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W tym zeszycie • Postępów Biologii Komórki •

I W regulacji procesu spermatogenezy u ssaków biorą udział peptydowe czyn
niki parakrynowe wydzielane prezez jądro. Modulują one odpowiedź na hor
mony przysadkowe (str. 351)

I W tylakoidach występują trzy białkowe transbłonowe suprakompleksy za
angażowane w transport elektronów. Są to: fotosystem I (PS I), II (PS II) i 
kompleks cytochrom b6f- O tym ostatnim można przeczytać na stronach 
375-390

■ Redagowanie jest procesem zmieniającym strukturę transkryptu. Proces zna
ny z organellowych mRNA występuje także w tRNA, o czym można przeczytać 
na stronach 391-394.

□ O peptydach regulacyjnych wydzielanych przez komórki parafolikularne (C) 
tarczycy można przeczytać na stronach 395-408.

□ Nowe strategie terapii nowotworów oparte na wprowadzaniu genów do ko
mórek nowotworowych lub prawidłowych przedstawiono na stronach 409-429.

■ O porynie (kanale VDAC) czytaj na stronach 431-459.
■ Komórki krwiotwórcze krwi pępowinowej mogą być wygodną alternatywą dla 

przeszczepień szpiku, gdyż nie narażają dawcy na jakiekolwiek niebezpie
czeństwo. Z mrożonych w ciekłym azocie komórek krwiotwórczych można 
tworzyć banki komórek gotowych do przeszczepień (str. 461).

■ O odkryciu białek G (nagroda Nobla w 1994 r) można przeczytać na str. 479.
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K O M U N IK A T Y

K o m u n ik at K o leg ium  M edycyny  L aborato ry jnej w P o lsce

Pozwalamy sobie poinformować, że zostało powołane do życia Kolegium M edy
cyny Laboratoryjnej w Polsce.

Kolegium powstało z inicjatywy Krajowego Zespołu Specjalistów ds. Diagnostyki 
Laboratoryjnej i Diagnostyki M ikrobiologicznej Zarządu Głównego Polskiego Towa
rzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej oraz kilkudziesięciu specjalistów medycyny 
laboratoryjnej z ośrodków akademickich i pozaakademickich z całej Polski.

Kolegium będzie kolegialną i samorządną, ale jednocześnie niezależną reprezen
tacją specjalistów różnych 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. W spólnym i jednoczącym  wszystkie dziedziny me
dycyny momentem jest diagnostyczny wymiar badania laboratoryjnego.

Kolegium będzie instytucją opiniotwórczą dbającą o prawidłowe pod względem 
merytorycznym, organizacyjnym i technicznym rozwiązanie wszystkich problemów 
medycyny laboratoryjnej.

Cele, jakie sobie stawia Kolegium, obejmują wszystkie istotne problemy medycy
ny laboratoryjnej. Kolegium będzie wspomagać poczynania prowadzące do wprowa
dzenia usług diagnostycznych we wszystkich dziedzinach medycyny laboratoryjnej.

Kolegium będzie pełnić rolę integrującą środowisko i reprezentować je  wobec 
administracji państwowej i samorządowej. Kolegium zamierza współdziałać z towa
rzystwami nauowymi i korporacjami zawodowymi.

Mamy nadzieję, że idea Kolegium Medycyny Laboratoryjnej wpisuje się w per
spektywę zmian, reformy organizacji i działania ochrony zdrowia w Polsce i że zyska 
ona aprobatę i poparcie środowiska.

dr Gerard Nowacki prof. Jerzy Rogulski
Przewodniczący Komisji Promocji Prezes Kolegium Medycyny

i Organizacji Kolegium Laboratoryjnej w Polsce
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ROLA CZYNNIKÓW PARAKRYNOWYCH 
W MĘSKIM UKŁADZIE ROZRODCZYM*

T H E  R O L E  O F P A R A C R IN E  F A C T O R S  
IN  M A L E  R E P R O D U C T IV E  S Y S T E M

M ichał JANITZ, Maciej KURPISZ 

Zakład Genetyki Człowieka Polskiej Akademii Nauk

Streszczenie. Obecny model kontroli procesu spermatogenezy u ssaków uwzględnia nie tylko sprzężenie 
zwrotne pomiędzy androgenami i gonadotropinami przysadki, ale także regulację opartą na peptydowych 
czynnikach parakrynowych wydzielanych przez jądro. Białka te mają zróżnicowany charakter obejmując 
czynniki wzrostu, cytokiny oraz proto-onkogeny. Ich oddziaływanie wiąże się zarówno z proliferacją i 
różnicowaniem nabłonka plemnikotwórczego, jak i syntezą androgenów. Pośrednicząc we wzajemnym  
komunikowaniu się komórek somatycznych i germinalnych czynniki parakrynowe modulują ich od
powiedź na hormony przysadkowe.

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

Summary. Beside the feedback between androgens and pituitary gonadotropins, the current regulation 
model o f 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 o f seminiferous epithelium together with androgen 
synthesis. As mediators o f 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.

^D ofinansow anie pracy: Fundusze na działalność statutową Zakładu Genetyki C złow ieka Polskiej 
A kadem ii Nauk.
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352 M. JANITZ, M. KURPISZ

1. WPROWADZENIE

Prawidłowe funkcjonowanie męskiego układu rozrodczego ssaków wymaga stałej 
aktywności mejotycznej nabłonka plemnikotwórczego w ciągu całego okresu dojrza
łości płciowej osobnika. Komórki prekursorowe gamet oraz plemniki różnią się od 
komórek somatycznych nie tylko zredukowaną liczbą chromosomów, ale także od
miennym składem antygenowym i wymaganiami metabolicznymi.

Specyficzne warunki, jakich wymagają proliferujące komórki gam etogeniczne, 
zapewniają i stabilizują komórki podporowe (Sertoliego). Komórki podporowe po
zostają w ścisłym kontakcie z komórkami germinałnymi przez istnienie szeregu 
połączeń desmosomalnych i typu nexus, które ułatwiają międzykomórkową wymianę 
czynników regulacyjnych i odżywczych. Ponadto komórki Sertoliego łączą się ze sobą 
poprzez połączenia typu zamykającego (occludens), na całej długości nabłonka ple
mnikotwórczego. Oddzielają one w ten sposób spermatogonia i leptotenowe sperma- 
tocyty I rzędu od bezpośrednich prekursorów komórek plemnikowych, tj. sperma- 
tocytów I rzędu w zygotenie, spermatocytów II rzędu i spermatyd. W arstwa komórek 
Sertoliego tworzy barierę krew-jądro dzieląc nabłonek plemnikotwórczy na przedział 
przypodstawny (peribazalny) i adluminalny (rys. 1). Komórki podporowe nie tylko 
wybiórczo transportują czynniki regulatorowe i odżywcze do przedziału adluminal- 
nego, ale także przez własną aktywność wydzielniczą stwarzają specyficzne warunki 
środowiska we wnętrzu kanalika plemnikotwórczego. M iędzy innymi świadczy o tym 
skład płynu wewnątrzkanalikowego odmienny od składu osocza [19].

Komórki gruczołowe tkanki śródmiąższowej jądra (Leydiga) stanowią także po
pulację komórek niezbędnych dla spermatogenezy. Przez swoją zdolność do produ
kcji testosteronu utrzymują prawidłową czynność komórek Sertoliego, które mają 
receptor cytoplazmatyczny dla testosteronu oraz wytwarzają białko wiążące androge- 
ny (ang. ABP -  androgen binding protein). Jednocześnie komórki Leydiga, po 
podjęciu swojej funkcji endokrynowej w różnicującym się jądrze, odpowiedzialne są 
za rozwój, a następnie utrzymanie w okresie dojrzałości, II- i Ill-rzędowych męskich 
cech płciowych [68].

Stosunkowo dobrze poznanym elementem regulacji spermatogenezy jest kontrola 
czynności jądra przez hormony przysadkowe [7]. Synteza testosteronu przez komórki 
Leydiga pozostaje w ujemnym sprzężeniu zwrotnym z wydzielanym przez przedni 
płat przysadki mózgowej hormonem luteotropowym (LH). LH oddziałuje na komórki 
Leydiga dzięki obecności na ich powierzchni receptora dla luteotropiny. Kompleks 
LH z receptorem akty wuje układ cyklazy adenylowej i przez wzrost stężenia cAMP 
stymuluje proces sterydogenezy [71 ].

Ośrodkowa regulacja czynności komórek Sertoliego ma bardziej pośredni chara
kter. Komórki podporowe, w przeciwieństwie do komórek Leydiga, mają na swojej 
powierzchni receptor dla folikulotropiny (FSH). Połączenie FSH z receptorem zwię
ksza poprzez cAM P aktywność aromatazy, czego efektem jest podwyższona synteza
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Rys. 1. Schemat budowy nabłonka plemnikotwórczego: BW -  błona własna kanalika krętego z komór
kami peritubularnymi, GP -  komórka gametogeniczna przedziału przypodstawnego, GA -  komórka 

gametogeniczna przedziału adluminalnego, L -  komórka śródmiąższowa (Leydiga), P -  plemnik,
S -  komórka podporowa (Sertoliego), PZ -  połączenie zamykające (occludens),

estradiolu z testosteronu w komórkach Sertoliego. Badania na modelu szczurzym 
wykazały, że wydzielanie FSH przez przysadkę i w konsekwencji wzrost aktywności 
aromatazy w komórkach Sertoliego osiąga maksimum we wczesnym okresie postna- 
talnym. W miarę osiągania wieku dojrzałości płciowej zarówno wydzielanie FSH, jak 
i wrażliwość komórek podporowych na stymulację folikulotropiną ulega znacznemu 
spadkowi. Spadek aktywności aromatazy związany jest prawdopodobnie ze stopnio
wym dojrzewaniem komórek Sertoliego, co wyraża się formowaniem połączeń ści
słych i podjęciem aktywności wydzielniczej do światła kanalika. Warto zaznaczyć, 
że u szczura w okresie dojrzałości płciowej prawidłowa spermatogeneza zależna jest 
od obecności LH, a nawet samego testosteronu. W przypadku innych gatunków (także 
człowieka) do utrzymania właściwej aktywności nabłonka plemnikotwórczego nie
zbędny jest obok LH także FSH. Prawdopodobnie FSH jest u tych gatunków niezbęd
ny do prawidłowego funkcjonowania komórek Sertoliego, a pośrednio komórek 
gametogenicznych [80,83].

O ile regulacja spermatogenezy na osi przysadka-jądro jest stosunkowo dobrze 
poznana, tak wiedza na temat lokalnych mechanizmów regulacji funkcji jądra zaczęła
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354 M. JANITZ, M. KURPISZ

się rozszerzać dopiero w ostatnich latach. Już teraz jednak wiadomo, że m iejscowe 
czynniki regulacyjne stanowią niezbędny element w utrzymaniu prawidłowej funkcji 
męskiego układu rozrodczego [82,92,105].

2. KRYTERIA IDENTYFIKACJI TKANKOWYCH 
CZYNNIKÓW REGULACYJNYCH

Identyfikacja tkankowych peptydów regulacyjnych stanowi dla eksperym entatora 
trudny problem badawczy ze względu na niski poziom wydzielania miejscowych 
regulatorów oraz periodyczność ich syntezy. Stwierdzenie obecności danego czynni
ka w tkance wymaga dodatkowo udowodnienia, iż rzeczy wiście jest on produkowany 
lokalnie i ma wpływ na funkcjonowanie danego narządu. Findlay i wsp. [26] zapro
ponowali trzy kryteria, jakim i należy się kierować przy określaniu danego peptydu 
jako czynnika parakrynowego lub autokrynowego:

I. Czynnik powinien być produkowany miejscowo.
II. Produkcja czynnika powinna podlegać regulacji w warunkach fizjologicznych.
III. Czynnik będąc w stężeniu fizjologicznym powinien wywierać wpływ na 

sąsiadujące komórki (działanie parakrynowe) lub na komórkę go produkującą (dzia
łanie autokrynowe).

Czynniki spełniające wyżej wymienione kryteria można następnie podzielić na 
trzy typy pod względem spełnianej funkcji [87]:

I. R egulacyjne-działające jako sygnały międzykomórkowe i wewnątrzkom órko
we [37],

II. Środowiskowe -  biorące udział w tworzeniu specyficznych substancji mię
dzykomórkowych,

III. Odżywcze -  dostarczające komórkom substancji energetycznych i jonów.
Przedmiotem dalszych rozważań będą peptydowe czynniki regulacyjne wydziela

ne w obrębie gonady męskiej ze szczególnym uwzględnieniem czynników wzrostu, 
cytokin i produktów białkowych, tzw. onkogenów.

3. CZYNNIKI WZROSTU

Jądro jest miejscem syntezy szeregu tkankowo specyficznych czynników wzro
stowych, do których zaliczamy substancję hamującą rozwój przewodu Mullera, 
plemnikotwórczy czynnik wzrostu oraz czynnik wydzielany przez komórki peritubu- 
lame, modulujący funkcje komórek Sertoliego (czynnik P-Mod-S). Oprócz nich w 
męskim układzie rozrodczym stwierdza się obecność czynników wzrostu wcześniej 
scharakteryzowanych w innych tkankach organizmu ssaków (TGF, IGF, FGF, EGF)
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[44]. Jednak niezależnie od stopnia specyficzności tkankowej czynniki wzrostu obe
cne w jądrze wykazują stymulujący wpływ na aktywność podziałową, wzrost i 
różnicowanie kom órek oraz angiogenezę.

3.1. T R A N S F O R M U JĄ C Y  C Z Y N N IK  W Z R O S T U  T Y P U  ß (T G F ß)

S tru k tu ra . Transformujący czynnik wzrostu typu ß (ang. TGF ß -  transforming 
growth fa c to r  ß) jest peptydem występującym w pięciu odmianach (TGF ß 1 —ß5) o 
wysokim stopniu homologii sekwencji aminokwasowej i podobnej aktywności biolo
gicznej [12]. W szystkie formy TGF ß są peptydarni o masie cząsteczkowej 25 kDa, 
złożonymi z dwóch identycznych podjednostek o masie cząsteczkowej 12,5 kDa (112 
aminokwasów). Każdy z monomerów zawiera dziewięć reszt cysteinowych tworzą
cych mostki dwusiarczkowe między oboma podjednostkami TGF ß [21]. Rodzina 
TGF ß jest z kolei członkiem tzw. superrodziny TGF ß, do której należy między 
innymi rodzina genów DVR (ang. DVR -  decapentaplegic-Vg-related) [52], gen dla 
substancji hamującej rozwój przewodu M üllera (ang. MIS -  Müllerian inhibiting 
substance) oraz geny dla inhibiny i akty winy, które produkowane w jądrze, modulują 
wydzielanie FSH przez przysadkę [56].

L okalizacja . Obecność mRNA dla TGF ß 1 i TGF ß3 została stwierdzona zarówno 
w em brionalnym, jak  i dojrzałym jądrze u myszy, również w przypadku wrodzonego 
braku komórek gametogenicznych [109]. Stanowi to przesłankę, iż TGF ß produko
wany jest w komórkach somatycznych myszy. Potwierdzają to inne doniesienia, w 
których wykazano obecność mRNA dla TGF ßl w komórkach Sertoliego, a także w 
komórkach peritubularnych wchodzących w skład błony własnej kanalika plemniko- 
twórczego [59,87].

F u n k cja . Badania in vitro uwidoczniły wpływ TGF ß na wzrost kurczliwości 
komórek peritubularnych i zmianę ich kształtu [ 1 ]. Obecność TGF ß wywołuje spadek 
ekspresji mRNA dla tkankowego aktywatora plazminogenu i wzrost syntezy mRNA 
dla inhibitora aktywatora plazminogenu w szczurzych komórkach Sertoliego hodo
wanych in vitro. Takie działanie TGF ß sugeruje jego regulacyjny wpływ na poziom 
proteaz w kanaliku plemnikotwórczym oraz na kurczliwość kanalika, co może mieć 
istotne znaczenie dla procesu przemieszczania różnicujących się komórek w kierunku 
światła kanalika [63]. Dodatkowo TGF ß oddziałuje na produkcję mleczanu i aktyw
ność aromatazy w niedojrzałych komórkach Sertoliego, co wskazuje na rolę TGF ß 
w oddziaływaniach pomiędzy komórkami Sertoliego a komórkami germinalnymi 
[59].

TGF ß reguluje także funkcjonowanie komórek Leydiga. TGF ß może łączyć się 
ze strukturami powierzchniowymi komórek Leydiga i hamować ich sterydogenezę po 
stymulacji gonadotropiną kosmówkową (hCG) w hodowli in vitro [2,3,47]. M orera i 
wsp. [61] wykazali, że TGF ß wykazuje zależne od dawki oddziaływanie na produ
kcję androgenów przez komórki Leydiga. Przy niskich stężeniach TGF ß wykazuje 
działanie aktywujące, natomiast przy wysokiej koncentracji staje się inhibitorem
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356 M. JANITZ, M. KURPISZ

sterydogenezy. TGF ß obniża także wiązanie LH i hCG z komórkami Leydiga oraz 
hamuje syntezę cAM P po stymulacji hCG [2,3,47].

Podsumowując, TGF ß może modulować odpowiedź komórek Leydiga na gona- 
dotropiny, pośredniczyć w komunikacji pomiędzy komórkami Sertoliego i kom órka
mi gametogenicznymi oraz uczestniczyć w zmianach strukturalnych proliferującego 
nabłonka plemnikotwórczego.

3.2. H O R M O N  A N T Y M Ü L L E R O W S K I (M IS)

S tru k tu ra . Hormon antymüllerowski lub inaczej czynnik lityczny dla przewodów 
okołośródnerczowych (Miillera) (ang. MIS -  Miillerian-inhibiting substance) jest 
glikoproteiną o masie cząsteczkowej ok. 140 kDa, składającej się z dwóch identycz
nych podjednostek (m.cz. 70 kDa) powiązanych parą mostków dwusiarczkowych 
[39]. Analiza sekwencji cDNA i DNA genomowego wykazała, iż odcinek karboksy
lowy cząsteczki MIS wykazuje homologię z TGF ß [16]. Potwierdza to doniesienie 
Pepinsky i wsp. [72], którzy trawiąc białko MIS plazminą, uzyskali fragment podobny 
do TGF ß.

L okalizacja. M iejscem syntezy MIS zarówno w okresie pre-, jak i postnatalnym  
są komórki Sertoliego [81].

F unkcja . MIS odpowiedzialny jest za regresję przewodu M iillera w zarodku płci 
męskiej [39]. Gen dlaM IS aktywowany jest prawdopodobnie przez produkt genu SRY 
(ang. SRY -  sex-determining region o f  Y), odpowiedzialnego za różnicowanie się 
pierwotnej gonady płodowej w kierunku jądra [81]. W okresie poprzedzającym 
dojrzałość płciową, MIS jest częściowo odpowiedzialny za hamowanie aktywności 
mejotycznej spermatogonii [98], Niezbędność FSH (u niektórych gatunków) dla 
prawidłowej spermatogenezy w okresie dojrzałości płciowej można wiązać z faktem, 
iż hormon folikulotropowy hamuję syntezę MIS w komórkach Sertoliego pozwalając 
na prawidłowy przebieg podziałów mejotycznych komórek germinalnych [81].

3.3. N A S K Ó R K O W Y  C Z Y N N IK  W Z R O S T U  (E G F)
I T R A N S F O R M U JĄ C Y  C Z Y N N IK  W Z R O S T U  T Y P U  a  (T G F  a )

S tru k tu ra . Naskórkowy czynnik wzrostu (ang. EGF -  epidermal growth factor) 
został po raz pierwszy wyizolowany z mysiej ślinianki podżuchwowej i scharakte
ryzowany jako stymulator proliferacji komórek pochodzenia nabłonkowego. EGF jest 
pojedynczym łańcuchem polipeptydowym złożonym z 53 aminokwasów, między 
którymi występują trzy mostki dwusiarczkowe [11].

