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Komunikat Kolegium Medycyny Laboratoryjnej w Polsce

Pozwalamy sobie poinformowaé, ze zostato powotane do zycia Kolegium Medy-
cyny Laboratoryjnej w Polsce.

Kolegium powstato z inicjatywy Krajowego Zespotu Specjalistow ds. Diagnostyki
Laboratoryjnej i Diagnostyki Mikrobiologicznej Zarzagdu Gtéwnego Polskiego Towa-
rzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej oraz kilkudziesieciu specjalistow medycyny
laboratoryjnej z oSrodkéw akademickich i pozaakademickich z catej Polski.

Kolegium bedzie kolegialng i samorzadna, ale jednocze$nie niezalezng reprezen-
tacjg specjalistow réznych dziedzin medycyny laboratoryjnej (diagnostyki laborato-
ryjnej), takich jak: hematologia, serologia i transfuzjologia, immunologia, toksy-
kologia, patomorfologia i cytologia kliniczna, genetyka kliniczna i cytogenetyka,
medycyna nuklearna i endokrynologia, bakteriologia i wirusologia, parazytologia,
biochemia i analityka kliniczna. Wspdlnym ijednoczacym wszystkie dziedziny me-
dycyny momentem jest diagnostyczny wymiar badania laboratoryjnego.

Kolegium bedzie instytucjg opiniotworczg dbajacg o prawidtowe pod wzgledem
merytorycznym, organizacyjnym itechnicznym rozwigzanie wszystkich problemoéw
medycyny laboratoryjnej.

Cele, jakie sobie stawia Kolegium, obejmujg wszystkie istotne problemy medycy-
ny laboratoryjnej. Kolegium bedzie wspomagaé poczynania prowadzace do wprowa-
dzenia ustug diagnostycznych we wszystkich dziedzinach medycyny laboratoryjne;j.

Kolegium bedzie petni¢ role integrujgcg srodowisko i reprezentowac je wobec
administracji panstwowej i samorzadowej. Kolegium zamierza wspétdziata¢ z towa-
rzystwami nauowymi i korporacjami zawodowymi.

Mamy nadzieje, ze idea Kolegium Medycyny Laboratoryjnej wpisuje sie w per-
spektywe zmian, reformy organizacji i dziatania ochrony zdrowia w Polsce i ze zyska
ona aprobate i poparcie Srodowiska.
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ROLA CZYNNIKOW PARAKRYNOWYCH
W MESKIM UKLADZIE ROZRODCZYM*

THE ROLE OF PARACRINE FACTORS
IN MALE REPRODUCTIVE SYSTEM

Michat JANITZ, Maciej KURPISZ
Zaktad Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk

Streszczenie. Obecny model kontroli procesu spermatogenezy u ssakéw uwzglednia nie tylko sprzezenie
zwrotne pomiedzy androgenami i gonadotropinami przysadki, ale takze regulacje opartg na peptydowych
czynnikach parakrynowych wydzielanych przezjadro. Biatka te majg zréznicowany charakter obejmujac
czynniki wzrostu, cytokiny oraz proto-onkogeny. Ich oddziatywanie wigze si¢ zaréwno z proliferacjg i
réznicowaniem nabtonka plemnikotwdérczego, jak i syntezg androgendw. Posredniczac we wzajemnym
komunikowaniu sie komoérek somatycznych i germinalnych czynniki parakrynowe modulujg ich od-
powiedZ na hormony przysadkowe.

Stowa kluczowe: spermatogeneza, sterydogeneza, czynniki wzrostu, cytokiny, proto-onkogeny.

Summary. Beside the feedback between androgens and pituitary gonadotropins, the current regulation
model of mammalian spermatogenesis includes the action of peptide paracrine factors secreted by testis.
These proteins are different in nature comprising growth factors, cytokines and proto-oncogenes. They
influence both proliferation and differentiation of seminiferous epithelium together with androgen
synthesis. As mediators of communication between somatic and germinal cells the paracrine factors
modulate the cell response to pituitary hormones.

Key words: spermatogenesis, steroidogenesis, growth factors, cytokines, proto-oncogenes.

~Dofinansowanie pracy: Fundusze na dziatalno$¢ statutowg Zaktadu Genetyki Cztowieka Polskiej
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1. WPROWADZENIE

Prawidtowe funkcjonowanie meskiego uktadu rozrodczego ssakow wymaga statej
aktywnosci mejotycznej nabtonka plemnikotwdérczego w ciggu catego okresu dojrza-
tosci ptciowej osobnika. Komaérki prekursorowe gamet oraz plemniki r6znig sie od
komérek somatycznych nie tylko zredukowang liczbg chromosomdw, ale takze od-
miennym skiadem antygenowym i wymaganiami metabolicznymi.

Specyficzne warunki, jakich wymagajg proliferujgce komdrki gametogeniczne,
zapewniajg i stabilizujg komarki podporowe (Sertoliego). Komérki podporowe po-
zostajg w Scistym kontakcie z komo6rkami germinatnymi przez istnienie szeregu
potaczer desmosomalnych itypu nexus, ktére utatwiajg miedzykomdrkowg wymiane
czynnikdw regulacyjnych iodzywczych. Ponadto komdrki Sertoliego tgczg sie ze sobg
poprzez potgczenia typu zamykajgcego (occludens), na catej dtugosci nabtonka ple-
mnikotworczego. Oddzielajg one w ten sposob spermatogonia i leptotenowe sperma-
tocyty | rzedu od bezposrednich prekursoréw komorek plemnikowych, tj. sperma-
tocytow | rzedu w zygotenie, spermatocytow Il rzedu i spermatyd. Warstwa komadrek
Sertoliego tworzy bariere krew-jadro dzielagc nabtonek plemnikotworczy na przedziat
przypodstawny (peribazalny) i adluminalny (rys. 1). Komérki podporowe nie tylko
wybidrczo transportujg czynniki regulatorowe i odzywcze do przedziatu adluminal-
nego, ale takze przez wtasng aktywnos$é wydzielnicza stwarzajg specyficzne warunki
Srodowiska we wnetrzu kanalika plemnikotwérczego. Miedzy innymi $wiadczy o tym
sktad ptynu wewngtrzkanalikowego odmienny od sktadu osocza [19].

Komorki gruczotowe tkanki srédmigzszowej jadra (Leydiga) stanowig takze po-
pulacje komdrek niezbednych dla spermatogenezy. Przez swojg zdolno$¢ do produ-
kcji testosteronu utrzymujg prawidtowg czynno$¢ komoérek Sertoliego, ktére maja
receptor cytoplazmatyczny dla testosteronu oraz wytwarzajg biatko wigzace androge-
ny (ang. ABP - androgen binding protein). Jednocze$nie komérki Leydiga, po
podjeciu swojej funkcji endokrynowej w réznicujacym sie jadrze, odpowiedzialne sg
za rozwa@j, a nastepnie utrzymanie w okresie dojrzatosci, 11- i lll-rzedowych meskich
cech piciowych [68].

Stosunkowo dobrze poznanym elementem regulacji spermatogenezy jest kontrola
czynnosci jadra przez hormony przysadkowe [7]. Synteza testosteronu przez komorki
Leydiga pozostaje w ujemnym sprzezeniu zwrotnym z wydzielanym przez przedni
ptat przysadki m6zgowej hormonem luteotropowym (LH). LH oddziatuje na komorki
Leydiga dzieki obecnosci na ich powierzchni receptora dla luteotropiny. Kompleks
LH z receptorem aktywuje uktad cyklazy adenylowej i przez wzrost stezenia cAMP
stymuluje proces sterydogenezy [71].

Osrodkowa regulacja czynnos$ci komérek Sertoliego ma bardziej posredni chara-
kter. Komorki podporowe, w przeciwienstwie do komorek Leydiga, majg na swojej
powierzchni receptor dla folikulotropiny (FSH). Potgczenie FSH z receptorem zwie-
ksza poprzez cAMP aktywno$¢ aromatazy, czego efektem jest podwyzszona synteza
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Rys. 1. Schemat budowy nabtonka plemnikotwoérczego: BW - btona witasna kanalika kretego z komoér-
kami peritubularnymi, GP - komoérka gametogeniczna przedziatu przypodstawnego, GA - komoérka
gametogeniczna przedziatu adluminalnego, L - komoérka $srédmigzszowa (Leydiga), P - plemnik,
S - komérka podporowa (Sertoliego), PZ - potaczenie zamykajace (occludens),

estradiolu z testosteronu w komdrkach Sertoliego. Badania na modelu szczurzym
wykazaty, ze wydzielanie FSH przez przysadke i w konsekwencji wzrost aktywnosci
aromatazy w komdrkach Sertoliego osigga maksimum we wczesnym okresie postna-
talnym. W miare osiggania wieku dojrzatosci ptciowej zaré6wno wydzielanie FSH, jak
i wrazliwo$¢ komdrek podporowych na stymulacje folikulotroping ulega znacznemu
spadkowi. Spadek aktywnosci aromatazy zwigzany jest prawdopodobnie ze stopnio-
wym dojrzewaniem komorek Sertoliego, co wyraza sie formowaniem potgczen sci-
stych i podjeciem aktywnos$ci wydzielniczej do $wiatta kanalika. Warto zaznaczyé,
ze u szczura w okresie dojrzatosci ptciowej prawidtowa spermatogeneza zalezna jest
od obecnos$ci LH, anawet samego testosteronu. W przypadku innych gatunkéw (takze
cztowieka) do utrzymania wiasciwej aktywnosci nabtonka plemnikotwdrczego nie-
zbedny jest obok LH takze FSH. Prawdopodobnie FSH jest u tych gatunkéw niezbed-
ny do prawidtowego funkcjonowania komérek Sertoliego, a posrednio komoérek
gametogenicznych [80,83].

O ile regulacja spermatogenezy na osi przysadka-jadro jest stosunkowo dobrze
poznana, tak wiedza natemat lokalnych mechanizmdw regulacji funkcjijadra zaczeta
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sie rozszerza¢ dopiero w ostatnich latach. Juz teraz jednak wiadomo, ze miejscowe
czynniki regulacyjne stanowig niezbedny element w utrzymaniu prawidtowej funkcji
meskiego uktadu rozrodczego [82,92,105].

2. KRYTERIA IDENTYFIKACII TKANKOWYCH
CZYNNIKOW REGULACYJINYCH

Identyfikacja tkankowych peptydéw regulacyjnych stanowi dla eksperymentatora
trudny problem badawczy ze wzgledu na niski poziom wydzielania miejscowych
regulatoréw oraz periodyczno$¢ ich syntezy. Stwierdzenie obecnosci danego czynni-
ka w tkance wymaga dodatkowo udowodnienia, iz rzeczywiscie jest on produkowany
lokalnie i ma wptyw na funkcjonowanie danego narzadu. Findlay i wsp. [26] zapro-
ponowali trzy kryteria, jakimi nalezy sie kierowaé przy okreslaniu danego peptydu
jako czynnika parakrynowego lub autokrynowego:

I. Czynnik powinien by¢ produkowany miejscowo.

I. Produkcja czynnika powinna podlega¢ regulacji w warunkach fizjologicznych.

I1l. Czynnik bedac w stezeniu fizjologicznym powinien wywiera¢ wptyw na
sgsiadujgce komarki (dziatanie parakrynowe) lub na komdrke go produkujacg (dzia-
tanie autokrynowe).

Czynniki spetniajgce wyzej wymienione kryteria mozna nastepnie podzieli¢ na
trzy typy pod wzgledem spetnianej funkcji [87]:

I. Regulacyjne-dziatajgce jako sygnaty miedzykomérkowe i wewngtrzkomorko-
we [37],

II. Srodowiskowe - bioragce udziat w tworzeniu specyficznych substancji mie-
dzykomérkowych,

I11. Odzywcze - dostarczajgce komorkom substancji energetycznych ijondw.

Przedmiotem dalszych rozwazan bedg peptydowe czynniki regulacyjne wydziela-
ne w obrebie gonady meskiej ze szczegélnym uwzglednieniem czynnikéw wzrostu,
cytokin i produktow biatkowych, tzw. onkogendw.

3. CZYNNIKI WZROSTU

Jadro jest miejscem syntezy szeregu tkankowo specyficznych czynnikéw wzro-
stowych, do ktdrych zaliczamy substancje hamujacg rozw6j przewodu Mullera,
plemnikotwdrczy czynnik wzrostu oraz czynnik wydzielany przez komorki peritubu-
lame, modulujacy funkcje komorek Sertoliego (czynnik P-Mod-S). Oprécz nich w
meskim uktadzie rozrodczym stwierdza sie obecno$¢ czynnikéw wzrostu wczesniej
scharakteryzowanych w innych tkankach organizmu ssakéw (TGF, IGF, FGF, EGF)
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[44]. Jednak niezaleznie od stopnia specyficzno$ci tkankowej czynniki wzrostu obe-
cne w jadrze wykazujg stymulujacy wptyw na aktywnos$¢ podziatowa, wzrost i
réznicowanie komorek oraz angiogeneze.

3.1. TRANSFORMUIJACY CZYNNIK WZROSTU TYPU B (TGFR)

Struktura. Transformujacy czynnik wzrostu typu B (ang. TGF B - transforming
growth factor B) jest peptydem wystepujgcym w pieciu odmianach (TGF B 1—85) o
wysokim stopniu homologii sekwencji aminokwasowej i podobnej aktywnosci biolo-
gicznej [12]. Wszystkie formy TGF R sa peptydarni o masie czasteczkowej 25 kDa,
ztozonymi zdwdch identycznych podjednostek o masie czasteczkowej 12,5 kDa (112
aminokwasow). Kazdy z monomerow zawiera dziewieC reszt cysteinowych tworzg-
cych mostki dwusiarczkowe miedzy oboma podjednostkami TGF R [21]. Rodzina
TGF R jest z kolei cztonkiem tzw. superrodziny TGF B, do ktérej nalezy miedzy
innymi rodzina genéw DVR (ang. DVR - decapentaplegic-Vg-related) [52], gen dla
substancji hamujgcej rozwdj przewodu Millera (ang. MIS - Mdillerian inhibiting
substance) oraz geny dla inhibiny i aktywiny, ktére produkowane w jadrze, moduluja
wydzielanie FSH przez przysadke [56].

Lokalizacja. Obecno$¢ mRNA dlaTGF B1iTGF 3 zostata stwierdzona zaréwno
w embrionalnym, jak i dojrzatym jadrze u myszy, rowniez w przypadku wrodzonego
braku komérek gametogenicznych [109]. Stanowi to przestanke, iz TGF R produko-
wany jest w komdrkach somatycznych myszy. Potwierdzajg to inne doniesienia, w
ktérych wykazano obecno$¢ mRNA dla TGF 81 w komérkach Sertoliego, a takze w
komérkach peritubularnych wchodzacych w sktad btony wiasnej kanalika plemniko-
tworczego [59,87].

Funkcja. Badania in vitro uwidocznity wptyw TGF R na wzrost kurczliwoSci
komarek peritubularnych izmiane ich ksztattu [1]. Obecno$¢ TGF B wywotuje spadek
ekspresji mMRNA dla tkankowego aktywatora plazminogenu i wzrost syntezy mRNA
dla inhibitora aktywatora plazminogenu w szczurzych komérkach Sertoliego hodo-
wanych in vitro. Takie dziatanie TGF R sugeruje jego regulacyjny wptyw na poziom
proteaz w kanaliku plemnikotwdérczym oraz na kurczliwo$é kanalika, co moze mieé
istotne znaczenie dla procesu przemieszczania roznicujacych sie komorek w kierunku
Swiatta kanalika [63]. Dodatkowo TGF B oddziatuje na produkcje mleczanu i aktyw-
nos$¢ aromatazy w niedojrzatych komadrkach Sertoliego, co wskazuje na role TGF R
w oddziatywaniach pomiedzy komdrkami Sertoliego a komorkami germinalnymi
[59].

TGF R reguluje takze funkcjonowanie komérek Leydiga. TGF 8 moze tgczy¢ sie
ze strukturami powierzchniowymi komérek Leydiga i hamowac ich sterydogeneze po
stymulacji gonadotroping kosméwkowg (hCG) w hodowli in vitro [2,3,47]. Morera i
wsp. [61] wykazali, ze TGF B wykazuje zalezne od dawki oddziatywanie na produ-
kcje androgenow przez komorki Leydiga. Przy niskich stezeniach TGF B wykazuje
dziatanie aktywujgce, natomiast przy wysokiej koncentracji staje sie inhibitorem
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sterydogenezy. TGF R obniza takze wigzanie LH i hCG z komdrkami Leydiga oraz
hamuje synteze cAMP po stymulacji hCG [2,3,47].

Podsumowujac, TGF B moze modulowa¢ odpowiedz komérek Leydiga na gona-
dotropiny, posredniczy¢ w komunikacji pomiedzy komdrkami Sertoliego i komdrka-
mi gametogenicznymi oraz uczestniczy¢ w zmianach strukturalnych proliferujgcego
nabtonka plemnikotwérczego.

3.2. HORMON ANTYMULLEROWSKI (MIS)

Struktura. Hormon antymillerowski lub inaczej czynnik lityczny dla przewodow
okotosrédnerczowych (Miillera) (ang. MIS - Miillerian-inhibiting substance) jest
glikoproteing o masie czasteczkowej ok. 140 kDa, sktadajacej sie z dwoch identycz-
nych podjednostek (m.cz. 70 kDa) powigzanych parg mostkéw dwusiarczkowych
[39]. Analiza sekwencji cDNA i DNA genomowego wykazala, iz odcinek karboksy-
lowy czasteczki MIS wykazuje homologie z TGF B [16]. Potwierdza to doniesienie
Pepinsky iwsp. [72], ktorzy trawigc biatko MIS plazming, uzyskali fragment podobny
do TGF R.

Lokalizacja. Miejscem syntezy MIS zaréwno w okresie pre-, jak i postnatalnym
sg komarki Sertoliego [81].

Funkcja. MIS odpowiedzialny jest za regresje przewodu Miillera w zarodku pici
meskiej [39]. GendlaM IS aktywowany jest prawdopodobnie przez produkt genu SRY
(ang. SRY - sex-determining region of Y), odpowiedzialnego za réznicowanie si¢
pierwotnej gonady ptodowej w kierunku jadra [81]. W okresie poprzedzajgcym
dojrzato$¢ ptciowa, MIS jest czeSciowo odpowiedzialny za hamowanie aktywnosci
mejotycznej spermatogonii [98], Niezbednos¢ FSH (u niektorych gatunkéw) dla
prawidtowej spermatogenezy w okresie dojrzatosci ptciowej mozna wigzac z faktem,
iz hormon folikulotropowy hamuje synteze MIS w komoérkach Sertoliego pozwalajac
na prawidtowy przebieg podziatdw mejotycznych komaérek germinalnych [81].

3.3. NASKORKOWY CZYNNIK WZROSTU (EGF)
I TRANSFORMUJACY CZYNNIK WZROSTU TYPU a (TGF a)

Struktura. Naskérkowy czynnik wzrostu (ang. EGF - epidermal growthfactor)
zostat po raz pierwszy wyizolowany z mysiej $linianki podzuchwowej i scharakte-
ryzowany jako stymulator proliferacji komdrek pochodzenia nabtonkowego. EGFjest
pojedynczym #taricuchem polipeptydowym ztozonym z 53 aminokwaséw, miedzy
ktérymi wystepuja trzy mostki dwusiarczkowe [11].

Transformujgcy czynnik wzrostu typu a (ang. TGF a -transforming growthfactor
a) jesttakze pojedynczym, 50-aminokwasowym polipeptydem wykazujagcym wysoka
homologie z EGF. Podobienstwo pomiedzy EGF i TGF a wyraza sie zar6wno
obecnoscig identycznej, 21 -aminokwasowej sekwencji wtancuchu polipeptydowym,
jak i powinowactwem tych czasteczek do tego samego receptora [22],
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Lokalizacja. Czynnik o aktywnoS$ci podobnej do EGF i TGFa zostat wyizolo-
wany z medium hodowlanego szczurzych komdrek Sertoliego [36]. Ponadto stwier-
dzono obecno$¢ mRNA dla TGF a w hodowanych in vitro komoérkach peritu-
bulamych iSertoliego [87]. Teerds iwsp. [99] potwierdzili obecno$¢ TGF a w jadrze
szczura przy wykorzystaniu technik immunocytochemii, z zastosowaniem przeciw-
ciata monoklonalnego anty-TGF a nie wykazujacego reakcji krzyzowej z EGF.
TGF a zostat zlokalizowany w obrebie komérek Leydiga pochodzacych zaréwno od
osobnikoéw 21-dniowych, jak idojrzatych ptciowo. Pozytywny sygnat uzyskano takze
z hodowli komoérek peritubulamych, zjader 21-dniowych szczuréw. Brak immunore-
aktywnosci stwierdzono natomiast ze strony komorek Sertoliego i komdrek game-
togenicznych.

Funkcja. EGF stymuluje wzrost linii komdrkowych wywodzgcych sie z komadrek
Sertoliego (TM4) [10] ikomorek Leydiga (TM3) [54]. Wykazano takze, ze hodowane
in vitro, niedojrzate komorki Leydiga $wini, po uprzedniej stymulacji PGF2a i hCG,
reagujag na EGF przez wzrost syntezy testosteronu [55]. Pozytywny efekt EGF na
produkcje testosteronu przez komérki Leydiga zostat takze potwierdzony u myszy
[62] oraz u cztowieka [95]. Aktywacje sterydogenezy przez EGF tlumaczy sie
wzrostem liczby receptoréw dla LH na powierzchni komoérek Leydiga [62]. EGF
oddziatuje takze na komarki Sertoliego i germinalne. W warunkach in vitro szczurze
komorki Sertoliego reagujg na EGF przez wzrost produkcji transferyny [73], W
przypadku hodowli fragmentow kanalikéw kretych, EGF hamuje r6znicowanie sper-
matogonii zaindukowane przez obecno$é FSH w medium. Brak stymulacji przez FSH
wywotuje efekt odwrotny - EGF inicjuje proces réznicowania spermatogonii [34].

Receptory. Obecnos¢ receptoréw dla EGF potwierdzono w tkance interstycjalnej
jadra ludzkiego [93], a takze w matpich iszczurzych komérkach Leydiga i Sertoliego
[79,94],

Dotychczasowe doniesienia $wiadczg o znaczacym udziale EGF i TGF a w
regulacji funkcji komorek Leydiga. Dane dotyczgace komorek Sertoliego sg bardziej
kontrowersyjne. Wydaje sie jednak, ze komorki Sertoliego sa miejscem produkcji
TGF a majac jednoczesnie receptory dla EGF/TGF a. Nadal brak jednoznacznego
potwierdzenia, Ze jadro jest miejscem syntezy EGF. W zwigzku z tym sugeruje sie,
ze lokalnie produkowany TGF a wspdétdziata z EGF pochodzacym z krgzenia obwo-
dowego. O znaczeniu EGF produkowanego na obwodzie $wiadczy obserwacja, iz u
myszy po usunieciu $linianek podzuchwowych nastepuje odwracalne zakidcenie
przebiegu spermatogenezy pod postacig spadku liczby spermatyd w nabtonku plemni-
kotwdrczym iilosci dojrzatych plemnikéw w najadrzu [101].

3.4. INSULINO-PODOBNE CZYNNIKI WZROSTU (IGFs)

Struktura. Insulino-podobny czynnik wzrostu I (ang. IGF I - insulin-like growth
factor 1) oraz insulino-podobny czynnik wzrostu Il (IGF 11) sg pojedynczymi poli-
peptydami sktadajagcymi sie odpowiednio z 70 i 67 aminokwaséw. Sekwencja amino-
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kwasowa IGFs wykazuje 43% (IGF 1) i 41% (IGF 1) homologii z czasteczka
proinsuliny. Czynniki insulinopodobne maja, podobniejak proinsulinadomeny A,B,C
oraz dodatkowa domene D. W przeciwienstwie jednak do insuliny (dimer ztozony z
tancuchow A i B), IGFs zachowujg w procesie dojrzewania domene C i D, przez co
w stanie natywnym pozostajg pojedynczg czgsteczkg. IGF | i IGF Il cechuje 62%
wzajemnej homologii, z jednoczesng miedzygatunkowga niezmiennos$cig sekwencji
aminokwasowej. Ewolucyjna konserwatywno$¢ sekwencji IGFs i ich podobieristwo
do insuliny sugeruje pochodzenie genéw dla tych biatek od wspo6lnego pragenu [20],

Lokalizacja. Badania in vitro dowodzg, ze w jadrze Swinii gtbwnym miejscem
syntezy IGF | sa komorki Sertoliego, a w mniejszym stopniu komérki Leydiga [64],
Jednoczes$nie w przypadku wspolnych hodowli komorek Sertoliego i Leydiga obser-
wuje sie wzmozong synteze IGF |, znacznie przekraczajaca poziom notowany w
monokulturach tych komorek [13,64]. Sugeruje to istotng role IGF | w interakcjach
pomiedzy komoérkami Leydiga i Sertoliego. Obecno$¢ IGF | stwierdzono takze w
szczurzych pachytenowych spermatocytach, co moze wskazywac na regulacyjny
udziat IGF | w procesie mejozy komdrek gametogenicznych [100] .

Podobnie jak w przypadku regulacji poziomu IGF | w surowicy przez hormon
wzrostu (ang. GH -growth hormone), zaobserwowano stymulujgcy efekt somatotro-
piny na produkcje IGF | w jadrze. Komdrki Leydiga reagujg na obecno$¢ GH
zwiekszeniem ekspresji mMRNA dla IGF I [49], natomiast poziom syntezy IGF | w
jadrach szczuréw, niezdolnych do produkcji hormonu wzrostu, jest wyraznie obnizo-
ny [91]. Wydzielanie IGF I przez komorki Sertoliego i Leydigajest takze modulowane
przez FSH (k. Sertoliego) i LH (k. Leydiga) [13,64] oraz retinol [4] i prolaktyne [18].

Odrebnego omdéwienia wymagaja dane dotyczace ekspresji IGFs w jadrze ludz-
kim. Zhou iwsp. [111] stosujac metode hybrydyzacji in situ stwierdzili brak ekspresji
mRNA dla IGF I, natomiast mRNA dla IGF Il zostat zlokalizowany w $rodbtonku i
przydance naczyn jadrowych. Autorzy sugerujg, iz IGF I, ktdrego obecno$¢ zostata
wczes$niej wykazana immunohistochemicznie w komdrkach Sertoliego, Leydiga i
spermatocytach | rzedu [103], pochodzi z krazenia obwodowego i jest nastepnie
kumulowany we wnetrzu kanalika dzieki obecnosci receptoréw dla IGF | na komoér-
kach nabtonka plemnikotwdrczego. Powyzsze dane wyraznie dowodzg, iz profil
ekspresji IGFs w jadrze cztowieka ma odrebny charakter niz u pozostatych ssakow.

Receptory. Borland i wsp. [9] badajac btony komoérkowe oraz cate komérki
Sertoliego wykazali na ich powierzchni obecnos¢ specyficznych receptoréw dla IGF
. Receptory takie stwierdzono takze na komérkach Leydiga i w homogenatach
jadrowych [33]. W okresie dojrzewania ptciowego wjadrze szczura ilo$¢ receptorow
dla IGF I wzrasta szeSciokrotnie [66]. Ekspresja receptoréw na powierzchni komorek
Leydiga ulega wyraznemu zwiekszeniu pod wptywem hCG (ang. hCG - human
chorionic gonadotropin) zaréwno w warunkach in vitro [74], jak i in vivo [46],
Jednoczesnie obecno$¢ IGF | w hodowli komaérek Leydiga wywotuje wzrost ekspresji
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receptoradla hCG. Wydaje sie wiec, ze IGF jest istotnym elementem posredniczagcym
w regulacji sterydogenezy przez gonadotropiny.

Ludzkie komorki Sertoliego oraz spermatocyty I rzedu wykazujg wysoka ekspresje
MmRNA zaréwno dla receptora IGF I, jak i IGF Il [111]. Obecno$¢ receptora dla IGF
Il jest szczegOlnie interesujgca ze wzgledu najego specyficzne cechy. W przeciwien-
stwie do receptora dla IGF | i insuliny jest on pojedynczym polipeptydem nie
wykazujacym aktywnos$ci kinazowej i nie wigzacym insuliny. Natomiast wykazuje
wysoka homologie do receptora mannozo-6-fosforanu (R-Man-6-P), ktdry bierze
udziat w transporcie powstatych de novo biatek, do lizosomow [106]. Stad tez sugeruje
sie podwadjng role receptora dla IGF Il w spermatogenezie cztowieka:

(i) Pozostajac w koekspresji z receptorem IGF | bierze udziat w wigzaniu IGFs
produkowanych poza kanalikiem plemnikotwo6rczym (obwodowo -- IGF I lub lokal-
nie - IGF 1I).

(i) Uczestniczy w prawidtowej dystrybucji enzymow lizosomalnych w obrebie
réznicujacych sie komoérek gametogenicznych [111].

Funkcja. Komorki Sertoliego hodowane in vitro reagujg na obecno$¢ IGF |
wzrostem transportu glukozy do wnetrza komorki i zwiekszong produkcjg kwasu
mlekowego [67]. IGF | stymuluje takze proliferacje i synteze DNA w komodrkach
Sertoliego, jednak nie powoduje zwiekszenia ilo$ci receptoréw dla FSH ani FSH-za-
leznego wzrostu cAMP [38].

W przypadku komérek Leydiga, IGF | w warunkach in vitro, intensyfikuje proces
syntezy CAMP itestosteronu zar6wno na poziomie podstawowym, jak i po stymulacji
hCG [17,40]. Stymulacja sterydogenezy pod wptywem samego cAMP zostaje dodat-
kowo podwyzszona po dodaniu do hodowli komoérek Leydiga IGF | [48]. Tak wiec
IGF | moze wzmacnia¢ dziatanie hCG/LH zardwno na poziomie interakcji gonado-
tropina-receptor (np. poprzez wzrost ilosci receptoréw dla LH na powierzchni komé-
rek Leydiga [6,60,74]), jak i na dalszych etapach cAMP-zaleznej kaskady reakcji.

3.5. FIBROBLASTYCZNE CZYNNIKI WZROSTU

Struktura. Rodzine fibroblastycznych czynnikow wzrostu (ang. FGFs - fibro-
blast growth factors) tworzg dwie grupy polipeptydéw, ktdére tgczy homologia se-
kwencji aminokwasowej. Pierwsza grupa (INT2 - integration region, HST - human
stomach cancer, FGF5, FGF6, KGF - keratinocyte growth factor), majac charakter
biatek onkogenowych, bierze udziat w procesie embriogenezy, a warunkach patolo-
gicznych we wzro$cie nowotworowym. Drugg grupe stanowig kwasny fibroblasty-
czny czynnik wzrostu (ang aFGF - acidic FGF) i zasadowy fibroblastyczny czynnik
wzrostu (ang bFGF - basie FGF). Charakteryzuje je wysoki stopiern homologii
sekwencji aminokwasowej (55%) oraz zdolno$¢ do wigzania sie z heparyng [43].
Dodatkowym elementem charakterystycznym jest brak sekwencji sygnatowej w
genach dla aFGF i bFGF. Ponadto bFGF wykazuje znaczne podobiefistwo struktury
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przestrzennej do czasteczki interleukiny 1 8 (IL-18), mimo niewielkiej homologii
sekwencji (10%) [23].

Lokalizacja. Obecno$¢ bFGF stwierdzono zaréwno w jadrze bydlecym [102], jak
i ugryzoni [57]. Badania na modelu szczurzym $wiadczg o zmiennos$ci wydzielania
bFGF w jadrze w zaleznos$ci od fazy rozwojowej osobnika. W czasie embriogenezy
miejscem syntezy bFGF sa komorki Leydiga, komarki peritubulame oraz komaérki
btony podstawnej sznuréw piciowych [28]. Profil syntezy ulega zmianie we wczes-
nym okresie pourodzeniowym, w ktérym bFGF stwierdza sie w obrebie gonocytow.
U dorostych osobnikéw bFGF produkowany jest gtdwnie przez pachytenowe sper-
matocyty i spermatogonie typu A [57]. Dotychczas brak dowodéw doswiadczalnych
na obecno$¢ aFGF w jadrze ssakow.

Funkcja. Szereg doniesien wskazuje na regulacyjng role bFGF w procesie
sterydogenezy w komérkach Leydiga oraz jego wptyw na proliferacje iroznicowanie
komorek Sertoliego. Dane dotyczace funkcji bFGF jako modulatora syntezy testoste-
ronu sg kontrowersyjne. Komorki Leydiga pochodzace z niedojrzatych jader szczura
reagujg na obecno$¢ bFGF spadkiem stymulowanej przez LH i cAMP produkcji
testosteronu [24]. Z drugiej strony Sordoillet i wsp. [90] stwierdzili stymulujacy efekt
bFGF na podstawowg i hCG-zalezng sterydogeneze w Swinskich komdrkach Leydiga
hodowanych in vitro.

W przypadku komérek Sertoliego charakterystyczna jest wielostronno$¢ oddzia-
tywan bFGF. Indukuje on synteze DNA, proliferacje oraz wzrost wydzielania akty-
watora plazminogenu przez komorki Sertoliego izolowane z niedojrzatych jader
szczura. Co wiecej efektywno$¢ oddziatywania bFGF zwieksza sie w obecnosci
insuliny i IGF | [38], Jednoczesnie, dodanie do hodowli folikulotropiny znosi stymu-
lujacy efekt bFGF. Wynika stad, ze wptyw bFGF na funkcje komorek Sertoliego jest
wypadkowa jego interakcji z pozostatymi czynnikami wzrostu i FSH.

3.6. PLEMNIKOTWORCZY CZYNNIK WZROSTU (SGF)

Plemnikotwdrczy czynnik wzrostu (ang. SGF - seminiferous growth factor) jest
kwasnym biatkiem o masie 15-16,5 kDa, ktére ma zdolno$¢ do wigzania sie z
heparyng [5]. SGF wykazuje wiec chemiczne podobienstwo do kwasnego i zasado-
wego fibroblastycznego czynnika wzrostu. Jednocze$nie jednak rézni sie od FGFs
pod wzgledem immunoreaktywnosci i wptywu na wzrost i aktywno$¢é wydzielnicza
kom@rek linii TM4 (pochodzacg z komorek Sertoliego) oraz linii TM3 wyprowadzo-
nej z komorek Leydiga [110].

SGF jest produkowany we wnetrzu kanalika plemnikotwdrczego, prawdopodob-
nie przez komorki Sertoliego. Czynnik ten stymuluje proliferacje zaréwno komérek
Sertoliego izolowanych z niedojrzatych jader roznych gatunkéw ssakdw, jak i komo-
rek linii TM4. Efekt mitogenny obserwowano takze w przypadku komérek $rod-
btonka naczyniowego i komérek Leydiga pochodzacych z linii TM3.
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Mimo ograniczonej liczby danych o plemnikotwérczym czynniku wzrostu mozna
przypuszczaé, ze ze wzgledu na swoje wiasciwosci mitogenne inaczyniotwdrcze jest
on waznym elementem parakrynowym w okresie rozwoju jadra.

3.7. BIALKO PRODUKOWANE
PRZEZ KOMORKI PERITUBULARNE,
KTORE MODULUJE FUNKCJE KOMOREK SERTOLIEGO

Od wielu lat przypuszczano, ze btona wiasna kanalika kretego jest nie tylko
fizyczng barierg oddzielajgcg nabtonek plemnikotwdrczy od tkanki sr6dmigzszowej
jadra, ale takze spetnia funkcje posredniczace w wymianie sygnatéw pomiedzy
komdrkami Leydiga i Sertoliego. W 1985 r. Skinner i Fritz [86] donieéli, iz gtdbwny
komponent komérkowy biony wiasnej, komorki peritubulame (patrz rys. 1), wydzie-
lajg substancje, ktéra in vitro stymuluje komorki Sertoliego do produkcji transferyny
i biatka wigzgcego androgeny (ang. ABP - androgen-binding protein)*. Odkrytg
substancje autorzy okreslili skrotem P-Mod-S oznaczajagcym biatko produkowane
przez komoérki peritubulame, ktére moduluje funkcje komérek Sertoliego (ang.
P-Mod-S - protein produced by peritubular cells (P), that modulates (Mod) the
functions of Sertoli cells (S)). Wykazano, ze wydzielanie P-Mod-S przez komorki
peritubulame wzrasta pod wptywem testosteronu, natomiast nie zmienia sie w obe-
cnosci 17 B-estradiolu.

Dalsza analiza wykazata, ze P-Mod-S tworzg dwa biatka o masie 56 kDa (P-Mod-
S(A)) i59 kDa (P-Mod-S(B)), o podobnych wasciwosciach biologicznych. Komoérki
Sertoliego poddane dziataniu oczyszczonego biatka P-Mod-S reagowaly niespotyka-
nym w przypadku innych czynnikéw (wigczajac FSH) wzrostem produkcji transfery-
ny i ABP [85]. Poréwnywalny poziom stymulacji komoérek Sertoliego udato osiggna¢
dopiero po tgcznym zastosowaniu FSH, insuliny, retinolu itestosteronu [65]. Dodanie
do tej kombinacji czynnikéw biatka P-Mod-S powodowato dalszy wzrost syntezy
protein markerowych. Poszukujgc mechanizmu dziatania P-Mod-S ustalono, ze czyn-
nik ten wywotuje wzrost cyklicznego GMP w komérce. Wydaje sie wiec, ze synergi-
styczne dziatanie FSH/insuliny oraz P-Mod-S odbywa sie dzieki jednoczesnemu
wzrostowi poziomu cAMP i cGMP w komorce [65].

Biorac pod uwage zalezno$¢ syntezy P-Mod-S od testosteronu i znaczacy wptyw
tego czynnika na komorki podporowe mozna przypuszczac, ze komarki peritubulame
petnia kluczowg role w modulowaniu interakcji pomiedzy komorkami Leydiga i
Sertoliego.

Poziom syntezy transferyny i biatka wigzacego androgeny (ABP) jest markerem stanu czyn-
nos$ciowego komérek Sertoliego.
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4. CZYNNIKI IMMUNOREGULATOROWE

Coraz wiecej doniesien wskazuje, ze interleukiny maja modulujacy wptyw na
aktywnos$¢ komorek uktadu rozrodczego. Dotyczy to miedzy innymi procesu sterydo-
genezy komorek Leydiga i syntezy DNA w roznicujgcych sie komorkach gametoge-
nicznych.

Zrodtem cytokin w jadrze moga byé zarowno limfocyty pochodzace z krazenia
obwodowego, jak i rezydualna populacja makrofagéow, ktére stanowig ok. 20%
komorek tkanki sr6dmigzszowej jadra. Jednocze$nie wiele danych wskazuje, ze
przynajmniej jedna z cytokin, interleukina 1, moze by¢ produkowana przez komarki
nabtonka plemnikotwdérczego iLeydiga.

41. JADROWA INTERLEUKINA 1 (tiL-1)

Struktura. Ekstrakty jadrowe szczura i cztowieka stymulujg mysie tymocyty do
proliferacji w spos6b zblizony do interleukiny 1 produkowanej przez makrofagi
obwodowe [89]. Chociaz doktadna struktura jgdrowej interleukiny 1 (ang. tIL-1 -
testicular interleukin 7) jest nieznana, masa czgsteczkowa (17 kDa) i kwasowy punkt
izoelektryczny (pl=5,7) wskazujg najej podobienstwo do IL-1 typu a [29].

