbonyl
or nonester phosphate oxygen atoms of DMPC. Chol and DMPC can also be linked
via charge pairs between OH-Chol and N-CH3, and direct H bonds between OH-Chol
and carbonyl or nonester phosphate oxygen atoms of DMPC. Consequently, 70%
of Chol molecules are linked to 21% of DMPC molecules in the membrane at
any instant. On average, a Chol molecule forms 0.9 links with DMPC molecules,
while a DMPC molecule forms 2.2 and 0.3 links with DMPC and Chol molecules,
respectively. Thus, in the DMPC-Chol bilayer, 97.5% of DMPC molecules are
linked to either DMPC or Chol. When both DMPC-DMPC and DMPC-Chol links
are included, then the average number of links formed by each DMPC molecule
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is 2.5/DMPC. Because Choi forms far fewer links, the overall average of inter-
molecular links/lipid decreases to 1.9 in the DMPC membrane containing 22 mol%
Choi.

DYNAMIC PROPERTIES OF THE INTERFACE

At the membrane/water interface, the polar groups of lipids interact via water
bridges and charge-pairs, and, in the case of PC-Chol bilayers, direct H bonds.
These pair-interactions between groups have relatively short lifetimes, about 50
ps for water bridges, 150 ps for charge pairs, and 70 ps for PC-Chol H bonds.
However, in most cases, more than one polar group in one lipid molecules si-
multaneously interact with more than one polar group in another lipid molecule;
also, if one water bridge or charge pair breaks then it is readily replaced by another
one, thus inter-lipid associations have much longer lifetimes than individual pairs
of groups. In the pure DMPC bilayer, the average lifetime of DMPC-DMPC as-
sociations via charge pairs, water bridges and both, are at least 730, 1400, and
over 1500 ps, respectively. In the presence of 22 mol% Choi, these lifetimes are
decreased by -20%. The average lifetime of DMPC-Chol association is 920 ps.
As was shown in the previuos section, these inter-lipid links form extended networks
of interactions, involving, on average, 98% of all membrane lipids. Nevertheless,
PC-PC and PC-Chol associations are dynamic and they break and re-form several
times during their lifetime. On average, 70% of Choi molecules are linked to DMPCs
atany instant, however, transient DMPC-Chol associations involve all Choi molecules
in the membrane. During the analysis time of 2.0 ns, every Choi molecule has
been associated with a DMPC for at least 20% of this time and on average, for
70% of this time.

CONCLUSIONS

Our MD simulation studies of the membrane/water interface in pure DMPC
[1, 2] and DMPC-Chol [3] bilayers indicate that DMPC and Choi headgroups
are linked by water molecules (water bridges) and direct Coulomb attraction (charge
pairs). Furthermore, DMPC and Choi interact via direct H bonds, which do not
take place between PC headgroups. In both bilayers, -98% of the lipid molecules
are linked via these interactions which form an extended network. However, in
the DMPC-Chol bilayer, the average number of interlipid links is 1.9/lipid (either
DMPC or Choi), while in the pure DMPC bilayer, it is 2.7/lipid. This indicates
that the network of interlipid links in both pure and PC-Chol bilayer, involves
almost all membrane molecules, however, in the PC-Chol bilayer, it is less branched.
The reasons for that is that Choi is often an ,,end” molecule in the lipid-lipid
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FIGURE 1 Hydrated DMPC bilayer membrane in the liquid-crystalline phase. The DMPC hydrocarbon
chains form a hydrophobic core of the bilayer. The polar groups of DMPCs and water molecules form a
membrane/water interface. The phosphate and the choline groups are green and blue, respectively, and
the carbon atoms of the a-chain are grey. All membrane water molecules are shown, as the CPK model

of the reduced size
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FIGURE 2. DMPC-cholesterol bilayer membrane. The cholesterol molecules are shown as yellow sticks,
the cholesterol hydroxyl group is shown in standard colours as the CPK model. The oxygen atoms of
DMPC molecule are red. Only water molecules that are hydrogen bonded to DMPCs are included
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network, and also, the average distance between PC headgroups is larger in the
DMPC-Chol bilayer than in the pure one due to the spacing effect of Chol. These
results agree with experimental data [5].