Transformujący czynnik wzrostu typu a  (ang. TGF a  -transform ing grow thfactor
a )  jest także pojedynczym, 50-aminokwasowym polipeptydem wykazującym wysoką 
homologię z EGF. Podobieństwo pomiędzy EGF i TGF a  wyraża się zarówno 
obecnością identycznej, 21 -aminokwasowej sekwencji w łańcuchu polipeptydowym, 
jak  i powinowactwem tych cząsteczek do tego samego receptora [22],
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L okalizacja. Czynnik o aktywności podobnej do EGF i T G F a został wyizolo
wany z medium hodowlanego szczurzych komórek Sertoliego [36]. Ponadto stwier
dzono obecność mRNA dla TGF a  w hodowanych in vitro komórkach peritu- 
bulamych i Sertoliego [87]. Teerds i wsp. [99] potwierdzili obecność TGF a  w jądrze 
szczura przy wykorzystaniu technik immunocytochemii, z zastosowaniem przeciw
ciała monoklonalnego anty-TGF a  nie wykazującego reakcji krzyżowej z EGF. 
TGF a  został zlokalizowany w obrębie komórek Leydiga pochodzących zarówno od 
osobników 21 -dniowych, jak  i dojrzałych płciowo. Pozytywny sygnał uzyskano także 
z hodowli komórek peritubulamych, z jąder 21-dniowych szczurów. Brak immunore- 
aktywności stwierdzono natomiast ze strony komórek Sertoliego i komórek game- 
togenicznych.

F unkcja . EGF stymuluje wzrost linii komórkowych wywodzących się z komórek 
Sertoliego (TM4) [10] i komórek Leydiga (TM3) [54]. W ykazano także, że hodowane 
in vitro , niedojrzałe komórki Leydiga świni, po uprzedniej stymulacji PGF2a i hCG, 
reagują na EGF przez wzrost syntezy testosteronu [55]. Pozytywny efekt EGF na 
produkcję testosteronu przez komórki Leydiga został także potwierdzony u myszy 
[62] oraz u człowieka [95]. Aktywację sterydogenezy przez EGF tłumaczy się 
wzrostem liczby receptorów dla LH na powierzchni komórek Leydiga [62]. EGF 
oddziałuje także na komórki Sertoliego i germinalne. W warunkach in vitro szczurze 
komórki Sertoliego reagują na EGF przez wzrost produkcji transferyny [73], W 
przypadku hodowli fragmentów kanalików krętych, EGF hamuje różnicowanie sper- 
matogonii zaindukowane przez obecność FSH w medium. Brak stymulacji przez FSH 
wywołuje efekt odwrotny -  EGF inicjuje proces różnicowania spermatogonii [34].

R eceptory. Obecność receptorów dla EGF potwierdzono w tkance interstycjalnej 
jądra ludzkiego [93], a także w małpich i szczurzych komórkach Leydiga i Sertoliego 
[79,94],

Dotychczasowe doniesienia świadczą o znaczącym udziale EGF i TGF a  w 
regulacji funkcji komórek Leydiga. Dane dotyczące komórek Sertoliego są bardziej 
kontrowersyjne. W ydaje się jednak, że komórki Sertoliego są miejscem produkcji 
TGF a  mając jednocześnie receptory dla EGF/TGF a . Nadal brak jednoznacznego 
potwierdzenia, że jądro jest miejscem syntezy EGF. W związku z tym sugeruje się, 
że lokalnie produkowany TGF a  współdziała z EGF pochodzącym z krążenia obwo
dowego. O znaczeniu EGF produkowanego na obwodzie świadczy obserwacja, iż u 
myszy po usunięciu ślinianek podżuchwowych następuje odwracalne zakłócenie 
przebiegu spermatogenezy pod postacią spadku liczby spermatyd w nabłonku plemni- 
kotwórczym i ilości dojrzałych plemników w najądrzu [101].

3.4. IN S U L IN O -P O D O B N E  C Z Y N N IK I W Z R O S T U  (IG Fs)

S tru k tu ra . Insulino-podobny czynnik wzrostu I (ang. IGF I -  insulin-like growth 
factor I) oraz insulino-podobny czynnik wzrostu II (IGF II) są pojedynczymi poli- 
peptydami składającymi się odpowiednio z 70 i 67 aminokwasów. Sekwencja amino-
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kwasowa IGFs wykazuje 43% (IGF I) i 41% (IGF II) homologii z cząsteczką 
proinsuliny. Czynniki insulinopodobne mają, podobnie jak proinsulinadom eny A, B,C 
oraz dodatkową domenę D. W przeciwieństwie jednak do insuliny (dimer złożony z 
łańcuchów A i B), IGFs zachowują w procesie dojrzewania domenę C i D, przez co 
w stanie natywnym pozostają pojedynczą cząsteczką. IGF I i IGF II cechuje 62% 
wzajemnej homologii, z jednoczesną międzygatunkową niezmiennością sekwencji 
aminokwasowej. Ewolucyjna konserwatywność sekwencji IGFs i ich podobieństwo 
do insuliny sugeruje pochodzenie genów dla tych białek od wspólnego pragenu [20],

Lokalizacja. Badania in vitro dowodzą, że w jądrze świnii głównym miejscem 
syntezy IGF I są komórki Sertoliego, a w mniejszym stopniu komórki Leydiga [64], 
Jednocześnie w przypadku wspólnych hodowli komórek Sertoliego i Leydiga obser
wuje się wzmożoną syntezę IGF I, znacznie przekraczającą poziom notowany w 
monokulturach tych komórek [13,64]. Sugeruje to istotną rolę IGF I w interakcjach 
pomiędzy komórkami Leydiga i Sertoliego. Obecność IGF I stwierdzono także w 
szczurzych pachytenowych spermatocytach, co może wskazywać na regulacyjny 
udział IGF I w procesie mejozy komórek gametogenicznych [100] .

Podobnie jak  w przypadku regulacji poziomu IGF I w surowicy przez hormon 
wzrostu (ang. GH -g ro w th  hormone), zaobserwowano stymulujący efekt somatotro- 
piny na produkcję IGF I w jądrze. Komórki Leydiga reagują na obecność GH 
zwiększeniem ekspresji mRNA dla IGF I [49], natomiast poziom syntezy IGF I w 
jądrach szczurów, niezdolnych do produkcji hormonu wzrostu, jest wyraźnie obniżo
ny [91 ]. W ydzielanie IGF I przez komórki Sertoliego i Leydiga jest także modulowane 
przez FSH (k. Sertoliego) i LH (k. Leydiga) [13,64] oraz retinol [4] i prolaktynę [18].

Odrębnego omówienia wymagają dane dotyczące ekspresji IGFs w jądrze ludz
kim. Zhou i wsp. [111] stosując metodę hybrydyzacji in situ stwierdzili brak ekspresji 
mRNA dla IGF I, natomiast mRNA dla IGF II został zlokalizowany w śródbłonku i 
przydance naczyń jądrowych. Autorzy sugerują, iż IGF I, którego obecność została 
wcześniej wykazana immunohistochemicznie w komórkach Sertoliego, Leydiga i 
spermatocytach I rzędu [103], pochodzi z krążenia obwodowego i jest następnie 
kumulowany we wnętrzu kanalika dzięki obecności receptorów dla IGF I na komór
kach nabłonka plemnikotwórczego. Powyższe dane wyraźnie dowodzą, iż profil 
ekspresji IGFs w jądrze człowieka ma odrębny charakter niż u pozostałych ssaków.

R eceptory. Borland i wsp. [9] badając błony komórkowe oraz całe komórki 
Sertoliego wykazali na ich powierzchni obecność specyficznych receptorów dla IGF
I. Receptory takie stwierdzono także na komórkach Leydiga i w homogenatach 
jądrowych [33]. W okresie dojrzewania płciowego w jądrze szczura ilość receptorów 
dla IGF I wzrasta sześciokrotnie [66]. Ekspresja receptorów na powierzchni komórek 
Leydiga ulega wyraźnemu zwiększeniu pod wpływem hCG (ang. hCG -  human 
chorionic gonadotropin) zarówno w warunkach in vitro [74], jak  i in vivo [46], 
Jednocześnie obecność IGF I w hodowli komórek Leydiga wywołuje wzrost ekspresji
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receptora dla hCG. Wydaje się więc, że IGF jest istotnym elementem pośredniczącym 
w regulacji sterydogenezy przez gonadotropiny.

Ludzkie komórki Sertoliego oraz spermatocyty I rzędu wykazują wysoką ekspresję 
mRNA zarówno dla receptora IGF I, jak  i IGF II [111]. Obecność receptora dla IGF 
II jest szczególnie interesująca ze względu na jego specyficzne cechy. W przeciwień
stwie do receptora dla IGF I i insuliny jest on pojedynczym polipeptydem nie 
wykazującym aktywności kinazowej i nie wiążącym insuliny. Natomiast wykazuje 
wysoką homologię do receptora mannozo-6-fosforanu (R-M an-6-P), który bierze 
udział w transporcie powstałych de novo białek, do lizosomów [ 106]. Stąd też sugeruje 
się podwójną rolę receptora dla IGF II w spermatogenezie człowieka:

(i) Pozostając w koekspresji z receptorem IGF I bierze udział w wiązaniu IGFs 
produkowanych poza kanalikiem plemnikotwórczym (obwodowo - -  IGF I lub lokal
nie -  IGF II).

(ii) Uczestniczy w prawidłowej dystrybucji enzymów lizosomalnych w obrębie 
różnicujących się komórek gametogenicznych [111].

F u n k cja . Komórki Sertoliego hodowane in vitro reagują na obecność IGF I 
wzrostem transportu glukozy do wnętrza komórki i zwiększoną produkcją kwasu 
mlekowego [67]. IGF I stymuluje także proliferację i syntezę DNA w komórkach 
Sertoliego, jednak nie powoduje zwiększenia ilości receptorów dla FSH ani FSH-za- 
leżnego wzrostu cAMP [38].

W przypadku komórek Leydiga, IGF I w warunkach in vitro, intensyfikuje proces 
syntezy cAM P i testosteronu zarówno na poziomie podstawowym, jak i po stymulacji 
hCG [17,40]. Stymulacja sterydogenezy pod wpływem samego cAMP zostaje dodat
kowo podwyższona po dodaniu do hodowli komórek Leydiga IGF I [48]. Tak więc 
IGF I może wzmacniać działanie hCG/LH zarówno na poziomie interakcji gonado- 
tropina-receptor (np. poprzez wzrost ilości receptorów dla LH na powierzchni kom ó
rek Leydiga [6,60,74]), jak i na dalszych etapach cAMP-zależnej kaskady reakcji.

3.5. F IB R O B L A S T Y C Z N E  C Z Y N N IK I W Z R O S T U

S tru k tu ra . Rodzinę fibroblastycznych czynników wzrostu (ang. FGFs -  fib ro 
blast growth factors) tworzą dwie grupy polipeptydów, które łączy homologia se
kwencji aminokwasowej. Pierwsza grupa (INT2 -  integration region, HST -  human 
stomach cancer, FGF5, FGF6, KGF -  keratinocyte growth factor), mając charakter 
białek onkogenowych, bierze udział w procesie embriogenezy, a warunkach patolo
gicznych we wzroście nowotworowym. Drugą grupę stanowią kwaśny fibroblasty- 
czny czynnik wzrostu (ang aFGF -  acidic FGF) i zasadowy fibroblastyczny czynnik 
wzrostu (ang bFGF -  basie FGF). Charakteryzuje je wysoki stopień homologii 
sekwencji aminokwasowej (55%) oraz zdolność do wiązania się z heparyną [43]. 
Dodatkowym elementem charakterystycznym jest brak sekwencji sygnałowej w 
genach dla aFGF i bFGF. Ponadto bFGF wykazuje znaczne podobieństwo struktury
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przestrzennej do cząsteczki interleukiny 1 ß (IL -lß), mimo niewielkiej homologii 
sekwencji (10%) [23].

L okalizacja. Obecność bFGF stwierdzono zarówno w jądrze bydlęcym [102], jak 
i u gryzoni [57]. Badania na modelu szczurzym świadczą o zmienności wydzielania 
bFGF w jądrze w zależności od fazy rozwojowej osobnika. W czasie em briogenezy 
miejscem syntezy bFGF są komórki Leydiga, komórki peritubulame oraz komórki 
błony podstawnej sznurów płciowych [28]. Profil syntezy ulega zmianie we w czes
nym okresie pourodzeniowym, w którym bFGF stwierdza się w obrębie gonocytów. 
U dorosłych osobników bFGF produkowany jest głównie przez pachytenowe sper- 
matocyty i spermatogonie typu A [57]. Dotychczas brak dowodów doświadczalnych 
na obecność aFGF w jądrze ssaków.

F u n k cja . Szereg doniesień wskazuje na regulacyjną rolę bFGF w procesie 
sterydogenezy w komórkach Leydiga oraz jego wpływ na proliferację i różnicowanie 
komórek Sertoliego. Dane dotyczące funkcji bFGF jako modulatora syntezy testoste
ronu są kontrowersyjne. Komórki Leydiga pochodzące z niedojrzałych jąder szczura 
reagują na obecność bFGF spadkiem stymulowanej przez LH i cAM P produkcji 
testosteronu [24]. Z drugiej strony Sordoillet i wsp. [90] stwierdzili stymulujący efekt 
bFGF na podstawową i hCG-zależną sterydogenezę w świńskich komórkach Leydiga 
hodowanych in vitro.

W przypadku komórek Sertoliego charakterystyczna jest wielostronność oddzia
ływań bFGF. Indukuje on syntezę DNA, proliferację oraz wzrost wydzielania akty
watora plazminogenu przez komórki Sertoliego izolowane z niedojrzałych jąder 
szczura. Co więcej efektywność oddziaływania bFGF zwiększa się w obecności 
insuliny i IGF I [38], Jednocześnie, dodanie do hodowli folikulotropiny znosi stymu
lujący efekt bFGF. W ynika stąd, że wpływ bFGF na funkcje komórek Sertoliego jest 
wypadkową jego interakcji z pozostałymi czynnikami wzrostu i FSH.

3.6. P L E M N IK O T W Ó R C Z Y  C Z Y N N IK  W Z R O S T U  (SG F)

Plemnikotwórczy czynnik wzrostu (ang. SGF -  seminiferous growth factor) jest 
kwaśnym białkiem o masie 15-16,5 kDa, które ma zdolność do wiązania się z 
heparyną [5]. SGF wykazuje więc chemiczne podobieństwo do kwaśnego i zasado
wego fibroblastycznego czynnika wzrostu. Jednocześnie jednak różni się od FGFs 
pod względem immunoreaktywności i wpływu na wzrost i aktywność wydzielniczą 
komórek linii TM4 (pochodzącą z komórek Sertoliego) oraz linii TM3 wyprowadzo
nej z komórek Leydiga [110].

SGF jest produkowany we wnętrzu kanalika plemnikotwórczego, prawdopodob
nie przez komórki Sertoliego. Czynnik ten stymuluje proliferację zarówno komórek 
Sertoliego izolowanych z niedojrzałych jąder różnych gatunków ssaków, jak  i komó
rek linii TM4. Efekt mitogenny obserwowano także w przypadku komórek śród- 
błonka naczyniowego i komórek Leydiga pochodzących z linii TM3.
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Mimo ograniczonej liczby danych o plemnikotwórczym czynniku wzrostu można 
przypuszczać, że ze względu na swoje właściwości mitogenne i naczyniotwórcze jest 
on ważnym elementem parakrynowym w okresie rozwoju jądra.

3.7. B IA Ł K O  P R O D U K O W A N E  
P R Z E Z  K O M Ó R K I P E R IT U B U L A R N E ,

K T Ó R E  M O D U L U JE  F U N K C JE  K O M Ó R E K  S E R T O L IE G O

Od wielu lat przypuszczano, że błona własna kanalika krętego jest nie tylko 
fizyczną barierą oddzielającą nabłonek plemnikotwórczy od tkanki śródmiąższowej 
jądra, ale także spełnia funkcje pośredniczące w wymianie sygnałów pomiędzy 
komórkami Leydiga i Sertoliego. W 1985 r. Skinner i Fritz [86] donieśli, iż główny 
komponent komórkowy błony własnej, komórki peritubulame (patrz rys. 1), wydzie
lają substancję, która in vitro stymuluje komórki Sertoliego do produkcji transferyny 
i białka wiążącego androgeny (ang. ABP -  androgen-binding protein)^. Odkrytą 
substancję autorzy określili skrótem P-Mod-S oznaczającym białko produkowane 
przez komórki peritubulame, które moduluje funkcje komórek Sertoliego (ang. 
P-M od-S -  protein produced by peritubular cells (P), that modulates (Mod) the 
functions o f  Sertoli cells (S)). W ykazano, że wydzielanie P-Mod-S przez komórki 
peritubulam e wzrasta pod wpływem testosteronu, natomiast nie zmienia się w obe
cności 17 ß-estradiolu.

Dalsza analiza wykazała, że P-Mod-S tworzą dwa białka o masie 56 kDa (P-Mod- 
S(A)) i 59 kDa (P-Mod-S(B)), o podobnych właściwościach biologicznych. Komórki 
Sertoliego poddane działaniu oczyszczonego białka P-Mod-S reagowały niespotyka
nym  w przypadku innych czynników (włączając FSH) wzrostem produkcji transfery
ny i ABP [85]. Porównywalny poziom stymulacji komórek Sertoliego udało osiągnąć 
dopiero po łącznym zastosowaniu FSH, insuliny, retinolu i testosteronu [65]. Dodanie 
do tej kombinacji czynników białka P-Mod-S powodowało dalszy wzrost syntezy 
protein markerowych. Poszukując mechanizmu działania P-Mod-S ustalono, że czyn
nik ten wywołuje wzrost cyklicznego GMP w komórce. W ydaje się więc, że synergi- 
styczne działanie FSH/insuliny oraz P-Mod-S odbywa się dzięki jednoczesnem u 
wzrostowi poziomu cAMP i cGMP w komórce [65].

Biorąc pod uwagę zależność syntezy P-Mod-S od testosteronu i znaczący wpływ 
tego czynnika na komórki podporowe można przypuszczać, że komórki peritubulame 
pełnią kluczową rolę w modulowaniu interakcji pomiędzy komórkami Leydiga i 
Sertoliego.

Poziom  syntezy transferyny i białka w iążącego androgeny (A B P) jest markerem stanu czy n 
nośc io w eg o  kom órek Sertoliego.
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4. CZYNNIKI IMMUNOREGULATOROWE

Coraz więcej doniesień wskazuje, że interleukiny mają modulujący wpływ na 
aktywność komórek układu rozrodczego. Dotyczy to między innymi procesu sterydo- 
genezy komórek Leydiga i syntezy DNA w różnicujących się komórkach gametoge- 
nicznych.

Źródłem cytokin w jądrze mogą być zarówno limfocyty pochodzące z krążenia 
obwodowego, jak  i rezydualna populacja makrofagów, które stanowią ok. 20% 
komórek tkanki śródmiąższowej jądra. Jednocześnie wiele danych wskazuje, że 
przynajmniej jedna z cytokin, interleukina 1, może być produkowana przez komórki 
nabłonka plemnikotwórczego i Leydiga.

4 .1 . JĄ D R O W A  IN T E R L E U K IN A  1 (tIL -1)

S tru k tu ra . Ekstrakty jądrowe szczura i człowieka stymulują mysie tymocyty do 
proliferacji w sposób zbliżony do interleukiny 1 produkowanej przez makrofagi 
obwodowe [89]. Chociaż dokładna struktura jądrowej interleukiny 1 (ang. tIL-1 -  
testicular interleukin 7) jest nieznana, masa cząsteczkowa (17 kDa) i kwasowy punkt 
izoelektryczny (pl=5,7) wskazują na jej podobieństwo do IL-1 typu a  [29].

Lokalizacja. Eksperymenty in vitro sugerują, że tIL-1 produkowana jest we 
wnętrzu kanalika plemnikotwórczego [96]. Utrzymująca się aktywność tIL-1 w 
jądrach sztucznie pozbawionych komórek germinalnych wskazuje komórki Sertolie
go jako miejsce syntezy tej cytokiny. Potwierdza to także fakt, iż makrofagi jądrow e 
nie uczestniczą, u szczura, w wydzielaniu tIL -1 [76]. Ekstrakty pochodzące z komórek 
tkanki śródmiąższowej jądra oraz media z hodowli komórek peritubularnych i Leydi
ga nie wykazują aktywności charakterystycznej dla interleukiny 1. W ydaje się jednak, 
że komórki Leydiga są potencjalnie zdolne do produkcji IL -1. W skazuje na to indukcja 
ekspresji mRNA dla IL-1 a  i IL-1 ß w komórkach Leydiga po dodaniu do medium 
hodowlanego wzrastających dawek IL-1 ß [50,108],

F u n k cja . Obserwacja stopniowego wzrostu poziomu jądrowej IL -1 w miarę doj
rzewania płciowego szczura, aż do osiągnięcia maksymalnej ekspresji w okresie 
dojrzałości płciowej, sugeruje istotną rolę tej cytokiny w prawidłowym różnicowaniu 
i proliferacji nabłonka plemnikotwórczego [96]. W prowadzenie ludzkiej, rekombino- 
wanej interleukiny typu a  (rhIL-1 a )  bezpośrednio do jąder szczurów pozbawionych 
przysadki wywołuje wzrost syntezy DNA w spermatogoniach [75]. Zauważono także, 
że podwyższony poziom endogennej IL -1 w obrębie poszczególnych stadiów rozwo
jowych nabłonka plemnikotwórczego koreluje ze zwiększoną syntezą DNA w komór
kach germinalnych [70,88]. Potwierdziły to także doświadczenia Hakovirty i wsp. 
[31 ], którzy obserwując regenerację nabłonka plemnikotwórczego szczura indukowa
ną ekspozycją jąder na promieniowanie Roentgena, zanotowali zwiększoną aktyw
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ność interleukiny 1 w odcinkach kanalików nasiennych zawierających dzielące się 
spermatogonie.