Lokalizacja. Eksperymenty in vitro sugerujg, ze tIL-1 produkowana jest we
wnetrzu kanalika plemnikotwdrczego [96]. Utrzymujagca sie aktywnos$¢ tIL-1 w
jadrach sztucznie pozbawionych komérek germinalnych wskazuje komoérki Sertolie-
go jako miejsce syntezy tej cytokiny. Potwierdza to takze fakt, iz makrofagi jadrowe
nie uczestniczg, u szczura, w wydzielaniu tIL-1[76]. Ekstrakty pochodzace zkomérek
tkanki srodmiazszowej jadra oraz media z hodowli komorek peritubularnych iLeydi-
ganie wykazujg aktywnosci charakterystycznej dla interleukiny 1. Wydaje siejednak,
ze komérki Leydiga sg potencjalnie zdolne do produkcji IL-1. Wskazuje na to indukcja
ekspresji mMRNA dla IL-1 a i IL-1 B w komdrkach Leydiga po dodaniu do medium
hodowlanego wzrastajgcych dawek IL-1  [50,108],

Funkcja. Obserwacja stopniowego wzrostu poziomu jgdrowej IL-1w miare doj-
rzewania piciowego szczura, az do osiggniecia maksymalnej ekspresji w okresie
dojrzatosci ptciowej, sugeruje istotng role tej cytokiny w prawidtowym réznicowaniu
i proliferacji nabtonka plemnikotwdrczego [96]. Wprowadzenie ludzkiej, rekombino-
wanej interleukiny typu a (rhlL-1 a) bezposrednio do jader szczuro6w pozbawionych
przysadki wywotuje wzrost syntezy DNA w spermatogoniach [75]. Zauwazono takze,
ze podwyzszony poziom endogennej IL-1w obrebie poszczeg6lnych stadiow rozwo-
jowych nabtonkaplemnikotwdrczego koreluje ze zwiekszong synteza DNA w kom6r-
kach germinalnych [70,88]. Potwierdzity to takze doswiadczenia Hakovirty i wsp.
[31], ktérzy obserwujac regeneracje nabtonka plemnikotwérczego szczura indukowa-
ng ekspozycja jader na promieniowanie Roentgena, zanotowali zwiekszong aktyw-
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nos$¢ interleukiny 1 w odcinkach kanalikéw nasiennych zawierajgcych dzielgce sie
spermatogonie.

W przypadku komorek Sertoliego, tIL-1 wywotuje spadek FSH-zaleznej aktywno-
§ci aromatazy i poziomu cAMP [42]. Efekt hamujacy w tych doswiadczeniach
uzyskiwano z zastosowaniem ludzkiej rekombinowanej IL-1[, natomiast przy uzyciu
IL-1 typu a notowano brak inhibicji. Co ciekawe, jednoczesne podanie obu typow
interleukiny (IL-1a ilIL-1B) zwielokrotniato efekt hamujgcy. Mozna wiec przypu-
szczac, ze zjawisko stopniowego spadku reaktywno$ci komorek Sertoliego naFSH w
okresie dojrzewania piciowego szczura (patrz rozdz. 1) wigze sie ze wzrostem
ekspresji interleukiny 1w nabtonku plemnikotwdrczym.

Coraz wiecej danych wskazuje, ze IL-1 wywiera hamujgcy wplyw na synteze
testosteronu w komorkach Leydiga zaréwno w niedojrzatym [15,25], jak i dojrzatym
[58] jadrze szczura. W$réd proponowanych mechanizméw inhibicji wymienia sie
obnizenie wigzania luteotropiny z komorkami Leydiga, zmniejszenie hCG-zaleznej
produkcji cAMP [14], hamowanie stymulowanej przez hCG/LF} syntezy C19 steroi-
dow poprzez blokowanie aktywnosci 17oc hydroksylazy [104], Lin i wsp. [51] suge-
ruja, ze IL-1 B moze hamowac nie tylko synteze prekursorow testosteronu, ale takze
caty szlak biosyntezy sterydéw. Swiadczy o tym obserwowany spadek stymulowane;j
przez hCG ekspresji mMRNA dla enzymu P450scc (ang. P450scc - cholesterol side-
chain cleavage cytochrome P450) po ekspozycji szczurzych komérek Leydiga na
IL-1 R.

Dane dotyczgce wptywu interleukiny 1 na komérki Leydiga sugeruja specyficzna
odpowiedz tych komdrek na poszczegdlne typy IL-1. W przypadku szczura zahamo-
wanie sterydogenezy uzyskuje sie przy wykorzystaniu rhiL-1 R i IL-1 a gryzoni,
natomiast brak efektu po zastosowaniu rhiL-1 a. W tkance $rédmigzszowej jadra
myszy stwierdza sie obecno$¢ receptoréw dla interleukiny 1typu a nieobecnych w
jadrze szczura i Swinki morskiej [97]. Ta r6znorodno$¢ odpowiedzi na poszczegdlne
typy IL-1 moze sugerowac istnienie tkankowo specyficznych form interleukiny 1w
jadrach ssakdéw.

4.2. INTERLEUKINA 2 (IL-2) I INTERLEUKINA 6 (IL-6)

Jak dotychczas brak dowod6éw eksperymentalnych na lokalng produkcje, innych
niz IL-1, cytokin w meskim uktadzie rozrodczym ssakéw. Jednak szereg do$wiadczen
in vitro uwidacznia wptyw interleukiny 2 iinterleukiny 6 na funkcje komérek Leydiga
i Sertoliego. W warunkach in vivo miejscem syntezy tych cytokin wydajg sie by¢
limfocyty obwodowe whnikajace do jadra w przebiegu proceséw zapalnych.

Komérki Leydiga stymulowane gonadotroping tozyskowg (hCG) reagujg na
obecnos$¢ interleukiny 2 spadkiem produkcji cCAMP i testosteronu. Mechanizm inhi-
bicji sterydogenezy polega prawdopodobnie na hamowaniu aktywnos$ci 17a hydro-
ksylazy podobnie jak ma miejsce w przypadku interleukiny 1. W przeciwienstwie
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jednak do IL-1, interleukina 2 nie obniza wigzania hCG z powierzchnig komorek
Leydiga [30].

IL-2 oraz IL-6 modulujg takze aktywnos$¢ komdrek Sertoliego. Pod wptywem tych
cytokin obserwuje sie wzrost konstytutywnej produkcji transferyny (TF), ajednoczes-
nie IL-6 wykazuje synergistyczny z folikulotroping efekt stymulacji syntezy tego
biatka w komorkach podporowych [8].

5. PROTO-ONKOGENY

Proto-onkogeny stanowig grupe gendéw, ktérych produkty biatkowe stymuluja
proliferacje ir6znicowanie komérek podczas embriogenezy oraz w okresie pourodze-
niowym w obrebie tkanek aktywnych podziatowo. Wykazano, ze cze$¢ proto-onko-
genow stanowig geny dla czynnikdw wzrostu lub ich receptoréw. Wiadomo takze, iz
mutacje w obrebie DNA proto-onkogenu (nazywanego wtedy onkogenem) moga
spowodowac jego niekontrolowang aktywacje prowadzacg do rozrostu nowotworo-
wego.

Doktadna rola fizjologiczna wiekszosci proto-onkogendw pozostaje jednak nadal
nieznana. Zwigzek aktywnosci transkrypcyjnej proto-onkogendw z dzielgcymi sie
komérkami wskazuje, ze takze nabtonek plemnikotwérczy jest miejscem syntezy
biatek onkogenowych.

Propst i Vande Wounde [78] badajac ekspresje proto-onkogenu c-mos w réznych
tkankach myszy stwierdzili, ze jego aktywno$¢ ogranicza sie do jader, jajnikOw i
tkanki embrionalnej. mMRNA genu c-mos wykazuje tkankowo specyficzny polimor-
fizm dtugosci wynikajacy z réznych miejsc inicjacji transkrypcji w poszczegdlnych
typach komoérek [77]. W przypadku jadra myszy mRNA dla c-mos obecny jest w
postmejotycznych spermatocytach iokragtych spermatydach [27], W obrebie mysich
komoérek germinalnych stwierdza sie takze biatkowy produkt tego genu o masie cz.
45 kDa [35], Z uwagi na ograniczong do haploidalnych komorek gametogenicznych
aktywnos$¢ c-mos, jego rola jest prawdopodobnie zwigzana z koAcowymi fazami
dojrzewania komérek plemnikowych.

Badania z ostatnich lat wskazujg, ze jadro jest miejscem syntezy wielu innych
proto-onkogenéw. Stosunkowo dobrze poznany jest proto-onkogen c-kit, ktérego
aktywnos$¢ wydaje sie niezbedna dla prawidtowego rozwoju jader w okresie pre- i
postnatalnym. U myszy majacych zmutowany gen c-kit stwierdza sie zaburzenia
rozwoju kanalikéw plemnikotwérczych z uwagi na zubozenie pierwotnych komorek
ptciowych wjadrze [45]. Jednocze$nie u normalnych myszy, w pierwszych dniach po
urodzeniu, biatko c-kit mozna zlokalizowa¢ w cze$ciach przypodstawnych komérek
Sertoliego, ktore kontaktujg sie ze spermatogoniami typu A stanowigcymi komarki
macierzyste nabtonka plemnikotwdrczego [53]. Tak wiec prawidtowa ekspresja genu
c-kitjestjednym z elementéw warunkujgcych inicjacje procesu spermatogenezy.
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Proto-onkogeny zrodziny raf prezentujg specyficzny komérkowo model ekspresji
w jadrze. Gen A-raf wykazuje aktywno$¢ w komorkach somatycznych jadra, ze
szczegblnie wysokim poziomem w komoérkach Leydiga. Natomiast dwa rézne pod
wzgledem dtugosci transkrypty genu B-raf stwierdza sie w pachytenowych sperma-
tocytach (dtugo$¢ mRNA - 4,0 kz) oraz w spermatydach (2,6 kz). Z kolei proto-on-
kogen c-raf-1 pozostaje aktywny zaréwno w komoérkach somatycznych, jak i ger-
minalnych z najwyzszym poziomem ekspresji w spermatocytach pachytenowych
[107]. Ten charakterystyczny wzdr transkrypcyjny sugeruje udziat genéw raf w
spermatogenezie i androgenezie.

Podobnie jak w przypadku genu c-mos takze aktywno$¢ proto-onkogenu int-1
ogranicza sie do postmejotycznych stadidw réznicowania nabtonka plemnikotwor-
czego [84]. Jednoczesnie ekspresji int-1 nie stwierdza sie w innych tkankach organi-
zmu z wyjatkiem komorek cewy nerwowej w okresie embrionalnym [69].

Przejsciowy charakter aktywnosci proto-onkogenéw w obrebie okreslonych sta-
diéw réznicowania nabtonka plemnikotworczego kontrastuje z bardziej konstytutyw-
nym modelem ekspresji, jaki wjgdrze wykazujg czynniki wzrostu. Drugim elementem
réznicujacymjest tkankowo-specyficzny profil transkrypcyjny proto-onkogenéw pod
wzgledem struktury mRNA. W przypadku czynnikéw wzrostu nie zdefiniowano jak
dotychczas unikalnego dla jagdra modelu transkrypcji. Jednak mimo istniejgcych
odrebnosci genetycznych, podobieiAstwo proto-onkogendw i czynnikOw wzrostu su-
geruje ich wzajemne powigzanie w utrzymaniu prawidtowych funkcji jadra [32].

6. PODSUMOWANIE

Mimo sporej ilosci danych dotyczacych parakrynowych czynnikéw regulacyjnych
w meskim uktadzie rozrodczym (tab. 1) nadal brak jednolitego modelu ich wzajemne-
go wspdétdziatania w procesie kontroli spermatogenezy. Odmienne wiasciwos$ci bio-
logiczne poszczeg6lnych czynnikow stwarzajg problemy przy prébach jednoczesnej
obserwacji ich dziatania, szczeg6lnie w uktadach in vivo. Perspektywy kompleksowej
oceny ekspresji tych peptyddw na poziomie mRNA stwarza szybki rozwo6j techniki
hybrydyzacji in situ. Obecnie metoda ta pozwala najednoczesne wykorzystanie wielu
sond hybrydyzacyjnych, co umozliwia obserwacje ekspresji kilku czynnikéw na
pojedynczym skrawku histologicznym. Zmodyfikowane wersje tej techniki pozwalaja
takze na ocene ilosciowg badanego mRNA, co ulatwia analize poréwnawczg w
réznych typach komarek.

W iekszo$¢ informacji zwigzanych z lokalng regulacjg czynnos$ci jadra pochodzi z
modeli szczurzych i mysich. Liczba doniesiei dotyczacych uktadu ludzkiego jest
stosunkowo niewielka, co wigze sie z trudnos$ciami technicznymi przy izolacji i
hodowli komo6rek somatycznych i germinalnych jadra. Jednoczesnie duzy problem
stanowi ekstrapolacja wynikéw uzyskanych z uktadéw zwierzecych, na cztowieka z
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Czynnik

TGF R

MIS

EGF/TGF a

IGF 1

IGF I
bFGF

SGF

P-Mod-S
tiL-1

IL-2

IL-6

c-mos iint-1

c-kit

B-raf i c-raf-1

A-raf

Objasnienia do tabeli na stronie obok.
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Komorki
produkujace

k. Sertoliego
k. peritubularne

k. Sertoliego

k. Sertoliego
k. peritubularne
k. Leydiga

k. Sertoliego
k. Leydiga
spermatocyty | rz.

Srédbtonek naczyn

spermatocyty | rz.
spermatogonie

k. Sertoliego

k. peritubularne

k. Sertoliego

TABELA 1. Czynniki parakrynowe w meskim uktadzie rozrodczym

Dziatanie
docelowe

k. peritubularne wzrost kurczliwosci

k. Sertoliego spadek syntezy tkankowego
aktywatora plazminogenu

k. Leydiga inhibitor  sterydogenezy
spadek wigzania hCG/LH

spermatogonie hamowanie mejozy

k.germinalne stymulacja r6znicowania

k. Sertoliego wzrost syntezy transferyny

k. Leydiga aktywacja sterydogenezy

k. Sertoliego wzrost transportu glukozy

i syntezy kwasu mlekowego
synteza DNA i proliferacja

k. Leydiga wzrost syntezy cAMP i testosteroi
k. Leydiga modulacja sterydogenezy
k. Sertoliego synteza DNA i proliferacja,

wzrost wydzielania tkankowego
aktywatora plazminogenu

k. Sertoliego efekt mitogenny

k. Leydiga

k. Srédbtonka naczyn

k. Sertoliego wzrost syntezy transferyny i ABP
k. germinalne synteza DNA

k. Sertoliego spadek FSH-zaleznej

aktywnosci aromatazy
spadek poziomu cAMP

k. Leydiga hamowanie sterydogenezy
k. Leydiga hamowanie sterydogenezy
k. Sertoliego wzrost podstawowe;j

syntezy transferyny

k. Sertoliego wzrost podstawowej i FSH-zalezn
syntezy transferyny

haploidalne k. germinalne

k. Sertoliego

dziatanie efekt mitogenny (?)
autokrynowe (?)

spermatocyty pachytenowe

k. Leydiga
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uwagi na istotne odrebnos$ci dotyczace struktury i fizjologii ludzkiego nabtonka
plemnikotwérczego [41]. Rozwigzanie problemu lokalnej regulacji funkcji jadra u
cztowieka stanowi wiec kolejne wyzwanie badawcze nie tylko ze wzgledéw poznaw-
czych, ale takze diagnostycznych iterapeutycznych.
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STRUKTURAIFUNKCJA*

CYTOCHROME b6f COMPLEX - STRUCTURE AND FUNCTION

Andrzej SZCZEPANIAK

Instytut Biochemii Uniwersytetu Wroctawskiego

Streszczenie. Wszystkie btony tylakoidowe zawierajg kompleks béf, ktéry zajmuje centralng pozycje w
fotosyntetycznym transporcie elektronéw i przenoszeniu protonéw. W pracy przedstawiono dobrze
udokumentowane topograficzne modele sktadnikéw kompleksu: cytochromu f, cytochromu bé i podjed-
nostki 1V. Przedyskutowano réwniez badania nad lokalizacjg biatka Rieskego w btonie. Znacznie stabiej
poznana jest funkcja kompleksu. Proponowane mechanizmy funkcjonowania (cykl Q lub cykl b) nie sg
w petni udokumentowane. Rola kompleksu w cyklicznym transporcie elektronéw ijego stan w btonie
(monomer czy dimer) nie sag w peini wyjasnione.

Stowa kluczowe: kompleks cytochrom boéf, cytochrom f, cytochrom b6, podjednostka 1V, biatko Rieske-
go, cykl Q, cykl b.

Summary: All thylakoid membranes contain cytochrome b6fcomplex which occupies the central position
in photosynthetic electron transport and proton translocation. The well documented topographies of
cytochrome f, cytochrome b6 and subunit IV are presented in this article. The location of the Rieske
protein in membrane is discussed. The function of the complex is less known. Proposed mechanisms
(cycle Q or cycle b) are not well documented. The role of the complex during cyclic electron transfer
and its status (monomer or dimer) in the membrane are not completely resolved.

Key words: Cytochrome bof complex, cytochrome f, cytochrome b6, subunit 1V, Rieske protein, cycle
Q, cycle b.

1. WSTEP

W tylakoidach wystepujg trzy biatkowe transbtonowe suprakompleksy biorgce
udziat w transporcie elektronéw. Sg to: fotosystem | (PS 1), fotosystem Il (PS II) i
kompleks cytochrom b6f. W fotosyntetycznym liniowym transporcie elektronéw z

*Praca dofinansowana przez KBN, projekt badawczy nr 6 6263 92 03.
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wody do NADP+kompleks b6f zajmuje centralng pozycje przenoszac elektrony z PS
Il na PS | [9]. Kompleks b6f przenosi elektrony z zredukowanego przez PS I
plastochinonu na plastocyjanine, ktéra nastepnie jest utleniana przez PS 1.

Przeptyw elektrondw pomiedzy transbtonowymi biatkowymi kompleksami w
tlenowej fotosyntezie wykazuje ogdlne podobienstwo do transportu elektronéw za-
chodzacego w mitochondrialnym oddychaniu. W obu przypadkach mozna wyr6znic
trzy charakterystyczne typy komplekséw:

1. Fotosystem Il dostarcza elektrondw po stronie redukcyjnej fotosyntetycznego
tafncucha transportujgcego elektrony, analogiczng role w fanicuchu oddechowym
spetniajg dehydrogenazy.

2. Kompleks b6f zajmuje centralng pozycje w fotosyntetycznym transporcie
elektronéw, analogicznie do kompleksu cytochrom bej w tancuchu oddechowym.

3. Po stronie oksydacyjnej z fotosyntetycznego tafcucha elektrony sg pobierane
przez fotosystem |, a z taficucha oddechowego przez oksydaze cytochromowa.

Wyrézniajagca cechg kompleksu b6f w poréwnaniu do kompleksu be jjest funkcjo-
nowanie b6f w cyklicznym transporcie elektronéw, w ktérym biorg udziat: kompleks
b6f, plastocyjanina, PS | i ferredoksyna [8],

Rédwnomierne rozmieszczenie kompleksu b6f wzdtuz btony tylakoidowej jest
cecha wyrdézniajacag ten kompleks sposréd pozostatych tylakoidowych transbtono-
wych komplekséw. Wystepuje on zaréwno w tylakoidach stromy, w koricowych
btonach gran, jak i w ostonietych btonach gran [2],

Ponizej przedstawiono przeglad piSmiennictwa dotyczgcego struktury biatek
wchodzgcych w sktad kompleksu cytochrom b6f oraz funkcjonowania tego komple-
ksu.

2. SKLAD POLIPEPTYDOWY

Wyizolowany kompleks cytochrom b6f rozdzielony elektroforetycznie na zelu
poliakrylamidowym wykazuje obecnos¢ tylko czterech polipeptydéw: cytochromu f,
cytochromu b6, biatka Rieskego zawierajgcego centrum zelazowo-siarkowe (Fe-S) i
podjednostki IV. Wystepujg one w stosunku molarnym 1:1:1:1 [3,34,35], a skfad ten
jest uniwersalny zaréwno dla kompleksdéw b6f wyizolowanych z rodlin wyzszych
[3,25,34,65], glonéw [43,86] jak i sinic [42,53]. Sg rowniez doniesienia o matych
polipeptydach (4-6 kDa) zwigzanych z tym kompleksem [23,53,70], jednakze ich
udziat stechiometryczny w kompleksie oraz funkcja sg nieznane.

Sg prace wskazujgce na zwigzanie oksydoreduktazy ferredoksyna- NADP (FNR)
z kompleksem b6f [7]. Jednakze FNR nie jest integralnym biatkiem btony tylakoido-
wej, ajego zwigzanie z kompleksem moze by¢ przypadkowe. Intensywne odmywanie
bton tylakoidowych 2M NaBr usuwa FNR [25], a brakjego nie wptywa na aktywnos¢
wyizolowanego kompleksu [25,26].
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3. GRUPY PROSTETYCZNE

Zarowno kompleks b6f, jak i bej majg uniwersalny sktad grup prostetycznych:
dwa hemy typu b, jeden hem typu c ijedno wysokopotencjatowe centrum zelazowo-
siarkowe ( Fe2S2) [8,69,80]. Heterogenno$¢ hemow cytochromu b jest cechg chara-
kterystyczng dla kompleksu bej, r6znig sie one zaréwno potencjatem redoks, jak i
widmem. W mitochondriach potencjaty formalne (Em7) hemdw bp i bn wynosza
odpowiednio -50 i +50 mV, a maksima absorpcji w pasmie Soreta prazka a 566 i
561 nm [10], w chromatoforach wartosci te wynosza odpowiednio -90 i+50 mV oraz
566 i 562 nm [5,10], Jednakze chloroplastowy cytochrom b6 nie wykazuje roznic
miedzy dwoma hemami b. Zmierzony potencjat formalny in situ wykazuje tylkojedng
wartosé, ktorej wielkosci podawane w literaturze réznig sie dos¢ znacznie i wynoszg
od -15 do +110 mV [18,66]. Réznice w potencjale pomiedzy hemami b sg zbyt mate,
aby mogty by¢ zmierzone. Sugeruje sie, ze réznica ta jest < 50 mV [8]. Tylko w
pomiarach in vitro na wyizolowanych kompleksach béf wykazano réznice potencja-
tow formalnych pomiedzy hemami b cytochromu b6 [35,36]. R6znica w potozeniach
maksimoOw prazka a w pasmie Soreta wyrazna jest w temperaturze 77°K, a w
temperaturze25°C wynosi tylko 0,5 nm [39]. Cytochrom fjest wysokopotencjatowym
cytochromem typu c. Potencjat formalny jest niezalezny od pH w zakresie fizjologi-
cznym, a podawane w literaturze dane mieszczg sie w zakresie od 330 do 390 mV
[22,35,45]. Maksimum prgzka a cytochromu f z ro$lin wyzszych potozone jest przy
554 nm, z glonéw przy 553 nm, a z sinic przy 556 nm [27,29], Wysokopotencjatowe
biatko zelazowo-siarkowe ma centrum redoks typu 2Fe-2S, ktére daje charakterysty-
czne widmo EPR [37,47], ajego potencjat formalny ma warto$¢ 280-290 mV [26,37].
Warto$é ta w zakresie pH od 6,5 do 8,0 jest stata. Polipeptyd ten od imienia jego
odkrywcy nazywany jest biatkiem Rieskego [68,69].

4. STRUKTURA

4.1. WSTEP

W przypadku biatek (powyzej 10kDa) oraz kompleksow biatkowych tylko analiza
dyfrakcji promieni Roentgena przez krysztaty tych biatek umozliwia poznanie stru-
ktury na poziomie atomowym. Za krystalizacje fotosyntetycznego centrum reakcyj-
nego wyizolowanego z purpurowych bakterii fotosyntetycznych i okreslenie struktury
powyzszg metodg [13,52], trzej niemieccy naukowcy H. Michel, J. Deisenhofer i R.
Huber w 1988 r. otrzymali nagrode Nobla. Dotychczas jest to jedyny suprakompleks
btonowy o znanej strukturze.

Pomimo wysitkow wielu naukowcow do chwili obecnej nie udato sie nikomu
wykrystalizowa¢ kompleksu cytochrom b6f, dlatego struktura tego kompleksu na
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poziomie atomowym jest nieznana. Dostepne sg tylko modele topograficzne biatek
sktadnikow tego kompleksu przewidziane napodstawie analizy sekwencji aminokwa-
soéw, hydrofobowosci [73] i danych biochemicznych [63].

42. CYTOCHROM f

Cytochrom f jest biatkiem skladajacym sie z 285 aminokwasow. W znanych
sekwencjach tego biatka z roslin wyzszych 80% aminokwaséw (ponad 230) jest
identycznych, a potozenie hydrofobowego fragmentu sktadajacego sie z 20 reszt w
poblizu C-koncajest identyczne w rodzinie cytochroméw ficytochromoéw cj [22,28,
81]. Nietypowe dla tylakoidowych biatek btonowych kodowanych przez DNA chlo-
roplastowe jest potozenie N-korica po stronie lumenalnej btony. Wynika ono prawdo-
podobnie z posiadania przez to biatko presekwencji sktadajacej si¢ z 35 amino-
kwasow, ktora "kieruje" wbudowywaniem cytochromu f w btone tylakoidowg. CO-
OH-koniec cytochromu fjest trawiony przez karboksypeptydaze A dodang od strony
stromalnej btony tylakoidowej, a miejsca ciecia przez trypsyne iproteaze V8 znajduja
sie tylko po stronie lumenalnej [74,84], Na tej podstawie i opierajgc sie na wynikach
analiz hydrofobowos$ci wyrézniono w tym biatku trzy domeny (rys. 1):

i) stromalng, zawierajgcg 15 C-koficowych aminokwasow (reszty 270-285);

ii) transbtonowag, sktadajaca sie z 20 aminokwaséw przechodzaca przez bione
tylakoidowg helise a;

iii) lumenalna, sktadajaca sie z250 aminokwasow. W hydrofilnej czesci lumenalnej
znajduje sie kowalencyjnie zwigzany wigzaniem tioestrowym hem (grupa winylowa
z Cys-21 i Cys-24), a ligandami hemu sg histydyna-25 i tyrozyna-1 (azot grupy
ot-aminowej) [48].

Ostatnio udato sie wykrystalizowa¢ domene lumenalng cytochromu f [49]. Klu-
czem okazat sie wybdr gatunku do preparacji cytochromu. Wyizolowany z lisci rzepy
(rodzina krzyzowe) cytochrom f okazat sie fragmentem pozbawionym 33 C-kofco-
wych aminokwaséw [22,49], wystepujagcym w roztworze w formie monomeru. Ta
ostatnia cecha charakterystyczna dla preparatéw cytochromu f z roslin nalezacych do
rodziny krzyzowych [20,50,78], odrdzniaten cytochrom od wyizolowanego cytochro-
mu f z innych gatunkéw roslin wyzszych (np. szpinak) [29], ktéry wprawdzie caty,
ale w roztworze wodnym nawet w obecnos$ci detergentéw, tworzy agregaty nie
nadajgce sie do krystalizacji [21,29]. Wyizolowany, pozbawiony C-korica cytochrom
f z rzepy ma nie zmienione widmo spektralne, nie zmieniony potencjat redoksowy i
wykazuje normalne oddziatywanie z plastocyjaning [22,48]. Uzyskane krysztaty daty
dobry obraz dyfrakcyjny (dyfrakcja do 2,3 A) i pozwolity okresli¢ szczeg6towa
strukture czesci lumenalnej cytochromum f. Ta cze$¢ biatkajest wydtuzona o wymia-
rach 7,5x3,5x2,4 nm i mozna w niej wyr6zni¢ duza i matg domene. Duza domena
znajdujaca sie blizej btony tylakoidowej zawiera hem. Nieoczekiwanie okazato sig,
ze széstym ligandem zelaza jest N-korncowy aminokwas, tyrozyna [48].
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Rys. 1. Schemat przestrzennej lokalizacji cytochromu f w btonie tylakoidowej

43. CYTOCHROM b6

Cytochrom b6 sktada sie z 215-222 aminokwasoéw [28,81], ewolucyjnie jest
biatkiem konserwatywnym, w przyblizeniu o potowe mniejszym od cytochromu b,
analogicznego biatka zkompleksu bc j. Analiza sktadu aminokwasowego cytochromu
b6 umozliwita identyfikacje czterech histydyn potrzebnych do koordynacji dwoch
hemoéw, poniewaz ma on w domenach hydrofobowych tylko cztery histydyny, a w
catej sekwencji pie¢. Te cztery histydyny wystepujg jako dwie pary w dwoch trans-
btonowych helisach a. Dwie pary ligandéw sg potozone po przeciwnych stronach
btony tylakoidowej, wigzg koordynacyjnie dwa hemy #3czac w ten sposéb drugg i
czwartg transbtonowg helise a (rys. 2A) [11,82].

Analiza hydrofobowosci cytochromu b6 wykazata istnienie pieciu konserwatyw-
nych hydrofobowych fragmentéw. Analogiczna analiza hydrofobowosci domen wig-

. zacych hem cytochromoéw b z mitochondriow i fotosyntetycznych bakterii wykazata
istnienie pieciu identycznej wielkoSci i identycznie potozonych hydrofobowych frag-
mentéw. Wyniki tej analizy sugerujg istnienie pieciu transbtonowych fragmentéw
zarébwno w cytochromie b6, jak i w domenie wigzacej hem cytochromu b [8,82],
Jednakze analiza sktadu aminokwasowego czwartego fragmentu hydrofobowego (1
Asp, 1Glu, 1Ser, 1Thr, 2 Gly i 3 Pro w chloroplastach szpinaku ) cytochromu b6
sugeruje, ze ten fragment nie jest transbtonowy. Biochemiczne metody analizy topo-
grafii tego biatka z zastosowaniem trypsynolizy i ukierunkowanych na peptyd prze-
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Rys. 2. Modele przestrzennej lokalizacji cytochromu bd(A) i podjednostki IV (B) w btonie tylakoido-
wej uwzgledniajace liczbe transbtonowych fragmentéw oraz lokalizacje czterech histydyn wigzacych
koordynacyjnie dwa hemy; zaznaczono réwniez natadowane aminokwasy graniczace z hydrofobowymi
a-helisami; numeracja dla cytochromu b6 i podjednostki IV ze szpinaku

ciwciat potwierdzity to przypuszczenie. Wykazaty one, ze cytochrom b6 ma cztery
transbtonowe helisy a i obydwa N- i C-korice sg po stronie stromalnej btony tylakoi-
dowej (rys. 2A) [76,77]. Topografia cytochromu b6 okazata sie analogiczna z topo-
grafia domeny wigzacej hem cytochromu b, dla ktérego taki model topograficzny
zostat zaproponowany na podstawie analizy umiejscowienia odpornych na inhibitor
mutacji [4,12,14,15,31]. Istotng r6znicgjest obecnos$¢ w tylakoidowym cytochromie
b6 dodatkowego aminokwasu (Thr-188, numeracja dla szpinaku) zaraz za histydyna
wigzaca koordynacyjnie hem. Ta dodatkowa reszta przesuwa o 100° wzajemne
potozenie wegli a dwdéch histydyn w 1V helisie [8,81], a wiec otoczenie obu heméw
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w cytochromie b6 jest inne niz w cytochromie b. Moze to by¢ powodem braku
dajgcych sie zmierzy¢ roznic potencjatdéw pomiedzy hemami cytochromu b6.

4.4. PODJEDNOSTKA 1V

Mitochondrialny cytochrom b majacy 42 kDajest ekwiwalentem dwéch oddziel-
nych polipeptyddéw chloroplastowych: cytochromu b6 i podjednostki IV powstatych
w wyniku podziatu genu [82]. Podjednostka IV zbudowana z 160 reszt aminokwaso-
wych o masie 17,5 kDa [81], wywodzi si¢ z C-koricowego fragmentu cytochromu b.
Topografia podjednostki IV zostala przewidziana na podstawie istnienia znaczacej
identycznosci pomiedzy podjednostkg IV a odpowiadajgcg jej C-koncowag czescig
mitochondrialnego cytochromu b oraz znalezieniu trzech hydrofobowych fragmen-
tow w podjednostce IV odpowiadajacych transbtonowym helisg a V, VI i VII
cytochromu b [8]. Na podstawie tych faktow przewidziano model topograficzny z
trzema transbtonowymi helisami a (rys. 2B). Aby by¢ w zgodzie z danymi topogra-
ficznymi dla cytochromu b6 i cytochromu b, N-koniec podjednostki IV musi znajdo-
wac sie po stronie stromalnej btony tylakoidowej, a C-koniec po stronie lumenalnej
[81].

45. BIALKO RIESKEGO

Nadal r6zne modele topograficzne biatka Rieskego sg dyskutowane. Funkcja tego
biatka, przenoszenie elektronu z chinolu na cytochrom f przemawia za wystepowa-
niem tego biatka tacznie z centrum zelazowo-siarkowym ( 2Fe2S ) w sasiedztwie
cytochromu f, a wiec po stronie lumenalnej btony tylakoidowej. Jednakze liczba i
potozenie fragmentow transbtonowych nie moze by¢ jednoznacznie przewidziana na
podstawie analizy hydrofobowosci. Analiza biatka Rieskego z tylakoidow wykazuje
obecnos$é hydrofobowego fragmentu, sktadajgcego sie z 21 aminokwasow zaczynajac
od reszty 17. Nastepnie wystepuje lizyna lub seryna i 16 kolejnych hydrofobowych
aminokwaso6w [81]. Ta analiza moze sugerowaé wystepowanie jednej [74] lub dwéch
[71]transbtonowych helis a. Jednakze, kiedy pordwnuje sie sekwencje aminokwasow
biatek Rieskego z chloroplastéw, mitochondriow i bakterii fotosyntetycznych, nie
mozna znalez¢ w nich konserwatywnych hydrofobowych fragmentéw [81]. To zkolei
sugeruje, ze biatko Rieskego jest biatkiem peryferyjnym, bez transbtonowych frag-
mentow, zlokalizowane po stronie lumenalnej btony tylakoidowej.Zatym przemawia
dos$¢ tatwe uwalnianie tego polipeptydu zaréwno z tylakoidéw, bton mitochondrial-
nych i chromatoforow stosunkowo niewielkim stezeniem ( 1-1,5 M ) tiocyjanianu
sodu [A. Szczepaniak, nie publikowane] oraz tatwe odwracalne oddysocjowanie tego
biatka z wyizolowanego kompleksu [1]. Taka lokalizacje biatka Rieskego wczesniej
zaproponowano w mitochondriach [24].

Biatka te zawierajg od 179 (szpinak) do 215 (drozdze) reszt aminokwasowych
[28,74,81], W poblizu C-korica wszystkie wykazujg obecno$¢ dwoch konserwatyw-
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nych regionéw: C-T-H-L-G-C-V i C-P-C-H-G-S. Pogrubione aminokwasy sg ligan-
dami grupy 2Fe-2S. Wystepowanie dwéch atomdéw azotéw jako ligandéw grupy
zelazowo-siarkowej zostat potwierdzony badaniami spektroskopowymi [5] iwyjasnia
nietypowo wysoki potencjat oksydoredukcyjny tego biatka.

5. FUNKCJA

Kompleks cytochrom b6f jest enzymem oksydoredukcyjnym, jego nazwa syste-
matyczna to oksydoreduktaza plastochinol-plastocyjanina. Wystepuje ona we wszy-
stkich btonach fotosyntetycznych roslin wyzszych i sinic [30,46]. W bakteriach
fotosyntetycznych jej role petni kompleks cytochrom bej, ktéry bierze udziat w
cyklicznym transporcie elektrondw przenoszgc elektrony z ubichinolu na cytochrom
c2 [4,17].

Kompleks b6éf funkcjonuje w liniowym transporcie elektronéw pomiedzy PS Il i
PS I, ktéry jest sprzezony z transportem protonéw w poprzek btony tylakoidowej.
Protony sa pobierane po stronie stromalnej btony tylakoidowej, a uwalniane we-
whnatrz tylakoidu, po stronie lumenalnej btony tylakoidowej [9].

W warunkach niskiej intensywnosci $wiatta lub w obecno$ci jonoforéw znosza-
cych potencjat btony, transportowi elektronéw towarzyszy przeniesienie protonéw w
stosunku H+e = 2 [8,33], Aby wyjasni¢ elektrogeniczny transport protonéw przez
kompleks b6f oraz stosunek H+/e=2, zaproponowano mechanizm tego przenoszenia
zwany cyklem Q (rys. 3) [54,55]. Podstawowe zatozenia tego mechanizmu to wyste-
powanie w kompleksie dwoch miejsc wigzacych chinon, znajdujacych sie po prze-
ciwnej stronie btony. Jedno miejsce (Q ) jest to miejsce utleniania chinolu, drugie
(Qn) jest miejscem redukcji chinonu. W chloroplastach miejsce Qp znajduje sie w
poblizu powierzchni lumenalnej btony tylakoidowej, a miejsce Qnw poblizu powie-
rzchni stromalnej btony. Obecno$é dwoch miejsc wigzacych chinon w kompleksie b6f
wykazano w badaniach z zastosowaniem inhibitoréw [40]. Podstawowe etapy tego
mechanizmu to:

1.Chinol (QH2)jest utleniany do semichinonu (QU przez kompleks b6f w miejscu
wigzacym chinol zwanym Q .W wyniku przeniesieniajednego elektronu na centrum
zelazowo-siarkowe biatka Rieskego oraz uwolnienia dwéch protonéw po stronie
lumenalnej btony tylakoidowej powstaje Q \ Wymaga to, aby miejsce wigzace chinol
(Q ) znajdowato sie w poblizu centrum FeS biatka Rieskego i cytochronu bé. Takie
potozenie tego centrum reakcyjnego zostato udowodnione przez znakowanie komple-
ksu analogami inhibitoréw hamujgcych utlenianie chinolu i pochodnych azydowych
chinonu [61,62] oraz badanie oddziatywania dwubromomtymochinonu (inhibitora
przytagczajacego sie do miejsca Qp) z hemem bp i biatkiem Rieskego [59].

2. Nastgpnie semichinon redukuje hem b cytochromu b6 i uwalnia si¢ chinon.
Elektron z hemu bpprzenoszony jest na hem on.
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Rys. 3. Schemat cyklu Q pokazujacy transport elektron6éw i przenoszenie protonéw przez kompleks cy-
tochrom boéf, potgczony z utlenianiem plastochinolu i redukcja plastocyjaniny; strona n- negatywna
strona btony, z tej strony protony sg pobierane; strona p - pozytywna strona btony, po tej stronie proto-
ny sa uwalniane; PQ - plastochinon, PQH2- plastochinol, PC - plastocyjanina, bni bp- hemy cyto-
chromu b, f- hem cytochromu f

3. Elektron z hemu bnjest przenoszony na chinon zwigzany z kompleksem. To
miejsce wigzgce chinon oznaczane jest jako Qn. Dwa kolejne elektrony powodujg
redukcje chinonu do chinolu ijego uwolnienie z miejsca wigzgcego. Protony potrzeb-
ne w tej reakcji pobierane sg po stronie stromalnej btony tylakoidowej. Dyfuzja QH2
uwolnionego z miejsca wigzacego Qni zwigzanie go w miejscu Qp zamyka cyKkl.