The network of lipid-lipid links in the interfacial region of PC and PC-Chol
bilayers observed in MD simulations, has been postulated to make a preferential
pathway for proton diffusion along the membrane [6].
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METODA SYMULOWANEGO WYZARZANIA -
ZASTOSOWANIE DO BADANIA STRUKTURY
I DYNAMIKI BIALEK™*

SIMULATED ANNEALING METHOD - AN APPLICATION
TO INVESTIGATE STRUCTURE AND DYNAMICS OF PROTEINS

Grzegorz JEZIERSKI, Marta PASENKIEWICZ-GIERULA
Zaktad Biofizyki, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Streszczenie: Symulowane wyzarzanie jest metoda obliczeniowg, stosowang zaréwno w procesie roz-
wigzywania struktury bioczasteczek, jak réwniez w modelowaniu struktury i dynamiki tych zwigzkéw.
Metoda ta stanowi wariant symulacji dynamiki molekularnej ijako taka zaktada klasyczne traktowanie
atoméw w badanym uktadzie. Stosuje sie tutaj dodatkowe techniki pozwalajgce na lepszg penetracje
przestrzeni konfiguracyjnej uktadu, m.in. podwyzszenie temperatury. W pracy badano wptyw wymiany
aminokwasu w antytrypsynie na strukture jego mikrootoczenia i dynamike catej czasteczki biatka.
Podano takze przyktady zastosowania tej metody w projektowaniu lekéw. Omoéwiono wady i zalety
metody oraz wskazano na inne zastosowania, np. symulacje zwijania biatek. Praca oparta jest na
wynikach badan wtasnych oraz na danych literaturowych pochodzacych gtownie z ostatnich dziesieciu
lat i stanowiacych ilustracje nowych trendéw w dziedzinie symulacji biatek metodami symulacji
komputerowej.

{Postepy Biologii Komérki 2001; supl. 16: 305-317)

Stowa kluczowe: modelowanie molekularne, symulacja dynamiki molekularnej, projektowanie lekéw,
struktura biatek, di-antytrypsyna, katy \j/ i 9

Summary: Simulated annealing is a method applied to solve structures of biomolecules, as well as for
modelling the structure and dynamics of these compounds. This method is a variation of a molecular
dynamics method, and as such, it assumes classical treatment of atoms. Additional techniques, such as
increasing temperature in a model system, which allow for better penetration of configurational space,
are applied. The simulation of the influence of an aminoacid exchange in antitrypsin on the structure in

*Praca finansowana przez Komitet Badan Naukowych, nr projektu badawczego 4 PO5A 081 14.
Obliczenia opisane w rozdziatach 3.1 i 3.2 wykonano w Interdyscyplinarnym Centrum Modelo-
wania Matematycznego Uniwersytetu Warszawskiego.
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the aminoacid’s vicinity and on the dynamics of the protein has been investigated. Advantages and
disadvantages of the method have been discussed; examples of applications of the method in drug design
are given, eg. simulation of protein folding. This paper describes original and cited results, published
mainly during the last decade and reflecting new trends in the field of protein simulation by means of
computer simulation.

(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 305-317)

Keywords: molecular modelling, molecular dynamics simulation, drug design, protein structure, ai-an-
titrypsin, o/ and () angles

Wykaz skrétow: AMBER - Assisted Model Buildingfor Energy Refinement; HIV - Human Immunode-
ficiency Virus; NMR - Nuclear Magnetic Resonance; OPLS - Optimized Potentialsfor Liquid Simula-
tions; RMSD - Root Mean Square Displacement; VAC - N,N-bis(2(R)-hydroxy-
-1(S)-indanyl)-2,6-(R,R)-diphenylmethyl-4-hydroxy-1,7-heptandiamide.

1. WSTEP

Symulacja dynamiki molekularnej jest metodg obliczeniowg wykorzystywang
do badania struktury i dynamiki bioczasteczek, poczawszy od korca lat siedem-
dziesigtych [14, 24]. Wariantem tej metody jest symulowane wyzarzanie (ang. si-
mulated annealing). Jest to metoda optymalizacji, zastosowana po raz pierwszy
przez Kirkpatricka [16] do rozwigzywania ,,problemu komiwojazera’ 1 i wywodzi
sie z metody Monte Carlo.

Metoda Monte Carlo polega na losowaniu konfiguracji w danym ukfadzie -
przestrzeni konfiguracyjnej, a nastepnie weryfikacji uzyskanych konfiguracji okre-
$lonymi metodami tak, aby uzyskac zbior konfiguracji ,,najlepszych” pod wzgledem
zadanego kryterium [26]. Przyktadem zastosowania metody Monte Carlo w biologii
strukturalnej jest analiza stabilnych konformacji czgsteczki podczas zwijania biatka
[20].

Ideg metody symulowanego wyzarzania jest osiggniecie stanu podstawowego
badanego uktadu (np. modelowej czasteczki biatka) reprezentowanego z reguty
przez globalne minimum energii potencjalnej. Procedura dochodzenia do stanu pod-
stawowego odbywa sie poprzez penetracje przestrzeni konfiguracyjnej uktadu, ktérg
w przypadku biatek stanowi zbi6r dozwolonych konformerdw.

Zastosowania metody Kirkpatricka do modelowania biatek okazaty sie skuteczne
w ich badaniu zardwno metodami rentgenograficznymi [4, 15], jak i jadrowego
rezonansu magnetycznego (NMR) [5, 9, 30].