W przypadku komórek Sertoliego, tIL-1 wywołuje spadek FSH-zależnej aktywno
ści aromatazy i poziomu cAMP [42]. Efekt hamujący w tych doświadczeniach 
uzyskiwano z zastosowaniem ludzkiej rekombinowanej IL -1 ß, natomiast przy użyciu 
IL-1 typu a  notowano brak inhibicji. Co ciekawe, jednoczesne podanie obu typów 
interleukiny (IL -1 a  i IL -1 ß) zwielokrotniało efekt hamujący. M ożna więc przypu
szczać, że zjawisko stopniowego spadku reaktywności komórek Sertoliego naFSH  w 
okresie dojrzewania płciowego szczura (patrz rozdz. 1) wiąże się ze wzrostem 
ekspresji interleukiny 1 w nabłonku plemnikotwórczym.

Coraz więcej danych wskazuje, że IL -1 wywiera hamujący wpływ na syntezę 
testosteronu w komórkach Leydiga zarówno w niedojrzałym [15,25], jak  i dojrzałym 
[58] jądrze szczura. Wśród proponowanych mechanizmów inhibicji wymienia się 
obniżenie wiązania luteotropiny z komórkami Leydiga, zmniejszenie hCG-zależnej 
produkcji cAMP [14], hamowanie stymulowanej przez hCG/LFł syntezy C19 steroi
dów poprzez blokowanie aktywności 17oc hydroksylazy [104], Lin i wsp. [51] suge
rują, że IL -1 ß może hamować nie tylko syntezę prekursorów testosteronu, ale także 
cały szlak biosyntezy sterydów. Świadczy o tym obserwowany spadek stymulowanej 
przez hCG ekspresji mRNA dla enzymu P450scc (ang. P450scc -  cholesterol side- 
chain cleavage cytochrome P450) po ekspozycji szczurzych komórek Leydiga na 
IL-1 ß.

Dane dotyczące wpływu interleukiny 1 na komórki Leydiga sugerują specyficzną 
odpowiedź tych komórek na poszczególne typy IL-1. W przypadku szczura zahamo
wanie sterydogenezy uzyskuje się przy wykorzystaniu rhIL-1 ß i IL-1 a  gryzoni, 
natomiast brak efektu po zastosowaniu rhIL-1 a . W tkance śródmiąższowej jądra 
myszy stwierdza się obecność receptorów dla interleukiny 1 typu a  nieobecnych w 
jądrze szczura i świnki morskiej [97]. Ta różnorodność odpowiedzi na poszczególne 
typy IL-1 może sugerować istnienie tkankowo specyficznych form interleukiny 1 w 
jądrach ssaków.

4.2. IN T E R L E U K IN  A  2 (IL -2) I IN T E R L E U K IN  A 6 (IL -6)

Jak dotychczas brak dowodów eksperymentalnych na lokalną produkcję, innych 
niż IL -1, cytokin w męskim układzie rozrodczym ssaków. Jednak szereg doświadczeń 
in vitro uwidacznia wpływ interleukiny 2 i interleukiny 6 na funkcje komórek Leydiga 
i Sertoliego. W warunkach in vivo miejscem syntezy tych cytokin wydają się być 
limfocyty obwodowe wnikające do jądra w przebiegu procesów zapalnych.

Komórki Leydiga stymulowane gonadotropiną łożyskową (hCG) reagują na 
obecność interleukiny 2 spadkiem produkcji cAMP i testosteronu. M echanizm inhi
bicji sterydogenezy polega prawdopodobnie na hamowaniu aktywności 17a hydro
ksylazy podobnie jak ma miejsce w przypadku interleukiny 1. W przeciwieństwie
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jednak do IL-1, interleukina 2 nie obniża wiązania hCG z powierzchnią kom órek 
Leydiga [30].

IL-2 oraz IL-6 modulują także aktywność komórek Sertoliego. Pod wpływem tych 
cytokin obserwuje się wzrost konstytutywnej produkcji transfery ny (TF), a jednocześ
nie IL-6 wykazuje synergistyczny z folikulotropiną efekt stymulacji syntezy tego 
białka w komórkach podporowych [8].

5. PROTO-ONKOGENY

Proto-onkogeny stanowią grupę genów, których produkty białkowe stymulują 
proliferację i różnicowanie komórek podczas embriogenezy oraz w okresie pourodze- 
niowym w obrębie tkanek aktywnych podziałowo. Wykazano, że część proto-onko- 
genów stanowią geny dla czynników wzrostu lub ich receptorów. W iadomo także, iż 
mutacje w obrębie DNA proto-onkogenu (nazywanego wtedy onkogenem) mogą 
spowodować jego niekontrolowaną aktywację prowadzącą do rozrostu now otw oro
wego.

Dokładna rola fizjologiczna większości proto-onkogenów pozostaje jednak nadal 
nieznana. Związek aktywności transkrypcyjnej proto-onkogenów z dzielącymi się 
komórkami wskazuje, że także nabłonek plemnikotwórczy jest miejscem syntezy 
białek onkogenowych.

Propst i Vande W ounde [78] badając ekspresję proto-onkogenu c-mos w różnych 
tkankach myszy stwierdzili, że jego aktywność ogranicza się do jąder, jajników i 
tkanki embrionalnej. mRNA genu c-mos wykazuje tkankowo specyficzny polim or
fizm długości wynikający z różnych miejsc inicjacji transkrypcji w poszczególnych 
typach komórek [77]. W przypadku jądra myszy mRNA dla c-mos obecny jest w 
postmejotycznych spermatocytach i okrągłych spermatydach [27], W obrębie mysich 
komórek germinalnych stwierdza się także białkowy produkt tego genu o masie cz. 
45 kDa [35], Z uwagi na ograniczoną do haploidalnych komórek gametogenicznych 
aktywność c-mos, jego rola jest prawdopodobnie związana z końcowymi fazami 
dojrzewania komórek plemnikowych.

Badania z ostatnich lat wskazują, że jądro jest miejscem syntezy wielu innych 
proto-onkogenów. Stosunkowo dobrze poznany jest proto-onkogen c-kit, którego 
aktywność wydaje się niezbędna dla prawidłowego rozwoju jąder w okresie pre- i 
postnatalnym. U myszy mających zmutowany gen c-kit stwierdza się zaburzenia 
rozwoju kanalików plemnikotwórczych z uwagi na zubożenie pierwotnych komórek 
płciowych w jądrze [45]. Jednocześnie u normalnych myszy, w pierwszych dniach po 
urodzeniu, białko c-kit można zlokalizować w częściach przypodstawnych komórek 
Sertoliego, które kontaktują się ze spermatogoniami typu A stanowiącymi komórki 
macierzyste nabłonka plemnikotwórczego [53]. Tak więc prawidłowa ekspresja genu 
c-kit jest jednym  z elementów warunkujących inicjację procesu spermatogenezy.
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Proto-onkogeny z rodziny raf prezentują specyficzny komórko wo model ekspresji 
w jądrze. Gen A-raf wykazuje aktywność w komórkach somatycznych jądra, ze 
szczególnie wysokim poziomem w komórkach Leydiga. Natomiast dwa różne pod 
względem długości transkrypty genu B-raf stwierdza się w pachytenowych sperma- 
tocytach (długość mRNA -  4,0 kz) oraz w spermatydach (2,6 kz). Z kolei proto-on- 
kogen c-raf-1 pozostaje aktywny zarówno w komórkach somatycznych, jak  i ger- 
minalnych z najwyższym poziomem ekspresji w spermatocytach pachytenowych 
[107]. Ten charakterystyczny wzór transkrypcyjny sugeruje udział genów raf w 
spermatogenezie i androgenezie.

Podobnie jak  w przypadku genu c-mos także aktywność proto-onkogenu int-1 
ogranicza się do postmejotycznych stadiów różnicowania nabłonka plemnikotwór- 
czego [84]. Jednocześnie ekspresji int-1 nie stwierdza się w innych tkankach organi
zmu z wyjątkiem komórek cewy nerwowej w okresie embrionalnym [69].

Przejściowy charakter aktywności proto-onkogenów w obrębie określonych sta
diów różnicowania nabłonka plemnikotwórczego kontrastuje z bardziej konstytutyw
nym modelem ekspresji, jaki w jądrze wykazują czynniki wzrostu. Drugim elementem 
różnicującym jest tkankowo-specyficzny profil transkrypcyjny proto-onkogenów pod 
względem struktury mRNA. W przypadku czynników wzrostu nie zdefiniowano jak  
dotychczas unikalnego dla jądra modelu transkrypcji. Jednak mimo istniejących 
odrębności genetycznych, podobieństwo proto-onkogenów i czynników wzrostu su
geruje ich wzajemne powiązanie w utrzymaniu prawidłowych funkcji jądra [32].

6. PODSUMOWANIE

M imo sporej ilości danych dotyczących parakrynowych czynników regulacyjnych 
w męskim układzie rozrodczym (tab. 1) nadal brak jednolitego modelu ich wzajem ne
go współdziałania w procesie kontroli spermatogenezy. Odmienne właściwości bio
logiczne poszczególnych czynników stwarzają problemy przy próbach jednoczesnej 
obserwacji ich działania, szczególnie w układach in vivo. Perspektywy kompleksowej 
oceny ekspresji tych peptydów na poziomie mRNA stwarza szybki rozwój techniki 
hybrydyzacji in situ. Obecnie metoda ta pozwala na jednoczesne wykorzystanie wielu 
sond hybrydyzacyjnych, co umożliwia obserwację ekspresji kilku czynników na 
pojedynczym  skrawku histologicznym. Zmodyfikowane wersje tej techniki pozwalają 
także na ocenę ilościową badanego mRNA, co ułatwia analizę porównawczą w 
różnych typach komórek.

W iększość informacji związanych z lokalną regulacją czynności jądra pochodzi z 
modeli szczurzych i mysich. Liczba doniesień dotyczących układu ludzkiego jest 
stosunkowo niewielka, co wiąże się z trudnościami technicznymi przy izolacji i 
hodowli komórek somatycznych i germinalnych jądra. Jednocześnie duży problem 
stanowi ekstrapolacja wyników uzyskanych z układów zwierzęcych, na człowieka z
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TABELA 1. Czynniki parakrynowe w męskim układzie rozrodczym

Czynnik Komórki
produkujące docelowe

Działanie

TGF ß k. Sertoliego 
k. peritubularne

k. peritubularne 
k. Sertoliego

k. Leydiga

wzrost kurczliwości 
spadek syntezy tkankowego 
aktywatora plazminogenu 
inhibitor sterydogenezy 
spadek wiązania hCG/LH

MIS k. Sertoliego spermatogonie hamowanie mejozy

EGF/TGF a k. Sertoliego 
k. peritubularne 
k. Leydiga

k.germinalne 
k. Sertoliego 
k. Leydiga

stymulacja różnicowania 
wzrost syntezy transferyny 
aktywacja sterydogenezy

IGF 1 k. Sertoliego 
k. Leydiga 
spermatocyty I rz.

k. Sertoliego wzrost transportu glukozy 
i syntezy kwasu mlekowego 
synteza DNA i proliferacja

IGF II śródbłonek naczyń k. Leydiga wzrost syntezy cAMP i testosteroi

bFGF spermatocyty I rz. 
spermatogonie

k. Leydiga 
k. Sertoliego

modulacja sterydogenezy 
synteza DNA i proliferacja, 
wzrost wydzielania tkankowego 
aktywatora plazminogenu

SGF k. Sertoliego k. Sertoliego efekt mitogenny 
k. Leydiga
k. śródbłonka naczyń

P-Mod-S k. peritubularne k. Sertoliego wzrost syntezy transferyny i ABP

tlL-1 k. Sertoliego k. germinalne 
k. Sertoliego

k. Leydiga

synteza DNA 
spadek FSH-zależnej 
aktywności aromatazy 
spadek poziomu cAMP 
hamowanie sterydogenezy

IL-2 ? k. Leydiga 
k. Sertoliego

hamowanie sterydogenezy 
wzrost podstawowej 
syntezy transferyny

IL-6 ? k. Sertoliego wzrost podstawowej i FSH-zależn 
syntezy transferyny

c-mos i int-1 haploidalne k. germinalne

c-kit k. Sertoliego działanie 
autokrynowe (?)

efekt mitogenny (?)

B-raf i c-raf-1 spermatocyty pachytenowe

A-raf k. Leydiga

Objaśnienia do tabeli na stronie obok.
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uwagi na istotne odrębności dotyczące struktury i fizjologii ludzkiego nabłonka 
plemnikotwórczego [41]. Rozwiązanie problemu lokalnej regulacji funkcji jądra u 
człowieka stanowi więc kolejne wyzwanie badawcze nie tylko ze względów poznaw
czych, ale także diagnostycznych i terapeutycznych.
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KOMPLEKS CYTOCHROM b ó f-  
STRUKTURAIFUNKCJA*

C Y T O C H R O M E  bóf C O M P L E X  -  S T R U C T U R E  A N D  F U N C T IO N

Andrzej SZCZEPANIAK 

Instytut Biochemii Uniwersytetu W rocławskiego

Streszczenie. W szystkie błony tylakoidowe zawierają kompleks bóf, który zajmuje centralną pozycję w 
fotosyntetycznym transporcie elektronów i przenoszeniu protonów. W pracy przedstawiono dobrze 
udokumentowane topograficzne modele składników kompleksu: cytochromu f, cytochromu bó i podjed- 
nostki IV. Przedyskutowano również badania nad lokalizacją białka Rieskego w błonie. Znacznie słabiej 
poznana jest funkcja kompleksu. Proponowane mechanizmy funkcjonowania (cykl Q lub cykl b) nie są 
w pełni udokumentowane. Rola kompleksu w cyklicznym transporcie elektronów i jego stan w błonie 
(monomer czy dimer) nie są w pełni wyjaśnione.

Słowa kluczowe: kompleks cytochrom bóf, cytochrom f, cytochrom bó, podjednostka IV, białko R ieske
go, cykl Q, cykl b.

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

K ey words: Cytochrome bóf complex, cytochrome f, cytochrome bó, subunit IV, Rieske protein, cycle  
Q, cycle b.

1. WSTĘP

W  tylakoidach występują trzy białkowe transbłonowe suprakompleksy biorące 
udział w transporcie elektronów. Są to: fotosystem I (PS I), fotosystem II (PS II) i 
kom pleks cytochrom b6f. W fotosyntetycznym liniowym transporcie elektronów z

*Praca dofinansow ana przez K B N , projekt badawczy nr 6 6263 92 03.
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wody do NADP+ kompleks b 6f  zajmuje centralną pozycję przenosząc elektrony z PS 
II na PS I [9]. Kompleks b6f przenosi elektrony z zredukowanego przez PS II 
plastochinonu na plastocyjaninę, która następnie jest utleniana przez PS I.

Przepływ elektronów pomiędzy transbłonowymi białkowymi kompleksami w 
tlenowej fotosyntezie wykazuje ogólne podobieństwo do transportu elektronów za
chodzącego w mitochondrialnym oddychaniu. W obu przypadkach m ożna wyróżnić 
trzy charakterystyczne typy kompleksów:

1. Fotosystem II dostarcza elektronów po stronie redukcyjnej fotosyntetycznego 
łańcucha transportującego elektrony, analogiczną rolę w łańcuchu oddechowym 
spełniają dehydrogenazy.

2. Kompleks b6f zajmuje centralną pozycję w fotosyntetycznym transporcie 
elektronów, analogicznie do kompleksu cytochrom bej w łańcuchu oddechowym.

3. Po stronie oksydacyjnej z fotosyntetycznego łańcucha elektrony są pobierane 
przez fotosystem I, a z łańcucha oddechowego przez oksydazę cytochromową.

W yróżniającą cechą kompleksu b6f w porównaniu do kompleksu be j jest funkcjo
nowanie b6f w cyklicznym transporcie elektronów, w którym biorą udział: kompleks 
b6f, plastocyjanina, PS I i ferredoksyna [8],

Równomierne rozmieszczenie kompleksu b6f  wzdłuż błony tylakoidowej jest 
cechą wyróżniającą ten kompleks spośród pozostałych tylakoidowych transbłono- 
wych kompleksów. W ystępuje on zarówno w tylakoidach stromy, w końcowych 
błonach gran, jak i w osłoniętych błonach gran [2],

Poniżej przedstawiono przegląd piśmiennictwa dotyczącego struktury białek 
wchodzących w skład kompleksu cytochrom b6f oraz funkcjonowania tego kom ple
ksu.

2. SKŁAD POLIPEPTYDOWY

W yizolowany kompleks cytochrom b6f rozdzielony elektroforetycznie na żelu 
poliakrylamidowym wykazuje obecność tylko czterech polipeptydów: cytochromu f, 
cytochromu b6, białka Rieskego zawierającego centrum żelazowo-siarkowe ( Fe-S) i 
podjednostki IV. W ystępują one w stosunku molarnym 1:1:1:1 [3,34,35], a skład ten 
jest uniwersalny zarówno dla kompleksów b6f  wyizolowanych z roślin wyższych 
[3,25,34,65], glonów [43,86] jak i sinic [42,53]. Są również doniesienia o małych 
polipeptydach (4 -6  kDa) związanych z tym kompleksem [23,53,70], jednakże ich 
udział stechiometryczny w kompleksie oraz funkcja są nieznane.

Są prace wskazujące na związanie oksydoreduktazy ferredoksyna -  NADP (FNR) 
z kompleksem b6f  [7]. Jednakże FNR nie jest integralnym białkiem błony tylakoido
wej, a jego związanie z kompleksem może być przypadkowe. Intensywne odmywanie 
błon tylakoidowych 2M NaBr usuwa FNR [25], a brak jego nie wpływa na aktywność 
wyizolowanego kompleksu [25,26].
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3. GRUPY PROSTETYCZNE

Zarówno kompleks b6f, jak i bej mają uniwersalny skład grup prostetycznych: 
dwa hemy typu b, jeden hem typu c i jedno wysokopotencjałowe centrum żelazowo- 
siarkowe ( Fe2S2 ) [8,69,80]. Heterogenność hemów cytochromu b jest cechą chara
kterystyczną dla kompleksu bej, różnią się one zarówno potencjałem redoks, jak  i 
widmem. W  mitochondriach potencjały formalne (Em7) hemów bp i bn wynoszą 
odpowiednio -5 0  i +50 mV, a maksima absorpcji w paśmie Soreta prążka a  566 i 
561 nm [10], w chromatoforach wartości te wynoszą odpowiednio -9 0  i +50 mV oraz 
566 i 562 nm [5,10], Jednakże chloroplastowy cytochrom b6 nie wykazuje różnic 
między dw om a hemami b. Zmierzony potencjał formalny in situ wykazuje tylko jedną 
wartość, której wielkości podawane w literaturze różnią się dość znacznie i wynoszą 
od -1 5  do +110 mV [18,66]. Różnice w potencjale pomiędzy hemami b są zbyt małe, 
aby mogły być zmierzone. Sugeruje się, że różnica ta jest < 50 mV [8]. Tylko w 
pomiarach in vitro na wyizolowanych kompleksach b6f wykazano różnicę potencja
łów formalnych pomiędzy hemami b cytochromu b6 [35,36]. Różnica w położeniach 
m aksimów prążka a  w paśmie Soreta wyraźna jest w temperaturze 77°K, a w 
tem peraturze25°C  wynosi tylko 0,5 nm [39]. Cytochrom f jest wysokopotencjałowym 
cytochrom em  typu c. Potencjał formalny jest niezależny od pH w zakresie fizjologi
cznym, a podawane w literaturze dane mieszczą się w zakresie od 330 do 390 mV 
[22,35,45]. M aksimum prążka a  cytochromu f  z roślin wyższych położone jest przy 
554 nm, z glonów przy 553 nm, a z sinic przy 556 nm [27,29], W ysokopotencjałowe 
białko żelazowo-siarkowe ma centrum redoks typu 2Fe-2S, które daje charakterysty
czne widmo EPR [37,47], a jego potencjał formalny ma wartość 280-290 mV [26,37]. 
W artość ta w zakresie pH od 6,5 do 8,0 jest stała. Polipeptyd ten od imienia jego 
odkrywcy nazywany jest białkiem Rieskego [68,69].