Cykl Q jest stosunkowo dobrze udowodniony w przypadku kompleksu bej z
mitochondridw i fotosyntetycznych bakterii [41,79,80]. Znacznie mniej mamy dowo-
déw jego wystepowania w chloroplastach. Odtworzenie stosunku H+/e=2 w warun-
kach in vitro po wbudowaniu wyizolowanego kompleksu b6f w liposomy przemawia
za tym mechanizmem [38,85]. Przeciwko, ze nie mozna spektralnie ani w oparciu o
potencjat redoksowy rozrézni¢ hemoéw bp i bn w tylakoidach oraz brak inhibitora
hamujacego redukcje chinonu w miejscu Qn [8]. Takim inhibitorem dla kompleksu
bej jest antymycyna. Rowniez to, ze nie udato sie udowodni¢ przenoszenia elektronu
z hemu bpdo hemu bn [16], przemawia przeciwko temu mechanizmowi.

Stabym punktem mechanizmu zwanego cyklem Q jest konieczno$¢ dyfuzji chino-
nu w poprzek btony tylakoidowej. Doprowadzito to do zaproponowania alternatyw-
nego mechanizmu zwanego cyklem b [83], w ktérym ruch semichinonu jest ogra-
niczony tylko do centralnego regionu dwuwarstwy lipidowej. Najpierw chinol jest
utleniany do semichinonu, nastepnie redukuje on hem bpjak w cyklu Q. Powstaje
chinon, ktéry wypierany jest z centrum reakcyjnego przez kolejny chinol. Ten z kolei
wyniku uwolnienia dwoch protondw iprzekazaniajednego elektronu do centrum FeS
biatkaRieskegoprzechodzi w anion semichinonowy (QA. Ten semichinon w wyniku
rotacji zbliza sie do hemu bn, od ktérego przyjmuje elektron, po przytgczeniu dwéch
protonéw przechodzi w chinol, ktéry zamyka cykl reakcji.
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Proponowane mechanizmy nie ttumaczg zmiennosci stosunku H+/e w chloropla-
stach.

6. JEDNOSTKA FUNKCYJNA: MONOMER CZY DIMER?

Wystepowanie kompleksu bej w btonie mitochondrialnej w formie dimeru jest
stosunkowo dobrze udowodnione [44], a przejScie monomer-dimer [57,58] lub przej-
Scie z jednej formy dimeru do drugiej [72,80] jest drogg regulacji aktywnos$ci kom-
pleksu.

W przypadku kompleksu b6f podobne badania nie przyniosty jednoznacznej
odpowiedzi. Zdjecia z mikroskopu elektronowego kompleksu b6f wbudowanego w
liposomy wskazujg na istnienie dimeru [56]. Masa kompleksu wyizolowanego w
obecnos$ci Tritonu wynosi 370 kDa [34], a w obecnosci cholanu i oktyloglukozydu
250 kDa [35]. Te dane przemawiajg za dimerem zwigzanym z detergentem i lipidami,
poniewaz masa monomeru wynosi 95 kDa [3]. Innym podejsciem byto oznaczenie
stosunku ilo$ci inhibitora zwigzanego przez btone tylakoidowa do ilosci kompleksu
w btonie. Z tych badan jedni badacze wywnioskowali, ze kompleks b6f funkcjonuje
w btonie tylakoidowej jako dimer [19], a inni, ze jako monomer [67]. Zastosowanie
metody inaktywacji kompleksu w btonie przez silne promieniowanie (radiation
inactivation) do wyznaczania masy kompleksu réwniez nie dato jednoznacznej odpo-
wiedzi. W jednym przypadku wyciggnieto wniosek, ze kompleks funkcjonuje w
btonie jako dimer [64], a w drugim, ze jako monomer [60]. Ostatnio wykazano, ze
wyizolowany kompleks jest mieszaning monomeru i dimeru, udato sie réwniez
rozdzieli¢ je [6]. Ponadto wykazano, ze in vitro dimer jest 5-krotnie aktywniejszy w
transporcie elektronéw w poréwnaniu do monomeru [32], sugerujgc, ze dimer jest
aktywng forma w btonie.

Interesujgca jest propozycja, ze przejscie monomer - dimer moze by¢é mechani-
zmem kontrolujagcym iregulujgcym cykliczny i niecykliczny transport elektronow w
chloroplastach [8]. Wyjasniataby ona takze zmienny stosunek H+/e (od 1do 2) w
zaleznosci od stanu energetycznego btony tylakoidowej. W obecnos$ci dimeru QH9
bytby utleniany do Q przez dwa centra FeS biatka Rieskego. Zachodzitby tylko
liniowy transportelektronéw bez udziatu cytochromu b6. Jezeli warunki metaboliczne
(wysoki stosunek NADPH/NADP+) preferowatyby cykliczny transport elektronéw,
kompleks b6f przechodzitby do formy monomerycznej. Plastochinol bytby utleniany
przez biatko Rieskego do semichinonu, ten z kolei redukowatby hem bp cytochromu
b6. Elektron z biatka Rieskego przechodzac przez cytochrom f, plastocyjanine, PS i
ferredoksyne redukowatby hem bn. Dwa elektrony, po jednym z hemu bp i bn,
redukowatyby chinon do chinolu powiekszajgc pule QH2 w btonie i zamykajgc cykl.
Ta interesujgca hipoteza wymaga jednak udowodnienia.
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7. PODSUMOWANIE

Przedstawiony powyzej przeglad pismiennictwa dotyczacy cytochromu b6f wska-
zuje na duzy postep w badaniu struktury poszczeg6lnych sktadnikow kompleksu.
Proponowane modele strukturalne cytochromu f, cytochromu b6 i podjednostki IV sg
stosunkowo dobrze udokumentowane ipowszechnie akceptowane, a struktura dome-
ny lumenalnej cytochromu f zostata poznana na poziomie atomowym. Najmniej
poznanajest struktura biatka Rieskego.

Pomimo nagromadzenia duzej ilosci danych dotyczacych funkcjonowania kom-
pleksu, ciaggle nie majednoznacznego wyjasnienia mechanizmu transportu elektro-
néw i protonéw przez ten kompleks. Nieznany jest réwniez mechanizm regulujacy
zmienny stosunek transportowanych protonéw do elektrondw.
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REDAGOWANIE TRANSFEROWYCH RNA ORGANELLI

EDITING OF ORGANELLAR TRANSFER RNAs

Michat RUREK*

Zaktad Biologii Molekularnej Roé$lin, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnolo-
gii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie. Redagowanie jest procesem zmieniajagcym strukture pierwszorzedowag transkryptu. Doty-
chczas wykryto je gtéwnie w organellowych mRNA iz mniejszg czestos'cig w niektérych strukturalnych
RNA. W niniejszej pracy przedstawiono dane wskazujace na zachodzenie tego procesu w czasteczkach
tRNA.

Stowa kluczowe: redagowanie RNA, transferowy RNA.

Summary. Editing is a process which changes the primary structure of transcript. Up to date it has been
found in organellar messenger RNAs mainly and with the lower frequency in some of structural RNAs.
In this paper the data showing the occurrence of this process in tRNA molecules are presented.

Key words: RNA editing, transfer RNA.

Zjawisko redagowania RNA (ang. RNA editing) zmienia nasz poglad najeden z
podstawowych dogmatoéw biologii molekularnej dotyczacy informacji genetycznej.
Redagowanie moze zmienia¢ w spos6b znaczacy informacje genetyczng zawartg w
niektdrych pre-mRNA, rRNA i tRNA. W rezultacie, na przyktad, sekwencja amino-
kwasow biatka niejestjednoznaczna w poréwnaniu z sekwencja nukleotydowg genu,
czy odpowiadajgcego mu pierwotnego transkryptu. Jest to zatem inny niz ciecie i
sktadanie (ang. splicing) spos6b zmiany struktury pierwszorzedowej pierwotnego
transkryptu polegajacy na dodawaniu do RNA informacji nieobecnej w DNA.

*Student indywidualny V roku biologii molekularnej. Opiekun naukowy: prof, dr hab. Halina
Augustyniak.
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W mitochondriach Trypanosoma bruceiredagowanie RNA obejmuje addycje albo
delecje U, w Physarum polycephalum - insercje C, A i U, natomiast w roslinnych
mitochondriach i chloroplastach redagowanie polega na zamianie zasad w obrebie
RNA, np. C w U. W tych ostatnich istnieje tez rzadka konwersja U w C. Chociaz nie
wiadomo nic o mechanizmie, jak i sposobie selekcji C przeznaczonych do redagowa-
nia, niektérzy autorzy [6] uwazajg, ze mechanizm powyzszej tranzycji w obu orga-
nellach roslinnych jest podobny i wydaje sie podlega¢ wptywowi czynnikéw jad-
rowych. Redagowanie w organellach roslinnych ma posttranskrypcyjny charakter i
jest bardziej rozpowszechnione w mitochondriach niz w chloroplastach. W procesie
tym nie potwierdzono dotychczas udziatu czgsteczek typu gRNA (tzw. guide RNA),
chociaz wmitochondriach soi stwierdzono istnienie puli drobnoczagsteczkowych RNA
o dyskusyjnej funkcji [1].

Redagowanie dotyczy przede wszystkim otwartych ramek odczytu itworzy w nich
zaréwno kodony start, jak i stop [6]. Sugeruje sie, ze proces ten generuje pule
aktywnych translacyjnie mRNA [7]. Redagowanie tworzy tez czasami kodony ami-
nokwasow, ktoére zajmuja state pozycje w danej grupie biatek. Dotyczy to miedzy
innymi transkryptu genu odpowiadajgcemu podjednostce B chloroplastowej dehy-
drogenazy NADH u kukurydzy [4]. Efektem tego procesu jest zanik rdznic pomiedzy
genami organellowymi a genami innych organizméw na poziomie RNA i biatka.
Redagowanie nie dotyczy tylko eksonéw, ale zachodzi rowniez w intronach. Wy-
kryto je miedzy innymi w intronach podjednostki 2. i 5. mitochondrialnej dehydroge-
nazy NADH u Oenothera i Arabidopsis [6]. Wiadomo takze, ze usuniecie introndw
nie jest konieczne do zaj$cia redagowania i ze stopiefi zmian moze by¢ rézny. Sadzi
sig, ze taka zmiana iloSci redagowanych transkryptow moze mieé¢ wptyw na funkcje
mitochondridw. Uwaza sie rowniez, ze redagowanie jest bardzo stare filogenetycznie.

Dotychczas brak byto danych o wystepowaniu redagowania w transkryptach
rRNA i tRNA. W 1991 r. Schuster i wsp. [7] znalezli mitochondrialny 26 S rRNA
Oenothera z tranzycjg C w U, co wskazywatoby na mozliwo$¢ redagowania rRNA z
organelli ro$lin. W tym samym roku doniesiono, ze temu procesowi ulega tRNA
selenocysteiny wotu. W dwa lata pdzniej w tRNAAsn z watroby szczura wykryto
zamiane C w pozycji 32 w U i U w pozycji 33 w C [5].

Mitochondrialny tRNAAsp matpiatek byt pierwszym znanym przyktadem tRNA,
ktory wydaje sie catkowicie zaleze¢ od redagowania, gdy chodzi o osiggniecie petnej
funkcjonalnoS$ci przy syntezie biatek. Ma on antykodon GCC dla glicyny. W obrébce
posttranskrypcyjnej cytozyna drugiej pozycji antykodonu jest prawdopodobnie za-
mieniona w urydyne, co tgczy sie z nabyciem specyficznosci dla asparaginianu.
Podobng sytuacje stwierdzono dla mitochondrialnego tRNAIlui (L*AU, gdzie L*-
pochodna lizydyny), ktéra ma antykodon CAU specyficzny dla metioniny [5]. Reda-
gowanie RNA pozwalatoby wiec na wigczenie odpowiednich aminokwaséw bez
konieczno$ci modyfikacji uniwersalnego kodu genetycznego. Poniewaz wymianie
ulegajg pojedyncze nukleotydy, moze zwieksza¢ sie plastyczno$¢ fenotypowa orga-
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nizmu, tym bardziej, ze sam proces jest nieprecyzyjny. Jest to réwniez proces
oszczedny, gdyz korzysta zjuz istniejgcych pierwotnych transkryptéw.

Ciekawe redagowanie zachodzi w mitochondrialnych genach tRNA Acanthamoe-
ba castellanii [3]. Dotyczy ono zespotu transkryptow 5 genéw tRNA. Zmiany zostaty
zlokalizowane na 5’ kofcu ramienia akceptorowego tRNA i dotyczg trzech pier-
wszych par zasad. Redagowanie efektywnie poprawia btedy w ich parowaniu.

Sposréd transkryptow 5 gendw tRNA, redagowaniu podlegajg transkrypty 4
gendw: tRNAPys, tRNAGIu, tRNAIlcu i tRNALcu, natomiast transkrypt tRNA  nnie
ulegaredagowaniu. Ogétem, dla 10 scharakteryzowanych transkryptéw genéw tRNA
ameby 8 ulega tym zmianom. Zmiany dotyczg w jednym przypadku konwersji C w
A, w pieciu Aw G, iwtrzech - U w G [3]. Ten system redagowania zdolny jest zatem
zamieniac pirymidyny w puryny lub puryny w inne puryny.

W 1993 r. L. Marechal-Drouard i zespét z Instytutu Biologii Molekularnej Roslin
w Strasburgu, udowodnili wystepowanie redagowania tRNA w mitochondriach roslin
wyzszych [5].

Zarowno w przypadku genu mitochondrialnego tRNAPhc z antykodonem GAA
fasoli, jak i ziemniaka C kodowana w pozycji 4. jest zamieniana w U w dojrzatym
RNA. Pozwala to poprawi¢ istniejacy btgd parowania: C pozycja 4. - A pozycja 69.
Taka zmiana C w U ma duze znaczenie w tworzeniu natywnej konformacji dojrzatej
czasteczki tRNA. Tranzycja ta jest najpospolitszag zmiang przy redagowaniu mito-
chondrialnych mRNA.

Ciekawe, ze transkrypt genu tRNASci z antykodonem GCU ziemniaka, pomimo
istnienia btednego parowania: U pozycja 6. - U pozycja 67. nie ulega redagowaniu.
Jest to interesujgce, gdyz potwierdza fakt, ze system redagowania w mitochondriach
roslin potrafi przeksztatca¢ zwykle C w U, ajedynie wyjatkowo U w C.

W mitochondrialnym DNA fasoli i ziemniaka gen tRNAPILz antykodonem GAA
jest potozony przed pojedyncza kopig genu tRNAPro z antykodonem UGG, lecz
sekwencje tego ostatniego u obu gatunkéw sg kolinearne z sekwencjami dojrzatych
mitochondrialnych tRNA. Wskazuje to na brak redagowania tego tRNA oraz ze
korekta nieprawidtowego parowania w ramieniu aminoacylowym tRNA nie jest
absolutng regutg w mitochondriach roslinnych.

Opisany tRNAPhc z antykodonem GAA jest obecny w mitochondriach roslin
dwulisciennych, a u roslin jednolisciennych odpowiadajgcy mu gen przeksztatcit sie
w pseudo”en. U tych ostatnich transkrypcji w mitochondriach ulega chloroplastowy
gen tRNA hc, ktdry ulegt integracji z genomem mitochondrialnym podczas ewoluciji.
Posiada on juz klasyczng pare A pozycja 4. - U pozycja 69. i stad redagowanie nie
zachodzi.

Z przedstawionych powyzej przyktadow wynika, ze w mitochondriach Acantha-
moeba castellanii redagowanie tRNA obejmuje jeden, dwa, lub wszystkie trzy nu-
kleotydy na 5’ koncu ramienia akceptorowego i zawsze wystepuje naprzeciw piry-
midyn, podczas gdy zamiana C w U w mitochondrialnym tRNA he fasoli i ziemniaka
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ma miejsce w pozycji 4. naprzeciw puryny (A). W przeciwieristwie do mitochondrial-
nego tRNASer z antykodonem GCU ziemniaka, wszystkie nieprawidtowe parowania
wykrywane w mitochondrialnych genach tRNA ameby sg poprawiane, tacznie z
parowaniem U -U. Wskazuje to, ze mechanizmy przeksztatcania pier- wotnych
transkryptow tRNA mogg by¢ zré6znicowane. Postuluje sie bowiem, ze proces reda-
gowania moze zachodzi¢ albo w wyniku deaminacji, podstawienia zasad bez roze-
rwania szkieletu fosforanowocukrowego lub wymiany nukleotydu obejmujgcej prze-
ciecie RNA, usuniecie starego i wprowadzenie nowego nukleotydu oraz nastepnie
religacje dwoch czasteczek RNA. Wydaje sie, ze mimo iz proces redagowania tRNA
mogtby przebiega¢ przy udziale réznych mechanizméw, jego rolg jest gtdwnie za-
pewnienie powstania natywnej czgsteczki tRNA.

Generalnie sadzi sie [8], ze proces redagowaniajest ewolucyjnie stary i wyksztatcit
sie prawdopodobnie wcze$niej niz 200-300 milionéw lat temu. Moze on by¢ pozo-
statoscig proceséw replikacji i modyfikowania sekwencji RNA zachodzacych w
"Swiecie RNA" ktory, jak sie obecnie przyjmuje, poprzedzat "Swiat DNA™.
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WYTWARZANIE PEPTYDOW REGULACYJNYCH
W KOMORKACH PARAFOLIKULARNYCH (C)
TARCZYCY

REGULATORY PEPTIDES PRODUCTION
IN THE THYROID PARAFOLLICULAR (C) CELLS

Bogustaw SAWICKI

Zaktad Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w Biatymstoku

Streszczenie. Przedstawiono przeglad najnowszych doniesieh dotyczacych wytwarzania peptydéw regu-
lacyjnych przez komoérki parafolikularne (C) tarczycy. Omoéwiono réwniez proces alternatywnego
sktadania trzech odrebnych typéw dojrzatego mRNA z genu CT/CGRP (calcitonin/calcitonin gene-re-
lated peptide) i powstajgce z nich trzy odrebne prekursory peptydowe, a nastepnie ostateczne peptydy
otrzymane po proteolitycznym rozbiciu. Zestawione w pracy dane $wiadczg o istotnym udziale komérek
C w procesach regulacji czynno$ci tarczycy poprzez uwalnianie odpowiednich do potrzeb peptydéw
regulacyjnych.

Stowa kluczowe: komorki C, peptydy regulacyjne, ekspresja genu CT/CGRP, kalcytonina, CGRP,
katakalcyna I'i 1l, peptyd N-koricowy.

Summary. The author has reviewed the most current reports concerning production of regulatory peptides
in the thyroid parafollicular (C) cells. Furthermore, the process of alternative splicing of three different
mature mMRNAs from the CT/CGRP gene has been discussed. The alternative splicing results in three
different protein precursors from which, by proteolytic cleavage, final peptides are formed. The data
presented indicate a fundamental role of C cells capable of releasing regulatory peptides which influence
the regulatory processes of the thyroid function.

Key words: C cells, regulatory peptides, CT/CGRP gene expression, calcitonin, CGRP, katacalcin I and
I1, N-terminal peptide.

Od dawna wiadomo, ze podstawowg funkcjg komdrek parafolikularnych (C)
tarczycy ssakow jest wydzielanie hormonu kalcytoniny (CT). Nie byto jednak jasne,
dlaczego komorki te nie wytwarzajg odrebnego, samodzielnego gruczotu dokrewne-
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go, lecz sg rozrzucone wsrod pecherzykéw tarczycy w utozeniu parafolikularnym.
Poczatkowo domys$lano sie jedynie, ze musi istnie¢ miedzy tymi komoérkami a
komdrkami pecherzykowymi (follicular (F) cells) trwata wspotpraca. Obserwacje z
mikroskopu elektronowego umocnity to przypuszczenie, gdyz zaobserwowano, ze
komérki C wytwarzajg liczne kompleksy zkomérkami F. Kompleksy te wyodrebniajg
sie z otoczenia dzieki wspdlnej btonie podstawnej otaczajagcej poszczeg6lne peche-
rzyki wraz ze $cisle przylegajacymi do nich komérkami C.

Komorki C majg tez zdolno$¢ gromadzenia prekursordw amin i nastepnie wydzie-
lania serotoniny [49] (podobnie jak i inne komérki dokrewne z serii APUD). Ta
biogenna amina jest wedtug najnowszych badan "miedzykomérkowym sygnatem™
przekazywanym z komdrek C do komdrek F droga parakrynnowa, wykazuje takze
stymulujace dziatanie na komdrki C [45,46].

Najwiecej nowych informacji o dodatkowej czynno$ci komérek C przyniosty
badania wewnatrztarczycowych wioékien nerwowych. Stwierdzono po pierwsze, ze
nerwy wspotczulne, przywspdtczulne i peptydergiczne uczestniczg w regulacji pro-
ceséw wzrostu i wydzielania na terenie tarczycy [31,32]. Po drugie poszukujac
peptydowych neurotransmiteréw we witoknach nerwowych zaobserwowano te same
peptydy réwniez i w komoérkach C. W dodatku komérki te moga zawiera€ i inne
bioaktywne peptydy nie wystepujgce we widknach nerwowych na terenie tarczycy.

WEWNATRZTARCZYCOWE PEPTYDY REGULACYJINE

Wystepujace na terenie tarczycy aktywne biologicznie peptydy moga spetniaé
jedynie role neurotransmiteréw, gdy sg wydzielane do komdrek efektorowych z
zakonczen nerwowych peptydergicznych. Te same peptydy moga tez dziata¢ jak
typowe hormony, gdy sg wydzielane do krwi z komdrek dokrewnych; jednak czesto
sg one przekazywane bezposrednio drogg parakrynnowa do sagsiednich komorek lub
moga tez uczestniczy¢ w mechanizmach autokrynnowej regulacji [4, 12, 20, 51].
Drogi ich rozprzestrzeniania si¢ nie zawsze wiec odpowiadajg kryteriom wymaganym
przy wyréznianiu klasycznych hormondw, totez w naszym opracowaniu peptydy te
bedziemy okreslaé og6élnym mianem peptydéw regulacyjnych (PR).

Z wielu powoddéw trudno sporzadzi¢ doktadng liste PR, ktére sg wydzielane w
komérkach C. Miedzy innymi i dlatego, ze cze$¢ badan wykonano na hodowanych
komérkach C tzw. linii TT, wyizolowanych z raka rdzeniastego tarczycy. Ponadto
zaobserwowano u réznych gatunkéw ssakéw wyraZzne rdznice w wystepowaniu i
rozmieszczeniu poszczeg6lnych PR w tarczycy [15, 34, 51, 52]. Jezeli nawet u
badanego gatunku komorki C wytwarzajg dany PR, to czesto ilo$¢ zaangazowanych
w ten proces komdrek bywa niewielka. Na przyktad Domin i wsp. [15] stwierdzili
neuromedine U tylko w c. 5% komoérek tarczycy szczura wytwarzajgcych CT. Dodat-
kowo zaobserwowano takze znaczne réznice zwigzane z wiekiem. Na przyktad Zabel
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i wsp. [563] stwierdzili, ze u ptodéw i noworodkéw szczura wiekszos¢ komorek
parafolikulamych wytwarza somatostatyne (ST), atylko w niektérych znich dochodzi
do ekspresji genu CT. Obraz ten zmienia sie stopniowo wraz z wiekiem iu zwierzat
dorostych wszystkie komarki produkujg CT, a tylko niektore rowniez i ST. Proble-
mem jest takze bezbtedne okreslenie, ktére zwytwarzanych w komaérkach C peptydéw
sg rzeczywiscie PR; np. pewne watpliwosci budzg powstajagce z genu CT/CGRP
dodatkowe dwa peptydy: katakalcyna i peptyd N-konhcowy [2, 4, 14, 18].

W bardzo og6lnym zestawieniu PR wytwarzanych przez komérki C tarczycy
ssakow odnajdujemy zaskakujgco duzg ich ilo$é, sa to:

a) opisane jak dotad tylko w komorkach C: kalcytonina (CT), somatostatyna (ST),
katakalcyna | (CCP-1), CCP-II (patrz rys. 1), peptyd uwalniajgcy gastryne (GRP),
tyreoliberyna (TRH) i helodermina [4, 18, 19, 23, 44, 52];

b) opisane w kom. C i wewnatrztarczycowych widéknach nerwowych: peptyd
zalezny od genu kalcytoniny (CGRP), peptyd N-koncowy pochodny genu CT/CGRP,
neuromedina U, cholecystokinina (CCK) i SP-I (secretory peptide 1) [4, 15, 18, 29,
52].

Oprécz wymienionych wystepujg takze na terenie tarczycy PR obserwowane tylko
we wioknach nerwowych: substancja P (SP), wazoaktywny peptyd naczyniowy (VIP),
neuropeptyd Y(NPY), peptyd histydyno izoleucynowy (PHI) oraz galanina [4,21,22,
23]; atakze w komorkach F: przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP) iendotelina
-I(ET-1) [11,41].

OGOLNE DANE GENETYCZNE

Ustalono, ze w komorkach dokrewnych wiele PR powstaje z gendéw ztozonych,
niosacych czesto informacje genetyczng dla kilku peptydéw [10, 14, 18, 50, 54]; przy
tym rodzaj ostatecznie wytwarzanych PR zalezy od kierunku zréznicowania tych
komorek, od ich specjalizacji.

Oznacza to, ze pomimo wstepnej ekspresji tych samych genéw to ostatecznie
wytwarzane PR mogg by¢ rézne. Jednoczes$nie dla komorek dokrewnych tzw. uktadu
APUD (do ktérego nalezg rowniez komorki C), charakterystyczna jest przeciwstaw-
namozliwo$¢é wytwarzania takich samych PR w zupetnie odmiennych typach komar-
kowych.

Udowodniono, ze komorki uktadu dokrewnego APUD pochodzg z ektodermy
grzebieni nerwowych; to wspdlne z uktadem nerwowym pochodzenie ma tlumaczy¢,
dlaczego niektére geny niosace informacje o budowie PR ulegajg podobnej ekspresji
wsrod komaérek nerwowych uktadu peptydergicznego i uktadu APUD [4, 16, 32],

Przedstawiona wczes$niej tak duza ilos¢ PR wytwarzanych przez komorki C nie
mogtaby powsta¢, gdyby na ich terenie nie zachodzita ekspresja ztozonych genéw,
przenoszacych informacje o sekwencji aminokwaséw w wielu PR. Do gendw tych
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zalicza sie gen CT/CGRP, gen SP-1 (peptyd sekrecyjny | = chromogranina A = Cg A)
igen PHM/VIP [1, 10, 18, 54], Jednak w komdrkach C procesy zwigzane z ekspresja
dwoch ostatnich wymienionych gendw sg mato poznane. Wiadomo jedynie, ze z genu
PHM/VIP (prepro-VIP) zawierajagcego 7 eksondw powstaje duza czasteczka pierwot-
nego mRNA (hnRNA), z ktorej w wyniku alternatywnego splicing powstaje w
komorkach C VIP z eksonu 5, a w innych komoérkach dokrewnych moze by¢ takze
wytwarzany peptyd histydynowo-metioninowy (PHM) z eksonu 4 [10].

Z kolei z genu SP-l jest wytwarzana duza czasteczka SP-I ztozona az z 450
aminokwasow. Ten PR jest opisywany przez wielu badaczy jako hormon, o podo-
bnym dziataniu do PTH (parathormonu). Jednak nowsze badania wskazuja, ze
opisywany w wielu typach komérek dokrewnych SP-I jest rozbijany enzymatycznie
na mniejsze PR. W ten spos6b powstajg z r6znych fragmentdw pierwotnego pepty-
dowego tancucha z kolejno utozonych aminokwaséw w pozycji: 240-288 - "pancre-
astatin", 124-143-"chromostatin", 1-114-"Rgranin", 1-76-"vasostatin", 347-419
- "parastatin” i "peptyd pochodny Cg A" ztozony z aminokwasdéw lezagcych w SP-1 w
pozycji 1—40. Ten ostatni PR hamuje wydzielanie CT [13]. Przyjmuje sie przy tym,
ze powstajace PR z propeptydu SP-1 modulujg sekrecje endokrynnowych komdrek na
drodze autokrynnowej, parakrynnowej lub poprzez tzw. endocrine feedback mecha-
nisms [17, 48, 54].

EKSPRESJA GENU CT/CGRP

Najlepiej poznano w komérkach C ekspresje genu CT/CGRP. Przy tym do niedaw-
na opisywano tylko dwie drogi alternatywnego tworzenia dojrzatego mRNA z eks-
onow pochodzgcych zgenu CT/CGRP; dlaCT bytto CT mRNA, adlaCGRP - CGRP
mRNA [14, 50], Ustalono, ze po transkrypcji powstaje z tego genu wielka czgsteczka
pre-mRNA (hnRNA) wspélna dla obu drég (rys. 1), ztozona z 6 ekson6w potgczo-
nych intronami. Dalsze przemiany w procesie dojrzewania tego RNA toczg sie juz
odrebnymi drogami, gdyz w wyniku specyficznego enzymatycznego pociecia pre-
mRNA, a nastepnie alternatywnego sktadania z réznych eksondw - 1, 2, 3 iulegaja-
cego poliadenylizacji eksonu 4 dla dojrzatego CT mRNA oraz z eksondw 1, 2, 3,5
poliadenylowanego eksonu 6 dla dojrzatego CGRP mRNA powstajg te dwa rodzaje
ostatecznego mRNA dla CT i CGRP (na rys. 1oznaczone jako CT mRNA Ii CGRP
mRNA). Tak wiec w tarczycy mogg powstawac rownolegle oba rodzaje dojrzatego
mMRNA, natomiast w niektérych komdérkach nerwowych wytwarzajacych PR i w
czesci komorek nalezgcych do rozproszonego uktadu dokrewnego obserwuje sie tylko
jeden mechanizm dojrzewania RNA wiodacy do wytworzenia CGRP mRNA. Komor-
ki te sg wiec zdolne jedynie do syntezy CGRP. Jednak i tu sg wyjatki, gdyz opisano
wytwarzanie CT w komérkach gtéwnych kiebka tetnicy szyjnej (carotid body) u
cztowieka i matpy oraz w "neuroendokrynowych" komarkach ptuc szczura [42, 47].
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DNA 5L gen ) 3
TRANSKRYPCJA
wuiw ° °
pre-mRNA s' T I 3
(hnRNA) sygnaly poli A
CIECIE | ALTERNATYWNE
SKELADANI E+
POLIADENYLIZACJA
_ 12 3 4 1234 5 6 123 5 6
dojrzaty B 1kk'B-AAA AAA Bil B-aaa
(mature MRNA)  CTmRNA | kodon st cGRP mRNA
CTmRNA Il =
=C,CP Il mRNA
TRANSLACJA
prekursor
peptydow PS NK CT CI PS NK CT Cl PS NK CGRP
| prekursor CT Il prekursor CT!
PROTEOLITYCZr
ROZKLAD
peptyd N- peptyd N- peptyd N-
koncowy QQP | koncowy CCP kofncowy CGRP
ostateczne _ :
peptydy kalcytonina kalcytonina

Rys. 1. Trzy alternatywne drogi wytwarzania dojrzalego mRNA przy ekspresji "l genu CT/CGRP"

(opracowanie w wersji nieco zmienionej, opartej na danych zawartych w doniesieniu Giscard-Dartevelle

i wsp. [18]): numerowane prostokaty przedstawiajg eksony, tgczace je kreski introny, na czarno zazna-

czono niekodujagcy RNA eksondw; skréoty: PS = peptyd sygnatowy (signal peptide), NK = peptyd

N-koncowy (NH2-terminal peptide), CT = kalcytonina, CGRP = peptyd pochodny genu kalcytoniny

Ocalcitonin gene-related peptide), skrétami C1 i C Il oznaczono fragmenty prekursoréw peptydéw
odpowiadajace katakalcynie 1'i Il (CCP 1i CCP IlI) = polipeptydy C-koricowe (COOH-terminal poli-

peptides)

Niedawno wykryto jeszcze trzecig droge wytwarzania dojrzatego RNA z genu
CT/CGRP [1,18]. Jest ona obserwowana w prawidtowej tarczycy tylko w §ladowych
iloéciach. Ta nowa droga syntezy, tzw. "CT mRNA [I" jest charakterystyczna dla
komaérek "linii TT" otrzymanych z raka rdzeniastego tarczycy. Prowadzi ona do
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wytworzenia jeszcze trzeciego ostatecznego mRNA, powstajgcego rownoczesnie z
poznanymi wczesniej CT mRNA | i CGRP mRNA (rys. 1). Ten nowy CT mRNA Il
jest matrycg do wytworzenia Il prekursora peptydowego CT. CT mRNA Il jest
sktadany z wszystkich 6 eksonéw, z tym, ze w trakcie enzymatycznego ciecia i
alternatywnego skiadania jest z niego wycinany i usuwany wraz z intronami duzy
fragment (na rys. 1 oznaczony jako 4”) eksonu 4.

Wszystkie trzy dojrzate czasteczki mRNA (CT mRNA I, CT mRNA Il i CGRP
mRNA) stuzg w procesie translacji jako matryce do wytworzenia trzech odrebnych
prekursorowych dla PR polipeptydéw. Zawierajg one jednak takze fragmenty RNA
niekodujgce, zaznaczone w przedstawionym schemacie na czarno.

W przypadku CT mRNA | eksony 2 i 3 zawierajg kod struktury peptydu sygnato-
wego (PS) i peptydu NH2-koricowego inaczej N-koncowego (NK), a fragment 4’ z
eksonu 4 dla CT i czeSci poczatkowej C-koricowego peptydu (carboxyl terminal
peptide = katakalcyna | = COOH-koncowy peptyd), podczas gdy fragment 4” dla
jego czesci koncowej. Najpierw jednak powstaje duza czasteczka prekursora pepty-
dowego (I prekursor CT), z ktérej w wyniku swoistej proteolizy sg odszczepiane
ostateczne PR. Z fragmentéw oznaczonych na schemacie; NK, CT, C | powstajg
kolejno - peptyd N-koncowy, CT i CCP I, czyli peptyd C-koricowy (katakalcyna I).

W komérkach C tarczycy w wyniku swoistego enzymatycznego rozktadu drugiego
znanego od wielu lat prekursora PR - na schemacie oznaczonego jako "prekursor
CGRP" - powstajg dwa peptydy regulacyjne: peptyd N-koncowy oraz CGRP. Kod
informacji o sekwencji aminokwasow w CGRP jest zawarty w eksonie 5, wigczanym
podczas alternatywnego sktadania w strukture dojrzatego CGRP mRNA.

Ostatnio odkryty, dojrzaty CT mRNA |l zawiera w swoich 6 eksonach cato$¢
informacji genetycznej wystepujacej w obu wczesniej opisanych dojrzatych posta-
ciach mRNA. Jednak w trakcie dojrzewania CT mRNA Il dochodzi do modyfikacji
tej informacji przez wytworzenie kodonu stop. Strefa potagczenia miedzy regionem 4°
a eksonem 5 zmienia ramke odczytu informacji genetycznej poprzez wprowadzenie
nonsensownego kodonu na poczatku eksonu 5 (patrz kodon stop na schemacie).
Kodon ten zapobiega translacji eksonu 5 kodujgcego strukture CGRP na powstajacy
prapeptyd (Il prekursor CT). Tak wiec przy translacji zCT mRNA Il wykorzystany
jest tylko poczatkowy fragment eksonu 5. Powstajacy w ten sposéb Il prekursor CT
rézni sie od pierwszego koncowg sekwencjg o$Smiu aminokwaséw w obrebie frag-
mentu oznaczonego na schemacie jako C Il. Z tego witasnie fragmentu powstanie
"nowy" CCP Il po enzymatycznym rozbiciu prekursora. Pozostate odcinki I i Il
prekursora sg identyczne i odpowiadajg za wytworzenie CT i peptydu N-kohAcowego.

W opisie genetycznych mechanizméw zwigzanych z wytwarzaniem PR nalezy tez
wspomnieé, ze dla niektdrych z nich moze istnie¢ wiecej niz jedna kopia genu w
genomie danego gatunku ssaka. Na przyktad w genomie szczura i cztowieka opisano
po dwa odrebne geny CT/CGRP [6,16,43]. Z pierwszego z tych genéw moga powstac
w tarczycy trzy omowione typy dojrzatego mRNA przedstawione na schemacie. Stad
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tarczyca wytwarza z tego genu tak CT, jak i CGRP - okre$lany czasem jako CGRP
I. Natomiast z drugiego genu powstaje wytgcznie CGRP Il mRNA, giéwnie w
niektérych komorkach nerwowych i przysadce, totez koncowym peptydem wytwa-
rzanym przez te komorki bedzie tylko CGRP Il. CGRP 1 i Il sg produkowane w
réznych proporcjach w poszczeg6lnych tkankach. R6znig sie one u cztowieka trzema
aminokwasami, a u szczura tylko jednym [6], zachowujg przy tym w kazdym przy-
padku niezmieniong biologiczng aktywnosc.

FUNKCJA PEPTYDOW REGULACYIJNYCH W TARCZYCY

Mechanizm dziatania poszczegdlnych PR na terenie tarczycy poznano w réznym
zakresie, aniektorych nie badano pod tym wzgledem wcale. Przy tym w czasie badan
czesto trudno odréznié, kiedy obserwujemy bezposrednie dziatanie PR na komorki C
lub F, a kiedy jest to efekt posredni np. poprzez rozszerzenie naczyn i silny wplyw
inotropowy, jak to sie stwierdza w przypadku CGRP [16]. Sg jednak doniesienia
potwierdzajgce bezposredni wptyw CGRP na komdrki nabtonkowe tarczycy majace
swoiste receptory btonowe wiazace ten peptyd, jak to zaobserwowano u $wini [12],
Przy czym stwierdzone tu stymulacyjne dziatanie CGRP na sekcje CT moze wynikac
zaréwno z autokrynnych, jak i innych mechanizméw, np. wptywu peptydergicznych
zakonczen nerwowych oraz ztozonych hormonalnych reakcji wiodacych do homeo-
stazy w obrebie tego gruczotu. CGRP moze dociera¢ do komérek docelowych w
tarczycy réznymi drogami, jak tez r6znejestjego pochodzenie. W dodatku peptyd ten
jest zawsze wydzielany tgcznie z innymi PR ipraktycznie nie obserwuje sie naterenie
tarczycy jego "czystego" oddziatywania [4]. Dotyczy to zarébwno CGRP wydzielane-
go z peptydergicznych zakonczeri nerwowych, jak i z komorek C. We widknach
nerwowych CGRP koegzystuje zazwyczaj z galaning i SP, natomiast z komérek C
jest on wydzielany wspdlnie z kilkoma innymi PR [4]. Stad tez wyniki préb ustalenia
funkcji tego peptydu w tarczycy sg zaskakujgco rdzne. Oprocz stymulujgcego wptywu
CGRP na wydzielanie CT, a w pewnych warunkach T3 i T4 [12], obserwowano np.,
ze CGRP, CT ikatakalcyna stosowane oddzielnie u myszy nie wywierajg wptywu na
sekrecje hormonow tarczycowych, natomiast podane tgcznie majg dziatanie hamujace
na stymulowang przez TSH sekrecje tych hormonow [2]. Takze procesy wzrostowe
tarczycy sghamowane przez CGRP iCT [40], chociaz efekt ich dziataniajest wyraznie
stabszy od silnie hamujgcego wptywu ST [55],

Funkcja somatostatyny (ST) w tarczycy nie budzi watpliwos$ci. Wiadomo jest, ze
peptyd ten przekazywany jest drogg parakrynnowa z komdrek C do F i tu wyraznie
hamuje stymulowang przez TSH sekrecje hormonéw tarczycy [4]. ST hamuje réwniez
silnie procesy wzrostowe tego gruczotu [32, 55].