’Problem komiwojazera polega na wyznaczeniu najkrétszej drogi przechodzacej doktadnie raz
przez kazde miasto ze zbioru N miast (punktéw przestrzeni fazowej), przy czym punkt poczatkowy
i koncowy drogi lezy w tym samym miescie [31].
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2. METODA SYMULOWANEGO WYZARZANIA

Symulacja dynamiki molekularnej polega na wyznaczaniu trajektorii zbioru
czastek w przestrzeni przez obliczanie potozen i predkosci wszystkich atomoéw
w kolejnych krokach czasowych (iteracjach)2. Symulowane wyzarzanie jest wa-
riantem symulacji dynamiki molekularnej, w ktérym zmieniamy parametry obliczen
tak, aby uktad osiggnat wiekszg ,,swobode”. W istocie wiec, modyfikujemy trajektorie
uktadu. Modyfikacje trajektorii F(t) atomow w uktadzie mozna wyrazi¢ wzorem:

0r(0 =HO (2-1)

gdzie: operator O oznacza skalowanie pewnych parametrow symulacji; sg to
najczesciej: zmiana (gtéwnie zwiekszenie) temperatury ukitadu wedtug zadanego
profilu czasowego, zmniejszenie masy atoméw badz modyfikacja funkcji potencjatu.
Otrzymana trajektoria F (0 rozni sie od T(0 zdolnoscig penetracji przestrzeni kon-
figuracyjnej. Réznice w trajektoriach przedstawiono na rysunku 1. Prdcz tego, w
obliczeniach metoda symulowanego wyzarzania nie stosuje sie rozpuszczalnika ex-
plicite, a jedynie modelowanie usrednionego efektu rozpuszczalnika.

Wykorzystywane w symulowanym wyzarzaniu biatek techniki zapobiegajg ,,zni-
szczeniu” modelu biatka. W tym celu naktada sie wiezy, czyli dodatkowy potencjat
»ograniczajacy” (ang. restraints) na niektére odcinki taincucha polipeptydowego.

RYSUNEK 1 Przyktadowe trajektorie czastki w symulacjach: dynamiki molekularnej i symulowanego
wyzarzania (odpowiednio: kwadrat po lewej i prawej stronie): Jasne obszary oznaczajg fragmenty
przestrzeni konfiguracyjnej o niskiej energii potencjalnej; ciemniejsze - wysokiej (bariera potencjatu).
Pozostaty obszar jest zabroniony dla czastki. Widoczna jest réznica w zdolno$ci penetracji przestrzeni
konfiguracyjnej przez obie techniki

"Podstawy dynamiki molekularnej zostalty przystepnie oméwione w [11]; szersze omoéwienie
znajduje sie w pracy [19].
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W przypadku symulacji opisanych w rozdziale 3.2 technike te zastosowano, aby
zachowac trzeciorzedowa i w wiekszosci przypadkdw drugorzedowa strukture biatka,
nie zaburzajac jednoczes$nie swobodnych ruchéw czasteczki. Technika ta oraz te-
chniki jej pokrewne sg powszechnie stosowane przy okreslaniu struktury przestrzen-
nej biatek [21].

Metoda symulowanego wyzarzania pozwata na skuteczniejszg penetracje prze-
strzeni konfiguracyjnej niz symulacja dynamiki molekularnej bez zastosowania wyzej
wspomnianych modyfikacji parametréw symulacji lub ukladu. Symulowane wy-
zarzanie stosowane jest do rozwiazywania nastepujacych probleméw:

e Udok}adnianie struktury biatka otrzymanej z widma NMR badz dyfraktogramu

(patrz rozdz. 1).

e Whplyw mutacji aminokwasowej na strukture i dynamike biatka (patrz rozdz. 3).
* Projektowanie lekdw (patrz rozdz. 4).

« Symulacja zwijania biatek [25, 27].

e Przewidywanie struktury biatka i tworzenie mapy energii potencjalnej czasteczki

[21,34].

3. SYMULACJA MUTACIJI W ANTYTRYPSYNIE

3.1. Antytrypsyna - struktura i mutacja Z

Ludzka aj-antytrypsyna (ajPl, aj-antyproteinaza) jest inhibitorem proteaz se-
rynowych nalezagcym do grupy serpin [8, 29]. Cechy strukturalne o duzym znaczeniu
dla funkcji aj-antytrypsyny to: eksponowana do roztworu petla reaktywna, na
ktérej miesci sie centrum reakcji inhibicji, duzy arkusz @ (A) i maty arkusz (3
(C). Petla reaktywna tgczy arkusze A i C [7, 22]. Biatko to w warunkach fizjo-
logicznych wystepuje w kilku konformacjach. Konformacja zdolna do inhibicji pro-
teazy nazywana jest formg natywna; istnieje rowniez forma cieta, powstata w wyniku
hydrolizy wigzania peptydowego w tancuchu petli reaktywne;j.