4. STRUKTURA

4.1. W S T Ę P

W  przypadku białek (powyżej 10 kDa) oraz kompleksów białkowych tylko analiza 
dyfrakcji promieni Roentgena przez kryształy tych białek umożliwia poznanie stru
ktury na poziom ie atomowym. Za krystalizację fotosyntetycznego centrum reakcyj
nego wyizolowanego z purpurowych bakterii fotosyntetycznych i określenie struktury 
powyższą m etodą [13,52], trzej niemieccy naukowcy H. Michel, J. Deisenhofer i R. 
Huber w 1988 r. otrzymali nagrodę Nobla. Dotychczas jest to jedyny suprakompleks 
błonowy o znanej strukturze.

Pomimo wysiłków wielu naukowców do chwili obecnej nie udało się nikomu 
wykrystalizować kompleksu cytochrom b6f, dlatego struktura tego kompleksu na
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poziomie atomowym jest nieznana. Dostępne są tylko modele topograficzne białek 
składników tego kompleksu przewidziane na podstawie analizy sekwencji am inokwa
sów, hydrofobowości [73] i danych biochemicznych [63].

4.2 . C Y T O C H R O M  f

Cytochrom f  jest białkiem składającym się z 285 aminokwasów. W znanych 
sekwencjach tego białka z roślin wyższych 80% aminokwasów (ponad 230) jest 
identycznych, a położenie hydrofobowego fragmentu składającego się z 20 reszt w 
pobliżu C-końca jest identyczne w rodzinie cytochromów f i cytochromów c j [22,28, 
81]. Nietypowe dla tylakoidowych białek błonowych kodowanych przez DNA chlo
roplastowe jest położenie N-końca po stronie lumenalnej błony. W ynika ono prawdo
podobnie z posiadania przez to białko presekwencji składającej się z 35 am ino
kwasów, która "kieruje" wbudowywaniem cytochromu f w błonę tylakoidową. CO- 
OH-koniec cytochromu f jest trawiony przez karboksypeptydazę A dodaną od strony 
stromalnej błony tylakoidowej, a miejsca cięcia przez trypsynę i proteazę V8 znajdują 
się tylko po stronie lumenalnej [74,84], Na tej podstawie i opierając się na wynikach 
analiz hydrofobowości wyróżniono w tym białku trzy domeny (rys. 1):

i) stromalną, zawierającą 15 C-końcowych aminokwasów (reszty 270-285);
ii) transbłonową, składającą się z 20 aminokwasów przechodzącą przez błonę 

tylakoidową helisę a ;
iii) lumenalną, składającą się z 250 aminokwasów. W hydrofilnej części lumenalnej 

znajduje się kowalencyjnie związany wiązaniem tioestrowym hem (grupa winylowa 
z Cys-21 i Cys-24), a ligandami hemu są histydyna-25 i tyrozyna-1 (azot grupy 
ot-aminowej) [48].

Ostatnio udało się wykrystalizować domenę lumenalną cytochromu f [49]. Klu
czem okazał się wybór gatunku do preparacji cytochromu. W yizolowany z liści rzepy 
(rodzina krzyżowe) cytochrom f okazał się fragmentem pozbawionym 33 C-końco
wych aminokwasów [22,49], występującym w roztworze w formie monomeru. Ta 
ostatnia cecha charakterystyczna dla preparatów cytochromu f z roślin należących do 
rodziny krzyżowych [20,50,78], odróżnia ten cytochrom od wyizolowanego cytochro
mu f z innych gatunków roślin wyższych (np. szpinak) [29], który wprawdzie cały, 
ale w roztworze wodnym nawet w obecności detergentów, tworzy agregaty nie 
nadające się do krystalizacji [21,29]. Wyizolowany, pozbawiony C-końca cytochrom 
f z rzepy ma nie zmienione widmo spektralne, nie zmieniony potencjał redoksowy i 
wykazuje normalne oddziaływanie z plastocyjaniną [22,48]. Uzyskane kryształy dały 
dobry obraz dyfrakcyjny (dyfrakcja do 2,3 A) i pozwoliły określić szczegółową 
strukturę części lumenalnej cytochromum f. Ta część białka jest wydłużona o wymia
rach 7,5x3,5x2,4 nm i można w niej wyróżnić dużą i małą domenę. Duża domena 
znajdująca się bliżej błony tylakoidowej zawiera hem. Nieoczekiwanie okazało się, 
że szóstym ligandem żelaza jest N-końcowy aminokwas, tyrozyna [48].
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Rys. 1. Schemat przestrzennej lokalizacji cytochromu f  w błonie tylakoidowej

4.3. C Y T O C H R O M  b6

Cytochrom b6 składa się z 215-222 aminokwasów [28,81], ewolucyjnie jest 
białkiem konserwatywnym, w przybliżeniu o połowę mniejszym od cytochromu b, 
analogicznego białka z kompleksu bc j . Analiza składu aminokwasowego cytochromu 
b6 um ożliwiła identyfikację czterech histydyn potrzebnych do koordynacji dwóch 
hemów, ponieważ ma on w domenach hydrofobowych tylko cztery histydyny, a w 
całej sekwencji pięć. Te cztery histydyny występują jako dwie pary w dwóch trans- 
błonowych helisach a . Dwie pary ligandów są położone po przeciwnych stronach 
błony tylakoidowej, wiążą koordynacyjnie dwa hemy łącząc w ten sposób drugą i 
czwartą transbłonową helisę a  (rys. 2A) [11,82].

Analiza hydrofobowości cytochromu b6 wykazała istnienie pięciu konserwatyw
nych hydrofobowych fragmentów. Analogiczna analiza hydrofobowości domen wią- 

. żących hem cytochromów b z mitochondriów i fotosyntetycznych bakterii wykazała 
istnienie pięciu identycznej wielkości i identycznie położonych hydrofobowych frag
mentów. W yniki tej analizy sugerują istnienie pięciu transbłonowych fragmentów 
zarówno w cytochromie b6, jak i w domenie wiążącej hem cytochromu b [8,82], 
Jednakże analiza składu aminokwasowego czwartego fragmentu hydrofobowego (1 
Asp, 1 Glu, 1 Ser, 1 Thr, 2 Gly i 3 Pro w chloroplastach szpinaku ) cytochromu b6 
sugeruje, że ten fragment nie jest transbłonowy. Biochemiczne metody analizy topo
grafii tego białka z zastosowaniem trypsynolizy i ukierunkowanych na peptyd prze-
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Rys. 2. M odele przestrzennej lokalizacji cytochromu bó(A) i podjednostki IV (B) w błonie tylakoido- 
wej uwzględniające liczbę transbłonowych fragmentów oraz lokalizację czterech histydyn wiążących 

koordynacyjnie dwa hemy; zaznaczono również naładowane aminokwasy graniczące z hydrofobowymi 
a-helisam i; numeracja dla cytochromu bó i podjednostki IV ze szpinaku

ciwciał potwierdziły to przypuszczenie. W ykazały one, że cytochrom b6 ma cztery 
transbłonowe helisy a  i obydwa N- i C-końce są po stronie stromalnej błony tylakoi- 
dowej (rys. 2A) [76,77]. Topografia cytochromu b6 okazała się analogiczna z topo
grafią domeny wiążącej hem cytochromu b, dla którego taki model topograficzny 
został zaproponowany na podstawie analizy umiejscowienia odpornych na inhibitor 
mutacji [4,12,14,15,31]. Istotną różnicą jest obecność w tylakoidowym cytochromie 
b6 dodatkowego aminokwasu (Thr-188, numeracja dla szpinaku) zaraz za histydyną 
wiążącą koordynacyjnie hem. Ta dodatkowa reszta przesuwa o 100° wzajemne 
położenie węgli a  dwóch histydyn w IV helisie [8,81], a więc otoczenie obu hemów
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w cytochromie b6 jest inne niż w cytochromie b. M oże to być powodem braku 
dających się zmierzyć różnic potencjałów pomiędzy hemami cytochromu b6.

4.4. P O D JE D N O S T K A  IV

M itochondrialny cytochrom b mający 42 kDa jest ekwiwalentem dwóch oddziel
nych polipeptydów chloroplastowych: cytochromu b6 i podjednostki IV powstałych 
w wyniku podziału genu [82]. Podjednostka IV zbudowana z 160 reszt aminokwaso- 
wych o masie 17,5 kDa [81], wywodzi się z C-końcowego fragmentu cytochromu b. 
Topografia podjednostki IV została przewidziana na podstawie istnienia znaczącej 
identyczności pomiędzy podjednostką IV a odpowiadającą jej C-końcową częścią 
mitochondrialnego cytochromu b oraz znalezieniu trzech hydrofobowych fragm en
tów w podjednostce IV odpowiadających transbłonowym helisą a  V, VI i VII 
cytochromu b [8]. Na podstawie tych faktów przewidziano model topograficzny z 
trzema transbłonowymi helisami a  (rys. 2B). Aby być w zgodzie z danymi topogra
ficznymi dla cytochromu b6 i cytochromu b, N-koniec podjednostki IV musi znajdo
wać się po stronie stromalnej błony tylakoidowej, a C-koniec po stronie lumenalnej 
[81].

4.5. B IA Ł K O  R IE S K E G O

Nadal różne modele topograficzne białka Rieskego są dyskutowane. Funkcja tego 
białka, przenoszenie elektronu z chinolu na cytochrom f przemawia za występowa
niem tego białka łącznie z centrum żelazowo-siarkowym ( 2Fe2S ) w sąsiedztwie 
cytochromu f, a więc po stronie lumenalnej błony tylakoidowej. Jednakże liczba i 
położenie fragmentów transbłonowych nie może być jednoznacznie przewidziana na 
podstawie analizy hydrofobowości. Analiza białka Rieskego z tylakoidów wykazuje 
obecność hydrofobowego fragmentu, składającego się z 21 aminokwasów zaczynając 
od reszty 17. Następnie występuje lizyna lub seryna i 16 kolejnych hydrofobowych 
aminokwasów [81]. Ta analiza może sugerować występowanie jednej [74] lub dwóch 
[71 ] transbłonowych helis a . Jednakże, kiedy porównuje się sekwencje aminokwasów 
białek Rieskego z chloroplastów, mitochondriów i bakterii fotosyntetycznych, nie 
m ożna znaleźć w nich konserwatywnych hydrofobowych fragmentów [81 ]. To z kolei 
sugeruje, że białko Rieskego jest białkiem peryferyjnym, bez transbłonowych frag
mentów, zlokalizowane po stronie lumenalnej błony tylakoidowej. Za tym przemawia 
dość łatwe uwalnianie tego polipeptydu zarówno z tylakoidów, błon mitochondrial- 
nych i chromatoforów stosunkowo niewielkim stężeniem ( 1-1,5 M ) tiocyjanianu 
sodu [A. Szczepaniak, nie publikowane] oraz łatwe odwracalne oddysocjowanie tego 
białka z wyizolowanego kompleksu [1]. Taką lokalizację białka Rieskego wcześniej 
zaproponowano w mitochondriach [24].

Białka te zawierają od 179 (szpinak) do 215 (drożdże) reszt aminokwasowych 
[28,74,81], W  pobliżu C-końca wszystkie wykazują obecność dwóch konserwatyw
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nych regionów: C-T-H -L-G-C-V i C-P-C-H-G-S. Pogrubione aminokwasy są ligan- 
dami grupy 2Fe-2S. W ystępowanie dwóch atomów azotów jako ligandów grupy 
żelazowo-siarkowej został potwierdzony badaniami spektroskopowymi [5] i wyjaśnia 
nietypowo wysoki potencjał oksydoredukcyjny tego białka.

5. FUNKCJA

Kompleks cytochrom b6f jest enzymem oksydoredukcyjnym, jego nazwa syste
matyczna to oksydoreduktaza plastochinol-plastocyjanina. W ystępuje ona we wszy
stkich błonach fotosyntetycznych roślin wyższych i sinic [30,46]. W  bakteriach 
fotosyntetycznych jej rolę pełni kompleks cytochrom bej, który bierze udział w 
cyklicznym transporcie elektronów przenosząc elektrony z ubichinolu na cytochrom 
c2 [4,17].

Kompleks b6f  funkcjonuje w liniowym transporcie elektronów pomiędzy PS II i 
PS I, który jest sprzężony z transportem protonów w poprzek błony tylakoidowej. 
Protony są pobierane po stronie stromalnej błony tylakoidowej, a uwalniane we
wnątrz tylakoidu, po stronie lumenalnej błony tylakoidowej [9].

W  warunkach niskiej intensywności światła lub w obecności jonoforów  znoszą
cych potencjał błony, transportowi elektronów towarzyszy przeniesienie protonów w 
stosunku H+/e = 2 [8,33], Aby wyjaśnić elektrogeniczny transport protonów przez 
kompleks b6f oraz stosunek H+/e=2, zaproponowano mechanizm tego przenoszenia 
zwany cyklem Q (rys. 3) [54,55]. Podstawowe założenia tego mechanizmu to wystę
powanie w kompleksie dwóch miejsc wiążących chinon, znajdujących się po prze
ciwnej stronie błony. Jedno miejsce (Q ) jest to miejsce utleniania chinolu, drugie 
(Qn) jest miejscem redukcji chinonu. W chloroplastach miejsce Q p znajduje się w 
pobliżu powierzchni lumenalnej błony tylakoidowej, a miejsce Q n w pobliżu powie
rzchni stromalnej błony. Obecność dwóch miejsc wiążących chinon w kompleksie b6f 
wykazano w badaniach z zastosowaniem inhibitorów [40]. Podstawowe etapy tego 
mechanizmu to:

1. C hinol (QH2 ) jest utleniany do semichinonu (QU przez kompleks b6f w miejscu 
wiążącym chinol zwanym Q . W wyniku przeniesienia jednego elektronu na centrum 
żelazowo-siarkowe białka Rieskego oraz uwolnienia dwóch protonów po stronie 
lumenalnej błony tylakoidowej powstaje Q \  W ymaga to, aby miejsce wiążące chinol 
(Q ) znajdowało się w pobliżu centrum FeS białka Rieskego i cytochronu b6. Takie 
położenie tego centrum reakcyjnego zostało udowodnione przez znakowanie komple
ksu analogami inhibitorów hamujących utlenianie chinolu i pochodnych azydowych 
chinonu [61,62] oraz badanie oddziaływania dwubromomtymochinonu (inhibitora 
przyłączającego się do miejsca Qp) z hemem bp i białkiem Rieskego [59].

2. Następnie sem ichinon redukuje hem b cytochromu b6 i uwalnia się chinon. 
Elektron z hemu bp przenoszony jest na hem on.
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Rys. 3. Schemat cyklu Q pokazujący transport elektronów i przenoszenie protonów przez kompleks cy- 
tochrom bóf, połączony z utlenianiem plastochinolu i redukcją plastocyjaniny; strona n -  negatywna 

strona błony, z tej strony protony są pobierane; strona p -  pozytywna strona błony, po tej stronie proto
ny są uwalniane; PQ -  plastochinon, PQH2 -  plastochinol, PC -  plastocyjanina, bn i bp -  hemy cyto

chromu bö, f  -  hem cytochromu f

3. Elektron z hemu bn jest przenoszony na chinon związany z kompleksem. To 
miejsce wiążące chinon oznaczane jest jako Qn. Dwa kolejne elektrony powodują 
redukcję chinonu do chinolu i jego uwolnienie z miejsca wiążącego. Protony potrzeb
ne w tej reakcji pobierane są po stronie stromalnej błony tylakoidowej. Dyfuzja QH2 
uwolnionego z miejsca wiążącego Q n i związanie go w miejscu Q p zamyka cykl.

Cykl Q jest stosunkowo dobrze udowodniony w przypadku kompleksu bej z 
m itochondriów i fotosyntetycznych bakterii [41,79,80]. Znacznie mniej mamy dowo
dów jego występowania 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, że nie można spektralnie ani w oparciu o 
potencjał redoksowy rozróżnić hemów bp i bn w tylakoidach oraz brak inhibitora 
hamującego redukcję chinonu w miejscu Qn [8]. Takim inhibitorem dla kompleksu 
bej jest antymycyna. Również to, że nie udało się udowodnić przenoszenia elektronu 
z hemu bp do hemu bn [16], przemawia przeciwko temu mechanizmowi.

Słabym punktem mechanizmu zwanego cyklem Q jest konieczność dyfuzji chino
nu w poprzek błony tylakoidowej. Doprowadziło to do zaproponowania alternatyw
nego mechanizmu zwanego cyklem b [83], w którym ruch semichinonu jest ogra
niczony tylko do centralnego regionu dwu warstwy lipidowej. Najpierw chinol jest 
utleniany do semichinonu, następnie redukuje on hem bp jak  w cyklu Q. Powstaje 
chinon, który wypierany jest z centrum reakcyjnego przez kolejny chinol. Ten z kolei 
wyniku uwolnienia dwóch protonów i przekazania jednego elektronu do centrum FeS 
białkaR ieskegoprzechodzi w anion semichinonowy (QĄ. Ten semichinon w wyniku 
rotacji zbliża się do hemu bn, od którego przyjmuje elektron, po przyłączeniu dwóch 
protonów przechodzi w chinol, który zamyka cykl reakcji.
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Proponowane mechanizmy nie tłumaczą zmienności stosunku H +/e w chloropla
stach.

6. JEDNOSTKA FUNKCYJNA: MONOMER CZY DIMER?

W ystępowanie kompleksu bej w błonie mitochondrialnej w formie dimeru jest 
stosunkowo dobrze udowodnione [44], a przejście monomer-dimer [57,58] lub przej
ście z jednej formy dimeru do drugiej [72,80] jest drogą regulacji aktywności kom 
pleksu.

W przypadku kompleksu b6f  podobne badania nie przyniosły jednoznacznej 
odpowiedzi. Zdjęcia z mikroskopu elektronowego kompleksu b6f wbudowanego w 
liposomy wskazują na istnienie dimeru [56]. M asa kompleksu wyizolowanego w 
obecności Tritonu wynosi 370 kDa [34], a w obecności cholanu i oktyloglukozydu 
250 kDa [35]. Te dane przemawiają za dimerem związanym z detergentem i lipidami, 
ponieważ masa monomeru wynosi 95 kDa [3]. Innym podejściem było oznaczenie 
stosunku ilości inhibitora związanego przez błonę tylakoidową do ilości kompleksu 
w błonie. Z tych badań jedni badacze wywnioskowali, że kompleks b6f funkcjonuje 
w błonie tylakoidowej jako dimer [19], a inni, że jako monomer [67]. Zastosowanie 
metody inaktywacji kompleksu w błonie przez silne promieniowanie (radiation 
inactivation) do wyznaczania masy kompleksu również nie dało jednoznacznej odpo
wiedzi. W  jednym  przypadku wyciągnięto wniosek, że kompleks funkcjonuje w 
błonie jako dimer [64], a w drugim, że jako monomer [60]. Ostatnio wykazano, że 
wyizolowany kompleks jest mieszaniną monomeru i dimeru, udało się również 
rozdzielić je  [6]. Ponadto wykazano, że in vitro dimer jest 5-krotnie aktywniejszy w 
transporcie elektronów w porównaniu do monomeru [32], sugerując, że dimer jest 
aktywną formą w błonie.

Interesująca jest propozycja, że przejście monomer - dimer może być m echani
zmem kontrolującym i regulującym cykliczny i niecykliczny transport elektronów w 
chloroplastach [8]. W yjaśniałaby ona także zmienny stosunek H+/e (od 1 do 2) w 
zależności od stanu energetycznego błony tylakoidowej. W obecności dimeru QH9 
byłby utleniany do Q przez dwa centra FeS białka Rieskego. Zachodziłby tylko 
liniowy transport elektronów bez udziału cytochromu b6. Jeżeli warunki metaboliczne 
(wysoki stosunek NADPH/NADP+) preferowałyby cykliczny transport elektronów, 
kompleks b6f przechodziłby do formy monomerycznej. Plastochinol byłby utleniany 
przez białko Rieskego do semichinonu, ten z kolei redukowałby hem bp cytochromu 
b6. Elektron z białka Rieskego przechodząc przez cytochrom f, plastocyjaninę, PS I i 
ferredoksynę redukowałby hem bn. Dwa elektrony, po jednym  z hemu bp i bn, 
redukowałyby chinon do chinolu powiększając pulę QH2 w błonie i zamykając cykl. 
Ta interesująca hipoteza wymaga jednak udowodnienia.

http://rcin.org.pl



KOMPLEKS CYTOCHROM b6f 385

7. PODSUMOWANIE

Przedstawiony powyżej przegląd piśmiennictwa dotyczący cytochromu b6f  wska
zuje na duży postęp w badaniu struktury poszczególnych składników kompleksu. 
Proponowane modele strukturalne cytochromu f, cytochromu b6 i podjednostki IV są 
stosunkowo dobrze udokumentowane i powszechnie akceptowane, a struktura dom e
ny lumenalnej cytochromu f została poznana na poziomie atomowym. Najmniej 
poznana jest struktura białka Rieskego.