Wi iele prac poswiecono roli VIP w tarczycy, jednak osiggniete wyniki badan sa
niejednoznaczne. W zaleznosci od warunkéw doswiadczenia VIP wykazuje wg
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Lewinskiego [32] "zr6znicowany wptyw na procesy wzrostowe tarczycy". Moze to
by¢ raz wptyw hamujacy, innym razem pobudzajagcy. Na przykiad dozylnie lub
dotarczycowo podany VIP stymuluje procesy wzrostowe tarczycy. "Wynik ten wigze
sie zapewne z naczyniorozszerzajacym dziataniem tego neuropeptydu i w nastepstwie,
zwiekszeniem dostepnosci tarczycy dla doptywajacych réznych czynnikéw pobudza-
jacych wzrost gruczotu" - cyt. za Lewinskim [32]. Z kolei w doSwiadczeniu in vitro
VIP dziatajagc bezposrednio na komorki F hamuje procesy wzrostowe [33].

Przyjmuje sie, ze VIP jest najsilniejszym stymulatorem wydzielania hormondw
tarczycy [4, 5, 25, 32]. Dziata on nie tylko przez rozszerzenie wewnatrztarczycowych
naczyn krwionosnych, ale rdwniez bezposrednio przez swoiste receptory komoérek F.
W naturalnych warunkach peptyd ten nie dziata sam. We witdknach $cisle przylega-
jacych do komorek F, a zawierajacych peptyd VIP stwierdza sie zawsze rowniez PHI
[4, 22]. W tej sytuacji stymulujace dziatanie obu tych peptydéw na sekrecje hormo-
néw tarczycy nalezatoby rozpatrywaé tacznie. Jednak badany oddzielnie PHI wyka-
zuje znacznie mniej wyrazne tego typu dziatanie, podobnie zresztg jak helodermina,
GRP, atakze SP [4, 32].

Takze pozostate PR wydzielane sa zazwyczaj tacznie z innymi, np. galanina
towarzyszy zwykle, we wtdknach nerwowych, SP lub CGRP, aneuromedyna U, SP-I,
TRH, peptyd N-kohAcowy, CCP-I i Il ulegaja sekrecji z komérek C tacznie z CT i
CGRP [4, 15, 18, 23],

Poréwnanie oddziatywania PR wykazuje takze, ze VIP najsilniej wzmaga prze-
ptyw Krwi przez tarczyce, podobnie dziata CGRP, a najstabiej PHI i helodermina [ 16,
25, 26, 32]. Przeciwny efekt zmniejszenia przeptywu krwi przez naczynia zaobser-
wowano po zastosowaniu NPY [32]. Neuromedyna U zostata opisana w tarczycy jako
niewatpliwy "parakrynny regulator"”, gdyz jej sekrecja ulega wyraznej zmianie wraz
ze zmiang stanu aktywnos$ci komdrek pecherzykowych [15]. Doktadna ocena funkcji
neuromedyny U w tarczycy jest trudna, poniewaz na jej bezposrednie dziatanie
naktadajg sie takze efekty wptywow posrednich. Przede wszystkim jest to peptyd
podwyzszajacy ci$nienie krwi przez zmiany w napieciu mieéni naczyn i akcji serca.
A zatem i tg posrednig drogg dochodzi do zmiany w czynnoSci tarczycy.

Oba PR wydzielane przez komorki F: peptyd natriuretyczny (ANP) iendotelina-1
(ET-1) maja prawdopodobnie podobny mechanizm dziatania [11], Badajac ANP
stwierdzono, ze peptyd ten (wigzac sie ze swoistymi receptorami komdérek F) hamuje
w drodze autokrynnowej stymulowang przez TSH i VIP sekrecje hormondw tarczy-
cowych [3,4,41]. Natomiast dla niedawno wykrytej ET-1 ustalono jedynie, ze dziata
ona na terenie tozyska naczyniowego; wywotuje tu skurcz miegsni gtadkich oraz
proliferacje naczyn. Okreslono ja jako "autokrynowo/parakrynowy czynnik wzrosto-
wy" (autocrine/paracrine growth factor) przenikajagcy do miocytéw z komorek
$rédbtonkowych w drodze parakrynnowej sekrecji, a do wytwarzajacych go komérek
Srédbtonka powracajacy i stymulujacy ich rozrostjako produkt autokrynnowej sekre-
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cji. Te same mechanizmy oddziatywania ET-1w drodze autokrynowo/parakrynowej,
sg mozliwe i w tarczycy [11].

Szczegbty wewnatrzkomorkowego dziatania PR w tarczycy sa mato poznane.
Przypuszcza sie, ze PR odgrywaja gtéwnie role w ekspresji lub przejSciowym wyla-
czaniu genow odpowiedzialnych za czynnos$c¢ sekrecyjng lub proliferacje [38, 39]. PR
sg przy tym przekazywane najczesciej w drodze parakrynowej, z wytwarzajacych je
komdrek C, do sasiednich komorek F majgcych odpowiednie receptory btonowe.
Réwnoczesnie niektore PR mogg dziata¢ takze w drodze autokrynowej, gdy wytwa-
rzajgca dany peptyd komoérka C lub nawet F ma odpowiednie receptory na btonie
komorkowej. Cze$é omawianych peptydéw moze przez tzw. "autokrynowe ujemne
sprzezenie zwrotne" uczestniczy¢ w procesach hamowania sekrecji [4, 11]. Zaktada
sie, ze powstajagce w nadmiarze ostateczne peptydy - produkty koricowe ekspresji
danego genu, hamujg zwrotnie dalszgjego ekspresje. Wytworzone na podstawie genu
CT/CGRP peptydy wchodzg na rézne drogi dalszych przemian biochemicznych. CT
i CGRP, jako bardzo aktywne biologicznie hormony, znajduja liczne swoiste recep-
tory takze w odlegtych od tarczycy tkankach i dzieki temu sg szybko usuwane z
otoczenia komorek C. Natomiast stezenie peptydow N i C-koricowych narasta w
czasie trwania ekspresji tego genu. Powoduje to zahamowanie dalszej "nadmiernej”
ekspresji genu CT/CGRP przez zadziatanie ujemnego sprzezenia zwrotnego.

INNE CZYNNIKI REGULACYJINE

Podstawowa regulacja czynno$ci tarczycy miesci sie w kregu wspdéizaleznosci
hormonalnych, w obrebie osi podwzgo6rze-przysadka-tarczyca (P-P-T) ijest realizo-
wana przez mechanizmy sprzezenia zwrotnego. Modulacja tych wzajemnych powia-
zan moze wynika¢ z wptywu wielu zewnetrznych dla tego uktadu czynnikéw, dzia-
tajacych na réznych pietrach osi P-P-T.

Od dawnajest znany bezposredni wptyw na komorki tarczycy neurotransmiterow
pochodzacych z zakonczen nerwowych andrenergicznych, cholinergicznych i pepty-
dergicznych [4, 31, 32], Ponadto w ostatnich latach opisano takze podobne dziatanie
niektérych czynnikéw wzrostu i cytokin [4, 8, 27, 35, 37]; poczatkowo sadzono, ze
regulujg one tylko procesy wzrostu i réznicowania sie komorek, jednak najnowsze
badania wykazujg ich wptyw réwniez na sekrecje komoérek F [4, 37].

Wrdod przebadanych i wykazujgcych wymienione efekty regulacyjne w tarczycy
sg: naskérkowy czynnik wzrostu (EGF), insulino podobny czynnik wzrostu-I i Il
(IGF-1 i I1), czynnik martwicy nowotworu-a (TNF-a), interleukina-1 (IL-1) oraz
interferony [4, 8, 37],

Jest oczywiste, ze TSH - podstawowy hormon regulujacy sekrecje komoérek F -
nie dziata w izolacji, a skuteczno$é jego stymulujagcego wplywu zalezy od szeregu
innych hormondw i aktywnych biologicznie peptydow. W tym zamknietym obiegu
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wzajemnych wspotzaleznoSci, istotng role odgrywaja czynniki wzrostowe. Dodatko-
wa produkcja tych czynnikéw w komérkach F utatwia ich szybka interwencyjna
wspoliprace z TSH przez autokrynnowe dziatanie. IGF odgrywaja np. kluczowa role
w regulacji mechanizmoéw, dzieki ktorym TSH zapewnia transportjodu ijego orga-
nifikacje w pecherzykach tarczycy [37].

Polipeptydy, zwane cytokinami powstaja gtéwnie w uktadzie immunologicznym i
petnig tu podstawowag role w koordynacji dziatania catego uktadu przez inicjowanie,
stymulowanie lub hamowanie szeregu proceséw. Ostatnio przypisuje sie im takze role
posrednikdw miedzy uktadem immunologicznym a dokrewnym [8].

Lista wydzielanych przez komérki C r6znorodnych peptydéw ulega stale wydtu-
zeniu [18, 28, 36, 37], a wsrdd nich pojawiajg sie nowe PR. Ta wyjatkowa zdolnosé
komorek C do wytwarzania réznych PR musi mieé fizjologiczne przyczyny. Juz na
wstepie tej pracy zatozyliSmy, ze charakterystyczne dla ssakéw parafolikularne uto-
zenie komoérek C i ich $cista wiez w rozmieszczeniu przestrzennym z komérkami F
Swiadczy o wzajemnej czynno$ciowej wspotzaleznoS$ci. Potwierdzaja to takze zebrane
w naszym opracowaniu dane o funkcji poszczeg6lnych PR na terenie tarczycy.
Wprawdzie pozostato jeszcze wiele watpliwosci co do roli niektérych znich, tojednak
ogo6lnie badacze akceptujgjuz koncepcje wyznaczajacg PR udziat w mechanizmach
wewnatrztarczycowej regulacji czynnosci sekrecyjnej [4, 7, 9, 18, 28].
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TERAPIA GENOWA W LECZENIU NOWOTWOROW
GENE THERAPY IN CANCER

Radostaw ZAGOZDZON, Jakub GOLAB

Zaktad Immunologii, Instytut Biostruktury, Akademia Medyczna w Warszawie

Streszczenie. Majgc do dyspozycji metody pozwalajace na ingerencje wgtgb zjawisk genetycznych
zachodzacych wewnatrz komérki, badacze starajg sie wykorzystac je w prébach leczenia nowotworéw,
w ktérych zwigzek ze zmianami w obrebie genomu komérkowego jest juz obecnie dobrze dowiedziony.
Opracowano réznorodne strategie terapii nowotworéw z wykorzystaniem metod wprowadzania genéw
do komoérek zaréwno prawidtowych, jak tez nowotworowych. Poszczegdlne metody opierajg si¢ na
modyfikacji genetycznej limfocytéw naciekajacych nowotwoér, komérek nowotworowych badz fibro-
blastow pobranych ex vivo (tzw. szczepionki przeciwnowotworowe) lub tez komdrek guza pozostajacych
w obrebie organizmu. Prébuje sie¢ réwniez chroni¢ leczony organizm przed skutkami ubocznymi
stosowania tradycyjnych chemioterapeutykéw przeciwnowotworowych. Nadzieje budzg takze badania
nad zaburzaniem ekspresji genéw odpowiadajacych za nowotworowy charakter wzrostu komoérki. Do
tego celu uzywa sie antysensownych oligonukleotyddw badz tez rybozymoéw. Cze$¢ z opisanych strategii
zostata juz zatwierdzona do wstepnych préb w terapii nowotworéw u ludzi.

Summary. During the last decade the genetic background of cancer disease has been well proved. Now
scientists are trying to treat cancer using methods which let them interfere in genetic events inside cells.
A variety of such methods has been recently designed. The main strategies in gene therapy of cancer are:
genetic engineering of tumor infiltrating lymphocytes, cancer cells or fibroblasts obtained in ex vivo
procedures (so-called cancer vaccines) or gene transfer into tumor cells in situ. Some of the strategies
are focused on protecting the treated organism from side effects of classical chemotherapy. They also
use antisense oligonucleotides and ribozymes to interfere with the expression of some genes responsible
for neoplastic cell growth. Some of the strategies described here have been already approved for clinical
trials.

Wykaz skrotéw: BCG - szczepionka z zywych atenuowanych pratkéw Mycobacterium tuberculosis;
CTL - cytotoksyczny limfocyt T; GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i
makrofagéw; HSV-TK - kinaza tymidynowa wirusa opryszczki zwyklej; IGF - insulinopodobny
czynnik wzrostu; IL - interleukina; INF - interferon; LAK - komorka cytotoksyczna aktywowana
limfoking; MAGE - gen zwigzany z czerniakiem; MCP - monocytarny chemotaktyczny czynnik
biatkowy; M -CSF- czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéw; MDR - czgsteczka opornosci
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na leki; MHC 1- gtéwny ukfad zgodnosci tkankowej; NeoR - gen opornosci na neomycyne, NK -
naturalna komoérka cytotoksyczna; TAA - antygen zwiazany z nowotworem; TCR - receptor limfocytu
T; TGF- transformujacy czynnik wzrostu; TIL - limfocyt naciekajacy nowotwér; TNF - czynnik
martwicy nowotworu; VDEPT - terapia z uzyciem wektora wirusowego wykorzystujagca enzym i
prekursor leku (ang. virus- directed enzyme/prodrug therapy)

Rozwijane techniki terapii genowej wzbudzajg duzg nadzieje jako skuteczne na-
rzedzia w walce z nowotworami. Obecnie wydaje sie, ze modele terapii guza oparte
w gtdwnej mierze na leczeniu chirurgicznym, radioterapii oraz chemoterapii osiagaja
swdj szczyt mozliwosci, dajac wciaz nie zadowalajace wyniki. Stosunkowo najlepsze
wyniki uzyskiwane przez chirurgéw zawodzg w obliczu specyficznej zdolnosci no-
wotworéw do tworzenia przerzutoéw. Podstawowga wadg dwoch pozostatych metod sg
ogromne efekty uboczne, nie pozwalajgce na zastosowanie dawek zapewniajacych
petne wyleczenie. Z tych powoddéw $wiat nauki coraz intensywniej poszukuje strategii
cechujacych sie wyzsza swoistoscig w stosunku do komorek nowotworu. Najlepsze
pod tym wzgledem wydajg sie by¢ oczywiscie techniki immunoterapii. Rdznig sie one
od dotychczasowych podejsé, gdyz w wiekszosci z nich nie stosuje sie srodkéw
bezposrednio niszczacych komdrki guza. Idea tych strategii opiera sie¢ na wykorzy-
staniu wtasnych mechanizméw obronnych chorego organizmu.

Wiele obserwacji potwierdza, ze przynajmniej na komoérkach niektérych nowo-
tworéw istniejg swoiste antygeny nowotworowe, np. produkty zmutowanych onko-
genow, ize organizm gospodarzarozwija odpowiedZ immunologiczng majgcg na celu
zniszczenie tkanki nowotworowej. Po pierwsze, w guzach litych czesto stwierdza sie
nacieki komérek uktadu immunologicznego, co uwazane jest zresztg za korzystny
wskaznik prognostyczny [33, 46]. Po drugie, sporadycznie obserwuje sie samoistng
regresje najbardziej immunogennych nowotworéw, np. czerniaka czy raka nerki.
Kolejnym dowodem jest fakt czestszego wystepowania nowotworéw u chorych
poddawanych immunosupresji [52] i u 0séb ze znacznymi niedoborami immunolo-
gicznymi [3].

Niestety, po fali entuzjazmu okazato sig, ze w miare proste modele immunoterapeu-
tyczne, takie jak ogdlnoustrojowe podawanie cytokin [25] czy terapia komorkami
LAK (sg to aktywowane IL-2 komorki cytotoksyczne, najczesciej typu NK)[72], nie
sq w stanie spetni¢ poktadanych w nich nadziei z powodu znacznych efektéw
ubocznych. W trakcie tych doswiadczen zdano sobie sprawe, ze uktad immunologi-
czny gospodarza wymaga nie tylko silnej, ale i swoistej stymulacji, aby odpowiedz
immunologiczna przeciwko nowotworowi przyniosta oczekiwane rezultaty. Rozwi-
nieto wiec catg game modyfikacji zmierzajgcych do osiggniecia tego celu. W licznych
spos$rod nich wykorzystano techniki terapii genowej. Najczesciej stosowang obecnie
technikg transferu genowego (ang. gene transfer) w terapii nowotwordw jest wpro-
wadzanie genéw do komdrek z uzyciem wektorow retrowirusowych [5]. Przy stoso-
waniu tej metody uzyskuje sie $rednio ok. 50% wydajnos¢, tzn. w hodowli ko-
morkowej udaje sie infekowa¢ okoto potowy komorek. Podobnie niewydajne sg
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techniki z wykorzystaniem liposoméw lub innych no$nikéw majgcych utatwiac
wnikanie fragmentéw kwaséw nukleinowych do komérek [32],

W najbardziej rozpowszechnionych podejSciach do problemu immunomodulacji
wykorzystuje sie ex vivo komérki limfatyczne naciekajgce nowotwor lub tez komarki
samego guza, zarObwno po uprzednim ich pobraniu (rys. 1), jak i in situ.

Rys. 1. Schemat modeli terapii genowej
nowotworéw przy wykorzystaniu komo-
rek chorego modyfikowanych genetycz-
nie ex vivo\ po lewej przedstawiona jest
strategia stosowania limfocytéw nacieka-
jacych nowotwor (T1L), prawa czes$¢ ry-
sunku prezentuje schemat podej$¢ okre-
$lanych jako "'szczepionki przeciwnowo-
tworowe™

TERAPIA KOMORKAMI NACIEKAJACYMI NOWOTWOR (TIL)

W wielu nowotworach stwierdza sie obecno$¢ normalnych komdérek limfocytar-
nych. W pismiennictwie anglojezycznym komdérki takie okresla sie skrotem TIL.
Stwierdzono, ze komérki TIL zastosowane w podobnym modelu do tego, ktéry
wykorzystywat komérki LAK, wykazywaty sie wiekszg skutecznoscig [57,58]. Zato-
zeniem poczatkowym byto, ze limfocyty naciekajgce nowotwdr potrafig swoiscie
rozpoznawac antygeny w kontek$cie czgsteczek uktadu MHC na komérkach nowo-
tworu i po powtdrnym umieszczeniu ich w organizmie bedg ponownie wykazywaty
zdolno$¢ do naciekania skupisk komoérek nowotworowych. Zostato to doswiadczalnie
potwierdzone przez Rosenberga i wsp., dzieki wprowadzeniu do TIL bakteryjnego
genu markerowego (NeoR). Wykorzystano w tym celu metode przenoszenia genow
przy pomocy retrowiruséw. Badajgc uzyskiwane po pewnym czasie fragmenty guza
stwierdzono w nich obecno$¢ komdrek wykazujacych ekspresje genu markerowego,
potwierdzajac w ten sposob stusznosé pierwotnego zatozenia [56]. Przy okazji dowie-
dziono, ze stosowana metoda transferu genowego nie wptywa w znaczacy sposob na
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wiasciwosci komorek TIL. Zaczeto wiec opracowywa¢ modele majace na celu spo-
tegowanie przeciwnowotworowego dziatania komadrek TIL.

Pierwszym genem wybranym w tym celu byt gen dla TNF. Sam TNF przy
podawaniu og6lnoustrojowym wykazywat wyraZzne dziatanie przeciwnowotworowe,
jednak stezenia stosowane na zwierzetach byly ok. 50-krotnie wyzsze od stezen
tolerowanych u ludzi. Limfocyty TIL miaty petni¢ role "konia trojainskiego", wcho-
dzac do guza i produkujgc TNF w lokalnie duzych stezeniach. W roku 1990 wprowa-
dzono model z komérkami TIL transdukowanymi genem dla TNF do badan kli-
nicznych. Obecnie jest zbyt wczes$nie, aby mécjednoznacznie ocenié skuteczno$é tej
metody, jednak wydaje sie, ze nie spetnia ona w petni oczekiwan badaczy. Prawdo-
podobnie przenoszenie genu przy pomocy uzytego wektora retrowirusowego nie jest
w stanie zapewni¢ zadowalajgcego poziomu wydzielania TNF przez limfocyty [31].
W dalszym ciggu poszukuje sie sposobdw rozwigzania tego problemu, np. przez
zastgpienie regionu kodujgcego w genie dla TNF odcinek transbtonowy sekwencjg
kodujacg w INF-y peptyd sygnatowy. Produkt genu dla TNF jest biatkiem o masie
26 kDa, z ktérego powstaje w dalszym etapie biatko o masie 17 kDa wydzielane przez
limfocyt do otoczenia. Biatko o masie 26 kDa zawiera w przeciwieAstwie do formy
wydzielniczej odcinek transbtonowy i nie jest wydzielane do otoczenia. Po usunieciu
w genie dla TNF fragmentu kodujgcego region transbtonowy i wstawieniu w to
miejsce sekwencji odpowiedzialej za produkcje peptydu sygnatowego w czasteczce
INF-y (spodziewano sie przez to uzyskac utatwione przenikanie produktu do siateczki
endoplazmatycznej limfocytu) uzyskano 5-krotny wzrost wydzielania TNF przez TIL
[31]. DosSwiadczenie to przeprowadzono in vitro, nie prébujac oceniaé wynikéw
stosowania tej metody w terapii.

Innymi kandydatami do transdukcji komérek TIL sg IL-2, IL-4 czy INF-y. Ten
ostatni na przyktad miatby stymulowac ekspresje czasteczek MHC klasy | na komar-
kach guza oraz dodatkowo aktywowatby witasciwosci cytotoksyczne TIL.

Ciekawag probg modyfikacji limfocytdw naciekajgcych nowotwarjest wprowadze-
nie do nich genéw dla chimerycznych receptorbw TCR powstatych przez fuzje
sekwencji kodujacych fragmenty kompleksu TCR/CD3 igenow dlaczesci zmiennych
immunoglobulin przeciwko antygenom nowotworowym. Stosujacy te metode bada-
cze licza na zwiekszenie swoistego gromadzenia sie komérek TIL w skupiskach
komorek nowotworowych [17].

MODYFIKACJE KOMOREK NOWOTWOROWYCH EX VIVO -
SZCZEPIONKI PRZECIWNOWOTWOROWE

Idea szczepionek przeciwnowotworowych wywodzi sie z obserwacji nad skutecz-
noscig szczepien przeciwko wielu chorobom zakaznym. Celem w tych modelach
terapii jest wyksztalcenie w organizmie skutecznej odpowiedzi immunologicznej
przeciwko antygenom zwigzanym z nowotworem, przejawiajgcej sie zniszczeniem
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komorek guza rozwijajgcego sie w szczepionym organizmie. Obecnie uwaza sie, ze
najwieksze znaczenie w mechanizmie odrzucania nowotworu odgrywa odpowiedz
immunologiczna typu komo6rkowego [22] ita odpowiedZ powinna by¢ przede wszy-
stkim stymulowana przy pomocy szczepionek.

Pojecie antygendéw zwigzanych z nowotworem (TAA) nie jest nowe. Juz w
1909 r. Paul Erlich podejrzewat ich istnienie. Przez nastepne dziesieciolecia préobo-
wano przy pomocy réznych metod identyfikowaé i charakteryzowa¢ poszczegdline
antygeny tego typu. Do niedawna jednak nie udawato sie uzyska¢ oczyszczonych
TAA wykazujacych sie zadowalajacg skutecznosciag w modelach szczepien prze-
ciwnowotworowych. Metodg z wyboru byto wprowadzanie atenuowanych (pozba-
wionych, najczesciej przez napromieniowanie, zdolnosci do tworzenia guza) komaérek
nowotworowych pobranych uprzednio w czasie zabiegu chirurgicznego. Niedosko-
natos¢ takiego podejscia polega na dostarczaniu do organizmu wielu antygenow
rownoczes$nie, wsrod ktorych tylko czes¢ stanowig antygeny zwigzane znowotworem,
pozostate stanowig zbedny balast. Co wiecej, odpowiedZ immunologiczna przeciwko
tym dodatkowym antygenom moze zagtuszy¢ reakcje na TAA. Niewatpliwg zaleta
jest natomiast wprowadzanie doktadnie takiego zestawu antygendéw, jaki charakte-
ryzuje komoérki danego guza. Ma to duze znaczenie przy uwzglednieniu heterogen-
nosci fenotypéw nowotworowych, nawet wsréd nowotworow wywodzacych sie z tej
samej tkanki.

W poczatkowych badaniach bardzo szybko zaobserwowano, ze wprowadzanie
szczepionek zawierajacych wytacznie napromieniowane komérki nowotworowe naj-
czesciej nie jest w stanie skutecznie przetamac istniejgcej w organizmie gospodarza
alergii w stosunku do antygendéw nowotworowych. Przyczyng tego jest prawdopo-
dobnie brak tzw. "drugiego sygnatu" (kostymulacji) do aktywacji limfocytow rozpo-
znajacych antygeny na niemodyfikowanych komérkach nowotworowych. Nastep-
nym etapem byto wiec wprowadzanie kolejnych modyfikacji w celu zwiekszenia
immunogennosci wprowadzanych komorek. Jednym ze sposobow byto umieszczanie
w skiadzie szczepionki adiuwantow (np. BCG [23]). Techniki inzynierii genowej
pozwolity na modyfikacje samych komérek guza przy pomocy réznych genéw.

Kandydatami do genetycznej modyfikacji komdrek nowotworowych sg np. auto-
logiczne czgsteczki MHC obu klas. W latach osiemdziesigtych wykazano na myszach,
ze transfekcja komorek nowotworu genem dla MHC klasy | (komdérki te nie wykazy-
waty przed modyfikacjg ekspresji czasteczek MHC klasy 1) powoduje zmniejszenie
zdolnos$ci tych komorek do tworzenia guza i dawania przerzutéw [30, 71]. Dalsze
prace, uwzgledniajgce szerszg game nowotworéw nie potwierdzity jednak jednozna-
cznej zaleznos$ci pomiedzy ekspresjg wprowadzonego genu dla MHC Kklasy | a
zwiekszong immunogennoscig komérek [50]. U podtoza tego zjawiska moze leze¢
fakt, ze komorki odznaczajagce sie zmniejszong ekspresjg czasteczek MHC na swojej
powierzchni sgbardziej podatne na cytotoksyczne dziatanie komdrek NK. Jezeli przez
modyfikacje genetyczng zwiekszymy ekspresje czasteczek MHC klasy | na komor-
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kach nowotworéw nie majacych wystarczajgco immunogennych antygenéw zwigza-
nych z nowotworem (TAA), wtedy takie komaérki wymykajg sie spod kontroli NK,
nie stajac sie jednoczes$nie wrazliwszymi na dziatanie swoistych limfocytéw T cyto-
toksycznych.

Prowadzono rowniez prace nad wprowadzaniem do komoérek nowotworowych
genow dla czagsteczek MHC klasy Il. Wykazano w tych pracach, iz ekspresja tych
czastek na powierzchni komoérek nowotworowych moze powodowac¢ zmniejszenie
ich zdolInoSci do tworzenia guza z towarzyszgcg odpowiedzig przeciwko nowotworo-
wi macierzystemu [51]. Wciaz nie do kohAcajestjasny mechanizm tego zjawiska, gdyz
na powierzchni komdérek nowotworu brak jest czasteczek zwigzanych z kostymulacja
pomocniczych limfocytow T. Czasteczki takie, np. B7/BB1 (CD80), wystepuja na
"profesjonalnych™ komdrkach prezentujagcych antygen, takich jak limfocyty B, ma-
krofagi czy komérki dendrytyczne. Nie dziwi zatem fakt wykazania zwiekszenia
immunogennos$ci komdrek nowotworowych zwprowadzonymi réwnoczes$nie genami
dla MHC klasy Il i B7 [2]. Stwierdzono natomiast, ze brak kostymulacji zwigzanej z
czasteczkg B7 w czasie przekazywania sygnatu limfocytowi T za posrednictwem
szlaku kompleksu TCR/CD3 moze prowadzi¢ do zbyt stabej aktywacji limfocytu T,
badz tez do wyksztatcenia stanu anergii [60], Kaze to przypuszczaé, ze odpowiedz
immunologiczna przeciwko komérkom nowotworowym transdukowanym wytgcznie
genem dla MHC klasy Il wywotywana jest przez inne, nie poznane dotychczas
doktadnie mechanizmy.

Rola, jakag czasteczka B7/BB1 odgrywa w procesie aktywacji limtocytéw T,
uczynita z niej powaznego kandydata do transferu genowego do komaérek guza w
szczepionkach przeciwnowotworowych. Czasteczka B7 faczy sie ze swoim ligandem
na powierzchni limfocytu T, CD28, w czasie prezentacji limfocytowi antygenu na
czgteczkach obu klas MHC. CD28 jest uwazana za receptor o duzym znaczeniu w
kostymulacji limfocytu T [2,43]. Zwiazanie sie CD28 z B7 prowadzi w limfocycie do
stabilizacji mMRNA dla réznych cytokin, ktérych produkcja wywotywana jest przez
aktywacje na szlaku TCR/CD3 [60]. Innym ligandem dla B7 znajdujagcym sie na
powierzchni limfocytu T jest czasteczka CTLA4 o dotychczas nie poznanej doktadnie
funkcji. Kilku laboratoriom udato sie wykazac, ze transfekcja komorek guza genem
dla B7 powoduje znaczne zmniejszenie ich zdolnosci do tworzenia guza po podaniu
ich syngenicznemu zwierzeciu. Dodatkowo zwierzeta te stawaty sie odporne na
wprowadzanie do nich niemodyfikowanych komérek guza macierzystego [2,6,68]. W
pracach tego typu koncentrowano sie na roli B7 w fazie indukcji odpowiedzi komér-
kowej przeciwko antygenom nowotworowym. Ostatnio wykazano réwniez (postugu-
jac sie linig nowotworowg nie wykazujgcg ekspresji czasteczek MHC klasy I1) udziat
B7 bezposrednio w fazie efektorowej odpowiedzi immunologicznej [54], Wiadomo
réwniez, ze efekt wzmocnienia odpowiedzi komérkowej po transdukcji czasteczki B7
do komérek szczepionki przeciwnowotworowej zalezny jest od immunogennosci
samych komdrek. Zdolno$¢ do tworzenia guza przez linie nowotworowe o niskiej
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immunogennosci jest w mniejszym stopniu ograniczana po wprowadzeniu do komo6-
rek genu dla B7 niz ma to miejsce przy liniach bardziej immunogennych [7].

Bardzo liczne sg rowniez prace, w ktdrych wykorzystuje sie przenoszenie do
komérek nowotworowych ex vivo genéw dlaréznych cytokin [10]. Udato sie uzyskaé
wzmozenie odpowiedzi uktadu odpornosciowego przeciwko komdérkom nowotworo-
wym transfekowanym genami dla IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IFN-a, INF-y, TNF-a oraz
GM-CSF [1, 18, 26, 27, 50, 53]. R6zne sag mechanizmy uzyskania tego efektu oraz
jego nasilenie. Nalezy zaznaczy¢, ze istniejg poglady podwazajgce sens wprowadza-
nia genéw dla cytokin z uzyciem technik przenoszenia genéw. Podstawg jest fakt
braku istotnych réznic miedzy skutecznos$cia szczepionek modyfikowanych genety-
cznie a podawaniem atenuowanych komoérek guza wraz z adiuwantami (np. Coryne-
bacterium parvum) [28]. Niemniej jednak techniki przenoszenia gendw dla cytokin
do komoérek guza ex vivo, niezaleznie od ich wykorzystania w klinice, sg waznym
narzedziem w rekach badaczy zajmujgcych sie rolg i mechanizmami dziatania po-
szczegblnych cytokin w trakcie odpowiedzi immunologicznej przeciw nowotworowi.
Postepy w tej dziedzinie stwarzajg wieksze mozliwosci modelowania odpowiedzi
uktadu odpornosciowego. Dzieki tego typu badaniom udato sie np. ustali¢, ze w
skupiskach komdrek nowotworowych produkujgcych IL-2 stwierdza sie nacieki, w
ktérych sktad wchodza zaréwno rézne populacje limfocytow T oraz komorek NK, jak
tez neutrofile wraz z eozynofilami [35]. Natomiast w przypadku IL-4 guzy sg w
krotkim czasie (8-18 godzin) naciekane prawie wytgcznie przez eozynofile, czego
nastepstwem jest niszczenie komaérek nowotworu [66], pozwalajgc wnioskowaé o roli
leukocytéw kwasochtonnych stymulowanych IL-4 w reakcji uktadu immunologicz-
nego na nowotwaér. Oprocz wykazania stymulujgcego wptywu niektérych cytokin na
mechanizmy obronne wycelowane w komérki guza, stwierdzono réwniez, ze cze$é
mediatoréw reakcji immunologicznej nie wywiera znaczacego wptywu na ten proces
(IL-5 [39], IL-10 [65]) lub tez wrecz go hamuje (TGF-Bj [67]).

Niemate znaczenie matakze ustalenie, czy efekt wywotywany przez dang cytokineg
ogranicza sie do odpowiedzi typu lokalnego, powodujacej zniszczenie komdrek guza
produkujacych mediator oraz niespecyficznie innych komorek znajdujacych sie w
sgsiedztwie (ang. bystander effect), czy tez wigze sie z wywotaniem odpowiedzi
systemowej przeciwko komoérkom majgcym te same antygeny, a znajdujgcym sie w
réznych czesciach organizmu. Badania wskazujg, ze cytoking dziatajgcg w pierwszym
z wymienionych mechanizméw wydaje sie by¢ IL-4 [16], natomiast np. GM-CSF
dziata raczej potegujac odpowiedz ogélnoustrojowg [16],
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TECHNIKI Z WYKORZYSTANIEM SZCZEPIONEK
ZAWIERAJACYCH KOMORKI NIENOWOTWOROWE

Istnieje takze podejscie podobne do metod szczepienia genetycznie modyfikowa-
nymi komdrkami guza, ale wykorzystujace komérki nienowotworowe. Ma to miejsce
przy prébach leczenia nowotwordéw zwigzanych z zakazeniem wirusami HPV, zwta-
szczatypem 16. Wykazano na zwierzetach, ze zastosowanie szczepionki zawierajacej
komorki fibroblastyczne z wprowadzonym genem dla biatka E7 wirusa brodawczaka
moze prowadzi¢ do wytworzenia odpornosci przeciwko wprowadzanym syngenicz-
nym komoérkom transformowanym wirusem HPV [8]. Probuje sie rowniez podawac
napromieniowane, niemodyfikowane komaorki nowotworéw zmieszane z fibroblasta-
mi, do ktérych wprowadzano geny dla cytokin (np. IL-2 lub IL-4) [13]. Zaletg tego
typu metod jest tatwos¢ w prowadzeniu hodowli komdrek fibroblastycznych w
poréwnaniu z hodowlg ré6znorodnych linii wywodzacych sie z leczonych nowotwo-
row.

NOWOCZESNE METODY IZOLACII TAA

Z powodu niedoskonato$ci metod, w ktérych wykorzystuje sie cate komorki
nowotworowe, powadzone sg wcigz prace majgce na celu wyizolowanie i scharakte-
ryzowanie TAA, zwtaszcza tych, ktore pozostajg w zwigzku z odpowiedzig immu-
nologiczng typu komdrkowego. Celem jest sporzadzenie szczepionek uniwersalnych,
ktérych kombinacje bedzie mozna stosowac w leczeniu (a by¢ moze i w profilaktyce)
réznych typéw nowotworéw. W chwili obecnej najlepiej poznanym pod tym wzgle-
dem nowotworem jest czerniak, w ktérym opisano na poziomie molekularnym anty-
geny rozpoznawane przez autologiczne, cytotoksyczne limfocyty T (CTL) [70], Przy
uzyciu technik transferu genowego i techniki opartej na selekcji komorek przez
swoiscie uczulone cytotoksyczne limfocyty T (rys. 2) udato im sie sklonowac gen
odpowiedzialny za ekspresje na komorkach czerniaka antygenu MZ2-E. Gen ten
nazwano MAGE-1 i wykazano, ze jego ekspresja zachodzi w komérkach ok. 50%
czerniakow, a takze kilku innych typow nowotwordéw, nie zachodzi natomiast w
zdrowych tkankach (wyjatkiem sg jadra). Antygen MZ2-E powstaje przez prezen-
tacje nonapeptydu pochodzacego z produktu genu MAGE-1przez czgsteczke MHC
HLA-A1 [69]. Niestety kodujacy ja gen nie jest najbardziej rozpowszechnionym
allelem uktadu HLA (30% w populacji rasy kaukaskiej), a terapia przy uzyciu
szczepionki musiataby sie obecnie ogranicza¢ do pacjentéw wykazujacych ekspresje
wiasnie tego allelu. Badacze liczg na to, ze dzieki istnieniu sprawdzonej juz metody
klonowaniagenéw dla TAA mozliwabedzie identyfikacjanapoziomie molekularnym
kolejnych antygenow zwigzanych z nowotworem majacych znaczenie w odpowiedzi
immunologicznej przeciw guzowi. Potwierdzeniem stusznos$ci tych oczekiwan jest
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sklonowanie ostatnio genu MAGE-3, odpowiadajacego za ekspresje na komorkach
czerniaka antygenu nazwanego MZ2-D. Nalezy on, podobnie jak MAGE-1 do
rodziny genow MAGE, a od MAGE-1 rdzni si¢ czestszym wystepowaniem w czer-
niaku (ok. 75%), co moze decydowaé o jego wiekszej przydatnosci w dalszych
badaniach [19]. Wcze$niej stwierdzono takze wystepowanie odpowiedzi z udziatem
CTL przeciwko fragmentom produktu genu dla tyrozynazy, enzymu biorgcego udziat
w produkcji melaniny w melanocytach. Antygen ten prezentowany byt w kontekscie
czasteczki MHC HLA-A2 [4]. Kodujacy ja gen jest najczestszym allelem w populacji
rasy kaukaskiej (ok. 48%), co dawatoby duzg nadzieje na potencjalne zastosowanie
wyzej opisanego antygenu, niemniej jednak przed ewentualnym wprowadzeniem go
do préb klinicznych nalezy ustali¢, jakie znaczenie moze mie¢ wywotanie odpowiedzi
autoimmunologicznej przeciwko zdrowym melanocytom ludzkiego organizmu.