Najczesciej wystepujacg forma patologiczng ludzkiej aj-antytrypsyny jest mutant
Z - Glu342Lys. Mutacja ta implikuje brak mostka solnego Glu342-Lys290, co
z kolei powoduje polimeryzacje czasteczek biatka. Badania metodami fluorescen-
cyjnymi dowodzg istnienia dwoch mechanizméw tworzenia kompleksow mutanta
antytrypsyny, jak réwniez istnienia stadium posredniego dimeru [17, 18, 23]. Me-
chanizm agregacji czasteczek pozostaje jednak nieznany. Istotne jest wiec zbadanie
wptywu mutacji Glu342Lys na strukture i dynamike antytrypsyny; zastosowanie
technik obliczeniowych jest tu korzystne ze wzgledu na ograniczone mozliwosci

3Uzyty zostat termin ,dziki typ” bedacy bezposrednim ttumaczeniem terminu wild type, spotyka-
nego w literaturze anglojezycznej.
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badania agregatow tego biatka przy pomocy technik rezonansowych czy dyfra-
kcyjnych.

3.2. Procedura symulowanego wyzarzania

W strukturze krystalicznej ccj-antytrypsyny rozwigzanej przez Elliotta i wsp.
[7] dokonano wymiany kwasu glutaminowego 342 na lizyne. W celu uzyskania
struktury wyjsciowej do symulacji przeprowadzono minimalizacje energii obu modeli
biatka: mutanta Z oraz dzikiego typu3, ktory stanowi strukture odniesienia.

W celu wygenerowania struktur dynamicznych biatka, modele otrzymane po
minimalizacji energii poddano symulowanemu wyzarzaniu. W symulacjach sto-
sowano klasyczne pole sitowe OPLS [13]; obliczenia przeprowadzono programem
AMBERA4.1 [28]. Temperature kontrolowano metoda Berendsena [2]. Srodowisko
wodne imitowano stosujac zalezng od odlegtosci ,,statg” dielektryczng w potencjale
kulombowskim. Postepowanie takie, w przypadku symulowanego wyzarzania, po-
zwala unikngé destabilizacji struktury biatka na skutek oddziatywania z czasteczkami
wody w temperaturze znacznie wyzszej niz fizjologiczna.

Symulacja dynamiki molekularnej obu modeli ccj-antytrypsyny skiadata sie z
trzech etapow:

A. Podgrzewanie: temperatura uktadu zostata liniowo w czasie zwiekszona od 10 K
do 500 K (czas symulacji: 10 ps).

B. Dynamika wysokotemperaturowa: utrzymywano statg temperature 500 K (czas
symulacji: 200 ps).

C. Schiadzanie: otrzymywang co 10 ps podczas symulacji wysokotemperaturowe;j
(etap B) strukture dynamiczng biatka poddawano symulacji przy jednoczesnym
eksponencjalnym obnizaniu temperatury. Koficowy odcinek tego etapu symulacji
pozwala na ,rownowazenie” struktury w temperaturze bliskiej fizjologicznej. W
ten sposob otrzymano 20 struktur posrednich.

Wykres temperatury biatka w funkcji czasu symulacji dla etapéw symulacji
B i C przedstawiono na rysunku 2.

Zalezno$¢ energii catkowitej dla dzikiego typu i mutanta od czasu symulacji
wysokotemperaturowej (etap B) przedstawiono na rysunkach 3a i b. Zaleznosci
te dla obu form biatka wykazujg znaczne réznice, pomimo ze wymieniono jedynie
jedng reszte aminokwasowa w biatku zawierajgcym 375 reszt. Wykresy zaleznosci
energii catkowitej i kinetycznej4 od czasu symulacji w procesie schtadzania (etap
C) przedstawiono na rysunkach 3c i d.

Temperatura jednoatomowego gazu doskonatego jest wprost proporcjonalna do $redniej energii
kinetycznej czastek tego gazu; taki gaz jednak w przyrodzie nie wystepuje [1]. W symulacjach biatek
przyjmuje sie, ze temperature mozna oblicza¢ opierajac sie na teorii gazu doskonatego, jest to wiec
wartos¢ przyblizona.



310 G. JEZIERSKI, M. PASENKIEWICZ-GIERULA

RYSUNEK 2. Zalezno$¢ temperatury od czasu w symulacji dzikiego typu. Wykres odnosi sie do etapu
dynamiki wysokotemperaturowej (jasna linia) oraz 20 cykli schiadzania do temperatury fizjologicznej

(ciemna linia)

3.3. Optymalizacja struktur otrzymanych podczas symulowanego wyzarzania

Struktury biatka otrzymane w wyniku symulowanego wyzarzania poddano mini-
malizacji energii w celu otrzymania bardziej optymalnych (stabilnych) konformacji.
Sposrod zoptymalizowanych modeli wybrano ten, ktory charakteryzowat sie naj-
nizsza warto$cig energii potencjalnej ijej gradientu. Dla typu dzikiego otrzymano
ja po 230 ps symulacji, a dla mutanta - po 190 ps.