Pomimo nagromadzenia dużej ilości danych dotyczących funkcjonowania kom 
pleksu, ciągle nie ma jednoznacznego wyjaśnienia mechanizmu transportu elektro
nów i protonów przez ten kompleks. Nieznany jest również mechanizm regulujący 
zmienny stosunek transportowanych protonów do elektronów.
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REDAGOWANIE TRANSFEROWYCH RNA ORGANELLI

E D IT IN G  O F O R G A N E L L A R  T R A N S F E R  R N A s

Michał RUREK*

Zakład Biologii Molekularnej Roślin, Instytut Biologii M olekularnej i Biotechnolo
gii Uniwersytetu im. A. M ickiewicza w Poznaniu

Streszczenie. Redagowanie jest procesem zmieniającym strukturę pierwszorzędową transkryptu. Doty
chczas wykryto je głównie w organellowych mRNA i z mniejszą częstos'cią w niektórych strukturalnych 
RNA. W niniejszej pracy przedstawiono dane wskazujące na zachodzenie tego procesu w cząsteczkach 
tRNA.

Słowa kluczowe: redagowanie RNA, transferowy RNA.

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

K ey words: RNA editing, transfer RNA.

Zjawisko redagowania RNA (ang. RNA editing) zmienia nasz pogląd na jeden z 
podstawowych dogmatów biologii molekularnej dotyczący informacji genetycznej. 
Redagowanie może zmieniać w sposób znaczący informację genetyczną zawartą w 
niektórych pre-mRNA, rRNA i tRNA. W rezultacie, na przykład, sekwencja am ino
kwasów białka nie jest jednoznaczna w porównaniu z sekwencją nukleotydową genu, 
czy odpowiadającego mu pierwotnego transkryptu. Jest to zatem inny niż cięcie i 
składanie (ang. splicing) sposób zmiany struktury pierwszorzędowej pierwotnego 
transkryptu polegający 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 
delecję U, w Physarum polycephalum -  insercje C, A i U, natomiast w roślinnych 
mitochondriach i chloroplastach redagowanie polega na zamianie zasad w obrębie 
RNA, np. C w U. W tych ostatnich istnieje też rzadka konwersja U w C. Chociaż nie 
wiadomo nic o mechanizmie, jak i sposobie selekcji C przeznaczonych do redagow a
nia, niektórzy autorzy [6] uważają, że mechanizm powyższej tranzycji w obu orga
nellach roślinnych jest podobny i wydaje się podlegać wpływowi czynników jąd 
rowych. Redagowanie w organellach roślinnych ma posttranskrypcyjny charakter i 
jest bardziej rozpowszechnione w mitochondriach niż w chloroplastach. W  procesie 
tym nie potwierdzono dotychczas udziału cząsteczek typu gRNA (tzw. guide RNA), 
chociaż w mitochondriach soi stwierdzono istnienie puli drobnocząsteczkowych RNA 
o dyskusyjnej funkcji [1].

Redagowanie dotyczy przede wszystkim otwartych ramek odczytu i tworzy w nich 
zarówno kodony start, jak  i stop [6]. Sugeruje się, że proces ten generuje pulę 
aktywnych translacyjnie mRNA [7]. Redagowanie tworzy też czasami kodony am i
nokwasów, które zajmują stałe pozycje w danej grupie białek. Dotyczy to między 
innymi transkryptu genu odpowiadającemu podjednostce B chloroplastowej dehy
drogenazy NADH u kukurydzy [4]. Efektem tego procesu jest zanik różnic pomiędzy 
genami organellowymi a genami innych organizmów na poziomie RNA i białka. 
Redagowanie nie dotyczy tylko eksonów, ale zachodzi również w intronach. W y
kryto je  między innymi w intronach podjednostki 2. i 5. mitochondrialnej dehydroge
nazy NADH u Oenothera i Arabidopsis [6]. W iadomo także, że usunięcie intronów 
nie jest konieczne do zajścia redagowania i że stopień zmian może być różny. Sądzi 
się, że taka zmiana ilości redagowanych transkryptów może mieć wpływ na funkcję 
mitochondriów. Uważa się również, że redagowanie jest bardzo stare filogenetycznie.

Dotychczas brak było danych o występowaniu redagowania w transkryptach 
rRNA i tRNA. W 1991 r. Schuster i wsp. [7] znaleźli mitochondrialny 26 S rRNA 
Oenothera z tranzycją C w U, co wskazywałoby na możliwość redagowania rRNA z 
organelli roślin. W tym samym roku doniesiono, że temu procesowi ulega tRNA 
selenocysteiny wołu. W dwa lata później w tRNAAsn z wątroby szczura wykryto 
zamianę C w pozycji 32 w U i U w pozycji 33 w C [5].

M itochondrialny tRNAAsp małpiatek był pierwszym znanym przykładem  tRNA, 
który wydaje się całkowicie zależeć od redagowania, gdy chodzi o osiągnięcie pełnej 
funkcjonalności przy syntezie białek. Ma on antykodon GCC dla glicyny. W obróbce 
posttranskrypcyjnej cytozyna drugiej pozycji antykodonu jest prawdopodobnie za
mieniona w urydynę, co łączy się z nabyciem specyficzności dla asparaginianu. 
Podobną sytuację stwierdzono dla mitochondrialnego tRNAIlui (L*AU, gdzie L * - 
pochodna lizydyny), która ma antykodon CAU specyficzny dla metioniny [5]. Reda
gowanie RNA pozwalałoby więc na włączenie odpowiednich aminokwasów bez 
konieczności modyfikacji uniwersalnego kodu genetycznego. Ponieważ wymianie 
ulegają pojedyncze nukleotydy, może zwiększać się plastyczność fenotypowa orga
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nizmu, tym bardziej, że sam proces jest nieprecyzyjny. Jest to również proces 
oszczędny, gdyż korzysta z już istniejących pierwotnych transkryptów.

Ciekawe redagowanie zachodzi w mitochondrialnych genach tRNA Acanthamoe- 
ba castellanii [3]. Dotyczy ono zespołu transkryptów 5 genów tRNA. Zmiany zostały 
zlokalizowane na 5 ’ końcu ramienia akceptorowego tRNA i dotyczą trzech pier
wszych par zasad. Redagowanie efektywnie poprawia błędy w ich parowaniu.

Spośród transkryptów 5 genów tRNA, redagowaniu podlegają transkrypty 4 
genów: tRNAPys, tRNAGlu, tRNAIlcu i tRNALcu, natomiast transkrypt tRNA n nie 
ulega redagowaniu. Ogółem, dla 10 scharakteryzowanych transkryptów genów tRNA 
ameby 8 ulega tym zmianom. Zmiany dotyczą w jednym  przypadku konwersji C w 
A, w pięciu A w G, i w trzech -  U w G [3]. Ten system redagowania zdolny jest zatem 
zamieniać pirymidyny w puryny lub puryny w inne puryny.

W  1993 r. L. Marechal-Drouard i zespół z Instytutu Biologii Molekularnej Roślin 
w Strasburgu, udowodnili występowanie redagowania tRNA w mitochondriach roślin 
wyższych [5].

Zarówno w przypadku genu mitochondrialnego tRNAPhc z antykodonem GAA 
fasoli, jak  i ziemniaka C kodowana w pozycji 4. jest zamieniana w U w dojrzałym 
RNA. Pozwala to poprawić istniejący błąd parowania: C pozycja 4. -  A pozycja 69. 
Taka zm iana C w U ma duże znaczenie w tworzeniu natywnej konformacji dojrzałej 
cząsteczki tRNA. Tranzycja ta jest najpospolitszą zmianą przy redagowaniu m ito
chondrialnych mRNA.

Ciekawe, że transkrypt genu tRNASci z antykodonem GCU ziemniaka, pomimo 
istnienia błędnego parowania: U pozycja 6. -  U pozycja 67. nie ulega redagowaniu. 
Jest to interesujące, gdyż potwierdza fakt, że system redagowania w mitochondriach 
roślin potrafi przekształcać zwykle C w U, a jedynie wyjątkowo U w C.

W mitochondrialnym DNA fasoli i ziemniaka gen tRNAPllL z antykodonem GAA 
jest położony przed pojedynczą kopią genu tRNAPro z antykodonem UGG, lecz 
sekwencje tego ostatniego u obu gatunków są kolinearne z sekwencjami dojrzałych 
m itochondrialnych tRNA. W skazuje to na brak redagowania tego tRNA oraz że 
korekta nieprawidłowego parowania w ramieniu aminoacylowym tRNA nie jest 
absolutną regułą w mitochondriach roślinnych.

Opisany tRNA Phc z antykodonem GAA jest obecny w mitochondriach roślin 
dwuliściennych, a u roślin jednoliściennych odpowiadający mu gen przekształcił się 
w pseudo^en. U tych ostatnich transkrypcji w mitochondriach ulega chloroplastowy 
gen tRNA hc, który uległ integracji z genomem mitochondrialnym podczas ewolucji. 
Posiada on już klasyczną parę A pozycja 4. -  U pozycja 69. i stąd redagowanie nie 
zachodzi.

Z przedstawionych powyżej przykładów wynika, że w mitochondriach Acantha- 
moeba castellanii redagowanie tRNA obejmuje jeden, dwa, lub wszystkie trzy nu- 
kleotydy na 5 ’ końcu ramienia akceptorowego i zawsze występuje 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 przeciwieństwie do mitochondrial- 
nego tRNASer z antykodonem GCU ziemniaka, wszystkie nieprawidłowe parowania 
wykrywane w mitochondrialnych genach tRNA ameby są poprawiane, łącznie z 
parowaniem U -U. W skazuje to, że mechanizmy przekształcania pier- wotnych 
transkryptów tRNA mogą być zróżnicowane. Postuluje się bowiem, że proces reda
gowania może zachodzić albo w wyniku deaminacji, podstawienia zasad bez roze
rwania szkieletu fosforanowocukrowego lub wymiany nukleotydu obejmującej prze
cięcie RNA, usunięcie starego i wprowadzenie nowego nukleotydu oraz następnie 
religację dwóch cząsteczek RNA. W ydaje się, że mimo iż proces redagowania tRNA 
mógłby przebiegać przy udziale różnych mechanizmów, jego rolą jest głównie za
pewnienie powstania natywnej cząsteczki tRNA.

Generalnie sądzi się [8], że proces redagowania jest ewolucyjnie stary i wykształcił 
się prawdopodobnie wcześniej niż 200-300 milionów lat temu. M oże on być pozo
stałością procesów replikacji i modyfikowania sekwencji RNA zachodzących w 
"świecie RNA" który, jak  się obecnie przyjmuje, poprzedzał "świat DNA".
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WYTWARZANIE PEPTYDÓW REGULACYJNYCH 
W KOMÓRKACH PARAFOLIKULARNYCH (C) 

TARCZYCY

R E G U L A T O R Y  P E P T ID E S  P R O D U C T IO N  
IN  T H E  T H Y R O ID  P A R A F O L L IC U L A R  (C) C E L L S

Bogusław SAWICKI 

Zakład Histologii i Embriologii Akademii M edycznej w Białymstoku

Streszczenie. Przedstawiono przegląd najnowszych doniesień dotyczących wytwarzania peptydów regu
lacyjnych przez komórki parafolikularne (C) tarczycy. Omówiono również proces alternatywnego 
składania trzech odrębnych typów dojrzałego mRNA z genu CT/CGRP (calcitonin/calcitonin gene-re
la ted  peptide) i powstające z nich trzy odrębne prekursory peptydowe, a następnie ostateczne peptydy 
otrzymane po proteolitycznym rozbiciu. Zestawione w pracy dane świadczą o istotnym udziale komórek 
C w procesach regulacji czynności tarczycy poprzez uwalnianie odpowiednich do potrzeb peptydów 
regulacyjnych.

Słowa kluczowe: komórki C, peptydy regulacyjne, ekspresja genu CT/CGRP, kalcytonina, CGRP, 
katakalcyna I i II, peptyd N-końcowy.

Summary. The author has reviewed the most current reports concerning production o f regulatory peptides 
in the thyroid parafollicular (C) cells. Furthermore, the process o f alternative splicing o f three different 
mature mRNAs 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 o f the thyroid function.

K ey w ords: C cells, regulatory peptides, CT/CGRP gene expression, calcitonin, CGRP, katacalcin I and 
II, N-terminal peptide.

Od dawna wiadomo, że podstawową funkcją komórek parafolikularnych (C) 
tarczycy ssaków jest wydzielanie hormonu kalcytoniny (CT). Nie było jednak jasne, 
dlaczego komórki te nie wytwarzają odrębnego, samodzielnego gruczołu dokrewne-
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go, lecz są rozrzucone wśród pęcherzyków tarczycy w ułożeniu parafolikularnym. 
Początkowo domyślano się jedynie, że musi istnieć między tymi komórkami a 
komórkami pęcherzykowymi (follicular (F) cells) trwała współpraca. Obserwacje z 
mikroskopu elektronowego umocniły to przypuszczenie, gdyż zaobserwowano, że 
komórki C wytwarzają liczne kompleksy z komórkami F. Kompleksy te wyodrębniają 
się z otoczenia dzięki wspólnej błonie podstawnej otaczającej poszczególne pęche
rzyki wraz ze ściśle przylegającymi do nich komórkami C.

Komórki C mają też zdolność gromadzenia prekursorów amin i następnie wydzie
lania serotoniny [49] (podobnie jak i inne komórki dokrewne z serii APUD). Ta 
biogenna amina jest według najnowszych badań "międzykomórkowym sygnałem" 
przekazywanym z komórek C do komórek F drogą parakrynnową, wykazuje także 
stymulujące działanie na komórki C [45,46].

Najwięcej nowych informacji o dodatkowej czynności komórek C przyniosły 
badania wewnątrztarczycowych włókien nerwowych. Stwierdzono po pierwsze, że 
nerwy współczulne, przywspółczulne i peptydergiczne uczestniczą w regulacji pro
cesów wzrostu i wydzielania na terenie tarczycy [31,32]. Po drugie poszukując 
peptydowych neurotransmiterów we włóknach nerwowych zaobserwowano te same 
peptydy również i w komórkach C. W dodatku komórki te mogą zawierać i inne 
bioaktywne peptydy nie występujące we włóknach nerwowych na terenie tarczycy.

WEWNĄTRZTARCZYCOWE PEPTYDY REGULACYJNE

W ystępujące na terenie tarczycy aktywne biologicznie peptydy mogą spełniać 
jedynie rolę neurotransmiterów, gdy są wydzielane do komórek efektorowych z 
zakończeń nerwowych peptydergicznych. Te same peptydy mogą też działać jak 
typowe hormony, gdy są wydzielane do krwi z komórek dokrewnych; jednak często 
są one przekazywane bezpośrednio drogą parakrynnową do sąsiednich komórek lub 
mogą też uczestniczyć w mechanizmach autokrynnowej regulacji [4, 12, 20, 51]. 
Drogi ich rozprzestrzeniania się nie zawsze więc odpowiadają kryteriom wymaganym 
przy wyróżnianiu klasycznych hormonów, toteż w naszym opracowaniu peptydy te 
będziemy określać ogólnym mianem peptydów regulacyjnych (PR).

Z wielu powodów trudno sporządzić dokładną listę PR, które są wydzielane w 
komórkach C. Między innymi i dlatego, że część badań wykonano na hodowanych 
komórkach C tzw. linii TT, wyizolowanych z raka rdzeniastego tarczycy. Ponadto 
zaobserwowano u różnych gatunków ssaków wyraźne różnice w występowaniu i 
rozmieszczeniu poszczególnych PR w tarczycy [15, 34, 51, 52]. Jeżeli nawet u 
badanego gatunku komórki C wytwarzają dany PR, to często ilość zaangażowanych 
w ten proces komórek bywa niewielka. Na przykład Domin i wsp. [15] stwierdzili 
neuromedinę U tylko w c. 5% komórek tarczycy szczura wytwarzających CT. Dodat
kowo zaobserwowano także znaczne różnice związane z wiekiem. Na przykład Zabel
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i wsp. [53] stwierdzili, że u płodów i noworodków szczura większość komórek 
parafolikulamych wytwarza somatostatynę (ST), a tylko w niektórych z nich dochodzi 
do ekspresji genu CT. Obraz ten zmienia się stopniowo wraz z wiekiem i u zwierząt 
dorosłych wszystkie komórki produkują CT, a tylko niektóre również i ST. Proble
mem jest także bezbłędne określenie, które z wytwarzanych w komórkach C peptydów 
są rzeczywiście PR; np. pewne wątpliwości budzą powstające z genu CT/CGRP 
dodatkowe dwa peptydy: katakalcyna i peptyd N-końcowy [2, 4, 14, 18].

W bardzo ogólnym zestawieniu PR wytwarzanych przez komórki C tarczycy 
ssaków odnajdujemy zaskakująco dużą ich ilość, są to:

a) opisane jak  dotąd tylko w komórkach C: kalcytonina (CT), somatostatyna (ST), 
katakalcyna I (CCP-I), CCP-II (patrz rys. 1), peptyd uwalniający gastrynę (GRP), 
tyreoliberyna (TRH) i helodermina [4, 18, 19, 23, 44, 52];

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

Oprócz wymienionych występują także na terenie tarczycy PR obserwowane tylko 
we włóknach nerwowych: substancja P (SP), wazoakty wny peptyd naczyniowy (VIP), 
neuropeptyd Y(NPY), peptyd histydyno izoleucynowy (PHI) oraz galanina [4 ,21,22, 
23]; a także w komórkach F: przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP) i endotelina 
- l(E T - l)  [11,41].

OGÓLNE DANE GENETYCZNE

Ustalono, że w komórkach dokrewnych wiele PR powstaje z genów złożonych, 
niosących często informację genetyczną dla kilku peptydów [ 10, 14, 18, 50, 54]; przy 
tym rodzaj ostatecznie wytwarzanych PR zależy od kierunku zróżnicowania tych 
komórek, od ich specjalizacji.

Oznacza to, że pomimo wstępnej ekspresji tych samych genów to ostatecznie 
wytwarzane PR mogą być różne. Jednocześnie dla komórek dokrewnych tzw. układu 
APUD (do którego należą również komórki C), charakterystyczna jest przeciwstaw
na możliwość wytwarzania takich samych PR w zupełnie odmiennych typach komór
kowych.

Udowodniono, że komórki układu dokrewnego APUD pochodzą z ektodermy 
grzebieni nerwowych; to wspólne z układem nerwowym pochodzenie ma tłumaczyć, 
dlaczego niektóre geny niosące informację o budowie PR ulegają podobnej ekspresji 
wśród komórek nerwowych układu peptydergicznego i układu APUD [4, 16, 32],

Przedstawiona wcześniej tak duża ilość PR wytwarzanych przez komórki C nie 
mogłaby powstać, gdyby na ich terenie nie zachodziła ekspresja złożonych genów, 
przenoszących informację o sekwencji aminokwasów w wielu PR. Do genów tych
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zalicza się gen CT/CGRP, gen SP-I (peptyd sekrecyjny I = chromogranina A = Cg A) 
i gen PHM /VIP [1, 10, 18, 54], Jednak w komórkach C procesy związane z ekspresją 
dwóch ostatnich wymienionych genów są mało poznane. W iadomo jedynie, że z genu 
PHM /VIP (prepro-VIP) zawierającego 7 eksonów powstaje duża cząsteczka pierwot
nego mRNA (hnRNA), z której w wyniku alternatywnego splicing powstaje w 
kom órkach C VIP z eksonu 5, a w innych komórkach dokrewnych może być także 
wytwarzany peptyd histydynowo-metioninowy (PHM) z eksonu 4 [10].