Prace prowadzone nad szczepionkami przeciwnowotworowymi, pozwalajgc na
identyfikacje czasteczek istotnych dlarozwiniecia skutecznej odpowiedzi imunologi-
cznej, majg duze znaczenie dla badaczy koncentrujgcych sie na modyfikacji komadrek
guza in vivo.

sporzadzenie biblioteki

kotransfekcja do komérek
nie wykazujacych
ekspresji antygenu

komérka wykazujgca
ekspresje antygenu
rozpoznawanego X
przez CTL

selekcja komérek
wykazujacych ekspresje
genu markerowego

ustalenie sekwencji
i lokalizacja na mapie
genomu

Rys. 2. Schemat nowoczesnej metody identyfikacji genéw odpowiadajacych za wystepowanie na

komoérkach nowotworu antygenéw zwigzanych z nowotworem (TAA), przeciwko ktérym mozliwe jest

rozwinigecie swoistej odpowiedzi immunologicznej dziatajacej przez cytotoksyczne limfocyty T(CTL);

metoda ta pozwolita m.in. na identyfikacje genéw MAGE-1 oraz MAGE-3 w komoérkach czerniaka
cztowieka
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MODYFIKACJE KOMOREK NOWOTWOROWYCH IN VIVO

Szczepionki nowotworowe czesto ograniczajg liczbe nowo powstajagcych przerzu-
téw, natomiast o wiele rzadszym zjawiskiem jest efekt polegajacy na cofnieciu sie
przerzutéw juz istniejgcych w momencie szczepienia. Zjawisko to prébuje sie wywo-
ta¢ przez dostarczanie do komérek guza in vivo "genéw samobdjczych”, tzn. powo-
dujacych przez r6znorodne mechanizmy $mier¢ komorek, w ktérych zachodzi ich
ekspresja.

Trudno$¢ w tych metodach sprawia opracowanie swoistej i wydajnej techniki
wprowadzaniagenow do komdérek nowotworu znajdujacych sie wewnatrz organizmu.
Brak swoistosci moze dawaé w rezultacie znaczne skutki uboczne terapii, natomiast
zbyt niska wydajno$¢ moze powodowac nieskuteczno$¢ postepowania terapeutycz-
nego. Swoisto$¢ prébuje sie uzyskac taczac wektory, przy pomocy ktérych wprowa-
dza sie materiat genetyczny, z czasteczkami swoiécie rozpoznajacymi antygeny na
powierzchni komorek docelowych (np. fragmenty przeciwciat przeciwko TAA).
Przyktadem jest pr6ba wprowadzania genéw z uzyciem retrowirusa ekotropowego
(wirusy ekotropowe nie maja zdolno$ci wnikania do ludzkich komdrek) sprzezonego
z przeciwciatami monoklonalnymi. Udato sie w ten sposob uzyska¢ wprowadzenie
genu do komérek, niemniej jednak metoda ta cechowata sie niska wydajnoscig [59].
W planowaniu tego typu technik warto réwniez uwzgledni¢ wewnatrzkomoérkowe
czynniki decydujgce o ekspresji wprowadzonego materiatu genetycznego. Mozna np.
zastosowaé promotor dla genu podlegajagcego wysokiej ekspresji tylko w komoérkach
nowotworowych (np. promotor CEA w rakach jelita grubego czy tez promotor genu
dla tyrozynazy w czerniakach). Jako Zrodto wektorow wirusowych w organizmie,
zwilaszczaw modelu wykorzystujagcym wstrzykniecie do guza, mogg stuzy¢ tak zwane
komérki pakujace (komérki wydzielajagce do otoczenia wektory zawierajgce odpo-
wiednie geny). Postepowanie takie ma miejsce np. przy wprowadzaniu genu dla
wirusowej kinazy tymidynowej (HSV-TK) do guzdw moézgu (patrz dalej) [49].

Repertuar genéw nadajacych sie do zastosowania w tego rodzaju metodach cze-
$ciowo pokrywa sie z zestawem w technikach wprowadzania genéw do komérek guza
ex vivo (tab. 1). Kandytatami o potencjalnym zastosowaniu sa geny dla réznych
cytokin, np. IL-2, IL-4, IL-7, INF-y, TNF-a, GM-CSF czy tez MCP-1. Duzg nadzieje
wzbudza IL-4 jako cytokina o potencjalnej uzyteczno$ci w leczeniu guzéw mozgu
[66,74]. Alternatywga dla wprowadzania genéw dla cytokin sg strategie wykorzystu-
jace geny dla biatek wirusowych, kostymulatoréw aktywacji limfocytow T (B7/BB 1)
lub allogenicznych czasteczek MHC, w celu zwiekszenia immunogennosci komérek
guza. U ludzi podjeto proby terapii, w ktérych podawano doguzowo do powierzchow-
nych skupisk komorek czerniaka gen dla czgsteczki MHC klasy | HLA-B7 (u 0séb
nie majacych tego allelu) pod postacig plazmidéw zamknietych w liposomach [48].

Zastosowanie genéw dlaczasteczek stymulujgcych opowiedz systemowa przeciw-
ko TAA pozwala mie¢ nadzieje, ze oprocz wywotania efektu cytotoksycznego w
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stosunku do komorek, w ktorych zachodzi ekspresja wprowadzonych gendw, uda sie
réwniez spowodowac eliminacje komérek nowotworowych, do ktérych nie powiodto
sie wprowadzenie genu, a znajdujacych sie w zasiegu pobudzonych mechanizmow
uktadu immunologicznego (ang. bystander effect). Ma to szczegdlne znaczenie przy
uwzglednieniu niskiej wydajnosci obecnie stosowanych technik wprowadzania ge-
noéw in vivo. Z tych tez wzgleddw istniejg sady stwierdzajace, ze nie miatoby sensu
stosowanie gendéw supresji guza (patrz dalej) lub genéw dla toksyn niewydzielniczych
[61], gdyz wedtug tych opinii nie sg one w stanie wywotywac tego typu efektu.

TERAPIA W SYSTEMIE ENZYME-PRODRUG

Niejako zaprzeczeniem stwierdzenia konczacego poprzedni akapit jest podejscie
nazywane w skrocie VDEPT. Polega ono na wprowadzeniu do organizmu wektora
sktadajacego sie z promotora dla genu podlegajgcego wysokiej ekspresji selektywnie
w komorkach nowotworowych w potaczeniu z genem dla enzymu powodujacego
powstanie z nietoksycznej substancji (ang. prodrug) zwigzku powodujgcego $mierc
komoérki (rys. 3). Enzymami branymi pod uwage sg np. dezaminaza cytozyny (prze-

Rys. 3. Schemat terapii genowej nowotworéw w systemie VDEPT; najwieksze nadzieje poktada sig
obecnie w wykorzystania tego rodzaju stategii w leczeniu nowotworéw maézgu
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twarzajgca 5-fluorocytozyne w 5-fluorouracyl [47]) czy tez kinaza tymidynowa
wiruséw opryszczki HSV-TK (przetwarzajagca wraz z normalnymi enzymami komo-
rek ssakéw gancyklowir wjego toksyczng pochodng [14]). Ciekawym zjawiskiem jest
zaobserwowanie efektu zabijania komorek sasiednich (bystander effect) przy zasto-
sowaniu tego rodzaju metod [14]. Nie jest do koAca poznany mechanizm odpowie-
dzialny za ten efekt, jednakze gtéwna role wydaje sie odgrywac dyfuzja toksycznego
zwigzku z komérek transdukowanych genem dla enzymu aktywujacego go do komé-
rek sgsiadujacych. Dalsze badania wykazaty dosy¢ duzg skale tego zjawiska. Przypu-
szcza sie mianowicie, ze przy wywotaniu ekspresji genudlaHSV-TK w 10% komorek
guza w 50% przypadkéw mozemy spodziewac sie catkowitej eliminacji nowotworu
[13].

Ogromng zaleta VDEPT jest rdwniez brak zauwazalnej systemowej toksycznosci
wprowadzonych lekéw. Naturalnym nastepstwem tak obiecujgcych rezultatdéw na
modelach zwierzecych (gtéwnie na szczurach) sa proby wprowadzenia VDEPT do
badan klinicznych. Obecnie w Stanach Zjednoczonych zostaly zatwierdzone cztery
badania kliniczne wykorzystujgce wyzej opisang technike w leczeniu guzéw os$rod-
kowego uktadu nerwowego [13].

WPROWADZANIE GENU OPORNOSCI NA LEKI
DO KOMOREK SZPIKU

Jak juz wspomiano, jednym z najwiekszych problemow klasycznej chemioterapii
nowotworéw sgogromne skutki uboczne. Szczegdlnie wrazliwy na antyproliferacyjne
i cytotoksyczne dziatanie chemioterapeutykdw jest szpik. Istniejg linie nowotworowe
oporne na dziatanie wielu lekéw stosowanych w chemioterapii (np. daunorubicyny,
doksombicyny, aktynomycyny D, winkrystyny iinnych). Biatkiem odpowiedzialnym
za tego rodzaju oporno$¢ jest czgsteczka btonowa MDR-1 (nazywana réwniez P-gli-
koproteina), ktérej mechanizm dziatania polegana "wypompowywaniu" toksycznych
substancji na zewnatrz komorki [21] (rys. 4). 1zolacja genu kodujacego te czgsteczke
pozwolita na modyfikowanie innych komoérek tak, aby rowniez stawaty sie bardziej
oporne na chemioterapie. Kandydatami do takich zabiegow staty sie komaérki macie-
rzyste szpiku. Po przeprowadzeniu udanych eksperymentoéw na zwierzetach [45]
prowadzone w chwili obecnej sa badania kliniczne majgce na celu ocene skutecznosci
tego rodzaju postepowania w chemioterapii raka sutka i raka jajnika, a takze u
chorych z guzami moézgu [13].
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Rys. 4. Schemat utozenia 1280-aminokwasowej czgsteczki MDR-1 w btoniekomroékowej; czasteczka ta
jest ATP-zaleznym kanatem btonowym™wypompowujacym* z komorki toksyczne zwigzki, np. stosowa-
ne w chemioterapii nowotworéw: daunorubicyne, winkrystyne czy aktynomycyne D; terapie genowe
zwigzane z ta molekuta maja na celu zmniejszenie jej ekspresji w komérkach nowotworowych badz tez
zwiekszenie opornosci szpiku na skutki uboczne chemioterapii (dalszy opis w tekscie)

"NAPRAWA” GENETYCZNA

Przez kilkanascie ostatnich lat Swiat nauki starat sie coraz wnikliwiej badaé
zjawiska molekularne prowadzace do przejscia zdrowej komérki w nowotworowa.
Wiadomo obecnie, ze wiele tych zjawisk dotyczy zaburzenia rownowagi pomiedzy
kontrolg pozytywng a negatywng mechanizméw podziatu komérkowego, a takze na
niewtasciwej kontroli procesow réznicowania komorki. Do tego dochodzg zmiany
decydujace o powstawaniu "zto$liwego" charakteru transformacji nowotworowej
(nabycie zdolnosci do naciekania zdrowych tkanek i dawania przerzutow). Wing za
tego typu zmiany obarcza sie mutacje zachodzace z réznych przyczyn w obrebie
genomu komorki. Mutacje onkogenow (gendéw kodujgcych czynniki decydujace o
pozytywnej regulacji podziatu komorki) prowadzg do ich nadmiernej aktywacji. Aby
zaszta transformacja nowotworowa komorki, oprocz aktywacji onkogenéw musza
ulec inaktywacji geny nazywane antyonkogenami lub genami supresji guza (ang.
tumor suppressor genes, zwigzane z regulacjg negatywng wzrostu komdrkowego
[29]) [37]. Obraz ten jest znacznym uproszczeniem w stosunku do obecnego stanu
wiedzy, niemniej jednak pozwala zrozumie¢ idee modeli terapeutycznych ingeruja-
cych w te zaburzong rownowage wewnatrzkomorkowa. Nalezy oczywiscie nadmie-
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ni¢, ze proces przejScia w komérke nowotworowag jest procesem wieloetapowym i
mutacja w obrebie tylko jednego genu nie powinna nigdy prowadzi¢ do peinej
transformacji komorki. Z tych tez wzgledéw korekcja funkcjonowaniajednego genu
nie moze odwrdci¢ wszystkich zmian decydujgcych o nowotworowym charakterze
wzrostu komorkowego. Jednakze wydaje sig, ze nawet czeSciowe ostabienie "ztosli-
wosci’ nowotworu moze mie¢ znaczenie w leczeniu tej choroby. Poza tym niewatpli-
wym atutem prac tego typu jest nabywanie coraz szerszej wiedzy na temat skom-
plikowanych mechanizméw rzadzacych regulacjg cyklu komérkowego.

1. SUBSTYTUCJA GENAMI SUPRESJI GUZA

Jak wspomniano, inaktywacja antyonkogenu zwieksza prawdopodobienistwo wy-
stapienia transformacji nowotworowej lub tez nasila charakter nowotworowy trans-
formacji juz zaistniatej [37]. Pozwala przypuszczaé, ze przywrdcenie w komorce
nowotworowej prawidtowej funkcji antyonkogenu ostabi charakter nowotworowy
wzrostu takiej komaérki. Naturalnym nastepstwem takiego zatozenia sg terapie pole-
gajace na substytucji prawidtowymi genami supresji guza komorek nie wykazujacych
ich wiasciwej ekspresji. Wiadomo, ze wprowadzenie dzikiego typu biatka dla p53
(zmiany w obrebie ekspresji tego genu wystepujg w ok. 50% nowotworéw cztowieka
[44]) do komdrek nowotworowych moze ostabia¢ ich wzrost izdolnos¢ do tworzenia
guza przez te komorki. Co wiecej, zwiekszenie ekspresji dzikiego typu genu dla p53
w komdrkach nienowotworowych nie wydaje sie wywiera¢ na nie znaczacego wpty-
wu szkodliwego [24]. Dawatoby to nadzieje na potencjalnie matg toksycznos$é ogol-
noustrojowg technik zwigzanych z transdukcjg komorek nowotworowych tym wiasnie
genem supresji guza. By¢ moze fakt ten miatby znaczenie przy uwzglednieniu
problemdéw zwigzanych z selektywnos$cig wprowadzania genéw do komérek guza in
situ. Biatko p53 jest najlepiej opisanym pod wzgledem funkcjonalnym produktem
genu supresji guza, ale oprécz niego sklonowamo siedem innych antyonkogendéw
(oznaczonych skrétami RBI, WT1, VHL, APC, DCC, NFl1 oraz NF2), a kilka
nastepnych udato sie umiesci¢ na mapie genowej cztowieka [37]. Dalsze prace nad
tym zagadnieniem pozwolg by¢ moze na szersze wykorzystanie wyzej przedstawio-
nych gendéw w terapii genowej nowotwordw. Obecnie w Stanach Zjednoczonych trwa
debata nad wprowadzeniem wektora retrowirusowego zawierajgcego gen dla p53 do
terapii raka ptuc [34].

2. TERAPIA OLIGONUKLEOTYDAMI ANTYSENSOWYMI

Oligonukleotydy antysensowe sg krotkimi (9-25 nukleotydéw) odcinkami kwa-
séw nukleinowych o sekwencji komplementarnej do fragmentu genu, ktdrego ekspre-
sja ma by¢ w trakcie terapii zahamowana. Mechanizm ich dziatania nie jest jeszcze
doktadnie poznany, wiadomo jednak, ze wigze sie on z zaburzeniem przekazywania
informacji na szlaku gen-biatko [63]. Przypuszczalnymi zjawiskami o znaczeniu
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terapeutycznym, ktore zachodzg po wprowadzeniu oligonukleotydéw antysensow-
nych do komorki sa;

- tworzenie potréjnej helisy w obrebie DNA genomowego [64]; rezultatem jest
zaburzenie transkrypcji odcinka rozpoznawanego przez sekwencje oligonukleotydu;

- interferencja z poliadenylacja mMRNA na koricu 3’ oraz z procesem przytgczania
czapeczki do konica 5’ (ang. 5 ’capping)] oligonukleotydy zaprojektowane dla bloko-
wania tych proceséw rowniez wykazujg dziatanie biologiczne [9, 73];

- zaburzenie ciecia i sktadania pierwotnego transkryptu (ang. mRNA splicing);
znane sg biologicznie aktywne oligonukleotydy zaprojektowane tak, aby rozpozna-
waly miejsca istotne dla ciecia i sktadania mMRNA (ang. splicejunctions), nie zgroma-
dzono jednak dotychczas wystarczajgcych dowodéw na taki wtasnie mechanizm ich
dziatania [11];

- zaburzenie tworzenia tréjwymiarowej konformacji mMRNA; koncepcja ta opiera
sie na dowodach duzej skutecznos$ci oligonukleotydéw komplementarnych do regio-
noéw tworzacych w strukturze przestrzennej mRNA regiony petlowe (ang. stem-loop
structures) [41];

- aktywacja rybonukleazy H (RNAzy H); RNAza H jest enzymem komorkowym
odpowiedzialnym za ciecie nici RNA w kompleksie DNA-RNA; utworzenie przez
antysensowe DNA kompleksu z interesujgcym nas mRNA moze czynic je podatnym
na dziatanie RNAzy H [20];

- zahamowanie translacji; duza czes¢ oligonukleotydéw stosowanych obecnie w
badaniach "wycelowana" jest w sekwencje zawierajgce kodon rozpoczynajacy trans-
lacje; istniejg w tym przypadku wiarygodne dane przemawiajgce za wyzej wymienio-
nym mechanizmem ich dziatania [11].

Niestety uzycie niemodyfikowanych oligonukleotydéw przynosi bardzo mate re-
zultaty w pracach in vitro, a zupetnie nie ma sensu stosowanie ich in vivo. Przyczyna
tego faktu lezy m.in. w ich podatnos$ci na zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowe nukleazy.
Z tych tez powoddw trwaja poszukiwania nad opracowaniem pochodnych oligonu-
kleotydéw zdolnych do ominigcia tego rodzaju przeszkdd [15], a takze majacych
zwiekszong site taczenia sie z komérkowymi kwasami nukleinowymi [62], Takie
wiasnie pochodne oligonukleotydéw wykorzystywane sg w pracach badawczych [55].
Prace z wykorzystaniem oligonukleotyddw antysensowych w prébach terapii nowo-
tworéw (zwiaszcza in vitro) sa obecnie bardzo liczne. Prdbuje sie réwniez np.
wprowadzié¢ sekwencje antysensowg dla ludzkiego K-ras do terapii raka ptuc u ludzi
[34],

3. WYKORZYSTANIE RYBOZYMOW

Rybozymy sa krétkimi odcinkami kwasu rybonukleinowego (RNA), ktére maja
zdolno$¢ do ciecia fragmentow RNA, rozpoznajac uprzednio sekwencje swojego
substratu idokonujac ciecia w $ci$le okreslonym miejscu, znajdujacym sie po sekwen-
cji nukleotydow GUA, GUC badz GUU. W terapii genowej najczesciej uzywa sie
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tzw. hammerhead ribozymes zawierajgcych konserwatywny region 24-nukleotydo-
wy, po obu stronach ktérego znajduja sie co najmniej 8-nukleotydowe sekwencje
komplementarne do region6éw znajdujgcych sie w kierunku 5” i 3’ od miejsca ciecia
na docelowej czgsteczce RNA [40] (rys. 5). Inzynieria genetyczna, dajagc mozliwos¢
umieszczania w tych bocznych regionach dowolnych sekwencji nukleotydowych,
czyni z rybozyméw bardzo kuszace narzedzie stuzace do ingerowania w ekspresje
genoéw w komorce. W tenze witasnie sposéb probuje sie wykorzystywaé rybozymy w
laboratoriach, probujac np. zaburzaé ekspresje onkogenu U-ras [36] badz tez sekwen-
cji bcr-abl w chromosomie Philadelphia (odpowiedzialnej za powstawanie ponad
95% przypadkow przewlektej biataczki szpikowej) [40]. Skonstruowano réwniez
rybozymy interferujace z ekspresjg czasteczki MDR-1 (patrz wyzej) w komaérkach
nowotworowych, przez co stawaty sie one mniej oporne na chemioterapeutyki [38].

mRNA
odcinki odpowiadajgce
za rozpoznanie czgsteczki o
docelowego mRNA miejsce
ciecia

odcinek odpowiadajacy
za ciecie docelowego
MRNA

RYBOZYM

Rys. 5. Schemat dziatania rybozymu na docelowg czgsteczke mRNA

PODSUMOWANIE

Genetyka molekularna, a wraz z nig techniki okreslane wsp6lng nazwag terapii
genowej, jest bardzo mtoda dziedzing nauki. Niemniej jednak w ciggu ostatnich lat
dokonat sie natym polu znaczacy postep. Z tg dziedzing wiedzy zwigzane sg ogromne
nadzieje, gdyz wnika ona w podtoze chorob najbardziej, jak to jest obecnie mozliwe,
dajac nadzieje na bezposrednig korekcje ich przyczyn. Z tych tez wzgledéw Swiat
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TABELA 1 Przykfady zatwierdzonych préb klinicznych z wykorzystaniem technik terapii genowej w

Gen

leczeniu nowotworoéw u ludzi [12]

Komérka

Rodzaj strategii - wykorzystujagce komoérki pobrane ex vivo

Nowotwor

TNF TIL czerniak zto$liwy
IL-2, TNF komérka nowotworowa rak jelita grubego
IL-2, TNF jw. czerniak ztosliwy
B7 (CD80) jw. jw.

1L-2 jw. neuroblastoma
antysensowy IGF-1 jw. guzy mozgu
IL-2, TNF, GM-CSF jw. rak nerki

IL-2 jw. rak ptuca

IL-4 fibroblasty rak sutka

IL-2, IL-4 jw. rak jelita grubego
IL-4 jw. czerniak ztosliwy
IL-4 jw. rak nerki

MDR-1 komoérka macierzysta szpiku guzy moézgu
MDR-1 jw. rak sutka
MDR-1 jw. rak jajnika

Rodzaj strategii -transfer genu in vivo

HLA-B7 + B2mikroglobulina

komérka nowotworowa

rak jelita grubego

HLA-B7 + B2mikroglobulina jw. guzy lite
HLA“B7 + R2mikroglobulina jw. czerniak zto$liwy
lub HLA-B7

HSV-TK jw. guzy moézgu
HSV-TK jw. rak jajnika
antysensowy K-ras, jw. rak ptuc

dziki typ p53

nauki z niecierpliwo$cig oczekuje na wyniki prowadzonych prac badawczych. W
duzej czesci z nich skoncentrowano sie najednej z najbardziej zagrazajacych zyciu
choréb - na nowotworze. W tym artykule starano sie przyblizy¢ strategie obecnie
istniejgce w tej dziedzinie. Skuteczno$é niektérych z tych strategii stara sie obecnie
oceniaé w terapii nowotworéw w klinice (tab. 1). Rezultaty uzyskiwane w tego rodzaju
badaniach pozwalajg mie¢ nadzieje, ze by¢ moze niebawem metody wykorzystujgce
wprowadzanie materiatu genetycznego do komaérek wkroczg z dobrymi wynikami do
codziennej praktyki onkologicznej.
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MITOCHONDRIAL PORIN - VDAC CHANNEL.
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Streszczenie. Poryna mitochondrialna jest gtéwnym biatkiem tworzacym kanaty (VDAC - voltage
dependent anion selective channel) w zewnetrznej btonie mitochondrialnej. Kanaty te izolowane z
mitochondriéw réznych tkanek i organizmoéw i rekonstytuowane w sztuczne btonki wykazuja konser-
watywnos$¢ swych podstawowych witasciwosci: (i) Srednica kanatu; (ii) wartos¢ przewodnictwa pojedyn-
czego kanatu; (iii) zalezno$¢ od potencjatu; (iv) zmiany selektywnos$ci zwigzane ze stanem funk-
cjonalnym. Istnienie szeregu czynnikéw wptywajacych na stan funkcjonalny kanatu VDAC sugeruje, ze
biatko to odgrywa podstawowgq role w regulacji metabolicznych i energetycznych funkcji mitochon-
dridw. W artykule oméwiono biogeneze, strukture, wtasciwosci elektryczne i regulacje kanatéw VDAC
oraz ich udziat w funkcjonowaniu mitochondriéw. Przedstawiono takze bioenergetyczne konsekwencje
braku VDAC w mitochondriach mutantéw bezporynowych.

Stowa kluczowe: kanat VDAC (poryna mitochondrialna), transport metabolitéw, mutanty bezporynowe.

Summary. Mitochondrial porin is the major integral protein of outer mitochondrial membrane. Incorpo-
rated in artificial lipid bilayers it forms voltage-dependent anion selective hannel (VDAC). VDAC
channels isolated from different tissues and organisms reveal strong similarity of their basic properties:
(i) channel diameter; (ii) value of single channel conductance; (iii) voltage dependence; (iv) selectivity
changes connected with the functional state. The existence of many factors (native or artificial)
influencing functional state of VDAC channel suggests that this protein is vital for energetic and
metabolic functions of mitochondria. This article summarizes the recent information on biogenesis,
structure, electical properties and regulation of VDAC channel as well as on its role in transport of
metabolites to mitochondria. Finnaly, bioenergetic consequences of the absence of VDAC in mutant
mitochondria are described.

Key words'. VDAC channel (mitochondrial porin), transport of metabolites VDAC-depleted mutants
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WPROWADZENIE

Poryna mitochondrialna jest dominujgcym iloSciowo, integralnym biatkiem zew-
netrznej btony mitochondrialnej [7]. Ze wzgledu na to, iz po rekonstytucji w sztuczne
btony lipidowe tworzy ona regulowane potencjatem kanaty o selektywnosci aniono-
wej, nazywanajest rowniez VDAC (z ang. voltage dependentanion selective channel)
[19,86]. Podobnie jak poryny bakteryjne, wystepujace u bakterii Gram ujemnych,
poryna mitochondrialna umozliwia transport czgsteczek polarnych przez btone [5],
Biatka te maja takze podobng strukture drugorzedowg (struktura B), co odroznia je
od innych biatek btonowych, w ktérych przypadku przewaza struktura a-helisy
[5,6,30,51,101,104], Jednakze szczegétowe badanie homologii tych biatek doprowa-
dzito do wniosku, iz sg to czasteczki odlegte ewolucyjnie [6,35,67]. Istnieje natomiast
mozliwo$¢ ewolucyjnego pokrewienstwa miedzy poryng mitochondrialng i pewnymi
organellowymi biatkami transportujacymi, zlokalizowanymi w wewnetrznej btonie
mitochondralnej [3,51] lub w otoczce chloroplastowej [84]. Niejasnym jest dotad, czy
VDAC wystepujacy w btonach komdrkowych niektorych komorek jest identyczny z
VDAC mitochondrialnym [7,96].

Poryna mitochondrialna kodowana jest przez genom jadrowy i syntetyzowana na
rybosomach cytoplazmatycznych bez odszczepialnej aminokwasowej sekwencji wio-
dacej (presekwencji, sekwencji targetowej) zlokalizowanej przy koricu N biatka [44].
Informacjaumozliwiajgca skierowanie powstatego biatka do mitochondriéw jest wiec
prawdopodobnie zawarta w poczagtkowym odcinku jego sekwencji przy koncu N
[44,51,75], badZ tez w koficowym - przy koncu C [30,43]. Wbudowanie poryny w
zewnetrzng btone mitochondrialng zachodzi bez udziatu potencjatu transbtonowego
wewnetrznej btony mitochondrialnej, wymagajednak obecnosci ATP, prawdopodob-
nie dla zapewnienia odpowiedniej konformacji biatka przed jego wigczeniem w btone
[40]. Najnowsze wyniki badan dotyczace transportu poryny do mitochondriéw suge-
rujg, iz proces ten zachodzi przez miejsca kontaktowe bton mitochondrialnych, z
udziatem receptora usytuowanego w zewnetrznej btonie mitochondrialnej, zaangazo-
wanego takze w import biatek do wewnetrznych przedziatdw mitochondriéow [92].

Posréd wszystkich zidentyfikowanych dotychczas kanatéw zlokalizowanych w
obu btonach mitochondrialnych, poryna jest jedynym biatkiem o znanej sekwencji
aminokwasow [88]. Okres$lenie sktadu aminokwasowego biatka lub sekwencjonowa-
nie cONA pozwolito na wyznaczenie sekwencji aminokwasowej poryn izolowanych
z mitochondriow Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae, Dictiostelium di-
scoideum, a takze z btony komorkowej limfocytdw B cztowieka i miesni szkieleto-
wych ssakéw [35,48,49,51,75 ,101].
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STRUKTURA

Znaczng cze$¢ informacji dotyczacych struktury przestrzennej poryny mitochon-
drialnej uzyskano dzieki analizie dwuwymiarowych krysztatéw kanatu, prowadzonej
za pomoca transmisyjnego mikroskopu elektronowego przy zastosowaniu réznych
technik utrwalania materiatu [65,66,67]. Krysztaty takie powstajg na skutek trawienia
zewnetrznej btony mitochondrialnej rozpuszczalng fosfolipazg A2 Enzym ten usuwa-
jac lipidy z btony powoduje powolne i spontaniczne upakowywanie biatek VDAC
[61,64] (rys.l).

Na podstawie komputerowej analizy obrazdw mikroskopowych tak przygotowa-
nych preparatéw VDAC stwierdzono, iz poryna mitochondrialna ma posta¢ pustego
cylindra o grubosci Sciany nie przekraczajacej 1 nm i Srednicy zewnetrznej 3,8+ 0,1
nm [63,67]. Wewnetrzna $rednica kanatu wynosi wiec ok. 2 nm, co umozliwia
swobodne przejscie zwigzkéw o masie czgsteczkowej 4-6 kDa [5,28,64,67].

Analiza sekwencji aminokwasowej poryn wyizolowanych z mitochondriéw droz-
dzy i btony komorkowej limfocytow B cztowieka pozwolita na zaproponowanie
modelu struktury drugorzedowej tego biatka [7,14,27,29,30,35,51]. Zaktada on ist-
nienie kilkunastu (od 12-19) transbtonowych rejonéw o strukturze B i jednego
odcinka (18-24 aminokwas6w) o strukturze a helisy. Odcinek ten, zlokalizowany na
koncu N biatka, jest umiejscawiany, zaleznie od proponowanej ilosci odcinkéw o
strukturze i3, po cytoplazmatycznej stronie btony [29,35] lub we wnetrzu btony (rys.
1 lub rys. 2) [81]. Rejony o strukturze R utworzone sg przez aminokwasy polarne,
skierowane ku wnetrzu kanatu i hydrofobowe, zanurzone w btonie. W zaleznosci od
wysycenia wigzah wodorowych miedzy aminokwasami z sgsiadujgcych rejonéw o
strukturze B kat, jaki powstaje miedzy tymi rejonami a osig kanatu, moze mie¢ r6zng

Rys.l. (A)Mikroskopowy obraz utozenia kanatow VDAC powstaly w wyniku trawienia zewnetrz-
nej btony mitochondrialnej fosfolipaza A2 [68]; (B) ramiona pomigdzy obszarami heksameréw repre-
zentujg 20-aminokwasowe a-helisy eksponowane z kazdego kanatu do dwuwarstwy lipidowej [65]
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Rys. 2. Model struktury drugorzedowej VDAC zakfadajacy istnienie 12 odcinkéw o strukturze 3; zmiana
tadunku w miejscach oznaczonych kétkami nie ma znaczenia dla zaleznos$ci od potencjatu; w miejscach
oznaczonych kwadratami ma istotny wptyw na zalezno$¢ od potencjatu [14]

warto$é, a to z kolei wptywa na mozliwg ilo$¢ rejonéw o strukturze R [65,67], Kat
nachylenia miedzy osig kanatu a odcinkami o strukturze B oraz ilo$¢ tych ostatnich
determinujg wielko$¢ zewnetrznej Srednicy kanatu [30,67]. Przy proponowanej mniej-
szej iloSci odcinkdw o strukturze B sugeruje sie wiekszg warto$¢ kata nachylenia.
Biorgc pod uwage proponowang ilos¢ odcinkow o strukturze B obliczy¢ mozna
zewnetrzng Srednice kanatu [7], Odcinki o strukturze R tworzg $ciang kanatu, nato-
miast funkcjajedynego rejonu helikalnego nie zostata jeszcze do korica wyjasniona.
Zaleznie od proponowanego modelu struktury drugorzedowej [7] odcinek ten moze
petni¢ funkcje sekwencji targetowej przy wbudowywaniu poryny do zewnetrznej
btony mitochndrialnej [51,75], badz tez byé jednym z elementéw odpowiedzialnych
za zamykanie kanatu (rys. 4) [30,67].

Innymi rejonami kanatu VDAC eksponowanymi na powierzchni btony sg petle
tworzone przez aminokwasy zawarte miedzy zanurzonymi w btonie odcinkami o
strukturze B. Petle te autorzy lokalizujg badZ tylko po cytoplazmatycznej stronie btony
[29,30], badz tez po obu jej stronach [67] (rys. 2).
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Dzieki oparciu na strukturze B, zaproponowany model struktury drugorzedowej
dopuszcza pewng dowolno$¢ w sktadzie aminokwasowym. Dlatego tez model ten
zastosowa¢ mozna dla poryn o tak réznej sekwencji aminokwasowej jak poryny
wyizolowane z mitochondridw S. cerevisiae, N. crassa, D. discoideum i limfocytéw
B cztowieka [49,51,75,101], dla ktérych homologia sekwencji aminokwasowej wy-
nosi tylko ok. 5% [2], przy czym najnizszg homologie z pozostatymi wykazuje poryna
D. discoideum.

Badania strukturalne wykorzystujace rézne techniki mikroskopowe [62,65,100] i
funkcjonalne oparte na mutagenezie prowadzacej do zmiany selektywnos$ci kanatu
VDAC [80,99] sugeruja, iz porynajest w btonie biatkiem monomerycznym.

Masa czgsteczkowa poryny izolowanej z réznych organizmow eukariotycznych
wynosi 28-37 kDa [2,24,28,29,31,59,77,87,97,101]. Analiza peptydowa biatek oraz
krzyzowe reakcje immunologiczne wskazujg na silne podobieAstwo struktury pier-
wszorzedowej poryn wyizolowanych zkomorek ssakdw iinnych kregowcdw oraz ich
wyrazng odmienno$¢ od poryn izolowanych z komérek nizszych Eukariota (np
drozdze, Paramecium) [28,29,31]. Catkowity brak homologii sekwencji aminokwa-
sowej stwierdzono natomiast miedzy poryng wyizolowang z mitochondridw roslin i
zwierzat [2]. Jednakze, mimo istniejgcych réznic w strukturze pierwszorzedowej,
wszystkie wyizolowane dotad poryny wykazujg przewazajacy udziat aminokwaséw
hydrofilnych z resztami obdarzonymi tadunkiem (np. poryna wyizolowana z btony
komorkowej limfocytow B cztowieka (56%), a ich punkt izoelektryczny zawarty jest
miedzy pH=7-8 [49,97]. Wyjatkiem jest poryna wyizolowana ostatnio z mitochon-
driow $Sluzowca Dictyostelium discoideum, ktérej punkt izoelektryczny znajduje sie
w pH=10 [101].

WELASCIWOSCI KANALU

Mimo istniejgcych réznic poryny mitochondrialne, wyizolowane zréznych komé-
rek eukariotycznych i wbudowane w sztuczne btonki lipidowe [9], wykazuja silng
konserwatywnos$é podstawowych wiasciwosci: wartosci przewodnictwa pojedyncze-
go kanatu, selektywnosci i zaleznosci od potencjatu [2,5,6,7,11,21,24,28,31,59,-
87,88,97,101].

Przewodnictwo kanatu to wielko$¢ opisujgca (w terminach elektrycznych) jego
zdolno$é do transportu jonow. Zgodnie z prawem Ohma jest ona zdefiniowana jako
iloraz pradu przeptywajacego przez kanat i réznicy potencjatu w poprzek btony, w
ktorej ow kanat jest zlokalizowany [88]. Warto$¢ przewodnictwa pojedynczego
kanatu wszystkich wyizolowanych dotychczas poryn mitochondrialnych (z wyjat-
kiem Paramecium), wyznaczana w tych samych warunkach pomiarowych, wynosi
ok. 4 nS [5,6,7,11,31,59 ,88] (rys.3).
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1 min
< >
Rys.3. Wzrost przepuszczalnosci (pradu jonowego) sztucznej btonki lipidowej po podaniu do inkubacji
poryny wyizolowanej z mitochondriéw drozdzy; kazda skokowa zmiana w zapisie odpowiada insercji
pojedynczego kanatu w btone, warunki inkubacji: 1 M KC1, przytozone napiecie 10 mV [7]

Znajac warto$¢ przewodnictwa pojedynczego kanalu wyznaczy¢ mozna jego
$rednice [5,6,9,101]. Dla wszystkich wyizolowanych jak dotagd poryn wynosi ona ok.
2 nm, co pozostaje w zgodzie z warto$cig wyznaczona przy pomocy mikroskopu
elektronowego [67]. Wyjatkiem jest poryna wyizolowana z mitochondriéw Parame-
cium, ktéra ze wzgledu na nizszg warto$¢ przewodnictwa pojedynczego kanatu ma
mniejszg Srednice kanatu [58]. Przypuszcza sie, iz wynika to zodmiennej konfiguracji
biatka poryny w btonie [31,58], Niektdrzy autorzy uwazaja jednakze, iz wielko$¢
$rednicy kanatu wyznaczona na podstawie wartos$ci przewodnictwa pojedynczego
kanatu jest zanizona w stosunku do rzeczywistych rozmiaréw [7]. Wskazujg oni
miedzy innymi na mozliwo$¢ oddziatywania srodowiska btony na wnetrze kanatu,
ktore ograniczajego przepuszczalno$¢, zmniejszajgc tym samym przewodnictwo [2].

W stanie otwartym wszystkie scharakteryzowane dotychczas poryny mitochon-
drialne sg anionowo selektywne [2,6,28,31,87,97,101]. Warto$¢ stosunku przepusz-
czalnosci (Pa:Pc) dla anionéw (Pa) i kationéw (Pc) wyznaczona na podstawie row-
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nania Goldmana-Hodgkina-Katza [7] wynosi 2:1, co sugeruje, iz aniony wykazujg
wiekszg mobilnos¢ we wnetrzu kanatu VDAC [21,28,31,67,101].