Poréwnanie struktur zoptymalizowanych dzikiego typu i mutanta wskazuje na
ich znaczna rozbiezno$¢ jedynie w obszarze Lys290 i fragmentu petli reaktywnej
(rys. 4), co wynika z braku przyciggania elektrostatycznego miedzy resztami Lys342
i Lys290 w biatku zmutowanym. Stanowi to podstawe dla hipotezy, ze zmiana
wywotana tg mutacjag ma charakter gtownie dynamiczny. Modyfikacji ulega stopien
ruchliwos$ci poszczeg6lnych aminokwasdw, jak réwniez zmienia sie sktad domen
wykazujagcych kolektywne ruchy. Struktury krystaliczne zaréwno mutantéw
aj-antytrypsyny w formie natywnej [7, 32], jak i polimeréw tego biatka w formie
cietej [8, 10] wykazuja niewielkie rozbieznosci strukturalne. Nie dostarczajg one
jednak informacji odnosnie réznic w dynamice dzikiego typu i mutantow.
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3.4. Analiza przeprowadzonych symulacji

Z przeprowadzonej analizy mikrootoczenia Lys290 w ctj-antytrypsynie wynika,
ze w typie dzikim oddziatywanie przyciggajace Glu342Lys jest trwate w trakcie
dynamiki w temperaturze 500 K, w przeciwienstwie do mutanta Z [12]. Obliczono
réwniez warto$ci RMSD (ang. Root Mean Square Displacement) miedzy strukturami
otrzymanymi w kolejnych cyklach schtadzania (etap C), a nastepnie zoptymali-
zowanymi. Analiza ta dostarcza informacji o stopniu zréznicowania struktur otrzy-
mywanych w kolejnych cyklach symulacji. Jak wynika z tej analizy, struktury o
niskim stopniu zréznicowania wzgledem struktur otrzymywanych w innych cyklach
symulacji korespondujg ze strukturami zoptymalizowanymi 0 najnizszej energii.

Badanie modelu mutanta Z ludzkiej otj-antytrypsyny metodg symulowanego
wyzarzania wykazato efekt zmian w energii czasteczki (a wiec i w jej stabilnosci),
indukowanych zerwaniem ,mostka solnego” Glu342Lys.

4. MODELOWANIE KOMPLEKSOW BIALKA
Z LIGANDAMI SREDNIOCZASTECZKOWYMI

Komputerowo wspomagane projektowanie lekéw (ang. Computer Aided Drug
Design) stato sie obecnie standardowg procedurg przy wytwarzaniu nowego leku
[3]. Najczesciej stosuje sie tu dokowanie5 odpowiedniej liczby proponowanych
struktur wybranych z baz danych w miejscu aktywnym biatka oraz metody ob-
liczeniowe, gtdwnie minimalizacje energii. Jednak w przypadku, gdy struktura pro-
ponowanego leku (liganda) jest skomplikowana, konieczne jest zwiekszenie
skutecznosci penetracji przestrzeni konformacyjnej liganda przez zastosowanie me-
tody symulowanego wyzarzania (mamy do czynienia z wiekszg potencjalng liczbg
konformaciji).

Przyktadem wspomaganego komputerowo projektowania lekdw z zastosowaniem
symulowanego wyzarzania jest praca Wanga i wsp. [35]. W symulacjach stosowane
jest klasyczne pole sitowe AMBER [36] (roznigce sie¢ w niewielkim stopniu od
pola OPLS parametryzacjg oddziatywan) oraz imitacja efektu rozpuszczalnika ,,sta-
13" dielektryczng zalezna od odlegtosci. Procedure przeprowadzono nastepujacymi
etapami:

1 Przeszukiwanie réznych konformacji liganda; wstepna selekcja struktur do dalszej
symulaciji.
2. Dokowanie wybranych kandydatéw w okre$lonym obszarze biatka (np. w centrum
aktywnym w przypadku enzymu); kolejna selekcja struktur.