Z kolei z genu SP-I jest wytwarzana duża cząsteczka SP-I złożona aż z 450 
aminokwasów. Ten PR jest opisywany przez wielu badaczy jako hormon, o podo
bnym działaniu do PTH (parathormonu). Jednak nowsze badania wskazują, że 
opisywany w wielu typach komórek dokrewnych SP-I jest rozbijany enzymatycznie 
na m niejsze PR. W ten sposób powstają z różnych fragmentów pierwotnego pepty- 
dowego łańcucha z kolejno ułożonych aminokwasów w pozycji: 240-288 -  "pancre- 
astatin", 1 2 4 -1 4 3 -"chromostatin", 1 -1 1 4 -"ß g ran in " , 1 -7 6 -"vasostatin", 347-419 
-  "parastatin" i "peptyd pochodny Cg A" złożony z aminokwasów leżących w SP-I w 
pozycji 1—40. Ten ostatni PR hamuje wydzielanie CT [13]. Przyjmuje się przy tym, 
że powstające PR z propeptydu SP-I modulują sekrecję endokrynnowych komórek na 
drodze autokrynnowej, parakrynnowej lub poprzez tzw. endocrine feedback mecha
nisms [17, 48, 54].

EKSPRESJA GENU CT/CGRP

Najlepiej poznano w komórkach C ekspresję genu CT/CGRP. Przy tym do niedaw
na opisywano tylko dwie drogi alternatywnego tworzenia dojrzałego mRNA z eks
onów pochodzących z genu CT/CGRP; dla CT był to CT mRNA, a dla CGRP -  CGRP 
m RNA [14, 50], Ustalono, że po transkrypcji powstaje z tego genu wielka cząsteczka 
pre-mRNA (hnRNA) wspólna dla obu dróg (rys. 1), złożona z 6 eksonów połączo
nych intronami. Dalsze przemiany w procesie dojrzewania tego RNA toczą się już 
odrębnymi drogami, gdyż w wyniku specyficznego enzymatycznego pocięcia pre- 
m RNA, a następnie alternatywnego składania z różnych eksonów -  1, 2, 3 i ulegają
cego poliadenylizacji eksonu 4 dla dojrzałego CT mRNA oraz z eksonów 1, 2, 3, 5 i 
poliadenylowanego eksonu 6 dla dojrzałego CGRP mRNA powstają te dwa rodzaje 
ostatecznego mRNA dla CT i CGRP (na rys. 1 oznaczone jako CT mRNA I i CGRP 
mRNA). Tak więc w tarczycy mogą powstawać równolegle oba rodzaje dojrzałego 
mRNA, natomiast w niektórych komórkach nerwowych wytwarzających PR i w 
części komórek należących do rozproszonego układu dokrewnego obserwuje się tylko 
jeden mechanizm dojrzewania RNA wiodący do wytworzenia CGRP mRNA. Komór
ki te są więc zdolne jedynie do syntezy CGRP. Jednak i tu są wyjątki, gdyż opisano 
wytwarzanie CT w komórkach głównych kłębka tętnicy szyjnej (carotid body) u 
człow ieka i małpy oraz w "neuroendokrynowych" komórkach płuc szczura [42, 47].
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Rys. 1. Trzy alternatywne drogi wytwarzania dojrzałego mRNA przy ekspresji "I genu CT/CGRP" 
(opracowanie w wersji nieco zmienionej, opartej na danych zawartych w doniesieniu Giscard-Dartevelle 
i wsp. [18]): numerowane prostokąty przedstawiają eksony, łączące je kreski introny, na czarno zazna
czono niekodujący RNA eksonów; skróty: PS = peptyd sygnałowy (signal peptide), NK = peptyd 
N-końcowy (NH2-terminal peptide), CT = kalcytonina, CGRP = peptyd pochodny genu kalcytoniny 
0calcitonin gene-related peptide), skrótami C I i C II oznaczono fragmenty prekursorów peptydów  

odpowiadające katakalcynie I i II (CCP I i CCP II) = polipeptydy C-końcowe (COOH-term inal poli-
peptides)

Niedawno wykryto jeszcze trzecią drogę wytwarzania dojrzałego RNA z genu 
CT/CGRP [ 1,18]. Jest ona obserwowana w prawidłowej tarczycy tylko w śladowych 
ilościach. Ta nowa droga syntezy, tzw. "CT mRNA II" jest charakterystyczna dla 
komórek "linii TT" otrzymanych z raka rdzeniastego tarczycy. Prowadzi ona do
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wytworzenia jeszcze trzeciego ostatecznego mRNA, powstającego równocześnie z 
poznanymi wcześniej CT mRNA I i CGRP mRNA (rys. 1). Ten nowy CT mRNA II 
jest matrycą do wytworzenia II prekursora peptydowego CT. CT mRNA II jest 
składany z wszystkich 6 eksonów, z tym, że w trakcie enzymatycznego cięcia i 
alternatywnego składania jest z niego wycinany i usuwany wraz z intronami duży 
fragment (na rys. 1 oznaczony jako 4 ” ) eksonu 4.

W szystkie trzy dojrzałe cząsteczki mRNA (CT mRNA I, CT mRNA II i CGRP 
mRNA) służą w procesie translacji jako matryce do wytworzenia trzech odrębnych 
prekursorowych dla PR polipeptydów. Zawierają one jednak także fragmenty RNA 
niekodujące, zaznaczone w przedstawionym schemacie na czarno.

W przypadku CT mRNA I eksony 2 i 3 zawierają kod struktury peptydu sygnało
wego (PS) i peptydu N H 2-końcowego inaczej N-końcowego (NK), a fragm ent 4 ’ z 
eksonu 4 dla CT i części początkowej C-końcowego peptydu (carboxyl terminal 
peptide  = katakalcyna I = COOH-końcowy peptyd), podczas gdy fragment 4 ”  dla 
jego części końcowej. Najpierw jednak powstaje duża cząsteczka prekursora pepty
dowego (I prekursor CT), z której w wyniku swoistej proteolizy są odszczepiane 
ostateczne PR. Z fragmentów oznaczonych na schemacie; NK, CT, C I powstają 
kolejno - peptyd N-końcowy, CT i CCP I, czyli peptyd C-końcowy (katakalcyna I).

W  komórkach C tarczycy w wyniku swoistego enzymatycznego rozkładu drugiego 
znanego od wielu lat prekursora PR -  na schemacie oznaczonego jako "prekursor 
CGRP" -  powstają dwa peptydy regulacyjne: peptyd N-końcowy oraz CGRP. Kod 
informacji o sekwencji aminokwasów w CGRP jest zawarty w eksonie 5, włączanym 
podczas alternatywnego składania w strukturę dojrzałego CGRP mRNA.

Ostatnio odkryty, dojrzały CT mRNA II zawiera w swoich 6 eksonach całość 
informacji genetycznej występującej w obu wcześniej opisanych dojrzałych posta
ciach mRNA. Jednak w trakcie dojrzewania CT mRNA II dochodzi do modyfikacji 
tej informacji przez wytworzenie kodonu stop. Strefa połączenia między regionem 4 ’ 
a eksonem 5 zmienia ramkę odczytu informacji genetycznej poprzez wprowadzenie 
nonsensownego kodonu na początku eksonu 5 (patrz kodon stop na schemacie). 
Kodon ten zapobiega translacji eksonu 5 kodującego strukturę CGRP na powstający 
prapeptyd (II prekursor CT). Tak więc przy translacji z CT mRNA II wykorzystany 
jest tylko początkowy fragment eksonu 5. Powstający w ten sposób II prekursor CT 
różni się od pierwszego końcową sekwencją ośmiu aminokwasów w obrębie frag
mentu oznaczonego na schemacie jako C II. Z tego właśnie fragmentu powstanie 
"nowy" CCP II po enzymatycznym rozbiciu prekursora. Pozostałe odcinki I i II 
prekursora są identyczne i odpowiadają za wytworzenie CT i peptydu N-końcowego.

W opisie genetycznych mechanizmów związanych z wytwarzaniem PR należy też 
wspomnieć, że dla niektórych z nich może istnieć więcej niż jedna kopia genu w 
genomie danego gatunku ssaka. Na przykład w genomie szczura i człowieka opisano 
po dwa odrębne geny CT/CGRP [6,16,43]. Z pierwszego z tych genów mogą powstać 
w tarczycy trzy omówione typy dojrzałego mRNA przedstawione na schemacie. Stąd
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tarczyca wytwarza z tego genu tak CT, jak i CGRP -  określany czasem jako CGRP
I. Natomiast z drugiego genu powstaje wyłącznie CGRP II mRNA, głównie w 
niektórych komórkach nerwowych i przysadce, toteż końcowym peptydem wytwa
rzanym przez te komórki będzie tylko CGRP II. CGRP I i II są produkowane w 
różnych proporcjach w poszczególnych tkankach. Różnią się one u człowieka trzema 
aminokwasami, a u szczura tylko jednym  [6], zachowują przy tym w każdym przy
padku niezmienioną biologiczną aktywność.

FUNKCJA PEPTYDÓW REGULACYJNYCH W TARCZYCY

M echanizm działania poszczególnych PR na terenie tarczycy poznano w różnym 
zakresie, a niektórych nie badano pod tym względem wcale. Przy tym w czasie badań 
często trudno odróżnić, kiedy obserwujemy bezpośrednie działanie PR na komórki C 
lub F, a kiedy jest to efekt pośredni np. poprzez rozszerzenie naczyń i silny wpływ 
inotropowy, jak  to się stwierdza w przypadku CGRP [16]. Są jednak doniesienia 
potwierdzające bezpośredni wpływ CGRP na komórki nabłonkowe tarczycy mające 
swoiste receptory błonowe wiążące ten peptyd, jak to zaobserwowano u świni [12], 
Przy czym stwierdzone tu stymulacyjne działanie CGRP na sekcję CT może wynikać 
zarówno z autokrynnych, jak i innych mechanizmów, np. wpływu peptydergicznych 
zakończeń nerwowych oraz złożonych hormonalnych reakcji wiodących do homeo
stazy w obrębie tego gruczołu. CGRP może docierać do komórek docelowych w 
tarczycy różnymi drogami, jak  też różne jest jego pochodzenie. W dodatku peptyd ten 
jest zawsze wydzielany łącznie z innymi PR i praktycznie nie obserwuje się na terenie 
tarczycy jego "czystego" oddziaływania [4]. Dotyczy to zarówno CGRP wydzielane
go z peptydergicznych zakończeń nerwowych, jak i z komórek C. We włóknach 
nerwowych CGRP koegzystuje zazwyczaj z galaniną i SP, natomiast z komórek C 
jest on wydzielany wspólnie z kilkoma innymi PR [4]. Stąd też wyniki prób ustalenia 
funkcji tego peptydu w tarczycy są zaskakująco różne. Oprócz stymulującego wpływu 
CGRP na wydzielanie CT, a w pewnych warunkach T3 i T4 [12], obserwowano np., 
że CGRP, CT i katakalcyna stosowane oddzielnie u myszy nie wywierają wpływu na 
sekrecję hormonów tarczycowych, natomiast podane łącznie mają działanie hamujące 
na stymulowaną przez TSH sekrecję tych hormonów [2]. Także procesy wzrostowe 
tarczycy są hamowane przez CGRP i CT [40], chociaż efekt ich działania jest wyraźnie 
słabszy od silnie hamującego wpływu ST [55],

Funkcja somatostatyny (ST) w tarczycy nie budzi wątpliwości. W iadomo jest, że 
peptyd ten przekazywany jest drogą parakrynnową z komórek C do F i tu wyraźnie 
hamuje stymulowaną przez TSH sekrecję hormonów tarczycy [4]. ST hamuje również 
silnie procesy wzrostowe tego gruczołu [32, 55].

W iele prac poświęcono roli VIP w tarczycy, jednak osiągnięte wyniki badań są 
niejednoznaczne. W zależności od warunków doświadczenia VIP wykazuje wg
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Lewińskiego [32] "zróżnicowany wpływ na procesy wzrostowe tarczycy". M oże to 
być raz wpływ hamujący, innym razem pobudzający. Na przykład dożylnie lub 
dotarczycowo podany VIP stymuluje procesy wzrostowe tarczycy. " Wynik ten wiąże 
się zapewne z naczyniorozszerzającym działaniem tego neuropeptydu i w następstwie, 
zwiększeniem dostępności tarczycy dla dopływających różnych czynników pobudza
jących wzrost gruczołu" -  cyt. za Lewińskim [32]. Z kolei w doświadczeniu in vitro 
VIP działając bezpośrednio na komórki F hamuje procesy wzrostowe [33].

Przyjmuje się, że VIP jest najsilniejszym stymulatorem wydzielania hormonów 
tarczycy [4, 5, 25, 32]. Działa on nie tylko przez rozszerzenie wewnątrztarczycowych 
naczyń krwionośnych, ale również bezpośrednio przez swoiste receptory komórek F. 
W naturalnych warunkach peptyd ten nie działa sam. We włóknach ściśle przylega
jących do komórek F, a zawierających peptyd VIP stwierdza się zawsze również PHI 
[4, 22]. W tej sytuacji stymulujące działanie obu tych peptydów na sekrecję horm o
nów tarczycy należałoby rozpatrywać łącznie. Jednak badany oddzielnie PHI w yka
zuje znacznie mniej wyraźne tego typu działanie, podobnie zresztą jak  helodermina, 
GRP, a także SP [4, 32].

Także pozostałe PR wydzielane są zazwyczaj łącznie z innymi, np. galanina 
towarzyszy zwykle, we włóknach nerwowych, SP lub CGRP, a neuromedyna U, SP-I, 
TRH, peptyd N-końcowy, CCP-I i II ulegają sekrecji z komórek C łącznie z C T i 
CGRP [4, 15, 18, 23],

Porównanie oddziaływania PR wykazuje także, że VIP najsilniej wzmaga prze
pływ krwi przez tarczycę, podobnie działa CGRP, a najsłabiej PHI i helodermina [ 16, 
25, 26, 32]. Przeciwny efekt zmniejszenia przepływu krwi przez naczynia zaobser
wowano po zastosowaniu NPY [32]. Neuromedyna U została opisana w tarczycy jako 
niewątpliwy "parakrynny regulator", gdyż jej sekrecja ulega wyraźnej zmianie wraz 
ze zmianą stanu aktywności komórek pęcherzykowych [15]. Dokładna ocena funkcji 
neuromedyny U w tarczycy jest trudna, ponieważ na jej bezpośrednie działanie 
nakładają się także efekty wpływów pośrednich. Przede wszystkim jest to peptyd 
podwyższający ciśnienie krwi przez zmiany w napięciu mięśni naczyń i akcji serca. 
A zatem i tą pośrednią drogą dochodzi do zmiany w czynności tarczycy.

Oba PR wydzielane przez komorki F: peptyd natriuretyczny (ANP) i endotelina-1 
(ET-1) mają prawdopodobnie podobny mechanizm działania [11], Badając ANP 
stwierdzono, że peptyd ten (wiążąc się ze swoistymi receptorami komórek F) hamuje 
w drodze autokrynnowej stymulowaną przez TSH i VIP sekrecję hormonów tarczy
cowych [3 ,4 ,41]. Natomiast dla niedawno wykrytej ET-1 ustalono jedynie, że działa 
ona na terenie łożyska naczyniowego; wywołuje tu skurcz mięśni gładkich oraz 
proliferację naczyń. Określono ją  jako "autokrynowo/parakrynowy czynnik wzrosto
wy" (autocrine/paracrine growth fac tor) przenikający do miocytów z komórek 
śródbłonkowych w drodze parakrynnowej sekrecji, a do wytwarzających go komórek 
śródbłonka powracający i stymulujący ich rozrost jako produkt autokrynnowej sekre-
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cji. Te same mechanizmy oddziaływania E T -1 w drodze autokrynowo/parakrynowej, 
są m ożliwe i w tarczycy [ 11 ].

Szczegóły wewnątrzkomórkowego działania PR w tarczycy są mało poznane. 
Przypuszcza się, że PR odgrywają głównie rolę w ekspresji lub przejściowym wyłą
czaniu genów odpowiedzialnych za czynność sekrecyjną lub proliferację [38, 39]. PR 
są przy tym przekazywane najczęściej w drodze parakrynowej, z wytwarzających je 
komórek C, do sąsiednich komórek F mających odpowiednie receptory błonowe. 
Równocześnie niektóre PR mogą działać także w drodze autokry nowej, gdy wytwa
rzająca dany peptyd komórka C lub nawet F ma odpowiednie receptory na błonie 
komórkowej. Część omawianych peptydów może przez tzw. "autokrynowe ujemne 
sprzężenie zwrotne" uczestniczyć w procesach hamowania sekrecji [4, 11]. Zakłada 
się, że powstające w nadmiarze ostateczne peptydy -  produkty końcowe ekspresji 
danego genu, hamują zwrotnie dalszą jego ekspresję. W ytworzone na podstawie genu 
CT/CGRP peptydy wchodzą na różne drogi dalszych przemian biochemicznych. CT 
i CGRP, jako bardzo aktywne biologicznie hormony, znajdują liczne swoiste recep
tory także w odległych od tarczycy tkankach i dzięki temu są szybko usuwane z 
otoczenia komórek C. Natomiast stężenie peptydów N i C-końcowych narasta w 
czasie trwania ekspresji tego genu. Powoduje to zahamowanie dalszej "nadmiernej" 
ekspresji genu CT/CGRP przez zadziałanie ujemnego sprzężenia zwrotnego.

INNE CZYNNIKI REGULACYJNE

Podstawowa regulacja czynności tarczycy mieści się w kręgu współzależności 
hormonalnych, w obrębie osi podwzgórze-przysadka-tarczyca (P-P-T) i jest realizo
wana przez mechanizmy sprzężenia zwrotnego. M odulacja tych wzajemnych powią
zań może wynikać z wpływu wielu zewnętrznych dla tego układu czynników, dzia
łających na różnych piętrach osi P-P-T.

Od dawna jest znany bezpośredni wpływ na komórki tarczycy neurotransmiterów 
pochodzących z zakończeń nerwowych andrenergicznych, cholinergicznych i pepty- 
dergicznych [4, 31, 32], Ponadto w ostatnich latach opisano także podobne działanie 
niektórych czynników wzrostu i cytokin [4, 8, 27, 35, 37]; początkowo sądzono, że 
regulują one tylko procesy wzrostu i różnicowania się komórek, jednak najnowsze 
badania wykazują ich wpływ również na sekrecję komórek F [4, 37].

W śród przebadanych i wykazujących wymienione efekty regulacyjne w tarczycy 
są: naskórkowy czynnik wzrostu (EGF), insulino podobny czynnik wzrostu-I i II 
(IGF-I i II), czynnik martwicy now otw oru-a (TN F-a), interleukina-1 (IL-1) oraz 
interferony [4, 8, 37],

Jest oczywiste, że TSH -  podstawowy hormon regulujący sekrecję komórek F -  
nie działa w izolacji, a skuteczność jego stymulującego wpływu zależy od szeregu 
innych hormonów i aktywnych biologicznie peptydów. W tym zamkniętym obiegu
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wzajemnych współzależności, istotną rolę odgrywają czynniki wzrostowe. D odatko
wa produkcja tych czynników w komórkach F ułatwia ich szybką interwencyjną 
współpracę z TSH przez autokrynnowe działanie. IGF odgrywają np. kluczową rolę 
w regulacji mechanizmów, dzięki którym TSH zapewnia transport jodu i jego orga- 
nifikację w pęcherzykach tarczycy [37].

Polipeptydy, zwane cytokinami powstają głównie w układzie immunologicznym i 
pełnią tu podstawową rolę w koordynacji działania całego układu przez inicjowanie, 
stymulowanie lub hamowanie szeregu procesów. Ostatnio przypisuje się im także rolę 
pośredników między układem immunologicznym a dokrewnym [8].