Dla kanatow VDAC rekonstytuowanych w sztuczne bionki obserwuje sie za-
lezno$¢ stanu funkcjonalnego tych kanatéw od zastosowanego potencjatu
[5,6,21,28,65,88]. Do podobnych wnioskéw sktaniajg takze wyniki badan kanatéw
VDAC prowadzone metodg patch clamp na megamitochondriach (uzyskanych dzia-
taniem kuprizonu) lub proteoliposomach [50,76,88,93,94,106],

Wrazliwos$é kanatu na przytozony potencjat przypisuje sie obecnosci w nim rejonu
zwanego "sensorem" [20,21], Utworzony jest on prawdopodobnie przez aminokwasy
obdarzone tadunkiem dodatnim (gtéwnie reszty lizyny), zlokalizowane na powierz-
chni kanatu [20,26]. Stwierdzono bowiem, iz modyfikacja chemiczna tych reszt
lizyny, uzyskana za pomocg izotiocyjanianu fluoresceiny, prowadzi w uktadach
rekonstytuowanych do zniesienia wrazliwos$ci na przytozony potencjat [26]. Zastoso-
wanie ukierunkowanej mutagenezy dla lokalizacji reszt aminokwasowych tworza-
cych sensor pozwolito stwierdzi¢, iz aminokwasy te rozmieszczone sg w réznych
rejonach biatka (gtéwnie odcinek o strukturze a-helisy i cztery kolejne odcinki o
strukturze B) (rys. 2). W tworzenie sensora zaangazowany jest wiec stosunkowo duzy
obszar biatka [98,99]. Dziatanie sensora upatruje sie wjego przemieszczaniu w polu
elektrycznym generowanym przytozonym potencjatem [20,98,99], co indukuje zmia-
ny konformacyjne prowadzgce do zamkniecia kanatu [21,108]. Dotychczas sformu-
towano dwa modele opisujgce zmiany konformacyjne wynikajgce z ruchu sensora i
prowadzace do zamkniecia kanatu [67,88]. Pierwszy z nich zaklada przemieszczanie
sie poza obreb kanatu rejonéw tworzacych jego Sciane (rys. 4). Drugi model za rejony
ulegajace przemieszczeniu uznaje te fragmenty kanatu, ktére zlokalizowane sg na
powierzchni btony. Pod wptywem przytozonego potencjatu fragmenty te ulegatyby
przeniesieniu do wnetrza kanatu. Niezaleznie od proponowanego mechanizmu zmian
w strukturze kanatu, ich konsekwencjg bytyby zmiany w objetosci, $rednicy i sele-
ktywnosci pory [67].

Przy zerowym badz niskim potencjale kanaly pozostaja w stanie otwartym,
charakteryzujgcym sie wysokim przewodnictwem iselektywnoscig anionowg. Zwie-
kszanie przytozonego potencjatu powoduje "zamkniecie" kanatéw, czemu towarzy-
szy zmniejszenie przewodnictwa i zmiana selektywnosci na kationowg. Zmiany
selektywnoS$ci, towarzyszace przejSciu ze stanu otwartego w zamkniety, ttumaczone
sg zmiang wypadkowego tadunku na wewnetrznej $cianie kanatu [20]. £adunek ten
w stanie otwartym jest dodatni, co utatwia przejscie anionéw; w stanie zamknietym
zmienia sie on natomiast na ujemny, co wyjasni¢ moze preferencje dla kationéw.
Poniewaz tadunek na wewnetrznej $cianie kanatu pochodzi od tworzgcych ja amino-
kwasdw polarnych, nalezy sadzi¢, iz przy zmianie stanu funkjonalnego kanatu naste-
puje zmiana konformacji biatka, prowadzaca do innego utozenia aminokwaséw
tworzgcych $ciane kanatu [98,99].
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Rys. 4. Roboczy model dziatania sensora zaktadajacy przemieszczanie sie wewnetrznych rejonéw ka-
natu (helisa a i cztery odcinki o strukturze B) poza obreb kanatu ku jednej z powierzchni btony w zalez-
nosci od polaryzacji potencjatu [22]

Analiza zaleznosci stanu funkcjonalnego kanatow od potencjatu wskazuje na
istnienie réznych stanéw ich zamkniecia [5,6,8,10,21,22,28,59,83,101]. W stanie
zamknietym S$rednica i objeto$¢ kanatu ulegajg zmniejszeniu [20], co powoduje, iz
staje sie on mniej przepuszczalny dla matych jonéw i prawdopodobnie nieprzepusz-
czalny dla wiekszych metabolitow [12]. Kanat VDAC nie zamyka si¢ jednak nigdy
catkowicie, nawet przy roznicy potencjatéw wyzszej niz 80 mV [2,8]. Jednak stosujgc
rézne techniki elektrofizjologiczne (pomiar przewodnictwa kanatu po wbudowaniu
w sztuczne btonki, patch clamp i tip-dip - patrz dalej) otrzymuje sie odmienne
wartosci przewodnictwa i rozny charakter zaleznos$ci od potencjatu [88], Sytuacje te
ilustruje tabela 1.

Po wbudowaniu w sztuczne btonki, zamykanie kanatu poryny wystepuje nieza-
leznie od znaku przytozonego potencjatu (polaryzacji potencjatéw), jest wiec proce-
sem symetrycznym [6,21,28]. Rejestracja zdolnoSci transportowych poryny uzyskana
technika patch clamp wskazuje natomiast, iz zamkniecie kanatu uzaleznione jest od
znaku przytozonego potencjatu, jest wiec procesem asymetrycznym [50,76,88,-
93,94], Brak petnej symetrii obserwuje sie takze w niektérych eksperymentach
prowadzonych z zastosowaniem inkorporacji w sztuczne btonki, kiedy to w zalezno-
$ci od znaku zastosowanego potencjatu, zamkniecie kanatéw pojawia sie przy réznej
jego wartosci. W tym przypadku przyczyn czesciowej asymetrii w zachowaniu
kanatdw upatruje sie we whasciwosciach zastosowanej sztucznej btonki.Dotyczyé one
moga orientacji biatek, sktadu lipidowego czy stezenia detergentu [21,46], Stwierdzo-
no roéwniez, iz dla kanatbw VDAC izolowanych z mitochondriéw réznych komoérek
wrazliwo$¢ na przytozony potencjat nie jest identyczna. Znajduje to swe odbicie w
wyznaczonej wartosci Vo, tj. wartosci potencjatu, przy ktorej 50% kanatéw przyjmuje
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TABELA 1. Giéwne aktywnosci kanatowe wykryte w zewnetrznej btonie mitochondrialnej (wg [88],
zmodyfikowane)

Metoda Przewodnictwo Typ Zalezno$¢ Literatura
(pS) w 0,15 M KC1 kanatu od potencjatu
dwuwarstwa 600-750 VDAC symetryczna [10,21]
lipidowa 315 7 brak zaleznosci [32]
420 7 symetryczna [31]
tip-dip >440%, >660** pPsC asymetryczna [34,95]
patch-clamp 99, 152, 220, 307 ?7? asymetryczna [76]
mitochondriéw
patch-clamp 97, 156, 224 277? asymetryczna [76]
proteoliposoméw 535
650 VDAC symetryczna [106]

* w mitochondriach ssakéw; ** w mitochondriach drozdzy

konfiguracje zamknietg. Na przyktad, dla poryny wyizolowanej z komérek drozdzy
wartosé Vo réwna sie 24 mV, podczas gdy dla poryny z serca wotu czy mdézgu szczura
warto$¢ tego parametru wynosi ok. 60 mV [28], Generalnie przyjmuje sie, iz w
sztucznych btonkach, zlozonych z mieszaniny fosfolipidow, przejscie kanatow
VDAC w podstany o mniejszej przepuszczalnosci wystepuje przy wartosci potencjatu
wynoszacej ok. 20 mV [6,12,21,25,101]. Zamykanie kanatu wywotane przytozonym
napieciem trwa kilka sekund, podczas gdy jego otwarciejest procesem szybkim, rzedu
mikrosekund lub milisekund. Im diuzej trwa zamkniecie kanatu wywotane przytozo-
nym potencjatem, tym diuzszy jest czas potrzebny dla jego ponownego otwarcia
[21,106],

MODULACIE
f

Stan funkcjonalny VDAC moze by¢ regulowany takze przez inne czynniki, ktore
w uktadach rekonstytuowanych zwiekszajg badZz zmniejszaja zalezno$¢ kanatu od
przytozonego potencjatu.

Wzmocnienie zaleznosci od zastosowanego potencjatu, tj. zamykanie kanatu
poryny przy nizszych jego wartosciach, obserwuje sie przy niskiej sile jonowej
srodowiska [7] oraz w obecnosci syntetycznych polianionéw [8,10,12,20,21,23,26,-
56], makroczasteczek [37-39] lub endogennego biatka, zwanego modulatorem kanatu
VDAC. Biatko to, o przewazajgcym udziale tadunku ujemnego, po raz pierwszy
wyizolowano z mitochondriéw N. crassa [46].

Do najczesciej stosowanych syntetycznych polianiondw nalezy siarczan dekstranu
(m. cz. 8 kDa lub 500 kDa) [20,21,56,60] i tzw. polianion Kéniga (kopolimer
maleinianu, metakrylanu i styrenu 2:1:3, m. cz. 10 kDa) [8,10,12,23]. Polianiony te
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zwiekszajac wrazliwo$¢ na przytozony potencjat powodujg zamkniecie kanatu przy
nizszych wartosciach potencjatu. Dziatajg one takze bez przytozonego potencjatu,
wywotujgc stan zamkniety o zmienionej selektywnosci, podobny do indukowanego
potencjatem. Ich dziatanie w uktadach rekonstytuowanych zalezy od znaku przytozo-
nego potencjatu. Powodujg one zamkniecie wbudowanych w sztuczne btonki kanatéw
tylko wtedy, gdy potencjat po stronie ich podania (strona cis) do inkubacji ma znak
ujemny. Przy potencjale dodatnim stabilizujg one stan otwarty pory (rys. 5). Uwaza
sie, iz ten asymetryczny efekt polianiondw spowodowany jest brakiem mozliwosci
ich przejscia przez kanat poryny [8,10,12,21,23,60],

Inkubowane z nienaruszonymi mitochondriami, polianiony hamujg procesy zwia-
zane z transportem nukleotydéw adeninowych przez kanat poryny, tj. fosforylacje
oksydacyjng i aktywno$¢ kinaz zlokalizowanych w przestrzeni miedzybtonowej i na
powierzchni zewnetrznej btony mitochondrialnej (np. kinaza adenylanowa, kinaza
kreatynowa, heksokinaza). Usuniecie bariery btony zewnetrznej znosi ten hamujgcy
efekt polianionéw [1,8,10,12,56,74] (rys.6).

Zaleznie od branych pod uwage danych eksperymentalnych, miejsce interakcji
polianionu z kanatem poryny lokalizowane jest przy "ujsciu" kanatu [20,21] lub na
zewnetrznej powierzchni biatka, w miejscu kontaktu z otaczajgcymi lipidami [68]. Co
wiecej, wydaje sie, iz miejsce oddziatywania polianionu na kanat VDAC uzaleznione
jest od typu zastosowanego polianionu. Stwierdzono bowiem, iz kompleksy poryny
z detergentem LDAO, powstajgce w toku izolacji tego biatka [25,29,79] wykazujg, w
zaleznosci od rodzaju polianionu (polianion Kéniga, siarczan dekstranu), z ktérym
uprzednio preinkubowano mitochondria, rézne powinowactwo do kolumny zawiera-
jacej wymieniacz kationowy [26]. Oznacza to, iz nie te same rejony kanatu VDAC
odpowiedzialne sg za oddziatywanie z siarczanem dekstranu [20,21,26] ipolianionem
Koéniga [26,68].

Ograniczenie przepuszczalnosci kanatu VDAC poprzez zwiekszenie zaleznosci
jego stanu funkcjonalnego od przytozonego potencjatlu wywotane by¢ moze rowniez
przez makroczasteczki (np. dekstrany o réznej masie czasteczkowej, BSA) symulu-
jace dziatanie biatek cytoplazmatycznych [37,39]. Zwigzki te w uktadach rekonsty-
tuowanych utatwiajg zamkniecie kanatu VDAC i jego przejscie w stan o niskim
przewodnictwie. W nienaruszonych mitochondriach powodujg one zwiekszenie ilosci
miejsc kontaktowych i ograniczenie dyfuzji nukleotydéw adeninowych przez kanat
poryny [37-39]. Jednakze, w odr6znieniu od syntetycznych polianiondw, ich obe-
cno$¢ w inkubacji nie prowadzi do upos$ledzenia bioenergetycznych funkcji mito-
chondriow. Zmniejszenie efektywnosci transportu nukleotydéw adeninowych przez
kanat poryny powoduje zwiekszenie kompartmentacji tych nukleotydéw w przestrze-
ni miedzybtonowej [37-39] (patrz dalej). Przy rozpatrywaniu mechanizmu dziatania
tych czasteczek na stan funkcjonalny kanatu VDAC bierze sie pod uwage wywotane
ich obecnoscig cisnienie onkotyczne (stres osmotyczny) [39]. Nie bez znaczenia jest
takze zwiekszenie "lepkosci” ptynu inkubacyjnego, co moze ogranicza¢ dyfuzje
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Rys. 5. Zalezno$¢ stanu otwarcia kanatu VDAC

od przytozonego potencjalu w nieobecnosci

(czarne kotka) i w obecnosci polianionu Kéniga

(biate kotka); stan otwarcia kanatu VDAC przed-

stawiono za pomocg ilorazu przewodnictwa przy

danej wartosci przylozonego potencjatu (G) i

przewodnictwa wyznaczonego przy potencjale Rys. 6. Hamowanie dziatania kinazy adenylanowej
0 mV (Go); warunki inkubacji: 1 M KC1, polia- w wyniku inkubacji mitochondriéw watroby szczu-
nion 0,3 pg/ml podany po stronie cis, wartosci ra z polianionem Koéniga ijej reaktywacja po znie-
potencjatu podane sg w odniesieniu do strony cis sieniu bariery btony zewnetrznej [12]

(8]

metabolitow do pory [39]. Podsumowujac, obecno$¢ makroczasteczek majgcych
symulowac biatka cytoplazmatyczne, a wiec naturalne $srodowisko otaczajace mito-
chondria w komdrce, prowadzi do ograniczenia przepuszczalnosci kanatu VDAC.
Poniewaz wiekszo$¢ badan majacych na celu peing charakterystyke tego kanatu
prowadzono w ptynach izotonicznych bez makroczgsteczek, mozliwe jest, iz wyzna-
czona dotychczas w uktadzie izolowanym przepustowos$¢ kanatu moze by¢ zawyzona
[39],

Badania nad natywnym biatkowym modulatorem kanatu VDAC, prowadzone w
uktadach rekonstytuowanych ina catych mitochondriach, doprowadzity do wniosku,
iz to endogenne biatko, zlokalizowane w przestrzeni miedzybtonowej, dziata analo-
gicznie do syntetycznych polianionéw i makroczasteczek, zmniejszajac przepuszczal-
nos¢ i zmieniajgc selektywnos$¢ kanatu poryny [46,47,55,56]. Wydtuzenie procesu
otwierania kanatu VDAC obserwowane przy braku potencjatu oraz znaczne skrécenie
czasu zamykania tego kanatu przy ujemnych wartosciach potencjatu w obecnosci
modulatora sugeruje, iz biatko to ma zdolnos$¢ stabilizacji stan6w o nizszej przepusz-
czalnosci [46,47,55-57] (rys.7).

Przez zwiekszenie zalezno$ci od potencjatu, modulator, w warunkach in vivo,
dziata¢ moze jako regulator kontrolujacy przeptyw metabolitéw przez kanat VDAC
i modyfikujacy w ten sposob szybkos$¢ proceséw komaorkowych. Obecnos¢ modula-
tora sprawia, iz potencjat, jaki mdégtby powsta¢ w poprzek zewnetrznej btony mi-
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Rys.7. Podwyzszenie wrazliwosci na potencjat kanatéw

VDAC z mitochondriéw N. crassa przez biatkowy mo-

dulator wyizolowany z mitochondriéw ziemniaka: (A)
modulator (w stezeniu kohcowym 15 (ig/ml) podano od

strony cis, od ktdrej przytozony byt potencjat; zarejestro-

wane wartoéci natezenia pradu sa sumg aktywnosci 30

kanatow; (B) wzgledne wartosci przewodnictwa w sta-

nie réwnowagi jako funkcji przytozonego potencjatu,
kanatéw VDAC niepotraktowanych (koétko puste) i po-
traktowanych modulatorem (kétko petne), za maksy-
malng warto$¢ przewodnictwa przyjeto warto$¢ pradu
przy potencjale -10 mV; warunki pomiaru jak w A;
modulator dramatycznie zwieksza szybko$¢ zamykania,
ale tylko przy ujemnych potencjatach, dodatnie poten-
cjaty indukuja stan otwarty (asymetria zaleznosci od
potencjatu)

tochondrialnej na skutek jej elektry-
cznego sprzezeniazwewnetrzng bto-
ng mitochondrialng (12 mV przy
potencjate w poprzek btony wewne-
trznej wynoszacym 150 mV) bytby
juz efektywny w regulacji kanatu
VDAC [7]. W zaleznosci od stopnia
aktywnoséci modulatora kanaty
VDAC moga by¢ otwarte lub prze-
chodzi¢ wjeden ze stanow zamknie-
tych 0 ograniczonej
przepuszczalnosci. Przypuszcza sie,
iz regulacja aktywnosci tego biatko-
wego modulatora polegaé moze na
jego fosforylacji, wigzaniu iuwalnia-
niu metabolitow lub jonéw czy tez
zmianie pH S$rodowiska [55,56].
Fakt, ze w uktadach rekonstytuowa-
nych kanaty VDAC zréznych Zrddet
sgjednakowo regulowane przez biat-
kowy modulator izolowany z roz-
nych organizméw (ssaki, rosliny,
grzyby) sugeruje konserwatywny
charakter podstawowych cech stru-
ktualnych i funkcjonalnych biatko-
wego modulatora kanatu VDAC
[47,54-57].

Do drugiej grupy czynnikow re-
gulujacych stan otwarcia kanatu
VDAC nalezg czynniki zmniejszaja-
cejego wrazliwos¢ naprzytozony po-
tencjat. Sg to; wysokie pH [21,26],
bezwodnik bursztynianu [20,21,26] i
metale tréjwartosciowe: aluminium,
skand, gal, ind, chrom i zelazo
[107,108]. Uwaza sig, ze czynniki te
wywotujgc w sensorze zmiany, unie-
mozliwiajgce jego ruch w powstatym
polu elektrycznym (rys. 4), powoduja
ostabienie zaleznosci stanu funkcjo-
nalnego kanatu od przytozonego po-
tencjatu [20,21],
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ZNACZENIE FIZJOLOGICZNE

Sprecyzowanie fizjologicznej funkcji poryny utrudnione jest ze wzgledu na od-
mienno$¢ wynikéw opisujacych zdolno$ci transportowe tego biatka w sztucznych
btonkach lipidowych od wynikdw otrzymanych dla nienaruszonych mitochondridw.
Stwierdzono bowiem, iz w stanie zamknietym, indukowanym polianionem Koniga
[8,23], poryna whudowana w sztuczne btonki jest nadal przepuszczalna dla ATP [4],
podczas gdy te same warunki inkubacji powodujg, ze poryna w nienaruszonych
mitochondriach staje sie nieprzepuszczalng dla tego zwigzku [12]. Sugeruje to, iz
zaleznie od srodowiska lipidowego ibiatkowego zamykanie sie kanatu VDAC niejest
procesem identycznym.

Zmniejszenie przepuszczalnosci poryny w uktadach rekonstytuowanych pod
wptywem przytozonego potencjatu transbtonowego sugeruje mozliwos¢ regulacji tg
drogg przepuszczalnosci btony zewnetrznej in vivo. Regulacja taka mogtaby zacho-
dzi¢: (i) w miejscach kontaktowych przez oddziatywanie transbtonowego potencjatu
btony wewnetrznej [7,10], badzZ tez dzieki interakcji kanatu VDAC (ii) z powierzch-
niowym potencjatem blony wewnetrznej poza miejscami kontaktowymi lub (iii)
potencjatem Donnana tworzacym sie w poprzek zewnetrznej btony mitochondrialnej
[70], °

Odkrycie endogennego biatkowego modulatora kanatlu VDAC zwiekszajacego
wrazliwos$¢ tego kanatu na potencjat [46] sugeruje, iz zamykanie kanatu VDAC pod
wptywem potencjatu nie jest tylko artefaktem pojawiajgcym sie w sztucznych bton-
kach.

Poniewaz przyjmuje sie, ze kanat VDAC jest jedynym miejscem transportu
metabolitdw przez zewnetrzng btone mitochondrialng, regulacje jego przepuszczal-
nosci uznaje sie zajeden z podstawowych czynnikéw prowadzacych do kompartmen-
tacji nukleotydéw adeninowych na terenie przestrzeni miedzybtonowej [36-38,53].
Kompartmentacja ta nazywana jest dynamiczng, poniewaz wynika z szybkosci wy-
miany nukleotydéw adeninowych przez zewnetrzng btone mitochondrialng. Z kolei
szybkos$¢ tej wymiany, a wiec szybkos$¢ dyfuzji nukleotydéw przez kanat poryny
zalezy od gradientu nukleotydéw adeninowych pomiedzy przestrzeniag miedzybtono-
wa a cytoplazma. [36,37]. Dynamiczna kompartmentacja prowadzac do powstania
trzeciej (nie zwigzanej z matriks mitochondrialng i cytoplazmatyczng) puli nukleoty-
déw adeninowych moze mie¢ istotne znaczenie fizjologiczne, szczegdlnie przy wy-
sokiej szybkosci wymiany tych nukleotydéw [37-39].

Szereg danych eksperymentalnych wskazuje na to, iz poryna jest miejscem
wigzania (w spos6b specyficzny tkankowo [7]) niektérych kinaz lokalizowanych w
przestrzeni miedzybtonowej i poza mitochondriami, np: kinazy glicerolowej, hekso-
kinazy, glukokinazy, Kkinazy kreatynowej, kinazy dwufosforandw nukleotydow
[1,16,52,77,78,103], Wyniki te implikujg wniosek, iz kanat VDAC odgrywa istotng
role w regulacji dziatania tych kinaz. Stwierdzono np., iz zwigzanie heksokinazy czy
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tez kinazy glicerolowej z poryng prowadzi do wzrostu aktywnos$ci tych enzymow
[17,105]. Regulacja aktywnosci kinaz cytoplazmatycznych poprzez ich oddziatywa-
nie z kanatem VDAC ma istotne znaczenie fizjologiczne. Na przykiad wigzanie
glukokinazy (komérki B trzustki) i heksokinazy (komérki biatej tkanki ttuszczowej)
z kanatem VDAC odgrywa znaczng role w regulacji wydzielania insuliny (trzustka)
i szybkos$ci metabolizmu glukozy (tkanka ttuszczowa). Ostabienie wiazania miedzy
kanatem VDAC i kinazami fosforylujgcymi glukoze, wywotane w tych tkankach
przez podanie glimepirydu (sulfonylmocznik), prowadzi do zwiekszenia wydzielania
insuliny (trzustka) iprzyspieszenia metabolizmu glukozy w biatej tkance ttuszczowej,
czego efektem jest obnizenie poziomu glukozy we krwi [77].

Badania dotyczgce dystrybucji poryny w bionie zewnetrznej wskazuja, iz biatko
to zlokalizowane jest zaro6wno w obrebie miejsc kontaktowych (miejsca styku btony
zewnetrznej i wewnetrznej), jak i poza tymi rejonami [16]. Miejscem wigzania kinaz
biatkowych jest gtdwnie poryna umiejscowiona w miejscach kontaktowych [1,52,-
103,105]. Jest catkiem prawdopodobne, iz w miejscach kontaktu obu bton mitochon-
drialnych potencjat btony wewnetrznej moze zosta¢ "przeniesiony” na btone zew-
netrzng i kontrolowaé stan otwarcia kanatu poryny [7,10], regulujac w ten sposéb
przejscie anionowych metabolitow (np. nukleotydy adeninowe, fosfokreatyna). A
zatem w warunkach in vivo, w zewnetrznej btonie mitochondrialnej mogtyby wspé#-
istnie¢ dwie frakcje poryny: (i) jedna, w miejscach kontaktowych, poddana regulacji
potencjatu, przechodzgca w stan zamkniety o nizszym przewodnictwie i kationowej
selektywnosci; (ii) druga, poza miejscami kontaktowymi, nie regulowana potencja-
tem, pozostajgca w stanie otwartym o wysokim przewodnictwie i selektywnosci
anionowej (rys.8).

Podsumowujgc, lokalizacja kinazy w miejscach kontaktowych (np. kinazy kreaty-
nowej) ijej wspotdziatanie z kanatami VDAC regulowanymi potencjatem stwarza
wiekszg mozliwos¢ regulacji aktywnosci tego enzymu niz w przypadku lokalizacji
poza miejscami kontaktu obu bton mitochondrialnych (np. kinaza adenylanowa).

Uwaza sie, ze kinaza zwigzana w miejscu kontaktowym, moze by¢ funkcjonalnie
sprzezona z translokazg nukleotydéw adeninowych [1,18,52,103], co umozliwiatoby
bezposrednie przeniesienie energii fosforylacyjnej z eksportowanego ATP na meta-
bolit, np. kreatyne, ktéry po fosforylacji opuszczatby przestrzen miedzybtonowa
kanatem poryny nie regulowanym potencjatem (rys. 8). Umozliwitoby to wysoka
szybkos$¢ wymiany ATP/ADP przez translokaze zlokalizowang w btonie wewnetrz-
nej, nawet w obecnos$ci wysokiego potencjatu fosforylacyjnego w cytoplazmie. Za-
sadniczg role w stabilizacji potencjatu fosforylacyjnego odgrywatyby kanaty VDAC
nie regulowane potencjatem elektrycznym, poprzez umozliwienie dziatania kinazy
adenylanowej, zlokalizowanej w przestrzeni miedzybtonowej poza miejscami konta-
ktowymi ipowodujgcej przeksztatlcenie nadmiaru ADP w ATP i AMP [1]. Model ten,
uwzgledniajacy réznice w zdolnosciach transportowych kanatéw VDAC umiejsco-
wionych w miejscach kontaktowych i poza nimi, zaproponowano dla kinazy kreaty-
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nowej (rys.8) [1,10,53,103], Zwigza-
nie tego enzymu w miejscach konta-
ktowych wydaje sie by¢ utatwionym
przez jego uczestnictwo w indukcji
tych miejsc. Stwierdzono bowiem, iz
w formie oktameru zlokalizowanego
w przestrzeni miedzybtonowej, Ki-
naza kreatynowajest zdolna do réw-
noczesnej interakcji z obydwiema
btonami mitochondrialnymi, co uta-
twia tworzenie si¢ miejsc kontakto-
wych [53,85]. Dwa izozymy tego
enzymu, mitochondrialny i cytopla-
zmatyczny,tworzgtzw. "wahadto fo-
sfokreatynowe", uczestniczace w
przeksztatcaniu energii produkowa-
nej w mitochondriach.

Postulowane funkcjonalne sprze-
zenie miedzy poryng a translokazg
nukleotydéw adeninowych, zacho-
dzace na terenie miejsc kontakto- Rys. 8. Lokalizacja kanatow VDAC w obrebie zewng-
wych, ma takze istotne znaczenie dla trznej btony mitochondrialnej i ich wspétdziatanie z

dziatania kinaz Wia,zanych nazewne- kinazami: O - zewnetrzna btona mitochondrialna, I -
trznej powierzchni mitochondriow wewnetrzna btona mitochondrialna, CKc - kinaza kre-

. . i atynowa cytoplamatyczna, CKm - kinaza kreatynowa
(np heksokinaza, kinaza glicerolo-

mitochondrialna, Cr-kreatyna, CrP-fosforan kreatyny,
wa). Enzymy te odgrywaja wazng G- glukoza, G-6-P - glukozo-6-fosforan, HK - hekso-
role w regulacji sprzezenia miedzy kinaza, AT - translokaza nukleotydéw adeninowych,
glikolizg i syntezg ATP w mitochon- AK - kinaza adenylanowa

driach [16].

Ostatnie badania nad transportem nukleotydéw adeninowych przez kanaty VDAC
tworzace kompleksy z kinazami w miejscach kontaktowych wskazujg, iz istotne
znaczenie dla zdolnosci transportowych tych kanatéw ma typ reakcji katalizowanej
przez kinaze. Kinazy wigzane przez poryne w miejscach kontaktowych prowadzic¢
moga dwa typy reakcji:

(i) przeksztatcanie energii (energy transmitting kinases), np. kinaza kreatynowa,

(ii) pochtanianie energii (energy consuming kinases), np. heksokinaza [16].

Zaleznie od typu reakcji katalizowanej przez kinaze, przepuszczalno$¢ kanatu
VDAC dla nukleotydéw adeninowych zmienia sie, co z kolei posrednio wptywa na
aktywnos$¢ enzymu. Kinazy pochtaniajgce energie umozliwiajg przejscie ATP i ADP
przez kanat poryny mimo ograniczajgcego wptywu potencjatu transbtonowego, nato-
miast kinazy przeksztatcajace energie dodatkowo obnizajg przepuszczalnos$é poryny
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Rys. 9. Hipotetyczny schemat molekularny: (A) mitochondrialnego receptora benzodiazepinowego
(mBzR); (B) megakanatu (MTP), ANT - translokaza nukleotydéw adeninowych, objasnienia w tekscie

dla nukleotydéw adeninowych, zapewniajagc w ten sposéb skuteczne oddzielenie od
cytoplazmatycznego potencjatu fosforylacyjnego [105].

Poryna uznawana jest takze przez niektérych badaczy za istotny element aparatu
transportu biatek do mitochondriéw [16,67]. Na podstawie analizy mikroskopowej
krysztatow tworzonych przez kanaty VDAC [67] stwierdzono, iz peptyd badz prekur-
sor biatkowy zawierajacy sekwencje targetowa, kierujgca biatko do mitochondriow,
wigze sie z fragmentem poryny, wywotujac strukturalne zmiany w siatce krystalicznej
zawierajacej kanaty [69]. Inni autorzy natomiast uznajg udziat kanatéw VDAC w
transporcie innych biatek do mitochondriéw za mato prawdopodobny [82, 88].

Ostatnie badania z zakresu farmakologii molekularnej wskazujg na udziat kanatéw
VDAC w tworzeniu mitochondrialnego receptora (alloreceptora) dla benzodiazepin
[71], Srodk6w dziatajacych przeciwlekowo, nasennie i przeciwdrgawkowo oraz regu-
lujgcych napiecie miesniowe (rys. 9a). Niektdrzy autorzy sugerujg, iz receptor ten
moze byé réwnocze$nie biatkiem odpowiedzialnym za indukowang jonami Ca“ ,
przejSciowo zwiekszongprzepuszczalno$¢ wewnetrznej btony mitochondrialnej (PTP
- permeability transition pore = MTP - mitochondrial transition pore), ktorej
elektrofizjologicznie odpowiada prawdopodobnie tzw. "megakanat" (megachannel -
MCC) [89,90,91 ]. Postulowany udziat kanatu VDAC w tworzeniu mitochondrialnego
receptora dla benzodiazepin, jak i zblizono$¢ elektrofizjologicznej charakterystyki
kanatu VDAC i kompleksu MTP pozwalajg przypuszczaé, iz kanat VDAC pekni
istotng role w dziataniu kompleksu MTP (rys.9b). Funkcjonowanie tego kompleksu,
zlokalizownanego w wewnetrznej btonie mitochondrialnej, wymaga obecnosci kana-
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tu umozliwiajagcego transport, ktérego funkcje moze petnié wystepujacy w postaci
dimeru kanat VDAC (rys. 9b) [89,90],

Zlokalizowanie VDAC w miejscach kontaktowych [1,52,83,103,105], a nawet we
frakcji btony wewnetrznej [83] pozwala uznaé udziat VDAC w funkcjonowaniu MTP
za catkiem prawdopodobny [7,96]. Przypuszcza sie tez, iz poryna pozamitochondrial-
na posredniczy w dziataniu szeregu receptoréw potozonych w réznych czesciach
komoérki, np. w btonie komorkowej stransformowanych limfocytéw B, w ktérej kanat
VDAC zlokalizowano przy uzyciu testdw cytotoksycznosci i mikroskopii immuno-
fluorescencyjnej [96].

MUTANTY BEZPORYNOWE - ALTERNATYWA WOBEC
VDAC

Przeglad ten uwidacznia, jak niepetngjest informacja o fizjologicznej (regulacyj-
nej) roli VDAC ijak trudngjest ona do udowodnienia, zwtaszcza wobec r6znorodno-
§ci charakterystyki elektrycznej kanatow uzyskiwanej ré6znymi metodami. Sama
chakterystyka elektryczna dokumentuje dziatanie kanatu, ktéry jednak nie musi takiej
funkcji petni¢ in situ [7], Dlatego tez cenne sg wszystkie informacje wykazujgce
konsekwencje genetycznego wykluczeniaporyny. Jest tojednak mozliwe tylko wtedy
gdy brak kanatu VDAC nie prowadzi do silnego zaburzenia struktury i funkcji
mitochondriéw, ajedynie do zanikniecia lub ograniczenia okreslonych funkcji przy-
pisywanych temu kanatowi. Dlatego tez przezywajgce w warunkach wymagajacych
funkcjonalnych mitochondriow (niefermentujgce zrédto wegla) mutanty bezporyno-
we drozdzy uzyskane w drodze delecji genu kanatu VDAC moga dostarczy¢é dowo-
dow przemawiajacych za petnieniem okreslonych funkcji przez kanat VDAC in vivo.

Fakt, iz komorki skonstruowanych dotychczas mutantéw bezporynowych rosng
naniefermentujgcym Zrddle wegla, wskazuje nato, iz miedzy cytoplazma a mitochon-
driami, w komadrkach tych mutantéw, musi istnie¢ wymiana metabolitéw zachodzaca
przez zewnetrzng btone mitochondrialng [73]. Mutanty te réznig siejednak zdolnos$cig
wzrostu na niefermentujagcym zrdédle wegla, a wiec i prawdopodobnie szybkoscig
transportu metabolitdw przez zewnetrzng btone mitochondrialng. Mutant otrzymany
przez Dihanich i in.[33] wymaga dtugiego (2-3 dni) okresu adaptacji do wzrostu na
glicerolu i ro$nie na nim duzo wolniej niz szczep dziki. Wykazuje on takze silnie
obnizony poziom cytochroméw mitochondrialnych, ktérych zawarto$¢ wzrasta w
procesie adaptacji do wzrostu na glicerolu [33], Inny mutant bezporynowy S. cerevi-
siae (B5), uznawany za reprezentatywny dla wszystkich skonstruowanych przez Guo
i Lauquina [41], ro$nie na pozywce glicerolowej z szybkos$cig poréwnywalng z
wyznaczong dla wyjsciowego szczepu dzikiego, nie wykazujgc opdznienia wynika-
jacego z koniecznoS$ci adaptacji do wzrostu na niefermentujgcym zrodle wegla [73].
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Rys. 10. Graficzne przedstawienie sprzezeniaw  Rys. 11. Poréwnanie wartosci Ko) dla utleniania e-
komérkach mutantéw bezporynowych; obszary ~ 9zogennego NADH w stanie spoczynkowym (wrazli-
zakre$lone odpowiadaja réznicom w mierzo- Wego na Antymycyne A) i fosforylacji ADP w mito-

nych wartosciach uzyskanym w przeprowadzo-  chondriach i mitoplastach wyjSciowego szczepu dzi-
nych doswiadczeniach [73] kiego i mutanta pozbawionego kanatu VDAC; war-

to$¢ Ko, przyblizona do wartosci Km, jest miarg
restrykcji w dostepie obu metabolitéw do wewnetrz-
nej btony mitochondrialnej

Mozliwos$¢ indukcji w komorkach mutanta B5 stanu spoczynkowego irozprzezonego
w obecnosci etanolu (substratu oddechowego dyfundujgcego przez btony) wskazuje,
iz aktywno$¢ tancucha oddechowego nie zalezy od obecnos$ci poryny [72]. Ponadto
komorki tego mutanta rosnac na glicerolu sa sprzezone energetycznie, co dowodzi
dostepu nukleotydéw adeninowych do mitochondriéw. Wykazano to wywotujac silne
obnizenie, wystepujagcego w obecnosci etanolu, oddychania komérek mutanta przez
podanie inhibitoréw stanu fosforylujgcego, tj. inhibitora translokazy nukleotyddw
adeninowych (kwas bongkrekowy - BA) lub syntetazy ATP (TBT) i nastepne przy-
spieszenie zuzycia tlenu na skutek podania protonoforu - FCCP [73] (rys. 10).
Stwierdzenie sprzezenia energetycznego in situ pozostaje w zgodzie z faktem, iz
wyizolowane mitochondria mutanta, z nieuszkodzong zewnetrzng btong mitochon-
drialng, zdolne sg do odwracalnego przej$cia miedzy stanem oddechowym spoczyn-
kowym a fosforylujacym i to niezaleznie od zastosowanego substratu oddechowego
(np. etanol, egzogenny NADH) [72,73]. Poza tym aktywnos$¢ kinazy adenytanowej
wyznaczana (w obligatoryjnej obecnosci wysokich stezen nukleotyddw adeninowych
i jonbw Mg*“ ) dla mitochondriow mutanta jest porownywalna z otrzymang dla
mitochondriéw wyjsciowego szczepu dzikiego [74], Dowodzi to mozliwosci transpo-
rtu nukleotydéw adeninowych oraz egzogennego NADH przez zewnetrzng btone
mitochondrialng mutanta, a wiec w nieobecnos$ci kanatu VDAC. Jednakze w poréw-
naniu z mitochondriami szczepu dzikiego transport ten podlega wyraznym ogranicze-
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Rys. 12. Masa czgsteczkowa i tadunek anionowy jako determinanty ograniczen w transporcie metabo-
litbw przez zewnetrzng blone mitochondrialng mutanta pozbawionego kanatu VDAC

niom, szczegOllInie przy braku kationéw w inkubacji [74], Znajduje to swéj wyraz w
réznicach wartosci Kg5NADH i KO5ADP, wskaznikéw wybranych dla okreslenia
dostepnosci egzogennego NADH i ADP do wewnetrznej btony mitochondrialnej, a
wyznaczanych dla obu typédw mitochondriéw (rys.l 1).

WartoS$ci tych wskaznikéw sg duzo wyzsze w przypadku mitochondriow mutanta,
szczegOlnie przy braku jonéw Mg2+w inkubacji. Oznacza to konieczno$é obecnosci
kationow dwuwartosciowych i zastosowania duzo wyzszych, w poréwnaniu ze szcze-
pem dzikim, stezei metabolitow dla uzyskania sprzezonych energetycznie mitochon-
driow mutanta. Zaleznosci te sg jeszcze silniej wyrazone w przypadku CATR,
inhibitora translokazy nukleotydéw adeninowych [72,74], ktory stosowano doswiad-
czalnie dla przerywania stanu fosforylacyjnego. Konsekwencjg ograniczen istnieja-
cych w transporcie czasteczek obdarzonych tadunkiem (NADH, ADP, CATR) do
mitochondriow mutantajest zjawisko ich konkurencji o dostep do wewnetrznej btony
mitochondrialnej [74], znajdujace swoj wyraz we wzros$cie wartosci KO5wyznacza-
nych dla funkcji umozliwionych przez transport tych czgsteczek.

Rysunek 12 uwidacznia, iz ograniczenia istniejgce w transporcie NADH, ADP i
CATR do mitochondriéw mutanta, a wiec zarazem ich konkurencyjno$¢ ulega nasi-
leniu wraz ze wzrostem tadunku anionowego i silnemu ostabieniu w obecnosci
kationéw. Czynnym kationem jest tutaj M g2+, a takze Ca2+.