5Dokowanie polega na modelowaniu oddziatywania niewigzacego - kompleksu, miedzy kilkoma
czasteczkami, z ktérych co najmniej jedna jest makroczasteczky; procedura polega przede wszy-
stkim na tworzeniu wielu konfiguracji prébnych danego kompleksu. Praca Sternberga i in. [33]
zawiera omoéwienie i przyktadowe zastosowania metody dokowania.
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RYSUNEK 3. Zalezno$¢ energii catkowitej i kinetycznej od czasu: rysunki a i b przedstawiajg wykresy
energii catkowitej (jasna linia) oraz krzywa wygtadzong (ciemna linia) ilustrujgc m.in. okres fluktuacji
energii. Energia dzikiego typu stabilizuje sie szybciej niz mutanta (a), osiggajac poziom ok. 1750 kcal/mol
po 60 ps symulacji. Energia mutanta (b) jest w tym samym czasie wyzsza o 100 kcal/mol oraz podlega
wigkszym fluktuacjom
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RYSUNEK 3 cd. Rysunki c i d przedstawiajg wykresy energii catkowitej (lewa o$ rzednych; linia gruba)
i kinetycznej (prawa o$ rzednych; linia cienka) podczas etapu schtadzania, dla struktur przyjetych za
najbardziej optymalne. Korcowa wartos¢ energii catkowitej dla typu dzikiego jest nizsza o 40 kcal/mol
od analogicznej wartosci dla mutanta. Warto$¢ poczatkowa na osi odcietych odnosi sie do catkowitego
czasu symulacji wybranych struktur przed rozpoczeciem schtadzania; wynosi on 150ps dla dzikiego typu
i 190 ps dla mutanta Z



314 G. JEZIERSKI, M. PASENKIEWICZ-GIERULA

3. Minimalizacja energii Uganda w miejscu wigzacym.

4. Systematyczna weryfikacja kolejnych konformeréw w czasteczce liganda, czyli
skanowanie katéw dwusciennych (torsyjnych) réznigcych sie wartosciami tych
katow.

5. Symulowane wyzarzanie liganda w miejscu wigzacym (dla kazdej z otrzymanych
struktur); maksymalna temperatura symulacji wynosita 773 K; czas symulacji: 4
ps.

Dwa ostatnie etapy powtarzano iteracyjnie, az do osiggniecia zadanej liczby
réznych struktur.

Metoda ta zbadano w sumie 12 komplekséw biatko-ligand, o liczbie mozliwych
rotacji wokdt wigzan pojedynczych w ligandzie w zakresie od 3 dla kompleksu
biotyny ze streptawidyng do 17 dla kompleksu proteazy HIV-1 ze zwigzkiem VACSG.

Metoda symulowanego wyzarzania zastosowana zostata w potaczeniu z symulacja
dokowania, skanowania katow dwusciennych oraz minimalizacji energii. Procedura,
zastosowana do ligandow $rednioczasteczkowych, pozwolita na otrzymanie struktur
kompleksow bliskich strukturom rozwigzanym krystalograficznie-wartosci $rednich
odchylen kwadratowych (RMSD) struktur symulowanych od doswiadczalnych wy-
noszg od 0,62 do 2,01 A, co oznacza dobrg zgodnos$¢ z doswiadczeniem. Duzg
zaleta metody jest oszczedno$¢ czasu obliczeniowego; w niniejszym przykladzie
zastosowan do projektowania lekow symulowane wyzarzanie wraz z procedurami
towarzyszacymi zajeto 1040 minut na stacji roboczej SGI z procesorem R 10000.

5. PODSUMOWANIE

Podstawowym celem stosowania symulowanego wyzarzania jest generowanie
zespotu zréznicowanych (kryterium RMSD), stabilnych energetycznie (warto$¢ ener-
gii potencjalnej) struktur wykazujacych zgodno$¢ z danymi doswiadczalnymi. Sy-
mulowane wyzarzanie jest réwniez dogodnag metoda badania dynamiki ukiadow
molekularnych.

Niewatpliwg zaletg metody jest mozliwos$¢ ograniczenia sie do krétkich czaséw
symulacji w poréwnaniu z symulacjg w temperaturach fizjologicznych oraz mo-
zliwos¢ uzyskania wiarygodnych wynikow bez zastosowania model urozpuszczalnika
explicite. Do wad metody nalezg:

1 Trudno$ci w obliczaniu dynamicznych wielko$ci fizycznych, takich jak stata
dyfuzji.

2. Niedoktadna i niesystematyczna penetracja przestrzeni konfiguracyjnej uktadu w
interesujgcym nas obszarze (brak pewnosci co do weryfikacji wszystkich wazniej-
szych struktur - wysp stabilnosci).

6Kody bazy danych Protein Data Bank odpowiednio: 1 stp i 4 phv.
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Wspdtczesne mozliwosci obliczeniowe nie pozwalajg na symulacje procesu re-
aranzacji catego tancucha biatkowego, trwajagcego nawet kilkaset milisekund (np.
zwijanie lizozymu). Co wiecej, obecne symulacje dynamiki molekularnej w tem-
peraturze fizjologicznej lub pokojowej nie pokrywaja zwykle skal czasowych two-
rzenia domen z rozwinietego tancucha polipeptydowego, tj. ok. 10-4—(T3 sekundy.
W tej sytuacji zastosowanie metody symulowanego wyzarzania jest obiecujace,
poniewaz pozwala na dotarcie do odlegtych konformacji polipeptydu w stosunkowo
krotkim czasie.
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RYSUNEK 4. Struktury o™-antytrypsyny po przeprowadzeniu symulowanego wyzarzania i minimali-
zacji energii - natozenie struktury dzikiego typu (kolor czerwony) i mutanta Z (kolor niebieski). Pare
Glu342-Lys290 w biatku niezmutowanym, charakteryzujaca sie trwatym oddziatywaniem oraz amino-
kwasy Lys342 i Lys290 w mutancie Z przedstawiono w projekcji kijkéw. Petla reaktywna zaznaczona
jest jasniejszymi odcieniami. Odcinek petli reaktywnej stanowigcy centrum reakcji inhibicji proteazy
(projekcja kijkéw) zaznaczono elipsg