Lista wydzielanych przez komórki C różnorodnych peptydów ulega stale wydłu
żeniu [18, 28, 36, 37], a wśród nich pojawiają się nowe PR. Ta wyjątkowa zdolność 
komórek C do wytwarzania różnych PR musi mieć fizjologiczne przyczyny. Już na 
wstępie tej pracy założyliśmy, że charakterystyczne dla ssaków parafolikularne uło
żenie komórek C i ich ścisła więź w rozmieszczeniu przestrzennym z komórkami F 
świadczy o wzajemnej czynnościowej współzależności. Potwierdzają to także zebrane 
w naszym opracowaniu dane o funkcji poszczególnych PR na terenie tarczycy. 
W prawdzie pozostało jeszcze wiele wątpliwości co do roli niektórych z nich, to jednak 
ogólnie badacze akceptują już koncepcję wyznaczającą PR udział w mechanizmach 
wewnątrztarczycowej regulacji czynności sekrecyjnej [4, 7, 9, 18, 28].
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TERAPIA GENOWA W LECZENIU NOWOTWORÓW

GENE THERAPY IN CANCER

Radosław ZAGOŻDŻON, Jakub GOŁĄB 

Zakład Immunologii, Instytut Biostruktury, Akademia M edyczna w W arszawie

Streszczenie. Mając do dyspozycji metody pozwalające na ingerencję wgłąb zjawisk genetycznych 
zachodzących wewnątrz komórki, badacze starają się wykorzystać je w próbach leczenia nowotworów, 
w których związek ze zmianami w obrębie genomu komórkowego jest już obecnie dobrze dowiedziony. 
Opracowano różnorodne strategie terapii nowotworów z wykorzystaniem metod wprowadzania genów  
do komórek zarówno prawidłowych, jak też nowotworowych. Poszczególne metody opierają się na 
modyfikacji genetycznej limfocytów naciekających nowotwór, komórek nowotworowych bądź fibro- 
blastów pobranych ex vivo (tzw. szczepionki przeci wnowotworowe) lub też komórek guza pozostających 
w obrębie organizmu. Próbuje się również chronić leczony organizm przed skutkami ubocznymi 
stosowania tradycyjnych chemioterapeutyków przeciwnowotworowych. Nadzieję budzą także badania 
nad zaburzaniem ekspresji genów odpowiadających za nowotworowy charakter wzrostu komórki. Do 
tego celu używa się antysensownych oligonukleotydów badź też rybozymów. Część z opisanych strategii 
została już zatwierdzona do wstępnych prób w terapii nowotworów u ludzi.

Summary. During the last decade the genetic background o f 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 o f  such methods has been recently designed. The main strategies in gene therapy o f cancer are: 
genetic engineering o f 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 o f the strategies 
are focused on protecting the treated organism from side effects o f classical chemotherapy. They also 
use antisense oligonucleotides and ribozymes to interfere with the expression o f some genes responsible 
for neoplastic cell growth. Some o f the strategies described here have been already approved for clinical 
trials.

Wykaz skrótów: BCG -  szczepionka z żywych atenuowanych prątków M ycobacterium tuberculosis; 
CTL -  cytotoksyczny limfocyt T; GM-CSF -  czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytów i 
makrofagów; HSV-TK -  kinaza tymidynowa wirusa opryszczki zwykłej; IGF -  insulinopodobny 
czynnik wzrostu; IL -  interleukina; INF -  interferon; LAK -  komórka cytotoksyczna aktywowana 
limfokiną; MAGE -  gen związany z czerniakiem; MCP -  monocytarny chemotaktyczny czynnik 
białkowy; M -C S F - czynnik stymulujący tworzenie kolonii makrofagów; MDR -  cząsteczka oporności
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na leki; MHC 1 -  główny układ zgodności tkankowej; NeoR -  gen oporności na neomycynę, NK -  
naturalna komórka cytotoksyczna; TAA -  antygen związany z nowotworem; TCR -  receptor limfocytu 
T; T G F - transformujący czynnik wzrostu; TIL -  limfocyt naciekający nowotwór; TNF -  czynnik 
martwicy nowotworu; VDEPT -  terapia z użyciem wektora wirusowego wykorzystująca enzym i 
prekursor leku (ang. virus- directed  enzyme/prodrug therapy)

Rozwijane techniki terapii genowej wzbudzają dużą nadzieję jako skuteczne na
rzędzia w walce z nowotworami. Obecnie wydaje się, że modele terapii guza oparte 
w głównej mierze na leczeniu chirurgicznym, radioterapii oraz chemoterapii osiągają 
swój szczyt możliwości, dając wciąż nie zadowalające wyniki. Stosunkowo najlepsze 
wyniki uzyskiwane przez chirurgów zawodzą w obliczu specyficznej zdolności no
wotworów do tworzenia przerzutów. Podstawową wadą dwóch pozostałych metod są 
ogromne efekty uboczne, nie pozwalające na zastosowanie dawek zapewniających 
pełne wyleczenie. Z tych powodów świat nauki coraz intensywniej poszukuje strategii 
cechujących się wyższą swoistością w stosunku do komórek nowotworu. Najlepsze 
pod tym względem wydają się być oczywiście techniki immunoterapii. Różnią się one 
od dotychczasowych podejść, gdyż w większości z nich nie stosuje się środków 
bezpośrednio niszczących komórki guza. Idea tych strategii opiera się na wykorzy
staniu własnych mechanizmów obronnych chorego organizmu.

Wiele obserwacji potwierdza, że przynajmniej na komórkach niektórych nowo
tworów istnieją swoiste antygeny nowotworowe, np. produkty zmutowanych onko- 
genów, i że organizm gospodarza rozwija odpowiedź immunologiczną mającą na celu 
zniszczenie tkanki nowotworowej. Po pierwsze, w guzach litych często stwierdza się 
nacieki komórek układu immunologicznego, co uważane jest zresztą za korzystny 
wskaźnik prognostyczny [33, 46]. Po drugie, sporadycznie obserwuje się samoistną 
regresję najbardziej immunogennych nowotworów, np. czerniaka czy raka nerki. 
Kolejnym dowodem jest fakt częstszego występowania nowotworów u chorych 
poddawanych immunosupresji [52] i u osób ze znacznymi niedoborami immunolo
gicznymi [3].

Niestety, po fali entuzjazmu okazało się, że w miarę proste modele immunoterapeu- 
tyczne, takie jak  ogólnoustrojowe podawanie cytokin [25] czy terapia komórkami 
LAK (są to aktywowane IL-2 komórki cytotoksyczne, najczęściej typu NK)[72], nie 
są w stanie spełnić pokładanych w nich nadziei z powodu znacznych efektów 
ubocznych. W trakcie tych doświadczeń zdano sobie sprawę, że układ immunologi
czny gospodarza wymaga nie tylko silnej, ale i swoistej stymulacji, aby odpowiedź 
immunologiczna przeciwko nowotworowi przyniosła oczekiwane rezultaty. Rozwi
nięto więc całą gamę modyfikacji zmierzających do osiągnięcia tego celu. W licznych 
spośród nich wykorzystano techniki terapii genowej. Najczęściej stosowaną obecnie 
techniką transferu genowego (ang. gene transfer) w terapii nowotworów jest wpro
wadzanie genów do komórek z użyciem wektorów retrowirusowych [5]. Przy stoso
waniu tej metody uzyskuje się średnio ok. 50% wydajność, tzn. w hodowli ko
mórkowej udaje się infekować około połowy komórek. Podobnie niewydajne są
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techniki z wykorzystaniem liposomów lub innych nośników mających ułatwiać 
wnikanie fragmentów kwasów nukleinowych do komórek [32],

W najbardziej rozpowszechnionych podejściach do problemu immunomodulacji 
wykorzystuje się ex vivo komórki limfatyczne naciekające nowotwór lub też komórki 
samego guza, zarówno po uprzednim ich pobraniu (rys. 1), jak i in situ.

Rys. 1. Schemat modeli terapii genowej 
nowotworów przy wykorzystaniu komó
rek chorego modyfikowanych genetycz
nie ex vivo\ po lewej przedstawiona jest 
strategia stosowania lim focytów nacieka
jących nowotwór (T1L), prawa część ry
sunku prezentuje schemat podejść okre
ślanych jako "szczepionki przeciwnowo- 

tworowe"

TERAPIA KOMÓRKAMI NACIEKAJĄCYMI NOWOTWÓR (TIL)

W wielu nowotworach stwierdza się obecność normalnych komórek limfocytar- 
nych. W piśmiennictwie anglojęzycznym komórki takie określa się skrótem TIL. 
Stwierdzono, że komórki TIL zastosowane w podobnym modelu do tego, który 
wykorzystywał komórki LAK, wykazywały się większą skutecznością [57,58]. Zało
żeniem początkowym było, że limfocyty naciekające nowotwór potrafią swoiście 
rozpoznawać antygeny w kontekście cząsteczek układu MHC na komórkach nowo
tworu i po powtórnym umieszczeniu ich w organizmie będą ponownie wykazywały 
zdolność do naciekania skupisk komórek nowotworowych. Zostało to doświadczalnie 
potwierdzone przez Rosenberga i wsp., dzięki wprowadzeniu do TIL bakteryjnego 
genu markerowego (NeoR). W ykorzystano w tym celu metodę przenoszenia genów 
przy pomocy retrowirusów. Badając uzyskiwane po pewnym czasie fragmenty guza 
stwierdzono w nich obecność komórek wykazujących ekspresję genu markerowego, 
potwierdzając w ten sposób słuszność pierwotnego założenia [56]. Przy okazji dowie
dziono, że stosowana metoda transferu genowego nie wpływa w znaczący sposób na
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właściwości komórek TIL. Zaczęto więc opracowywać modele mające na celu spo
tęgowanie przeciwnowotworowego działania komórek TIL.

Pierwszym genem wybranym w tym celu był gen dla TNF. Sam TNF przy 
podawaniu ogólnoustrojowym wykazywał wyraźne działanie przeciwnowotworowe, 
jednak stężenia stosowane na zwierzętach były ok. 50-krotnie wyższe od stężeń 
tolerowanych u ludzi. Limfocyty TIL miały pełnić rolę "konia trojańskiego", wcho
dząc do guza i produkując TNF w lokalnie dużych stężeniach. W roku 1990 wprow a
dzono model z komórkami TIL transdukowanymi genem dla TNF do badań kli
nicznych. Obecnie jest zbyt wcześnie, aby móc jednoznacznie ocenić skuteczność tej 
metody, jednak wydaje się, że nie spełnia ona w pełni oczekiwań badaczy. Praw do
podobnie przenoszenie genu przy pomocy użytego wektora retrowirusowego nie jest 
w stanie zapewnić zadowalającego poziomu wydzielania TNF przez limfocyty [31]. 
W dalszym ciągu poszukuje się sposobów rozwiązania tego problemu, np. przez 
zastąpienie regionu kodującego w genie dla TNF odcinek transbłonowy sekwencją 
kodującą w INF-y peptyd sygnałowy. Produkt genu dla TNF jest białkiem o masie 
26 kDa, z którego powstaje w dalszym etapie białko o masie 17 kDa wydzielane przez 
limfocyt do otoczenia. Białko o masie 26 kDa zawiera w przeciwieństwie do formy 
wydzielniczej odcinek transbłonowy i nie jest wydzielane do otoczenia. Po usunięciu 
w genie dla TNF fragmentu kodującego region transbłonowy i wstawieniu w to 
miejsce sekwencji odpowiedzialej za produkcję peptydu sygnałowego w cząsteczce 
INF-y (spodziewano się przez to uzyskać ułatwione przenikanie produktu do siateczki 
endoplazmatycznej limfocytu) uzyskano 5-krotny wzrost wydzielania TNF przez TIL 
[31]. Doświadczenie to przeprowadzono in vitro, nie próbując oceniać wyników 
stosowania tej metody w terapii.

Innymi kandydatami do transdukcji komórek TIL są IL-2, IL-4 czy INF-y. Ten 
ostatni na przykład miałby stymulować ekspresję cząsteczek MHC klasy I na kom ór
kach guza oraz dodatkowo aktywowałby właściwości cytotoksyczne TIL.

Ciekawą próbą modyfikacji limfocytów naciekających nowotwór jest wprow adze
nie do nich genów dla chimerycznych receptorów TCR powstałych przez fuzję 
sekwencji kodujących fragmenty kompleksu TCR/CD3 i genów dla części zmiennych 
immunoglobulin przeciwko antygenom nowotworowym. Stosujący tę metodę bada
cze liczą na zwiększenie swoistego gromadzenia się komórek TIL w skupiskach 
komórek nowotworowych [17].

MODYFIKACJE KOMÓREK NOWOTWOROWYCH EX VIVO -  
SZCZEPIONKI PRZECIWNOWOTWOROWE

Idea szczepionek przeciwnowotworowych wywodzi się z obserwacji nad skutecz
nością szczepień przeciwko wielu chorobom zakaźnym. Celem w tych modelach 
terapii jest wykształcenie w organizmie skutecznej odpowiedzi immunologicznej 
przeciwko antygenom związanym z nowotworem, przejawiającej się zniszczeniem
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komórek guza rozwijającego się w szczepionym organizmie. Obecnie uważa się, że 
największe znaczenie w mechanizmie odrzucania nowotworu odgrywa odpowiedź 
immunologiczna typu komórkowego [22] i ta odpowiedź powinna być przede wszy
stkim stymulowana przy pomocy szczepionek.

Pojęcie antygenów związanych z nowotworem (TAA) nie jest nowe. Już w 
1909 r. Paul Erlich podejrzewał ich istnienie. Przez następne dziesięciolecia próbo
wano przy pomocy różnych metod identyfikować i charakteryzować poszczególne 
antygeny tego typu. Do niedawna jednak nie udawało się uzyskać oczyszczonych 
TAA wykazujących się zadowalającą skutecznością w modelach szczepień prze- 
ciwnowotworowych. M etodą z wyboru było wprowadzanie atenuowanych (pozba
wionych, najczęściej przez napromieniowanie, zdolności do tworzenia guza) komórek 
nowotworowych pobranych uprzednio w czasie zabiegu chirurgicznego. N iedosko
nałość takiego podejścia polega na dostarczaniu do organizmu wielu antygenów 
równocześnie, wśród których tylko część stanowią antygeny związane z nowotworem, 
pozostałe stanowią zbędny balast. Co więcej, odpowiedź immunologiczna przeciwko 
tym dodatkowym antygenom może zagłuszyć reakcję na TAA. Niewątpliwą zaletą 
jest natomiast wprowadzanie dokładnie takiego zestawu antygenów, jaki charakte
ryzuje komórki danego guza. Ma to duże znaczenie przy uwzględnieniu heterogen- 
ności fenotypów nowotworowych, nawet wśród nowotworów wywodzących się z tej 
samej tkanki.

W początkowych badaniach bardzo szybko zaobserwowano, że wprowadzanie 
szczepionek zawierających wyłącznie napromieniowane komórki nowotworowe naj
częściej nie jest w stanie skutecznie przełamać istniejącej w organizmie gospodarza 
alergii w stosunku do antygenów nowotworowych. Przyczyną tego jest prawdopo
dobnie brak tzw. "drugiego sygnału" (kostymulacji) do aktywacji limfocytów rozpo
znających antygeny na niemodyfikowanych komórkach nowotworowych. Następ
nym etapem było więc wprowadzanie kolejnych modyfikacji w celu zwiększenia 
immunogenności wprowadzanych komórek. Jednym ze sposobów było umieszczanie 
w składzie szczepionki adiuwantów (np. BCG [23]). Techniki inżynierii genowej 
pozwoliły na modyfikację samych komórek guza przy pomocy różnych genów.

Kandydatami do genetycznej modyfikacji komórek nowotworowych są np. auto- 
logiczne cząsteczki MHC obu klas. W latach osiemdziesiątych wykazano na myszach, 
że transfekcja komórek nowotworu genem dla MHC klasy I (komórki te nie wykazy
wały przed modyfikacją ekspresji cząsteczek MHC klasy I) powoduje zmniejszenie 
zdolności tych komórek do tworzenia guza i dawania przerzutów [30, 71]. Dalsze 
prace, uwzględniające szerszą gamę nowotworów nie potwierdziły jednak jednozna
cznej zależności pomiędzy ekspresją wprowadzonego genu dla MHC klasy I a 
zwiększoną immunogennością komórek [50]. U podłoża tego zjawiska może leżeć 
fakt, że komórki odznaczające się zmniejszoną ekspresją cząsteczek MHC na swojej 
powierzchni są bardziej podatne na cytotoksyczne działanie komórek NK. Jeżeli przez 
modyfikację genetyczną zwiększymy ekspresję cząsteczek MHC klasy I na komór-
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kach nowotworów nie mających wystarczająco immunogennych antygenów zw iąza
nych z nowotworem (TAA), wtedy takie komórki wymykają się spod kontroli NK, 
nie stając się jednocześnie wrażliwszymi na działanie swoistych limfocytów T cyto- 
toksycznych.

Prowadzono również prace nad wprowadzaniem do komórek nowotworowych 
genów dla cząsteczek MHC klasy II. W ykazano w tych pracach, iż ekspresja tych 
cząstek na powierzchni komórek nowotworowych może powodować zmniejszenie 
ich zdolności do tworzenia guza z towarzyszącą odpowiedzią przeciwko now otw oro
wi macierzystemu [51]. W ciąż nie do końca jest jasny mechanizm tego zjawiska, gdyż 
na powierzchni komórek nowotworu brak jest cząsteczek związanych z kostym ulacją 
pomocniczych limfocytów T. Cząsteczki takie, np. B7/BB1 (CD80), występują na 
"profesjonalnych" komórkach prezentujących antygen, takich jak limfocyty B, ma- 
krofagi czy komórki dendrytyczne. Nie dziwi zatem fakt wykazania zwiększenia 
immunogenności komórek nowotworowych z wprowadzonymi równocześnie genami 
dla MHC klasy II i B7 [2]. Stwierdzono natomiast, że brak kostymulacji związanej z 
cząsteczką B7 w czasie przekazywania sygnału limfocytowi T za pośrednictwem 
szlaku kompleksu TCR/CD3 może prowadzić do zbyt słabej aktywacji limfocytu T, 
bądź też do wykształcenia stanu anergii [60], Każe to przypuszczać, że odpowiedź 
immunologiczna przeciwko komórkom nowotworowym transdukowanym wyłącznie 
genem dla MHC klasy II wywoływana jest przez inne, nie poznane dotychczas 
dokładnie mechanizmy.

Rola, jaką cząsteczka B7/BB1 odgrywa w procesie aktywacji limtocytów T, 
uczyniła z niej poważnego kandydata do transferu genowego do komórek guza w 
szczepionkach przeciwnowotworowych. Cząsteczka B7 łączy się ze swoim ligandem 
na powierzchni limfocytu T, CD28, w czasie prezentacji limfocytowi antygenu na 
cząteczkach obu klas MHC. CD28 jest uważana za receptor o dużym znaczeniu w 
kostymulacji limfocytu T [2,43]. Związanie się CD28 z B7 prowadzi w limfocycie do 
stabilizacji mRNA dla różnych cytokin, których produkcja wywoływana jest przez 
aktywację na szlaku TCR/CD3 [60]. Innym ligandem dla B7 znajdującym się na 
powierzchni limfocytu T jest cząsteczka CTLA4 o dotychczas nie poznanej dokładnie 
funkcji. Kilku laboratoriom udało się wykazać, że transfekcja komórek guza genem 
dla B7 powoduje znaczne zmniejszenie ich zdolności do tworzenia guza po podaniu 
ich syngenicznemu zwierzęciu. Dodatkowo zwierzęta te stawały się odporne na 
wprowadzanie do nich niemodyfikowanych komórek guza macierzystego [2,6,68]. W 
pracach tego typu koncentrowano się na roli B7 w fazie indukcji odpowiedzi komór
kowej przeciwko antygenom nowotworowym. Ostatnio wykazano również (posługu
jąc się linią nowotworową nie wykazującą ekspresji cząsteczek MHC klasy II) udział 
B7 bezpośrednio w fazie efektorowej odpowiedzi immunologicznej [54], W iadomo 
również, że efekt wzmocnienia odpowiedzi komórkowej po transdukcji cząsteczki B7 
do komórek szczepionki przeciwnowotworowej zależny jest od immunogenności 
samych komórek. Zdolność do tworzenia guza przez linie nowotworowe o niskiej
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immunogenności jest w mniejszym stopniu ograniczana po wprowadzeniu do komó
rek genu dla B7 niż ma to miejsce przy liniach bardziej immunogennych [7].

Bardzo liczne są również prace, w których wykorzystuje się przenoszenie do 
komórek nowotworowych ex vivo genów dla różnych cytokin [10]. Udało się uzyskać 
wzmożenie odpowiedzi układu odpornościowego przeciwko komórkom nowotworo
wym transfekowanym genami dla IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IFN -a, INF-y, T N F -a oraz 
GM -CSF [1, 18, 26, 27, 50, 53]. Różne są mechanizmy uzyskania tego efektu oraz 
jego nasilenie. Należy zaznaczyć, że istnieją poglądy podważające sens wprowadza
nia genów dla cytokin z użyciem technik przenoszenia genów. Podstawą jest fakt 
braku istotnych różnic między skutecznością szczepionek modyfikowanych genety
cznie a podawaniem atenuowanych komórek guza wraz z adiuwantami (np. Coryne- 
bacterium parvum ) [28]. Niemniej jednak techniki przenoszenia genów dla cytokin 
do komórek guza ex vivo, niezależnie od ich wykorzystania w klinice, są ważnym 
narzędziem w rękach badaczy zajmujących się rolą i mechanizmami działania po
szczególnych cytokin w trakcie odpowiedzi immunologicznej przeciw nowotworowi. 
Postępy w tej dziedzinie stwarzają większe możliwości modelowania odpowiedzi 
układu odpornościowego. Dzięki tego typu badaniom udało się np. ustalić, że w 
skupiskach komórek nowotworowych produkujących IL-2 stwierdza się nacieki, w 
których skład wchodzą zarówno różne populacje limfocytów T oraz komórek NK, jak 
też neutrofile wraz z eozynofilami [35]. Natomiast w przypadku IL-4 guzy są w 
krótkim czasie (8-18 godzin) naciekane prawie wyłącznie przez eozynofile, czego 
następstwem jest niszczenie komórek nowotworu [66], pozwalając wnioskować o roli 
leukocytów kwasochłonnych stymulowanych IL-4 w reakcji układu immunologicz
nego na nowotwór. Oprócz wykazania stymulującego wpływu niektórych cytokin na 
mechanizmy obronne wycelowane w komórki guza, stwierdzono również, że część 
mediatorów reakcji immunologicznej nie wywiera znaczącego wpływu na ten proces 
(IL-5 [39], IL-10 [65]) lub też wręcz go hamuje (TGF-ßj [67]).