Wystepujace przy braku kanatu VDAC zalezne od obecnosci kationéw ogranicze-
nia w transporcie czasteczek do wewnetrznej btony mitochondrialnej zanikajg po
zniesieniu bariery btony zewnetrznej (rys.l 1), co dowodzi, iz wynikajg one z wiasci-
wosci systemu transportujagcego metabolity przez te btone w nieobecnosci kanatu
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VDAC [74]. Istnienie takiego systemu, definiowanego poczatkowo jako nowy rodzaj
poryny o obnizonej selektywnosci anionowej, zaproponowano dla wyjasnienia spe-
cyficznych warunkéw inkubacji niezbednych dla przeprowadzenia wyizolowanych
mitochondriéw mutanta bezporynowego w stan fosforylujacy [72,73,32], Poniewaz
konkurencyjnos$¢ czgsteczek w procesie ich transportu do wewnetrznej btony mito-
chondrialnej zostaje obnizona przez zniesienie potencjatu transbtonowego (H. Kmita,
wyniki nieopublikowane) sgdzi¢ mozna, iz petnigcy funkcje kanatu VDAC system
transportu metabolitdw przez zewnetrzng btone mitochondrialng mutanta podlega
regulacji przez potencjat transbtonowy btony wewnetrznej. Postulowany dla mito-
chondriéw mutanta system transportu metabolitow okazat sie rowniez wrazliwy na
polianion Kéniga [74], co wskazywatoby na niespecyficzno$¢ oddziatywania tego
polianionu wytgcznie na kanat VDAC (rys. 13). Wyzsze stezenie polianionu powo-
dowatojednak rozerwanie btony zewnetrznej mitochondriéw mutanta (ale nie szczepu
dzikiego), co sugeruje, ze kanat VDAC petni rowniez w btonie zewnetrznej pewng
funkcje mechaniczna.

Podsumowujgc:

(1) brak kanatu VDAC nie przeciwdziata transportowi metabolitow przez zewne-
trzng btone mitochondrialng;

(2) transport ten zachodzi przy udziale systemu (hipotetyczne biatko kanatowe) o
nastepujacych wiasciwosciach: preferencja wobec kationow, $rednica kanatu zmniej-
szona w poréwnaniu z kanatem VDAC, czego konsekwencjg sg ograniczenia w
transporcie czasteczek, udziat potencjatu transbtonowego wewnetrznej btony mito-
chondrialnej w regulacji zdolnoSci transportowych;

(3) w komodrkach mutantéw bezporynowych istniejg warunki umozliwiajace dzia-
tanie tego systemu: efektywne stezenie kationéw i transportowanych metabolitow.
Zwigzek miedzy obecnoscig kationow dwuwarto$ciowych a efektywnym dziataniem
tego systemu (hipotetycznego biatka kanatowego) w wyizolowanych mitochondriach
mutanta moze mie¢ dwa wyttlumaczenia:

1) kationy ekranujg ujemny tadunek transportowanych czgsteczek;
2) kationy utrzymujg postulowany kanat w stanie otwartym [72-74].

Badania w uktadach rekonstytuowanych, prowadzone po solubilizacji detergen-
tem zewnetrznej btony mitochondrialnej mutanta otrzymanego przez Dihanich i in.
[33] doprowadzity do ujawnienia biatka tworzacego nieregulowany potencjatem
kanat o selektywnosci kationowej oraz o obnizonym przewodnictwie i zmniejszonej
w stosunku do kanatu VDAC S$rednicy (1,2 nm) [11,32] (rys. 14).

Dane te pozostaja w zgodzie z opracowanym na podstawie testow bioenergetycz-
nych zarysem wiasciwosci hipotetycznego biatka kanatowego, lokalizowanego w
zewnetrznej btonie mitochondrialnej innego mutanta bezporynowego (B5) [72-74].
Jednakze, poréwnanie sktadu biatkowego zewnetrznej btony mitochondrialnej mu-
tanta otrzymanego przez Dihanich iin. [33] ijego wyj$ciowego szczepu dzikiego nie
doprowadzito do zidentifikowania nowego jakosSciowo biatka [32]. Mozna wiec



PORYNA MITOCHONDRIALNA - KANAL VDAC 451

Rys. 13. Hamowanie aktywnosci kinazy adenyla-  Rys. 14. Histogram przedstawiajgcy zmiany prze-
nowej (A) w nietknietych mitochondriach droz- wodnictwa obserwowane dla sztucznej btonki w
dzy przez polianion Koniga i efekt tego obecnosci: (A) poryny wyizolowanej z mitochon-
polianionu rozrywajacy btone zewnetrzng (R) driéw szczepu dzikiego drozdzy HR125-5B; (B)
mierzony testem utleniania egzogennego cyto- frakcji zewnetrznej btony mitochondrialnej mutanta
chromu c: (0) - mitochondria szczepu dzikiego), bezporynowego drozdzy HR125-5A, P/X - pra-
(*) - mitochondria mutanta pozbawionego kanatu  wdopodobienstwo wystapienia okreslonej wartosci

VDAC przewodnictwa pojedynczego kanatu; A/nS - war-

to$¢ przewodnictwa pojedynczego kanatu
(wyrazona w nS) [11]

sadzi¢, iz zidentyfikowany elektrofizjologicznie kanat obecny jest nie tylko w mito-
chondriach mutanta, ale takze w mitochondriach szczepu dzikiego lub tez wystepuje
tylko u mutanta w ilosciach tak matych, iz nie jest wykrywany metodg elektroforezy
w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych (SDS PAGE) [32].
Zatozenie, iz hipotetyczne biatko kanatowe, proponowane dla mutantéw bezpo-
rynowych, obecne jest takze w zewnetrznej btonie mitochondrialnej szczepu dzikiego
prowadzi do wniosku, iz istniejg przynajmniej dwa odrebne geny kodujace biatka
zdolne do tworzenia transportujagcych metabolity kanatow w zewnetrznej bionie
mitochondrialnej. Analiza preparatu biatkowego zawierajgcego kanaty VDAC, izo-
lowanego z mitochondriéw watroby wegorza, doprowadzita do identyfikacji dwdch
frakcji tego kanatu réznigcych sie przewodnictwem, $rednicg i masa czasteczkowg
[31]. Réwniez w mitochondriach kietkéw grochu, obok typowego kanatu VDAC,
stwierdzono obecno$é kanatu o selektywnos$ci anionowej, lecz zmniejszonym prze-
wodnictwie i Srednicy [87]. Biatka tego, ze wzgledu na znikomg jego ilos¢ w
zewnetrznej btonie mitochondrialnej, nie udato sie jednakze zidentyfikowa¢ metodg
SDS PAGE. Przy rekonstytucji poryny, izolowanej z r6znych zZrodet, czesto uzyskuje
sie dwie populacje, réznigce sie wartoScig przewodnictwa pojedynczego kanatu
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[2,28]. Stwierdzono takze istnienie specyficznych tkankowo izoform kanatu VDAC
rézniacych sie masg czasteczkowg i wartoscig punktu izoelektrycznego
[13,15,49,77,97]. W bibliotece genowej cztowieka stwierdzono obecnos¢ kilku ge-
néw poryny, ktére kodujg biatka o przypuszczalnie réznej funkcji fizjologicznej
[15,42,65]. Nie moznajednak wykluczyé, iz dodatkowa aktywno$¢ porynowa obser-
wowana w uktadach rekonstytuowanych jest artefaktem badz tez wynika z odmiennej
konfiguracji tej samej poryny mitochondrialnej [31], tym bardziej, ze préba identyfi-
kacji nowego rodzaju poryny w mitochondriach drozdzy metoda zaktadajaca jego
homologie z kanatem VDAC (homology cloning) nie zakonczyta sie sukcesem (G.
Lauquin, wyniki nieopublikowane).

Natomiast bardziej prawdopodobne jest, iz w przypadku braku kanatuVDAC jego
funkcje przejmuje inne biatko zlokalizowane w zewnetrznej btonie mitochondrialnej,
ktore zasadniczo petni funkcje odmienne niz kanat VDAC. Stosujac metode tip dip,
w zewnetrznej bionie mitochondrialnej zar6wno mutanta bezporynowego B5, jak i
wyjsciowego szczepu dzikiego stwierdzono obecno$¢ zaleznego od potencjatu kanatu
o selektywnosci kationowej i wysokim przewodnictwie [34,95]. Metoda tip dip polega
na rejestracji sygnatow elektrycznych w dwuwarstwach tworzonych na zakonczeniu
mikroelektrod z suspensji proteoliposomoéw zawierajgcych btony mitochondrialne.
Aby wykluczy¢, iz obserwowana aktywnosc¢ jest artefaktem wynikajacym z uzytej
metody, zastosowano rekonstytucje w sztuczne btonki potwierdzajgc obecnosé kanatu
o identycznych witasciwosciach [95]. Zidentyfikowany w ten sposéb kanat nazwano
PSC (z ang. peptide sensitive channel), poniewaz jest on blokowany przez peptydy
zawierajgce sekwencje targetowa kierujgca biatko do mitochondriow [45,95]. Ze
wzgledu na te wiasciwos¢ kanatowi PSC przypisuje sie udziat w mitochondrialnym
aparacie transportu biatka [34,102] (rys. 15).

Dzieki zastosowaniu bezporynowego mutanta drozdzy B5 [41], stwierdzono ele-
ktrofizjologicznie odrebno$¢ kanatu PSC od kanatéw VDAC [34,95]. Identyczno$¢
sygnatéw charakteryzujacych kanat PSC w mutancie bezporynowym B5 iw dzikim
szczepie wyjsciowym pozwala wnioskowac, iz kanat PSC funkcjonuje w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej niezaleznie od obecno$ci czy tez braku poryny [34,95]. Kanat
kationowy zidentyfikowany w zewnetrznej btonie mitochondrialnej mutantabezpory-
nowego otrzymanego przez Dihanich i in. [33] swg charakterystyka elektryczng
przypomina czesciowo kanat PSC [32,34,95], a wykazane réznice wynika¢ moga
zardwno z zastosowania odmiennych metod badania aktywnos$ci kanatéw, jak iuzycia
réznych mutantéw bezporynowych.

Wydaje sie wiec prawdopodobne, iz w przypadku braku kanatu VDAC kanat PSC
uczestniczy¢ moze w transporcie metabolitow, stanowigc w ten sposob awaryjny
system transportu (rescue pore, emergency pore) postulowany dla mitochondriow
mutantow bezporynowych [7,74]. Przy braku kanatu VDAC system ten jest w stanie
zabezpieczy¢ normalny wzrost komérek i funkcjonowanie mitochondriéw. Zaktada-
jac, iz gtéwna funkcja kanatu PSC jes udziat w mitochondrialnym aparacie transportu
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Rys. 15. Aktywno$¢ kationowo-selektywnego kanatu z mitochondriéw pozbawionego VDAC mutanta

drozdzy (A) i blokada tej aktywnos$ci przez kationowy peptyd (10 pM) z mitochondrialng sekwencja

targetowa (12 aminokwaséw + 1) (B); pomiar prowadzono metoda tip-dip w tatkach wycietych z

olbrzymich proteoliposoméw azolektynowych, prad rejestrowano przy réznych potencjatach zaznaczo-

nych po lewej stronie kazdego zapisu, strzatki oznaczajg kierunek zamykania kanatu, identyczne zapisy

otrzymano dla mitochondriéw dzikiego szczepu drozdzy, a wiec nie sg one obrazem aktywnosci kanatu
VDAC [95]

biatka, wystepujace w przypadku mutanta skonstruowanego przez Dihanich iin. [33]
opoOznienie wzrostu komorek i obnizony poziom cytochromdw mitochondrialnych
mogtyby znalezé swe wyttumaczenie w konkurencji zachodzacej miedzy prowadzo-
nym przez kanat PSC transportem biatka i awaryjnym transportem metabolitow.

Usuniecie kanatu VDAC z mitochondriéw drozdzy nie pozwolito jednak do tej
pory rozwigza¢ problemu, czy kanat ten bierze specyficzny udziat w funkcjonowaniu
i sktadzie molekularnym kompleksu MTP (mitochondrial transition pore), poniewaz
w mutantach bezporynowych skonstruowanych przez Dihanich iin. [33] wykrywa sie
podobng aktywnos$é kanatowa, ktérg prébuje sie ttumaczy¢ zaangazowaniem kanatu
PSC w miejsce kanahiVDAC. Bytaby to wiec nastepna funkcja PSC (poza transpo-
rtem metabolitow), ktérg przejmuje on w nieobecnosci kanatu VDAC, a mianowicie
udziat w tworzeniu kompleksu MTP. Poniewaz kompleksy biatkowe MTP identyfi-
kuje sie z kompleksem mitochondrialnego receptora dla benzodiazepin [71,89,90]
(rys.9), oznaczatoby to, przez analogig, ze kanat PSC moze zastgpi¢ kanat VDAC
rébwniez w tym receptorze. Ta atrakcyjna koncepcja wymaga jednak petniejszego
udokumentowania doswiadczalnego.
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Streszczenie. Wykazano, ze krew pepowinowa zawiera komérki macierzyste krwiotworzenia wystarcza-
jace do ustanowienia hematopoezy u dzieci i prawdopodobnie zdolne do dokonania tego u dorostych
biorcow. Krew pepowinowa jest materiatem tatwo dostepnym i uzyskiwanym bez narazania dawcy na
jakiekolwiek niebezpieczefAstwo. Moze by¢ rowniez przechowywana w zamrozeniu i dlatego nadaje sie
do tworzenia bankéw komérek krwiotwoérczych do przeszczepienia. Obecnie wykonano okoto piecdzie-
sieciu przeszczepien allogenicznej krwi pepowinowej, w tym dwa od dawcéw niespokrewnionych, a
pozostate od nowonarodzonego rodzenstwa biorcy. W artykule oméwiono zaréwno teoretyczne prze-
stanki wykorzystania komdrek krwiotwdrczych krwi pepowinowej zamiast szpiku, jak i aspekty
praktyczno-techniczne wszystkich faz pozyskiwania, preparowania, przechowywania i przeszczepiania
tych komoérek u ludzi.

Summary. It has been shown that human umbilical cord blood contains hematopoietic stem cells in the
number sufficient for establishing hematopoiesis in children, and most likely capable of doing so also in
adult recipients. Umbilical cord blood is easily available and obtained without creating any risk for a
donor. It can be easily stored and, therefore, is a good source of cells for the banks of hematopoietic cells.
Until now, about fifty allogeneic transplantations of umbilical cord blood have been performed including
two from unrelated donors and remaining from newborn siblings. In this review both the theoretical basis
and practical and technical aspects of all phases of procurement, preparation, storage and transplantation
of hematopoietic cells of umbilical cord blood instead of bone marrow in man are discussed.
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Przeszczepianie szpiku kostnego jest szeroko stosowang metodga leczenia nowo-
tworowych i nienowotworowych chordb uktadu krwiotwérczego. Najwiecej pozy-
tywnych wynikéw leczenia uzyskano w wyniku przeszczepienia szpiku miedzy
rodzenistwem posiadajagcym takie same antygeny zgodnosci tkankowej. Jednakze,
tylko 20% chorych ma takich dawcow. Dla pozostatych dodatkowg mozliwosc
znalezienia dawcy oferujg rejestry honorowych dawcéw szpiku - 0sdb niespokrew-
nionych z biorcg, ktére wyrazity gotowo$¢ oddania szpiku w razie potrzeby. Ze
wzgledu na szczeg6lnie duzy polimorfizm uktadu HLA tylko dodatkowych 20%
biorcow moze liczy¢ na znalezienie takiego alternatywnego dawcy mimo znacznej
liczby zarejestrowanych [35,72,80]. Naniezadowalajgcg sytuacje w zakresie dawstwa
szpiku kostnego moga mie¢ wptyw dwa czynniki:

- pewna ucigzliwo$é samego zahiegu pobierania szpiku oraz

- ryzyko zwigzane z anastezjg stosowang przy pobieraniu [81].

Moga one mie¢ wptyw na labilno$¢ w obrebie rejestru dawcow, tym bardziej
ucigzliwg w przypadku niezapowiedzianej rezygnacji potencjalnego dawcy. Nie bez
znaczenia sa wysokie koszty procedury typowania antygenéw zgodnosci tkankowej
nowych dawcow, ktorzy dotaczaja do rejestru w miare ubywania poprzednich.

Opracowano metode pobierania szpiku kostnego ze zwiok [51]. Wydaje sie jed-
nak, ze ta metoda tylko w niewielkim stopniu zwigkszy dostepno$¢ materiatu do
przeszczepien, natomiast wieloetapowa i skomplikowana obrébka kosci z pewnoscia
zwieksza ryzyko zakazenia.

Stwierdzono, ze obecne w watrobie ptodowej komorki krwiotwdrcze nadajg sie do
przeszczepienia. Wykazano skuteczno$¢ takiego zabiegu w odniesieniu do ciezkiego
skojarzonego niedoboru odpornosci [76], jednakze préby zastosowania komadrek
krwiotwdrczych watroby ptodowej do leczenia niedokrwisto$ci aplastycznej nie daty
zachecajacych wynikow. Komorki krwiotwércze watroby ptodowej wydajg sie mieé
zasadniczg zalete nad komodrkami szpiku kostnego dawcy dorostego czy ze zwiok.
Wi ielu autoréw [35,75] wskazuje na niski poziom reakcji: Przeszczep Przeciw Gospo-
darzowi (PPG) w przypadku niedoktadnego doboru dawcy i biorcy, duzo mniejszy
niz w przypadku takiej samej réznicy w obrebie uktadu HLA miedzy biorcg a
dorostym dawcg szpiku.

Na niepowodzenia w zastosowaniu komoérek watroby ptodowej moga mie¢ wptyw,
pozainnymiczynnikami, niewystandaryzowane iniedoskonate metody pozyskiwania
materiatlu wzorowane na doSwiadczeniach ze zwierzetami. Opracowano [41] stan-
dardowa metode umozliwiajacg pozyskanie komérek krwiotwoérczych z watroby
ptodowej z maksymalng wydajnoscia. Touraine [76] opisat trzy budzace nadzieje
przypadki podania komadrek krwiotworczych watroby ptodowej in utero, bez ustalania
zgodnosci tkankowej miedzy dawca a biorca.

Jednakze dostepno$¢é watroby i innych narzadéw ptodowych jest mocno ograni-
czona ze wzgledéw naturalnych, a w wielu krajach dodatkowo przepisami prawnymi
i wzgledami etycznymi.
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W ostatnich latach zwrécono uwage najeszcze jedno zrédto komoérek krwiotwér-
czych, jakim jest krew pepowinowa, kt6ra jest materiatem tatwo dostepnym i wczes-
niej nie byta wykorzystywana do innych celéw.

2. PODSTAWOWE DANE
O ROZWOJU UKLADU KRWIOTWORCZEGO

Zarodkowy rozwdj uktadu krwiotwdrczego rozpoczyna sie od powstania macie-
rzystych komoérek krwiotworzenia - hematopoietic stem cells. Te komorki maja
bardzo duzy potencjat samoodnawiania i petne zdolnosci do wielokierunkowego
réznicowania sie. Komérki te moga catkowicie odtworzy¢ uktad krwiotwérczy po ich
wprowadzeniu do organizmu biorcy uprzednio poddanego dziataniu cytostatykéw
badz letalnego napromieniowania. Mikrosrodowisko, w ktérym rozwija sie krwiotwo-
rzenie w narzgdach, tworzga fibroblastoidalne komérki podscieliska - stromal cells.
One tez réznig sie w zaleznos$ci od narzadu, w ktorym wystepujg i wptywajg na typ
wytwarzanych komérek krwiotworczych [40,60].

Jest wysoce prawdopodobne, ze zaréwno komorki podscieliska, jak i ich komdrki
wyjsciowe maja inne pochodzenie niz macierzyste komérki krwiotwércze [40,65].

U cztowieka w momencie porodu krwiotworzenie jestjuz prawie w catosci prze-
mieszczone do szpiku kostnego, niemniej istniejg jeszcze slady hematopoezy watro-
bowej i $ledzionowej [42],

Mimo zewnetrznego podobienstwa istnieje szereg zasadniczych réznic miedzy
hematopoezg ptodowag, aszpikowgdorostego osobnika. W krwiotworzeniu ptodowym
wystepuje wysokie tempo namnazania komdrek, staty i szybki wzrost puli komérko-
wej, rdznicowanie in vivo gtéwnie wzdtuz szlaku erytroidalnego, przy$pieszony czas
dojrzewania (in vitro) wieksza wrazliwo$¢ naerytropoetyne oraz mniejsza wrazliwo$¢
naczynniki stymulujace wzrostkoloniigranulocytarno-makrofagowych. Dlaprzykta-
du, na poczatku drugiego trymestru najwyzszy jest odsetek BFU-E. W tym okresie
jest on okoto 3 razy wyzszy niz pozniej we krwi pepowinowej i 10 razy wyzszy niz
w szpiku osobnika dojrzatego [30],

Tworzenie kolonii z komérek podscieliska krwi ptodowej jest wolniejsze niz ze
szpiku [60]. 1zolowane komorki macierzyste i ukierunkowane (CD34+++) z krwi
pepowinowej sg duzo mniej wrazliwe na cytokiny supresyjne (H-ferrytyna, TGF-RlI,
M IP-la iinne) niz analogiczne komorki szpiku osobnika dorostego [49].

Wydaje sie, ze powyzsze rdznice miedzy hematopoezg ptodowg a szpikowg
wynikajg ztego, ze z natury rzeczy komorki hematopoezy ptodowej sg blizsze swojego
poczatku, tj. pierwszych krwiotwérczych komaérek macierzystych danego osobnika,
a komorki hematopoezy dojrzatej dzieli od tego okresu dtuzszy czas i wiecej podzia-
téw samoodnawiania, rénicowania i dojrzewania [42].
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Teiinne rdznice miedzy komdrkami krwiotwdrczymi obecnymi we krwi pepowi-
nowej a komdrkami krwiotwdérczymi szpiku nie majg charakteru zasadniczego i w
zwigzku z tym nie wykluczajg wykorzystania tych pierwszych do ustanowienia
krwiotworzenia po przeszczepieniu zamiast komoérek szpikowych. Problemy te zosta-
ng omowione w dalszej czeSci pracy.

3. KOMORKI KRWIOTWORCZE KRWI PEPOWINOWEJ

Zander [84] sugeruje, ze krew obwodowa dzieci zawiera wiecej komorek krwio-
tworczych niz krew dorostych.

Wi iele danych wskazuje nato, ze krew pepowinowajest bogatym zrédtem komarek
krwiotworczych o wysokim potencjale proliferacyjnym [4,15,16,29,55]. Nalezy nad-
mienié¢, ze nie ma dotychczas dobrych metod bezpos$redniego badania komoérek
macierzystych cztowieka, a przedstawione wyniki uzyskano w wiekszosci metodami
posrednimi.

Di Landro i wsp. [46] oraz Gluckmann [32] stwierdzili wiekszg czestos¢ wy-
stepowania komaérek tworzgcych kolonie granulo-monocytame (CFC-GM) we krwi
pepowinowej niz we krwi obwodowej dorostego czy w szpiku kostnym, oraz ich
wzgledna niedojrzato$¢ w stosunku do CFC-GM szpikowych. Zaobserwowali tez ich
wysoka wrazliwos$¢ na czynniki stymulujace (CSF) oraz szybszy rozw6j (w 10-12
dniu hodowli). Z kolei Hows i wsp. [38,39] stwierdzili wigkszg niz w szpiku czestos¢
wystepowania komorek tworzacych kolonie erytrocytame (BFU-E) oraz wskazali na
obecno$¢ we krwi pepowinowej prymitywnych komorek tworzgcych kolonie mega-
kariocytame (CFU-MK) tworzgcych wieksze kolonie niz CFU-MKk szpikowe. Olson i
wsp. [57] réwniez poréwnali kolonie megakariocytarne z krwi pepowinowej i ze
szpiku. Wykazali, ze liczha CFC-Mk we krwi pepowinowej jest nieco wieksza niz we
krwi obwodowej, lecz znacznie mniejsza niz w szpiku. Wykazali tez, ze kolonie
tworzone przez CFC-Mk krwi pepowinowej sg liczebniejsze.

Lynch i wsp. [52] oszacowali liczhe CFC-GM na 100-krotnie, a BFU-E na
400-krotnie wiekszg niz we krwi obwodowej oraz zaobserwowali wiekszg wrazliwo$¢
tych komdrek na odpowiednio CSF i Epo. Broxmeyer i wsp. [17] uzywajgc Steel
Factor (SF) stwierdzili lepsza odpowiedZ CFC-GM i CFC-GEMM pochodzacych z
krwi pepowinowej niz ze szpiku. Mozna wnioskowac, ze powyzsze komarki z krwi
pepowinowej sg mniej dojrzate niz ze szpiku.

Nakahata i wsp. [54] roéwniez stwierdzili wystepowanie we krwi pepowinowej
bardziej prymitywnych komorek, tzw. CFC-GEMM, nie stwierdzili komorek tworzg-
cych kolonie limfocytame oraz wykryli obecno$¢ licznych komérek tworzacych
kolonie ztozone z blastéw o duzym potencjale samoodnawiania. Leary i wsp. [48]
otrzymali kolonie blastow z hodowli krwi pepowinowej stymulowanej podfozem
pochodzacym z hodowli limfocytéw z fitohemaglutyning. Nie zaobserwowano tego
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typu kolonii w szpiku. Cicuttini i wsp. [21] sygnalizujg obecno$¢ progenitorow
limfocytbw NK we krwi pepowinowej, ktérych ilo$¢ szacujg na 1% wszystkich
komadrek jagdrzastych. Foa i wsp. [29] uzyskali z krwi pepowinowej kolonie limfocy-
tébw T jednakze w iloSci wyraznie mniejszej niz w normalnej krwi obwodowej
stymulowanej PHA.

Cardoso i wsp. [18] poréwnywali zdolnosci komoérek CD34+CD38- (frakcja
zawierajaca krwiotwdrcze komorki macierzyste) ze szpiku i krwi pepowinowej do
produkcji komdrek ukierunkowanych w dtugotrwatej hodowli. Ustalili ze: frakcja
komorek CD34+CD38-jest ok. 4-krotnie liczniejsza we krwi pepowinowej; komorki
CD34+CD38- z krwi pepowinowej i szpiku wytwarzajg poréwnywalne liczby kom4-
rek CFU-GEMMK, lecz produkuja 2-krotnie wieksza liczbe komérek CFU-GM i
3-krotnie wiekszg liczhe BFU-E. Ponadto, kolonie tworzone przez komérki ukierun-
kowane z krwi pepowinowej byty znacznie wieksze niz szpikowe. Niemniej, stwier-
dzili réwniez ok. 4-krotnie mniejszag wydajno$¢ generacji p6znych komoérek ukie-
runkowanych przez komérki krwi pepowinowej.

Z kolei Kinnburgh i wsp. [43] stwierdzili we krwi pepowinowej podobng liczbe
komdrek CD34+, jak w szpiku, lecz wiekszg liczbe prymitywnych komorek o feno-
typie LTC-IC (CD34+/CD45R0O+). Falkenburg i wsp. [27] wykazali, ze jakkolwiek
catkowita liczba komdrek krwiotwérczych w krwi pepowinowej i w szpiku jest
podobna, to liczba komorek na wczesnym etapie rozwoju jest ok. 2-krotnie wyzsza w
krwi pepowinowej. Czesto$¢ wystepowania BFU-E ocenili na podobngjak w szpiku,
czesto$¢ CFU-GM nanizsza, aCFU-GEMM na ponad 2- krotnie wyzsza niz w szpiku.

Z krwi pepowinowej bardzo trudnojest uzyskac¢ hodowle dtugoterminowg. Prindull
i wsp. [60] wykazali jednak obecno$é komérek tworzacych kolonie fibroblastoidalne
(CFC-F) we krwi pepowinowej, ktore tworzyty te kolonie w obecnos$ci kortizonu a
bardzo rzadko bez. Rownie wzrost komdrek podscieliska z krwi pepowinowej jest
wolniejszy. To moze uzasadnia¢ trudnosci z uzyskaniem hodowli dtugoterminowej z
krwi pepowinowej [39,73], ktérej komdrki podscieliska bedace Zrédtem CSF nie
nadgzajg za wzrostem komorek krwiotwdrczych. Hows [38] twierdzi, ze na wczesniej
wytworzonym podscielisku komorki z krwi pepowinowej rosng dynamiczniej niz
odpowiednie komdrki szpiku. Biesecker i wsp. [9] wykazali, ze surowica Krwi
pepowinowej jest bogatym zrédiem interleukiny 6 i pobudza krwiotworzenie zarod-
kowych komérek macierzystych in vitro.

Wi ielu autoréw koreluje liczbe prymitywnych komoérek krwiotwdrczych we krwi
pepowinowej z wczesnym porodem [14,33,72,73,74], Jednakze DiLandro [46] nie
stwierdza zwiekszonej ilosci GM-CFC u wcze$nie urodzonych, przeciwnie, wskazuje
na nieco wyzszy odsetek tych komérek we krwi pepowinowej noworodkéw urodzo-
nych w terminie. Sugeruje natomiast pozytywng korelacje miedzy iloscig prymityw-
nych komorek krwiotwérczych a niedomaganiami w czasie cigzy, takimi jak nad-
cisnienie, infekcja czy inne.
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4. WYKORZYSTANIE KRWI PEPOWINOWE]J]
DO ODTWORZENIA KRWIOTWORZENIA

Opisujac pionierskie prace Broxmeyera J. Coriis [23] twierdzi, ze ... "krew
pepowinowa moze byé ling zycia dla niektérych chorych".

Wiele danych z praktyki klinicznej wskazuje, ze liczba komérek krwiotwérczych
w jednej porcji krwi pepowinowej starcza do petnego odtworzenia krwiotworzenia u
prawie 100% dzieci (do 50 kg wagi) i u ok. 50% dorostych [32,33,35,80]. Zdaniem
Falkenberga [27)] przy zalozeniu, ze udane przeszczepienie wymaga podania 104
CFU-GM nakg masy ciata biorcy, nalezy choremu przetoczyé przynajmniej 1 ml krwi
pepowinowej na 1kg masy ciatabiorcy.Mozna ztego wnioskowaé, ze porcja 100-150
ml pobranej krwi pepowinowej powinna wystarczy¢ do odtworzenia krwiotworzenia
osobnika dorostego.

Broxmeyer i wsp. [15], Auerbach iwsp. [4], Gluckmann iwsp. [32,33], Kohli-Ku-
mar i wsp. [45] i inni uzyli z powodzeniem krwi pepowinowej do odtworzenia
krwiotworzenia po leczeniu anemii Fanconiego u dzieci. Wagner i wsp. [80] opisali
przypadek wykorzystania krwi pepowinowej do odtworzenia krwiotworzenia po
leczeniu mtodzienczej formy przewlektej biataczki szpikowej. Bogdanie i wsp. [11]
opisali przypadek wykorzystania krwi pepowinowej do odtworzenia krwiotworzenia
u 28-miesiecznej dziewczynki chorej na przewlektg biataczke szpikowg z chromoso-
mem Ph\ Vilmer i wsp. [79] uzyli krwi pepowinowej w przypadku zaawansowanej
biataczki limfatycznej. Oprdcz opisanych powyzej przypadkéw, sygnalizowano uzy-
cie krwi pepowinowej do odtworzenia krwiotworzenia w takich schorzeniach, jak
neuroblastoma, limfoproliferacyjne choroby zwigzane z chromosomem X czy niedo-
krwisto$¢ aplastyczna po zapaleniu watroby [35]. W zwigzku z tym, ze ukiad od-
pornosciowy w chwili porodu jestjeszcze daleki od osiggniecia swojego ostatecznego
stadium rozwoju [34], reakcja PPG jest bardzo staba w przypadku podania krwi
pepowinowej biorcy niezgodnemu [32,45,79]. Z wyzej wymienionych wzgledow,
réwniez niezgodno$¢ w obrebie uktadu ABO nie jest przeszkodg w dokonaniu
przeszczepu [33,80].

We krwi pepowinowej stwierdzono znaczny odsetek komorek niedojrzatych czyn-
nosciowo, nieuczulonych i wykazujacych silng aktywnos$¢ supresyjng [35,59,79].
Jednakze Broxmeyer [15] przestrzega o zagrozeniu reakcjag GVH w przypadku
zanieczyszczenia krwi pepowinowej krwig matki.

Dotychczas wykonano na $wiecie ponad 40 udanych zabiegdw przeszczepienia
allogenicznych komérek macierzystych pochodzacych z krwi pepowinowej. W tej
liczbie mieszczg sie tez dwa udane zabiegi przeszczepienia krwi uzyskanej z banku,
pochodzacej od niespokrewnionych dawcéw. Czesto$¢ powiktan przy tych zabiegach
byta znacznie mniejsza niz po przeszczepieniu szpiku [5].
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5. PROBLEMY TECHNICZNE ZWIAZANE
Z WDRAZANIEM TEJ METODY LECZNICZEJ]

Brossard [14] wylicza szereg sytuacji klinicznych, w ktorych nalezy odstgpi¢ od
pobrania krwi pepowinowej.

Rozwazajgc natomiast problemy techniczne zwigzane z pobraniem nalezy zwrdcic
uwage na sprawe zasadnicza, jaka jest jednorazowos$¢ pobrania porcji krwi pepowi-
nowej i niewielka objetos¢ prébki. Uzupeini¢ krew pepowinowg mozna tylko szpi-
kiem pobranym od tego samego dawcy. Obraz odsetkowy krwi noworodka zmienia
sie bardzo szybko w kierunku obrazu normalnego ijuz po 24 godzinach liczba
komoérek we wczesnym stadium rozwojowym zmniejsza sie do 50% [17,72,74].
Dlatego tez sposréd rozwazanych technik nalezy zastosowac te, ktére gwarantujg
najwiekszg wydajno$¢ pozyskaniakrwi pepowinowej inajmniejsze straty wjej dalszej
obrébce.

Nastepujgce procedury sktadajg sie na cykl obrébki:

- pozyskanie krwi pepowinowej,

- obrdbka przed krioprezerwacjg, w tym ewentualna izolacja frakcji leukocytamej,

- krioprezerwacja,

- obrébka po odmrozeniu - ewentualne odptukanie substancji krioochronnej.

Metody pozyskania krwi pepowinowej mozna og6lnie podzieli¢ na 2 grupy:
pasywne i aktywne.

Metoda pasywna polega na postepowaniu identycznym jak podczas normalnego
porodu. Naczynia pepowinowe zostajg zaci$niete klemem w odlegtosci 5-7 c¢cm od
pepka, przeciete, a krew grawitacyjnie spuszczona do naczynia z antykoagulantem. Z
badar autora wynika, ze na 22 pobrane porcje $rednia objeto$¢ probki pobranej tg
metodg wynosita47 ml, najwieksza porcja zawierata 90, anajmniejsza 25 ml krwi.Ge-
neralnie mozna sadzié, ze metoda ta pozwala na pozyskanie dostatecznej ilosci krwi
do odtworzenia krwiotworzenia tylko u matego dziecka. Gluckman [35] opisuje
znaczny rozrzut w zakresie zarowno objetosci pozyskiwanej krwi, jak i liczby obe-
cnych w niej komérek, w tym komérek ukierunkowanych.

Nie stwierdzono korelacji miedzy liczbg przebytych ciagz czy ptcig dziecka, a liczbg
pozyskanych komorek jadrzastych. Rowniez nie stwierdzono korelacji miedzy pozy-
skang objetoscig krwi a liczbg pozyskanych komdrek ukierunkowanych, co pozwala
wnioskowac, ze nawet niewielkie probki moga zawiera¢ dostateczng liczbe komérek
ukierunkowanych do wszczepienia. Z danych autora wynika, ze na 34 pobrane prébki
krwi pepowinowej $rednia leukocytoza wynosita 17,2 tys. komoérek na jlll, przy
najwyzszej wynoszacej 24,8, a najnizszej 12,1 tys. komdrek jadrzastych w 1 plkrwi,
co daje miedzy 210 a 1370 min komoérek w catej prébce.

Opisano kilka metod aktywnych zwiekszajgcych ilo$¢ pobranej krwi. O ile jednak
metodg pasywna krew pepowinowga moze pozyskac¢ asystujgca przy porodzie potozna,
o tyle przy metodzie aktywnej nalezy uwzgledni¢ na sali porodowej obecno$¢ pra-
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Rys. 1. Spos6b opracowania krwi pepowinowej przeznaczonej do przeszczepienia

cownika zajetego wytgcznie pozyskiwaniem krwi pepowinowej. Broxmeyer i wsp.
[15,16] oraz Auerbach i wsp. [4] po zaklemieniu naczyhA pepowinowych pobierali
krew sptywajgcg grawitacyjnie przy tozysku pozostajagcym jeszcze w macicy, a
dodatkowag ilo$¢ aspirowali z naczyn tozyska pojego urodzeniu. Uzyskiwali przeciet-
nie 80 ml. Thierry i wsp. [73] cewnikowali naczynie pepowinowe igtg o duzej
Srednicy, gdy tozysko znajdowato sie w macicy, uzyskali podobng wydajnosé jak
Broxmeyer. Turner i wsp. [78] zmodyfikowali 2-etapowa metode Broxmeyera po-
przez aktywng perfuzje odcietego tozyska roztworem soli fizjologicznej z antykoagu-
lantem. Uzyskali ponad 2-krotnie wiekszg ilo$¢ pozyskiwanej krwi w stosunku do
klasycznej metody Broxmeyera.

Cesarz iwsp. [19] poréwnali 3 metody pozyskiwania krwi. Po odcieciu pepowiny,
dwie pierwsze polegaty na aspirowaniu krwi z naczyn pepowinowych strzykawka, a
trzecia na przecieciu naczyn pepowinowych i wspomaganiu grawitacyjnego sptywa-
nia krwi wyttaczaniem. Zadna z zastosowanych metod nie wptywata na zywotnoé
komérek jadrzastych, natomiast porcja pobrana trzeciag metodg byta 2-2,5-krotnie
wieksza niz pierwszg czy druga.

Kolejnym zagadnieniem jest wybor odpowiedniego antykoagulanta. W zasadzie
ani heparyna, ani ACD nie wptywajag na zywotno$¢ komdrek jadrzastych [16], jednak
wiecej autoréw uzywa heparyny w stezeniu 50 U/ml [19,46,72] niz ACD [16,78],
Turner i wsp. [78] twierdzg, ze ACD w stezeniu do 20% nie dziata toksycznie na
komarki jadrzaste. Jednakze, jak wynika z obserwacji autora, przy pobieraniu krwi
pepowinowej metoda pasywng na wstepnie przygotowany roztwor ACD trudno jest
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przewidzie¢ wielko$¢ pobranej prébki iczesto w przypadku matych porcji zdarza sie
znaczne przekroczenie 20%, co juz ma zdecydowanie negatywny wptyw zaréwno na
obraz mikroskopowy, jak i na zywotnos¢ komorek.

Do dezynfekcji naczyn pepowinowych itozyska stosowana jest 10% betaina [78]
lub 70% etanol [19].Thierry i wsp. [74] oraz inni autorzy zalecajg przetrzymywanie
pobranej krwi w temp. 4°C i mozliwie najszybszgjej dalsza obrébke.