http://rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 28, 2001 SUPLEMENT 16 (319-323)

REFLEKSJE NA TEMAT BIOMEDYCYNY

REFLECTIONS ON BIOMEDICINE

Zofia PORWIT-BOBR

Zaktad Mikrobiologii i Immunologii, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakéw

Streszczenie: Stan biotechnologii lekarskiej w Europie w 1999 roku podsumowuijg publikacje dotyczace
20-letniej wspotpracy miedzynarodowej. Europejska Federacja Biotechnologii (EFB) ma osiggniecia w
licznych dziedzinach wiedzy, zwtaszcza w medycynie. Wspétczesna inzynieria genetyczna, o zastoso-
waniu biomedycznym jest pomysinie zintegrowana z badaniami biofarmaceutycznymi na potrzeby
terapii od genomowych sekwencji nukleotydowych do sekwencji biatkowych. Osiggniecia dotycza
zastosowan genetyki molekularnej, do ktérej zalicza sie produkcje biofarmacetykéw: biatek rekombina-
cyjnych, sond molekularnych, monoklonalnych przeciwciat, preparatéw do molekularnej diagnostyki i
terapii genowej.

(Postepy Biologii Komérki 2001; supl. 16: 319-323)

Stowa kluczowe: biofarmaceutyki, program R&D. genomika, proteomika, polimorfizm genetyczny, bazy
danych, genom cztowieka.

Summary: Present status in European medical biotechnology was summarised after 20 years international
cooperation in 1999. European Federation of Biotechnology (EFB) has impact in many disciplines,
especially in medical science. Present genetic engineering in biomedicine is integrated with biopharmacy
for specific therapy using nucleotide and protein sequence. The biopharmaceutics are various recombi-
nant peptides, monoclonal antibodies and molecular probes, used in molecular diagnostic and for gene

therapy.
(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 319-323)

Keywords: biopharmaceutics, gene therapy, Single Nucleotide Sequences, genomics, proteomics

Wedtug definicji przyjetej w 1989 roku biotechnologia to zintegrowanie nauk
przyrodniczych i inzynieryjnych w celu zastosowania organizmow i komorek oraz
ich czesci lub molekularnych analogéw do produkcji débr i ustug.

W 20-leciu postep dotyczy poznawania genomow, a w biomedycynie przede
wszystkim realizacji projektu poznania genomu cztowieka (HGP - Human Genome
Project) w celu przewidywania odpowiedzi na leki [1]. Postep ten ocenia sie na
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97%, co ma ogromne znaczenie dla diagnostyki i terapii choréb. Obecnie HGP
zmierza do otrzymania map zmiennych, pojedynczych sekwencji DNA: SNS (Single
Nucleotide Sequences), wystepujacych z czestoscig jeden na tysigc nukleotyddw,
jako marker chorob cztowieka [3].

Osiggniecia w edukacji i bezpiecznej biotechnologii, oraz w publikacjach zebrane
sag w The Biotechnology Directory (1999), jedynej publikacji, ktéra odzwierciedla
miedzynarodowg nature biotechnologicznego przemystu i dostarcza referencji w
liczbie 9000 na temat instytucji, produktéw, ustug i urzadzen, oraz tgczy bazy
danych [6]. Biuletyny informacyjne Europejskiej Federacji Biotechnologii (EFB)
wydawane w formie Briefing Paper, International Bioforum Bioresearch plus Bio-
technology przynosza informacje dotyczace aktywnosci EFB.

Genetyczne technologie obejmujg genetyke molekularng roznych genow i ge-
noméw od wiruséw do cztowieka, a analiza danych prowadzi do zrozumienia aktyw-
nosci organizmdéw, homeostazy i dziedzicznosci, w tym zaburzenn chorobowych
cztowieka [4]. Platformy debat ianalitycznych dyskusji staty sie bardziej powszechne,
np. platformy przemystu farmaceutycznego z programem R&D (Research and De-
velopment), tj. poszukiwania i rozwoju badan oraz ich stosowania w wyniku wspot-
pracy nauki i przemystu [2].

W biotechnologii istnieje ciggty dialog dotyczacy akceptacji i legislacji np. pro-
duktéow modyfikowanej zywnosci, biofarmaceutykéw oraz transgenicznych zwierzat
i roslin, jako biologicznych fabryk biatek [5]. Swiatowe bazy i banki danych sa
rozprowadzane na dyskach optycznych CD-ROM. Technologie kwaséw nuklei-
nowych stajg sie coraz bardziej dojrzate, jako innowacje w biotechnologii, zaréwno
w mikrofabrykacjach jak w dostarczaniu bioinformacji [4].

W naukach biomedycznych biokoniugacje wykraczajg znacznie poza zastoso-
wania takich technik rekombinacyjnych, jak np. otrzymywania przeciwcial mo-
noklonalnych, koniugatow biatek z matymi czasteczkami i innymi reagentami.

Osiggniecia do roku 2000 dotyczg wiec produkcji biofarmaceutykdw na potrzeby
molekularnej diagnostyki, szczepionek, terapii, gromadzenia baz danych nukleo-
tydowych i ekspresyjnych sekwencji EST (Expressed Tagged DNA Sites) [8].

Znaczenie baz danych wykrytych sekwencji polega na tgczeniu tych danych
z uzyskanymi w badaniach biochemicznych i fizjologicznych genomu cztowieka
(HGM) oraz genéw poznanych w systemach modelowych. Integracja systemow
bioinformatycznych dotyczy réwniez edukacji. Projekt fundowany przez europejski
komitet edukacji biotechnologicznej ( Biotechnology by open Learning - BIOTOL)
polega na wykorzystywaniu zasobdw réznorodnosci czasteczek biologicznych {bio-
diversity) i partnerstwa w ich stosowaniu. Sprzyjaja temu: dostepno$¢ zaawanso-
wanych technologii, programy naukowe i platformy przemystowe, molekularne
analizy proceséw biologicznych i patologicznych oraz profilowanie chorob i lekéw

(5]
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Obecnie wsérdd komercyjnych lekéw oligoterapeutycznych dominuje nowa klasa
tzw. dendrymeréw o okre$lonej strukturze rdzeniowej i rozgatezieniach ztozonych
z réznych monomerow. Majg one przewage nad wektorami wirusowymi jako nos-
nikami DNA.

Do unikalnej terapii genowej wykorzystano metaloenzymy zwane rybozymami,
ktdre specyficznie katalizuja ciecia patogennego mRNA w chorobach genetycznych
i w zakazeniach wirusowych.

Koncepcja strategii oligomeréw antysensownych zostata zaproponowana juz w
1978 roku i polegata na hamowaniu genu chorobowego na poziomie DNA lub
RNA [13]. Antysensowne oligomery mogg rozpoznawac i naprawi¢ zmutowany
RNA, np. p53, oraz modyfikowac nukleotydy, katalizujgc réznorodne reakcje [11].
Wykryto mutacje punktowe w genie p53 r6zne w odmiennych nowotworach. Zmu-
towane biatka p53 majg zdolnos¢ wigzania biatek stresowych i po przytgczeniu
do odpowiednich sekwencji DNA moga uczestniczy¢ w regulacji transkrypcji, w
mechanizmie supresji nowotworowej i w zaburzeniach proliferacyjnych. Wykry-
wanie mutacji genébw Rb i p53 w nowotworach piuc jest stosowane rutynowo
w prognozowaniu choréb nowotworowych. Poznane geny transformacji nowotwo-
rowej, zwiaszcza Rb i p53 i stosowanie reakcji PCR do wykrywania mutacji tych
genow jest powszechne. Delecje alleliczne genu supresorowego okre$lane jako utrata
heterozygotycznosci wykrywa sie na podstawie zmiennosci wybranego fragmentu
restrykcyjnego DNA komarki nowotworowej. Nienormalna ekspresja genéw w usz-
kodzonym DNA towarzyszy zto$liwej transformacji komoérkowej i to stwarza mo-
zliwosci wykrywania w raku czlowieka powstajagcych zmian, tzw. markerow
nowotworowych oraz jest podstawg diagnozy laboratoryjnej choroby nowotworowej.
Bez wzgledu na to, jakg posta¢ ma nowotwdr, pozostaje on chorobg genow. Geny
rozwojowe, onkogeny oraz supresorowe geny - tzw. anty-onkogeny zostaty opisane.
Genetyczna choroba, jakg jest rak, wigze sie z mutacjami w dominujgcych on-
kogenach i ich nienormalng ekspresjg lub genami recesywnymi.

W ostatnich latach antysensowne oligonukleotydy modyfikowane sg stosowane
in vitro, in vivo (na modelach zwierzecych) oraz w badaniach klinicznych. Metody
antysensownej terapii w immunologii, onkologii, farmakologii i wewnetrznej me-
dycynie, rokujg postep, poniewaz modulujg ekspresje genéw chorobowych.
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