Gluckmann i wsp. [32,33,34], Vilmer i wsp. [79] i Broxmeyer i wsp. [15] nie
wykonuja ani wstepnego rozdziatu, ani odptukiwania krioprotektora z krwi pepowi-
nowej przeznaczonej do transplantacji. Broxmeyer [16] nie stwierdzit réznicy w
liczbie kolonii komdrek progenitorowych wyhodowanych z mrozonej krwi rozdzie-
lanej inierozdzielanej.

Rodzi to konieczno$¢ wprowadzenia do organizmu biorcy kilku do kilkunastu ml
DMSO oraz erytrocytow ewentualnie niezgodnych z biorca. W zwiazku z tym, ze
wyzej wymienieni autorzy zamrazaja krew pepowinowg w workach powstajg dwa
dodatkowe problemy zwigzane z koniecznos$cig przetrzymania rozmrozonego mate-
riatu w worku w temperaturze pokojowej:

- mozliwo$¢ spontanicznego ktaczkowania oraz

- narazenie zawartych w materiale komdrek krwiotwdrczych na dtuzszg ekspozy-
cje na 10% DMSO.

Goldmann iwsp. [36] zalecaja badz szybkie rozcieficzenie rozmrozonego materia-
tu 10-krotng objetoscig podtoza hodowlanego, badzZjego jak najszybsze wprowadze-
nie do organizmu biorcy. W przypadku workéw o pojemnosci 50-150 ml taka
procedura jest niewykonalna. W niektérych osrodkach materiat zamrazany jest w
10-mililitrowych prob6éwkach, ktore sg sukcesywnie rozmrazane przy t6zku chorego.
Spontanicznemu kiaczkowaniu mozna dosy¢ skutecznie zapobiegac stosujagc DNA-ze
Ilub EDTA. Abrams iwsp. [1] oraz Rowley iwsp. [63] stwierdzaja, zejednogodzinne
przetrzymywanie komérek krwiotwo6rczych w 10% DMSO w temperaturze pokojo-
wej nie wptywa na liczbe utworzonych kolonii. Berthier i wsp. [6,7,8], Ellis i wsp.
[25], Goldmann i wsp. [36] oraz van de Ouveland i wsp. [58] nie stwierdzaja wptywu
0,1% roztworu DMSO dodanego do poditoza hodowlanego na ilos¢ utworzonych
kolonii. Ellis nie stwierdza ponadto dziatania toksycznego DNA-zy | w stezeniu 10
IU/ml.

Nie ma danych sugerujacych, ze kilka do kilkunastu mililitrow DMSO wprowa-
dzone do organizmu biorcy przy okazji podania krwi pepowinowej wptywa na proces
odtworzenia krwiotworzenia.

Brobyn [12] twierdzi, ze "...DMSO wydaje sie by¢ bardzo bezpiecznym lekiem
przy podaniu dozylnym". Yellowless i wsp. [83] stwierdzajg, ze DMSO (uzyte do
leczenia zapalenia stawdw) jest lekiem bezpiecznym, jakkolwiek osobniczo moze
wywotywaé pewne zaburzenia, jednak krétkotrwate i catkowicie odwracalne.
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Podanie nierozdzielonej krwi pepowinowej wigze sie z wprowadzeniem do orga-
nizmu biorcy rowniez niewielkiej ilosci lizatu erytrocytéw oraz erytrocytdw nieusz-
kodzonych. Ma i wsp. [53] twierdzi, ze niewielka ilos¢ lizatu nie dziata toksycznie na
organizm biorcy. Broxmeyer [15] donosi o stabej ekspresji antygenéw ABO na
erytrocytach krwi pepowinowej, duzo stabszej niz na erytrocytach dorostego. Gluck-
mann [33] opisuje przypadek podania biorcy z niskim mianem aglutynin, krwi
pepowinowej niezgodnej z biorcg wzgledem uktadu ABO.

lzolacja komorek krwiotwdérczych krwi pepowinowej. W celu oddzielenia
erytrocytéw, granulocytow i osocza od pozostatych komdrek mozna zastosowac
rozdzial metodg cytoforezy, wirowania w gradiencie lub sedymentacjg. Niewielka
objetos¢ krwi pepowinowej wyklucza cytofereze.

Foa iwsp. [29], Wagner i wsp. [80], Broxmeyer i wsp. [15,16] oraz Thierry iwsp.
[72,73] obserwowali znaczne straty komorek jadrzastych, dochodzace do 80% przy
rozdziale krwi pepowinowej na gradiencie ficoll-methrizoat o gestosci 1,077 do 1,079
g/ml, czy po sedymentacji na Plasmogelu. Straty te dla krwi pepowinowej byty
znacznie wyzsze niz dla analogicznie rozdzielanej krwi obwodowej [16]. Charbord i
wsp. [20] uzyskali ponad dwukrotnie mniejsze straty (w przeliczeniu na liczbe
kolonii) podczas rozdziatu na gradiencie Percollu o gestosci 1,080. Autorzy twierdza,
ze wirowanie na gradiencie ficollu z methrizoatem wybidérczo eliminuje niektére
frakcje komorek progenitorowych, np. BFU-E.

Lynch i wsp. [562] wykazujg bardzo mate straty, siegajagce 10% komorek jadrzas-
tych, po sedymentacji krwi pepowinowej na skrobi hydroksyetylowanej (HES).
Falkenberg [27] twierdzi, ze przeprowadzenie rozdziatu fizycznego krwi pepowino-
wej w czasie do 8 godz. od pobrania nie powoduje strat w liczbie komdérek krwiotwér-
czych.

Ogolnie rzecz biorac, ciggle nie ma zgodnosci odnos$nie metod izolacji komorek
jednojadrzastych (ws$rdd ktérych sg komorki macierzyste) z krwi pepowinowej.
Oznaczato koniecznos$¢ kontynuowania badan, gdyz metody takie sg niezbedne przy
rozszerzeniu wykorzystania krwi pepowinowej np. do terapii genowe;j.

Krioprezerwacja. Dane odno$nie warunkéw krioprezerwacji opierajg sie na
wynikach prac poréwnujacych odzysk krwiotworczych komérek ukierunkowanych
zamrozonej krwi pepowinowej, krwi obwodowej i szpiku.

Wiegkszos$¢ autorow [32,35,53,58,69] wykorzystuje DM SO jako krioprotektor w
stezeniu 10% obj., z réznymi modyfikacjami pozostatej czesci podtoza. Kinetyka
obnizania temperatury rozni sie nieco w zaleznos$ci od pochodzenia materiatu czy
autora pracy. Wydaje sie, ze mozna przedstawi¢ nastepujaca procedure na podstawie
danych wielu autoréw [1,7,10,24,31,69].

Paremetry obnizania temperatury sg nastepujgce: 1,5 °C/min do -40°C; 5°C/min
do-150°C; przeniesienie materiatu do ciektego azotu lub fazy gazowej ciektego azotu.
Temperatura krystalizacji lodu w granicach -5 do -7°C. Niskanen i wsp. [56] oraz
McGann i wsp. [31] sugeruja nieco wyzsze poczatkowe tempo schtadzania (3-



PRZESZCZEPIANIE KOMOREK KRWIOTWORCZYCH KRWI PEPOWINOWEJ.. 471

7°C/min) w odniesieniu do komoérek ukierunkowanych szpiku i krwi obwodowej.
Cytowani wyzej autorzy stosujg do zamrazania urzadzenie z elektronicznie progra-
mowanym spadkiem temperatury (CRF). Posiadanie CRF niejestjednak warunkiem
koniecznym do zamrazania tego typu materiatu. Berthier i wsp. [6,8] stosujg metode
dwustopniowg; poczatkowe gwattowne schiadzanie do okreslonej temperatury (-
37°C), przetrzymanie i dalsze schtadzanie do temperatury fazy gazowej ciektego
azotu. Przy zastosowaniu zamrazarki na -80°C i pudetka ze styropianu mozna
uzyskaé pozadany spadek temperatury (I-3°C/min) bez CRF [22,61,62,70]. Wie-
kszo¢ autoréw przechowuje zamrozony materiat w temperaturze ciektego azotu
(-196°C) lub fazy gazowej ciektego azotu (ok.-140°C). Ratajczak i wsp. [61]uzyskali
duzo lepsze wyniki przechowywania szpiku w temperaturze -80°C.

Czas przechowania nie ma w zasadzie wptywu na przezycie komorek. Aird i wsp.
[3] sygnalizujg o 11-letnim okresie przechowywania ludzkich komorek ukierunkowa-
nych bez utraty zywotnosci. Stiff i wsp. [70] oraz Ahmed i wsp. [2] zastosowali 5%
DMSO i 6% HES uzyskujac lepsze wyniki przezywania nierozdzielanych komdrek
szpiku niz w samym DMSO. Brockbank i wsp. [13] uzyskali lepszg przezywalnos¢
komorek ludzkiej linii promieloblastycznej KG-la, kiedy w podtozu zamrazajgcym
opré6cz DM SO obecna byta niskoczgsteczkowa Poliwinylopirolidyna (PVP). Materiat
moze byé przechowywany w probéwkach [55] lub w workach [16,32,58,66], dlatego
ze tworzywo, z ktérego sg wykonywane worki, nie wptywa na tworzenie kolonii przez
komoérki ukierunkowane [37], a w praktyce klinicznej sa one duzo wygodniejsze.

Zamrazajac w workach, w objetosci 50-150 ml nalezy sie jednak liczy¢ z
pewnymi rozbiezno$ciami miedzy zadanym a rzeczywistym spadkiem temperatury
przy zamrazaniu irozmrazaniu [24], ktére jednak nie majg wptywu naprzezywalnosé.
Proces rozmrazania przeprowadzany jest jak najszybciej, w tazni wodnej o temp.
37-40°C.

Odzysk komorek jadrzastych po krioprezerwacji waha sie w granicach od prawie
100% [22,58] do 75% [25]. Wiekszos¢ autoréw odzyskuje okoto 80% komorek.
Odzysk komdrek ukierunkowanych w przeliczeniu na liczbe kolonii waha sie znacz-
nie, od 90% [4] do 64% [22] dla CFU-GM i BFU-E. Berthier i wsp. [8] donoszg o
70% odzysku CFU-MK, podczas gdy Fabian i wsp. [26] oraz Ratajczak i wsp. [61]
odzysk tych komérek ukierunkowanych oceniaja na bardzo staby. Sensebe i wsp. [65]
twierdza, ze komorki podscieliskowe znoszg krioprezerwacje gorzej niz komérki
krwiotwdrcze. Wydaje sig, ze rozbieznosci pomiedzy danymi wielu autorow wynikajg
z roznych powodéw w tym, z réznic w warunkach hodowli oraz ze stosowania
réznych czynnikéw stymulujacych [27].

Obrébka po krioprezerwacji- usuniecie krioprotektoréw. Gdy stezenie komo-
rek przekroczy 107/ml, rozmrozona krew czy szpik, a szczegdlnie wyizolowane
leukocyty narazone sg na spontaniczne klaczkowanie (celi clumping). Staje sie to
reguta, gdy podtoze z krioprotektorem jest usuwane metodg wirowania [7,15,36,-
66,70]. Zapobiec temu procesowi moznaprzez natychmiastowe rozciericzenie odmro-
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zonej probki podtozem hodowlanym w temperaturze 4°C. Schiewe i wsp. [66], Bock
i wsp. [10] oraz Fliedner i wsp. [28] za gtéwng przyczyne kiaczkowania uwazaja
produkty rozpadu granulocytow obojetnochtonnych. Granulocyty sg bardziej od
innych komérek wrazliwe na uszkodzenia mrozeniowe. Schiewe dodatkowg role
przypisuje zniszczonym ptytkom krwi. Bock oraz Clark i wsp. [22] stwierdzajg w
ktaczkach obecno$¢ ok. 100% martwych granulocytéw i zywych limfocytéw. Klacz-
kowanie moze spowodowac utrate 90-95% wszystkich komdrek po krioprezerwacji.

Istnieje mozliwos$¢ zapobiezenia kltaczkowaniu przez usuniecie granulocytéow ad-
sorbcjg na ptytce, pochtanianiem czgsteczek wegliku zelaza [67] czy wirowaniem na
gradiencie wielocukréow [7], lecz metody te powodujg zbyt duze straty réwniez wséréd
innych komorek. Stiff i wsp. [70] uzywajgc mieszaniny krioprotektoréw, tj. 5%
DMSO, 6% HES i2% ludzkiej albuminy surowiczej (HSA), nie zauwazyli ktaczko-
wania po rozmrozeniu. Jak twierdzg, moze to by¢ spowodowane lepszym przezywa-
niem krioprezerwacji przez granulocyty dodatkowo chronione skrobia hydroksy-
etylowang i albuming. Bock [10] zapobiega klaczkowaniu chelatowaniem jonéw
Ca2+iMg2+0,1% roztworem EDTA. Wielu autoréw [7,28,50,58] uzywa w tym celu
DNA-zy I wilosci 10-15 tys. IU na 1 ml zamrozonego materiatu. Rowley i wsp. [64]
zapobiegajg ktaczkowaniu zawiesiny szpiku przez dodanie 10% ACD przed mroze-
niem i dodatkowych 10% natychmiast po rozmrozeniu.

Jednakze Goldmann [36] twierdzi, ze nie ma pewnej metody zapobiezenia ktacz-
kowaniu. Zniszczone w procesie krioprezerwacji granulocyty uwalniajg zawarte w
ich ziamisto$ciach enzymy proteolityczne, ktdre w nastepstwie uszkadzajg witasng
komorke oraz otaczajace [82], W celu poprawieniaprzezy walnosci komorek ukierun-
kowanych i macierzystych szpiku po krioprezerwacji Lin i wsp. [50] dodali do
zawiesiny komdrek przed mrozeniem leupeptyny - niskoczasteczkowego inhibitora
proteinaz, w stezeniu 0,1-1 pM, iuzyskali 1,5-krotny wzrost liczby kolonii.

tacznie dane te wskazujg, Zze metoda zamrazania krwi pepowinowej ma jeszcze
szereg niedoskonatosci, czesto wigze sie zduzymi stratami i wymaga dalszej optyma-
lizacji.

6. ASPEKTY ETYCZNO-MORALNE
ORAZ PRAWNE ZWIAZANE Z TRANSPLANTACJA
KRWI PEPOWINOWEJ]

W zasadzie nie ma zadnych przeciwskazan (poza szczeg6lnymi sytuacjami wsrod
niektérych mniejszosci religijnych) odnosnie podawania chorym krwi pepowinowej
w zastepstwie szpiku. Moralne zastrzezenia moze raczej budzi¢ przyzwolenie na
tracenie  tak cennego materiatu  terapeutycznego. Sciéle jednak zwigzana z
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aspektami moralno-etycznymi jest sprawa pobierania krwi pepowinowej w czasie
porodu. Newton [55] przestrzega przed stawianiem wielkosci porcji pobranej krwi
ponad dobrem rodzacego sie dziecka.

7. PODSUMOWANIE

Krew pepowinowa wydaje sie by¢ doskonalym materiatem zastepujacym szpik
kostny w odtwarzaniu krwiotworzenia. Jest materiatem bogatszym od szpiku w
prymitywne komérki krwiotwdércze ibardzo tatwo dostepnym. Niedogodnoscig jest
ograniczona i niezbyt duza liczba komdrek w tym materiale. Do jej peiniejszego
uzycia niezbedny jest dalszy rozw6j technik rozdziatu i krioprezerwacji. Istniejg
racjonalne przestanki do tworzenia bankdw krwi pepowinowej [23,35], ktére zreszta
sajuz tworzone. Moze ona by¢ zarazem znakomitym uzupetnieniem juz istniejagcych
rejestrow dawcéw szpiku kostnego [55].
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BIALKA G - NAGRODA NOBLA 1994
G PROTEINS - THE NOBEL PRIZE FOR 1994

Jolanta BARANSKA

Instytut Biologii DoSwiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie

Streszczenie: Rodzina heterotrimerycznych regulatorowych biatek wigzacych nukleotydy guanylowe,
zwanych powszechnie biatkami G, odgrywa zasadnicza role w przekazywaniu sygnatéw przez plazma-
leme komoérek eukariotycznych. W artykule opisano odkrycie biatek G uhonorowane nagroda Nobla w
roku 1994 oraz wspotczesne poglady dotyczace udziatu podjednostek biatek G w sprzezeniu miedzy
receptorem a biatkiem efektorowym.

Stowa kluczowe: biatka G, GTP, GDP, przekazywanie informacji.

Summary. Family of heterotrimeric guanine nucleotide-binding regulatory proteins, commonly termed
G proteins, plays an essential role in transducing signals across the plasma membrane in eukaryotic cells.
The discovery of G protein, honoured by the Nobel prize for 1994, and current views of G protein subunits
mediated receptor-efector coupling are discribed.

Key words: G proteins, GTP, GDP, signal transduction.

1. WSTEP

Hormony, neurotransmitery, sygnaty swietlne, substancje zapachowe czy bodzce
czuciowe dziatajg specyficznie na receptory i wywotujg serie zdarzeh w komaérce
prowadzacg do okre$lonych efektow biologicznych. Biatka receptorowe znajduja sie
w plazmalemie komdrek iulegajg zmianom konformacyjnym po zwigzaniu z agonista.
Receptory nie dziatajg jednak bezposrednio na okreslone efektory, jak np. kanaty
jonowe czy enzymy syntetyzujace wtérne przekazniki informacji. Substancjami znaj-
dujgcymi sie pomiedzy nimi sg tzw. biatka G. Petnig one role przekaznikéw, przeno-
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szgc sygnat poprzez btone komorkowa od zmienioengo konformacyjnie receptora do
efektora i sg regulowane przez nukleotydy guanylowe: GTP - "wigczajacy” i GDP -
"wytaczajgcy" system informacji.

W ponizszym artykule zawarto krdtkg charakterystyke biatek G, dotyczacg ich
struktury, wtasciwosci i dziatania, i opisano, jak doszto do ich odkrycia. Czytelnikdw
zainteresowanych tematem autorka odsyta do licznych artykutéw przegladowych
[5,7,10-13,25].

2. ODKRYCIE BIALEK G - NAGRODA NOBLA 94

Nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny przyznano w 1994 r. dwdm
Amerykanom - Martinowi Rodbellowi z PaiAstwowego Instytutu Zdrowia w Re-
search Triangle Park w Poéinocnej Karolinie i Alfredowi Gilmanowi z Centrum
Medycznego w Dallas w Teksasie - za odkrycie biatek G i ich roli w przewodzeniu
sygnatéw. Odkrycie to stanowi jeden z milowych krokéw w kierunku poznania i
zrozumienia proceséw przekazywania informacji w komarce i stusznie zostato uho-
norowane najwyzszym wyréznieniem.

W 1971 r. Martin Rodbell pierwszy dowiodt, ze stymulacja cyklazy adenylanowej
w izolowanych btonach komoérek watroby szczura wymaga nie tylko obecnosci
hormondw, lecz takze nukleotydéw guanylowych, gtéwnie GTP [26]. Odkrycie to
zostato nastepnie potwierdzone przez innych badaczy, ktérzy wykazali, ze nukleotydy
guanylowe modulujg powinowactwo R-adrenergicznych receptoréw do dziatajgcych
na nie agonistow [9,14].

W opublikowanym w 1992 r. artykule przegladowym omawiajacym dziatanie
biatek G. Rodbell przedstawia swoje 20-letnie badania w tym zakresie [25]. Pisze, jak
w latach siedemdziesigtych zafascynowany teorig cybernetyki zdecydowat sie wyko-
rzysta¢ ja w analizie proceséw zachodzacych w komdrce, na ktorg dziata sygnat.
Receptory nazwat dyskryminatorami, a enzymy, ktérych aktywno$é zmieniata sie w
wyniku dziatania na komoérke hormonu, - wzmacniaczami. Dodatkowo jednak, drogg
dedukcji, postulowat istnienie trzeciego niezaleznego sktadnika, ktéry nazwat prze-
kaznikiem (z ang.: transducer), sprzegajacego informacje pomiedzy receptorem a
wzmacniaczem. A zatem, pomiedzy sygnatem pierwotnym dochodzacym do komoérki
z przestrzeni pozakomoérkowych a sygnatem wtérnym, przetworzonym w komorce,
przeptyw informacji zachodzitby dzieki trzem niezaleznym sktadnikom btony komor-
kowej. Proponowane przez Rodbella nazewnictwo przyjeto sie, choé nikt obecnie nie
nazywa receptora dyskryminatorem, a wzmacniacz nazywany jest efektorem. Dalsze
badania prowadzone w latach osiemdziesigtych przez drugiego nobliste - Alfreda
Gilmana dowiodly, ze drugim sktadnikiem w tym systemie informacji, owym prze-
kaznikiem jest biatko regulatorowe wigzace i hydrolizujgce GTP.
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W korcu lat siedemdziesigtych Gilman wraz ze wspOtpracownikami [27,28] badali
aktywnos$c¢ cyklazy adenylanowej w ekstraktach plazmalemy komaérek chtoniaka S49
traktowanych detergentami. Stwierdzili, ze aktywno$¢ tego enzymu zanikata po
podgrzaniu, a byta przywracana, gdy nieaktywny, podgrzany preparat mieszano z
natywnym, niepodgrzewanym preparatem uzyskanym ze zmutowanych komérek
(tzw. cyc), nie majacych aktywnosci tego enzymu [27]. Badacze wnioskowali [27,28],
ze albo enzym sktada sie z dwdch aktywnosci - katalitycznej iregulatorowej, albo ze
na aktywnos$¢ enzymu sktadajg sie dwa biatka: jedno termolabilne, ktére maja tylko
komérki cyc, idrugie - termostabilne, wystepujace w podgrzanych ekstraktach bton
chtoniaka i majgce wiasciwosci regulatorowe. Biatko termostabilne zostato w roku
1980 oczyszczone do homogennosci [23]. Wykazano takze, ze wigze ono GTP i w
takiej formie aktywuje cyklaze adenylanowa. W roku 1985 Gilman i wsp. [16]
dysponowali juz nie tylko oczyszczonym do homogennos$ci preparatem tego biatka,
ale takze oczyszczong cyklazg adenylanowg i receptorem R-adrenergicznym. Uzywa-
jac zrekonstruowany uktad pecherzykéw liposomalnych, zawierajgcych zmieszane w
okreslonych proporcjach fosfolipidy itrzy powyzsze biatka, badacze wykazali stusz-
nos$¢ hipotetycznych rozwazan Rodbella. Istotnie, gdy na uktad dziatat sygnat, dla
uzyskania aktywnosci cyklazy adenylanowej (okreslanej zwiekszong produkcjg cy-
klicznego AMP) konieczna byta obecno$¢ trzech biatek: receptora, przekaznika i
wzmacniacza (efektora), zwiekszajgcego natezenie sygnatu. Aktywnos$¢ efektora
(cyklazy adenylanowej) byta stymulowana obecnoscig GTP, abiatko petnigce funkcje
przekaznika nazwane zostato biatkiem G [23].

Dalsze badania Rodbella [24] i Gilmana [6,8,18], a takze innych badaczy [21,30]
poszty w kierunku poznania struktury, wtasciwosci i funkcji biatka G w systemie
przekazywania informacji w komérce.

3. CHARAKTERYSTYKA BIALEK G

3.1. STRUKTURA BIALEK G

Biatka G wchodzg w skiad duzej nadrodziny biatek wigzgcych GTP. Miedzy
innymi nalezg do niej czynniki translacyjne oraz tzw "mate" biatka o masie czastecz-
kowej 20-25 kDa [3,33]. Do tych ostatnich nalezg produkty protoonkogenéw ras,
gendw rac, rap i rho, a réwniez ARF (kofaktor dla toksyn cholery katalizujgcy
ADP-rybozylacje biatka Gs). Biatka G rdznig sie jednak zasadniczo od wszystkich
pozostatych biatek tej nadrodziny. Sg one mianowicie heterotrimerami, sktadajgcymi
sie z trzech réznych podjednostek: a (masa czgsteczkowa = 39-46 kDa), B (37 kDa)
iy (8 kDa) [12,13]. Inne biatka tej nadrodziny nie wigza sie z podjednostkami Ry ani
innymi homologicznymi i nie tworzg struktur oligomerycznych. Ponadto, w odrdz-
nieniu od biatek G nie majg aktywnosci GTPazy [10].
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Na rysunku 1 przedstawiono budowe biatka G. Podjednostki B i y tworzg staty
kompleks, podczas gdy podjednostka a ma zdolno$¢ oddysocjowania i wigzania sie
zpowrotem z kompleksem Ry, tworzgc znowu trimer. Podjednostka a mapojedynczg
domene wigzgcg nukleotydy guanylowe: GTP i GDP. Z przytgczonym GDP przylega
Scisle do kompleksu Ry i stanowi forme nieaktywng, podczas gdy forma aktywna
zawiera GTP. Podjednostka a moze ponadto hydrolizowac¢ zwigzany zjej czasteczka
GTP, jest wiec enzymem o wiasciwosciach GTP-azy. Zatem, przejscie formy nie-
aktywnej biatka G w aktywng zachodzi z udziatem GTP, ktory wymienia GDP
zwigzany do podjednostki a. Natomiast forma aktywna staje sie nieaktywnga, gdy GTP
ulega hydrolizie do GDP i Pj [5,12,13,25].

W pewnych typach biatek G, ich podjednostki a zawierajg specjalng domene,
ktora ulega modyfikacji przez toksyny bakteryjne [8,10,12,13,17]. Toksyna cholery
katalizuje przeniesienie ADP-rybozy z NAD na specyficzng reszte argininy w niektd-
rych biatkach G. Powoduje to blokade aktywnos$ci GTPazy i pozbawia podjednostke
a zdolnosci hydrolizy GTP, co prowadzi do dtugotrwatej nadaktywacji systemu [17].
Z kolei toksyny krztusca powodujg ADP-rybozylacje specyficznej reszty cysteiny tej
podjednostki, uniemozliwiajgc oddziatywanie biatka G z receptorem i hamujgc przez
to jego dziatanie [8].

Biatko G jest zwigzane z plazmalema komérek. Uwaza sie, ze zakotwiczenie
trimeru w dwuwarstwie lipidowej btony moze byé utatwione przez prenylacje pod-
jednostki yimirystylacje podjednostki a [6,12], Grupy: preny lowa bgdz mirystylowa
dotgczone do polipeptydow utrzymujg podjednostki w hydrofobowej warstwie btony
komaorkowej.

3.2. DZIALANIE BIALEK G

Na rysunku lprzedstawiono udziat biatka G w procesie przekazywania informacji
w komorce. Biatko G ulega aktywacji, gdy nareceptor dziata okre$lony sygnat. Wigze
sie wtedy z receptorem [12,13] (cho¢ niekt6rzy badacze sgadzg, ze trimer biatka G jest
potaczony w postaci kompleksu z receptorem wolnym od agonisty [25]). Przejscie
trimeru w postaé¢ aktywna jest zwigzane z uwolnieniem GDP, a przytagczeniem GTP.
Powoduje to dysocjacje trimeru na podjednostke a ze zwigzanym do niej GTP oraz
na kompleks podjednostek By [11-13,25]. Obecnie uwaza sie [12,25], ze nie tylko a,
lecz takze kompleks By mogg w pewnych typach biatek G oddziatywac na biatka
efektorowe (patrz ponizej). Podjednostka a moze dziata¢ na jeden efektor, a By na
inny, moga jednak takze dziata¢ synergicznie lub przeciwstawnie na ten sam efektor.
Dzigki aktywnosci GTPazowej nastepuje szybka hydroliza GTP ireasocjacja podjed-
nostek, co tworzy z powrotem trimeryczng posta¢ biatka G nieaktywnego.

Mechanizm przekazywania informacji przez biatka G jest zatem podobny bez
wzgledu na rodzaj receptora i dziatajgcego na receptor agoniste, a réznice dotyczg
jedynie zaangazowania lub nie kompleksu podjednostek By i sposobu aktywacji
efektora przez podjednostke a i kompleks RBy. Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze biatka G
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Rys. 1. Budowa i dziatanie biatka G: (1) Biatko G wystepuje jako trimer sktadajacy si¢ z podjednostek a,
R iy, do podjednostki a przytgczony jest GDP, receptor (R) jest niezwigzany z agonistg, a efektory (Ei) i
(E2) sg nieaktywne; (2) po przytaczeniu hormonu (H) nastepuje zmiana konformacyjna receptora, do
ktorego przytacza sie trimer biatka G; GDP zostaje odtgczony, a do podjednostki a przytgcza sie¢ GTP,
powoduje to dalsze zmiany konformacyjne kompleksu, a mianowicie: (3) zmniejszenie powinowactwa
miedzy receptorem a hormonem i odtgczenie hormonu oraz zmniejszenie powinowactwa miedzy podjed-
nostkami a a kompleksem Ry, co prowadzi do ich dysocjacji; (4) podjednostka a przytacza sie do biatka
efektorowego (Ei) regulujacjego funkcje, podczas gdy podjednostki Ry sa badz nie aktywne (4a), badz w
innych systemach (4b) aktywujg inny efektor (E2) lub dziatajg na ten sam efektor (4c), na ktéry dziata
podjednostka a; (5) podjednostka a ma witasciwosci GTPazy, hydroliza GTP prowadzi do powstania
GDP, co powoduje przejécie formy aktywnej w nieaktywng oraz powrotng reasocjacje podjednostek
biatka G (1)

oddziatujg jedynie z receptorami majacymi siedem domen transmembranowych,
nalezacych do jednej rodziny strukturalnej [5]. Natomiast receptory, na ktére dziatajg
np. czynniki wzrostu, majace w swojej strukturze kinaze tyrozynowag, nie wspoétdzia-
taja z biatkami G [4]. Nie przeszkadza to jednak, ze biatka G otrzymuja i przekazuja
sygnaty od wiecej niz 200 typow i podtypow receptoréw, na ktore dziata co najmniej
kilkadziesiat r6znych rodzajow agonistow [5].

Sygnat od biatka G przechodzi na okreslony efektor. Biatka G dziatajg stymulujaco
lub hamujgco na cyklaze adenylanowg [32], stymulujgco na fosfodiesteraze cGMP
[31], fosfolipaze C typu B, fosfolipaze A2i D [7], a takze regulujg funkcje licznych
kanatow jonowych w btonie komoérkowej [12]. W wyniku dziatania efektorow w
komarce pojawiaja sie wtdrne przekazniki informacji, jak np. cAMP, trisfosfoinozytol
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idiacyloglicerol, atakze nastepuje mobilizacjajondw wapnia [1]. Wtérne przekazniki
aktywujg kinazy biatkowe, prowadzgc do fosforylacji okreslonych biatek i w efekcie
do okreslonej biologicznej odpowiedzi komérki [2],

3.3 WLASCIWOSCI BIALEK G

Wydaje sie oczywiste, ze przy tak wielkiej roznorodnosci agonistéw i receptoréw
od ktérych biatka G odbierajg sygnat, a takze licznych efektoréw, na ktére go
przekazujg, one same takze muszg wystepowac¢ w postaciach réznych izomerow.
Klasyfikacja biatek G opiera sie zasadniczo na wtasciwosciach podjednostki a, cho¢
wszystkie podjednostki: a, B iyroznig sie miedzy sobg masg czasteczkowa, budowg
pierwszorzedowg i wtasciwosciami funkcjonalnymi. Wydzielono i sklonowano geny
wielu podjednostek biatka G. Znanych jest conajmniej 21 form podjednostek a,
4 - RBi6-y Dajeto mozliwo$¢ licznych kombinacji budowy trimerycznego biatka
G, petniacego okreslone biologiczne funkcje w komérce [5,12],

Klasyfikacja biatek G jest czesto mylaca, poniewaz niejednokrotnie nazywano je
w chwili odkrycia w zalezno$ci od petnionej funkcji. | tak np. nazwa Gs czy G;
odpowiadata dawniej biatkom stymulujgcym lub odpowiednio hamujgcym aktywnos$¢
cyklazy adenylanowej, podczas gdy nazwa GO obejmowata wszystkie inne biatka G
[10,25].

Blizsze poznanie strukturalnych i funkcjonalnych wiasciwosci podjednostek a
biatka G, a szczegdlnie sekwencji aminokwaséw, pozwolito na ich podziat na 4
podstawowe typy. Tabela 1 przedstawia zaliczone do nich, podane przyktadowo
podjednostki a. W tabeli znajdujg sie informacje dotyczgce masy czasteczkowej,
wrazliwos$ci na dziatanie toksyn bakteryjnych oraz typowe efektory, na ktére dziatajg
poszczegOlne podjednostki a. Powyzszy podziat oparty jest na klasyfikacji podanej
przez Heplera i Gilmana [12], obejmujacej wszystkie znane podjednostki a iznacznie
bardziej szczegdtowy opis ich whasciwosci.

Do pierwszego typu Gs naleza podjednostki a: asoraz aolf. Sg one aktywowane
przez hormony R-adrenergiczne i glukagon (as) oraz substancje zapachowe (ocOl.
Wszystkie aktywujg cyklaze adenytanows, a wiec zwiekszajg synteze cCAMP, a as
dziata ponadto stymulujgco na kanat wapniowy w komdrkach miesni szkieletowych
[15], a hamujgco na kanat sodowy w komorkach miesnia serca [29].

W nastepnym typie - Gj znajdujg sie podjednostki aj wystepujgce w 4 podtypach.
Z nich tylko a 3jest podjednostkg hamujaca cyklaze adenylanowg [12], Enzym ten
jest takze hamowany przez podjednostke a z, wystepujaca gtdwnie w mézgu. Podjed-
nostki a tego typu sg zasadniczo pobudzane przez agonistéw dziatajgcych na recep-
tory muskarynowe i a-adrenergiczne, za wyjatkiem a (stymulowanej przez $wiatto.
Ta ostatnia wystepuje w precikach siatkdwki oka, jest zwigzana z rodopsyng i
aktywuje fosfodiesteraze cGMP [31], Do typu Gj nalezg takze podjednostki aO0.
Wystepujg one obficie w mdzgu, gdzie stanowig wiecej niz 1% wszystkich biatek
bton. Wydaje sie, ze wiasnie to biatko aktywuje fosfolipaze A9 [7,12],
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TABELA I. Wiasciwosci podjednostek a biatek G

Typy Masa czg- Wrazliwos¢ Efektor
steczko-  na toksyny
wa (kDa) bakteryjne

Gs
as 44,2 toksyna cholery T cyklaza adenylanowa
T kanaty Ca2+
4 kanaly Na+
OColf 44,7 toksyna cholery T cyklaza adenylanowa
Gi
ai 40,3 toksyna krztusca T kanaty K+
coxe 40,5 jw. i kanaly Ca2+
(X3 40,5 jw. i cyklaza adenylanowa
aoA 40,0 jw. T fosfolipaza C (?)
aoB 40,1 jw. T fosfolipaza A2 (?)
(xtl 40,0 toksyna krztusca i cholery T fosfodiesteraza cGMP
(xt2 40,1 toksyna krztusca i cholery T fosfodiesteraza cGMP
(Xz 40,9 i cyklaza adenylanowa
Gq
2q 42.0 T fosfolipaza C typu Ri, B2,R 3
a ii 42.0 T fosfolipaza C typu Bi, B2 iR 3
au 415 T fosfolipaza C typu Ri, R2iB 3
(X16 43.0 T fosfolipaza C typu Ri, B2 iR 3
«15 43.5 ?)
Gl2
ai2 44.0 ?
ai3 44.0 ?

Obydwa wymienione typy podjednostek a - Gsi Gj sg czute na toksyne cholery,
a niektore na toksyne krztusca. Nastepny jednak typ podjednostek a - Gq, do ktérego
nalezgag,ajj, al4,al5ia]6,atakze ostatni czwarty typ G ]2,zawierajgpodjednostki
a nieczute na obie toksyny. Wymienione w Tabeli 1 podjednostki typu G sg
aktywowane przez agonistow dziatajagcych na receptory muskarynowe i stymuluja
fosfolipaze C typu R, hydrolizujgcgfosftydyloinozytolo-(4,5)bisfosforan, prowadzac
do powstania wtdérnych przekaznikéw informacji - trisfosfoinozytolu i diacyloglice-
rolu [1,2,4,12,31]. W ostatniej grupie G 12znajdujg sie podjednostki oc]2ia”. Sg one
wszechobecne, ale dotychczas nie wiadomo, jaki agonista powoduje ich aktywacje i
najaki efektor dziataja [12].

Kompleks podjednostek Ry byt przez dlugi czas uwazany jedynie za cze$¢ trimeru
utatwiajaca potgczenie z btong i receptorem. Obecnie jednak uwaza sie, ze kompleks
ten takze oddziatuje na okre$lone efektory [12,25]. | tak np. cyklaza adenytanowa w
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mozgu typ I, stymulowana przez podjednostke a sjest hamowana przez kompleks Ry,
natomiast typ Il i IV cyklazy jest aktywowany przez ten kompleks (ale tylko w
obecnosci as) [32]. Przyktad ten demonstruje wzajemne wspétdziatanie podjednostki
a biatka G z kompleksem podjednostek Ry, dziatajgcych synergicznie lub przeciw-
stawnie na ten sam efektor. Ponadto, kompleks stymuluje fosfolipaze C w granulo-
cytach, fosfolipaze A9 w moézgu i reguluje kanat potasowy w komérkach miesénia
sercowego [12].

Powyzsze przykiady sygnalizujg ztozonos$¢ proceséw przekazywania informacji w
komaorce. Z pewnoscig nie wyczerpuja jednak ogromu wzajemnych wspdétzaleznosci
pomiedzy poszczeg6lnymi sktadnikami systemu, w ktérym to rodzina heterotrimery-
cznych biatek wigzgcych i hydrolizujgcych GTP odgrywa tak wazng role.

4. UWAGI KONCOWE

Odkrycie biatek G zapoczatkowato badania w ré6znych kierunkach wiedzy, w tym
medycyny. Okazato sie bowiem, ze patogeneze cholery czy krztusca mozna wythu-
maczy¢ dziataniem tych toksyn na funkcjonowanie biatek G. Przypuszcza sie, ze
zaburzenia w strukturze i funkcji biatek G mogg powodowaé¢ zmiany nowotworowe
i leze¢ u podstaw chordb endokrynnych.

Na koniec nalezy zwrd6ci¢ uwage na ostatnie prace Rodbella z lat dziewiecdziesig-
tych [19,20], Sa one zgodne z coraz cze$ciej pojawiajacymi sie w literaturze danymi,
ze procesy zachodzace w zywej komaorce przebiegajg inaczej niz badane w sztucz-
nych uktadach pecherzykéw liposomalnych czy ekstraktach bton. Rodbell uwaza [25]
i podobnego zdania sg inni autorzy [22], ze biatka G mogg wystepowa¢ w komple-
ksach z biatkami cytoszkieletu. Przypuszczajg, ze biatka receptorowe, biatka G i
efektory sag w plazmalemie komdérek znacznie bardziej statyczne, niz sgdzono uprze-
dnio. Autorzy sugerujg [22,25], ze wzajemne oddziatywanie tych substancji nie
odbywa sie na zasadzie przypadkowych kolizji tatwo poruszajgcych sie biatek w
ptynnej mozaikowej strukturze btony, ale jest subtelnie modulowane przez biatka
cytoszkieletu, z ktdrymi wspétdziataja.
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