N iemałe znaczenie ma także ustalenie, czy efekt wywoływany przez daną cytokinę 
ogranicza się do odpowiedzi typu lokalnego, powodującej zniszczenie komórek guza 
produkujących mediator oraz niespecyficznie innych komórek znajdujących się w 
sąsiedztwie (ang. bystander effect), czy też wiąże się z wywołaniem odpowiedzi 
systemowej przeciwko komórkom mającym te same antygeny, a znajdującym się w 
różnych częściach organizmu. Badania wskazują, że cytokiną działającą w pierwszym 
z wymienionych mechanizmów wydaje się być IL-4 [16], natomiast np. GM -CSF 
działa raczej potęgując odpowiedź ogólnoustrojową [16],
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TECHNIKI Z WYKORZYSTANIEM SZCZEPIONEK 
ZAWIERAJĄCYCH KOMÓRKI NIENOWOTWOROWE

Istnieje także podejście podobne do metod szczepienia genetycznie m odyfikowa
nymi komórkami guza, ale wykorzystujące komórki nienowotworowe. M a to miejsce 
przy próbach leczenia nowotworów związanych z zakażeniem wirusami HPV, zw ła
szcza typem 16. W ykazano na zwierzętach, że zastosowanie szczepionki zawierającej 
komórki fibroblastyczne z wprowadzonym genem dla białka E7 wirusa brodawczaka 
może prowadzić do wytworzenia odporności przeciwko wprowadzanym syngenicz- 
nym komórkom transformowanym wirusem HPV [8]. Próbuje się również podawać 
napromieniowane, niemodyfikowane komórki nowotworów zmieszane z fibroblasta- 
mi, do których wprowadzano geny dla cytokin (np. IL-2 lub IL-4) [13]. Zaletą tego 
typu metod jest łatwość w prowadzeniu hodowli komórek fibroblastycznych w 
porównaniu z hodowlą różnorodnych linii wywodzących się z leczonych nowotwo
rów.

NOWOCZESNE METODY IZOLACJI TAA

Z powodu niedoskonałości metod, w których wykorzystuje się całe komórki 
nowotworowe, powadzone są wciąż prace mające na celu wyizolowanie i scharakte
ryzowanie TAA, zwłaszcza tych, które pozostają w związku z odpowiedzią immu
nologiczną typu komórkowego. Celem jest sporządzenie szczepionek uniwersalnych, 
których kombinacje będzie można stosować w leczeniu (a być może i w profilaktyce) 
różnych typów nowotworów. W chwili obecnej najlepiej poznanym pod tym wzglę
dem nowotworem jest czerniak, w którym opisano na poziomie molekularnym anty
geny rozpoznawane przez autologiczne, cytotoksyczne limfocyty T (CTL) [70], Przy 
użyciu technik transferu genowego i techniki opartej na selekcji komórek przez 
swoiście uczulone cytotoksyczne limfocyty T (rys. 2) udało im się sklonować gen 
odpowiedzialny za ekspresję na komórkach czerniaka antygenu MZ2-E. Gen ten 
nazwano MAGE-1 i wykazano, że jego ekspresja zachodzi w komórkach ok. 50% 
czerniaków, a także kilku innych typów nowotworów, nie zachodzi natomiast w 
zdrowych tkankach (wyjątkiem są jądra). Antygen MZ2-E powstaje przez prezen
tację nonapeptydu pochodzącego z produktu genu M A G E-1 przez cząsteczkę MHC 
HLA-A1 [69]. Niestety kodujący ją  gen nie jest najbardziej rozpowszechnionym 
allelem układu HLA (30% w populacji rasy kaukaskiej), a terapia przy użyciu 
szczepionki musiałaby się obecnie ograniczać do pacjentów wykazujących ekspresję 
właśnie tego allelu. Badacze liczą na to, że dzięki istnieniu sprawdzonej już metody 
klonowania genów dla TAA możliwa będzie identyfikacja na poziomie molekularnym 
kolejnych antygenów związanych z nowotworem mających znaczenie w odpowiedzi 
immunologicznej przeciw guzowi. Potwierdzeniem słuszności tych oczekiwań jest
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sklonowanie ostatnio genu MAGE-3, odpowiadającego za ekspresję na komórkach 
czerniaka antygenu nazwanego MZ2-D. Należy on, podobnie jak MAGE-1 do 
rodziny genów MAGE, a od MAGE-1 różni się częstszym występowaniem w czer
niaku (ok. 75%), co może decydować o jego większej przydatności w dalszych 
badaniach [19]. Wcześniej stwierdzono także występowanie odpowiedzi z udziałem 
CTL przeciwko fragmentom produktu genu dla tyrozynazy, enzymu biorącego udział 
w produkcji melaniny w melanocytach. Antygen ten prezentowany był w kontekście 
cząsteczki MHC HLA-A2 [4]. Kodujący ją  gen jest najczęstszym allelem w populacji 
rasy kaukaskiej (ok. 48%), co dawałoby dużą nadzieję na potencjalne zastosowanie 
wyżej opisanego antygenu, niemniej jednak przed ewentualnym wprowadzeniem go 
do prób klinicznych należy ustalić, jakie znaczenie może mieć wywołanie odpowiedzi 
autoimmunologicznej przeciwko zdrowym melanocytom ludzkiego organizmu.

Prace prowadzone nad szczepionkami przeciwnowotworowymi, pozwalając na 
identyfikację cząsteczek istotnych dla rozwinięcia skutecznej odpowiedzi imunologi- 
cznej, mają duże znaczenie dla badaczy koncentrujących się na modyfikacji komórek 
guza in vivo.

sporządzenie biblioteki

kotransfekcja do komórek 
nie wykazujących 

ekspresji antygenu

komórka wykazująca  
ekspresję antygenu  
rozpoznawanego x  
przez C TL *

selekcja komórek 
wykazujących ekspresję 
genu markerowego

ustalenie sekwencji 
i lokalizacja na mapie 
genomu

Rys. 2. Schemat nowoczesnej metody identyfikacji genów odpowiadających za występowanie na 
komórkach nowotworu antygenów związanych z nowotworem (TAA), przeciwko którym m ożliwe jest 
rozwinięcie swoistej odpowiedzi immunologicznej działającej przez cytotoksyczne lim focyty T(CTL); 
metoda ta pozwoliła m.in. na identyfikację genów MAGE-1 oraz MAGE-3 w komórkach czerniaka

człowieka
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MODYFIKACJE KOMÓREK NOWOTWOROWYCH IN  VIVO

Szczepionki nowotworowe często ograniczają liczbę nowo powstających przerzu
tów, natomiast o wiele rzadszym zjawiskiem jest efekt polegający na cofnięciu się 
przerzutów już istniejących w momencie szczepienia. Zjawisko to próbuje się w ywo
łać przez dostarczanie do komórek guza in vivo "genów samobójczych", tzn. pow o
dujących przez różnorodne mechanizmy śmierć komórek, w których zachodzi ich 
ekspresja.

Trudność w tych metodach sprawia opracowanie swoistej i wydajnej techniki 
wprowadzania genów do komórek nowotworu znajdujących się wewnątrz organizmu. 
Brak swoistości może dawać w rezultacie znaczne skutki uboczne terapii, natomiast 
zbyt niska wydajność może powodować nieskuteczność postępowania terapeutycz
nego. Swoistość próbuje się uzyskać łącząc wektory, przy pomocy których wprow a
dza się materiał genetyczny, z cząsteczkami swoiście rozpoznającymi antygeny na 
powierzchni komórek docelowych (np. fragmenty przeciwciał przeciwko TAA). 
Przykładem jest próba wprowadzania genów z użyciem retrowirusa ekotropowego 
(wirusy ekotropowe nie mają zdolności wnikania do ludzkich komórek) sprzężonego 
z przeciwciałami monoklonalnymi. Udało się w ten sposób uzyskać wprowadzenie 
genu do komórek, niemniej jednak metoda ta cechowała się niską wydajnością [59]. 
W planowaniu tego typu technik warto również uwzględnić wewnątrzkomórkowe 
czynniki decydujące o ekspresji wprowadzonego materiału genetycznego. M ożna np. 
zastosować promotor dla genu podlegającego wysokiej ekspresji tylko w komórkach 
nowotworowych (np. promotor CEA w rakach jelita grubego czy też promotor genu 
dla tyrozynazy w czerniakach). Jako źródło wektorów wirusowych w organizmie, 
zwłaszcza w modelu wykorzystującym wstrzyknięcie do guza, mogą służyć tak zwane 
komórki pakujące (komórki wydzielające do otoczenia wektory zawierające odpo
wiednie geny). Postępowanie takie ma miejsce np. przy wprowadzaniu genu dla 
wirusowej kinazy tymidynowej (HSV-TK) do guzów mózgu (patrz dalej) [49].

Repertuar genów nadających się do zastosowania w tego rodzaju metodach czę
ściowo pokrywa się z zestawem w technikach wprowadzania genów do komórek guza 
ex vivo (tab. 1). Kandytatami o potencjalnym zastosowaniu są geny dla różnych 
cytokin, np. IL-2, IL-4, IL-7, INF-y, TN F-a, GM -CSF czy też M CP-1. Dużą nadzieję 
wzbudza IL-4 jako cytokina o potencjalnej użyteczności w leczeniu guzów mózgu 
[66,74]. Alternatywą dla wprowadzania genów dla cytokin są strategie wykorzystu
jące geny dla białek wirusowych, kostymulatorów aktywacji limfocytów T (B 7/B B 1) 
lub allogenicznych cząsteczek MHC, w celu zwiększenia immunogenności komórek 
guza. U ludzi podjęto próby terapii, w których podawano doguzowo do powierzchow
nych skupisk komórek czerniaka gen dla cząsteczki MHC klasy I HLA-B7 (u osób 
nie mających tego allelu) pod postacią plazmidów zamkniętych w liposomach [48].

Zastosowanie genów dla cząsteczek stymulujących opowiedź systemową przeciw
ko TAA pozwala mieć nadzieję, że oprócz wywołania efektu cytotoksycznego w
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stosunku do komórek, w których zachodzi ekspresja wprowadzonych genów, uda się 
również spowodować eliminację komórek nowotworowych, do których nie powiodło 
się wprowadzenie genu, a znajdujących się w zasięgu pobudzonych mechanizmów 
układu immunologicznego (ang. bystander effect). Ma to szczególne znaczenie przy 
uwzględnieniu niskiej wydajności obecnie stosowanych technik wprowadzania ge
nów in vivo. Z tych też względów istnieją sądy stwierdzające, że nie miałoby sensu 
stosowanie genów supresji guza (patrz dalej) lub genów dla toksyn niewydzielniczych 
[61], gdyż według tych opinii nie są one w stanie wywoływać tego typu efektu.

TERAPIA W SYSTEMIE ENZYME-PRODRUG

Niejako zaprzeczeniem stwierdzenia kończącego poprzedni akapit jest podejście 
nazywane w skrócie VDEPT. Polega ono na wprowadzeniu do organizmu wektora 
składającego się z promotora dla genu podlegającego wysokiej ekspresji selektywnie 
w komórkach nowotworowych w połączeniu z genem dla enzymu powodującego 
powstanie z nietoksycznej substancji (ang. prodrug) związku powodującego śmierć 
komórki (rys. 3). Enzymami branymi pod uwagę są np. dezaminaza cytozyny (prze-

Rys. 3. Schemat terapii genowej nowotworów w systemie VDEPT; największe nadzieje pokłada się 
obecnie w wykorzystania tego rodzaju stategii w leczeniu nowotworów mózgu

http://rcin.org.pl



420 R. ZAGOŻDŻON, J. GOŁĄB

twarzająca 5-fluorocytozynę w 5-fluorouracyl [47]) czy też kinaza tym idynowa 
wirusów opryszczki HSV-TK (przetwarzająca wraz z normalnymi enzymami kom ó
rek ssaków gancyklowir w jego toksyczną pochodną [14]). Ciekawym zjawiskiem jest 
zaobserwowanie efektu zabijania komórek sąsiednich (bystander effect) przy zasto
sowaniu tego rodzaju metod [14]. Nie jest do końca poznany mechanizm odpowie
dzialny za ten efekt, jednakże główną rolę wydaje się odgrywać dyfuzja toksycznego 
związku z komórek transdukowanych genem dla enzymu aktywującego go do kom ó
rek sąsiadujących. Dalsze badania wykazały dosyć dużą skalę tego zjawiska. Przypu
szcza się mianowicie, że przy wywołaniu ekspresji genu dla HS V-TK w 10% komórek 
guza w 50% przypadków możemy spodziewać się całkowitej eliminacji nowotworu 
[13].

Ogromną zaletą VDEPT jest również brak zauważalnej systemowej toksyczności 
wprowadzonych leków. Naturalnym następstwem tak obiecujących rezultatów na 
modelach zwięrzęcych (głównie na szczurach) są próby wprowadzenia VDEPT do 
badań klinicznych. Obecnie w Stanach Zjednoczonych zostały zatwierdzone cztery 
badania kliniczne wykorzystujące wyżej opisaną technikę w leczeniu guzów ośrod
kowego układu nerwowego [13].

WPROWADZANIE GENU OPORNOŚCI NA LEKI 
DO KOMÓREK SZPIKU

Jak już wspomiano, jednym  z największych problemów klasycznej chemioterapii 
nowotworów są ogromne skutki uboczne. Szczególnie wrażliwy na antyproliferacyjne 
i cytotoksyczne działanie chemioterapeutyków jest szpik. Istnieją linie nowotworowe 
oporne na działanie wielu leków stosowanych w chemioterapii (np. daunorubicyny, 
doksombicyny, aktynomycyny D, winkrystyny i innych). Białkiem odpowiedzialnym 
za tego rodzaju oporność jest cząsteczka błonowa MDR-1 (nazywana również P-gli- 
koproteiną), której mechanizm działania polega na "wypompowywaniu" toksycznych 
substancji na zewnątrz komórki [21 ] (rys. 4). Izolacja genu kodującego tę cząsteczkę 
pozwoliła na modyfikowanie innych komórek tak, aby również stawały się bardziej 
oporne na chemioterapię. Kandydatami do takich zabiegów stały się komórki macie
rzyste szpiku. Po przeprowadzeniu udanych eksperymentów na zwierzętach [45] 
prowadzone w chwili obecnej są badania kliniczne mające na celu ocenę skuteczności 
tego rodzaju postępowania w chemioterapii raka sutka i raka jajnika, a także u 
chorych z guzami mózgu [13].
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Rys. 4. Schemat ułożenia 1280-aminokwasowej cząsteczki MDR-1 w błoniekomrókowej; cząsteczka ta 
jest ATP-zależnym kanałem błonowym"wypompowującym" z komórki toksyczne związki, np. stosowa
ne w chemioterapii nowotworów: daunorubicynę, winkrystynę czy aktynomycynę D; terapie genowe  
związane z tą molekułą mają na celu zmniejszenie jej ekspresji w komórkach nowotworowych bądź też 

zwiększenie oporności szpiku na skutki uboczne chemioterapii (dalszy opis w tekście)

"NAPRAWA” GENETYCZNA

Przez kilkanaście ostatnich lat świat nauki starał się coraz wnikliwiej badać 
zjawiska molekularne prowadzące do przejścia zdrowej komórki w nowotworową. 
W iadomo obecnie, że wiele tych zjawisk dotyczy zaburzenia równowagi pomiędzy 
kontrolą pozytywną a negatywną mechanizmów podziału komórkowego, a także na 
niewłaściwej kontroli procesów różnicowania komórki. Do tego dochodzą zmiany 
decydujące o powstawaniu "złośliwego" charakteru transformacji nowotworowej 
(nabycie zdolności do naciekania zdrowych tkanek i dawania przerzutów). W iną za 
tego typu zmiany obarcza się mutacje zachodzące z różnych przyczyn w obrębie 
genomu komórki. Mutacje onkogenów (genów kodujących czynniki decydujące o 
pozytywnej regulacji podziału komórki) prowadzą do ich nadmiernej aktywacji. Aby 
zaszła transformacja nowotworowa komórki, oprócz aktywacji onkogenów muszą 
ulec inaktywacji geny nazywane antyonkogenami lub genami supresji guza (ang. 
tum or suppressor genes, związane z regulacją negatywną wzrostu komórkowego 
[29]) [37]. Obraz ten jest znacznym uproszczeniem w stosunku do obecnego stanu 
wiedzy, niemniej jednak pozwala zrozumieć ideę modeli terapeutycznych ingerują
cych w tę zaburzoną równowagę wewnątrzkomórkową. Należy oczywiście nadm ie
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nić, że proces przejścia w komórkę nowotworową jest procesem wieloetapowym i 
mutacja w obrębie tylko jednego genu nie powinna nigdy prowadzić do pełnej 
transformacji komórki. Z tych też względów korekcja funkcjonowania jednego genu 
nie może odwrócić wszystkich zmian decydujących o nowotworowym charakterze 
wzrostu komórkowego. Jednakże wydaje się, że nawet częściowe osłabienie "złośli
w ości’ nowotworu może mieć znaczenie w leczeniu tej choroby. Poza tym niewątpli
wym atutem prac tego typu jest nabywanie coraz szerszej wiedzy na temat skom 
plikowanych mechanizmów rządzących regulacją cyklu komórkowego.

1. S U B S T Y T U C JA  G E N A M I S U P R E S JI G U Z A

Jak wspomniano, inaktywacja antyonkogenu zwiększa prawdopodobieństwo wy
stąpienia transformacji nowotworowej lub też nasila charakter nowotworowy trans
formacji już zaistniałej [37]. Pozwala przypuszczać, że przywrócenie w komórce 
nowotworowej prawidłowej funkcji antyonkogenu osłabi charakter nowotworowy 
wzrostu takiej komórki. Naturalnym następstwem takiego założenia są terapie pole
gające na substytucji prawidłowymi genami supresji guza komórek nie wykazujących 
ich właściwej ekspresji. W iadomo, że wprowadzenie dzikiego typu białka dla p53 
(zmiany w obrębie ekspresji tego genu występują w ok. 50% nowotworów człowieka 
[44]) do komórek nowotworowych może osłabiać ich wzrost i zdolność do tworzenia 
guza przez te komórki. Co więcej, zwiększenie ekspresji dzikiego typu genu dla p53 
w komórkach nienowotworowych nie wydaje się wywierać na nie znaczącego wpły
wu szkodliwego [24]. Dawałoby to nadzieję na potencjalnie małą toksyczność ogól- 
noustrojową technik związanych z transdukcją komórek nowotworowych tym właśnie 
genem supresji guza. Być może fakt ten miałby znaczenie przy uwzględnieniu 
problemów związanych z selektywnością wprowadzania genów do komórek guza in 
situ. Białko p53 jest najlepiej opisanym pod względem funkcjonalnym produktem 
genu supresji guza, ale oprócz niego sklonowamo siedem innych antyonkogenów 
(oznaczonych skrótami R B I, WT1, VHL, APC, DCC, NF1 oraz NF2), a kilka 
następnych udało się umieścić na mapie genowej człowieka [37]. Dalsze prace nad 
tym zagadnieniem pozwolą być może na szersze wykorzystanie wyżej przedstawio
nych genów w terapii genowej nowotworów. Obecnie w Stanach Zjednoczonych trwa 
debata nad wprowadzeniem wektora retrowirusowego zawierającego gen dla p53 do 
terapii raka płuc [34].

2. T E R A P IA  O L IG O N U K L E O T Y D A M I A N T Y S E N S O W Y M I

Oligonukleotydy antysensowe są krótkimi (9-25 nukleotydów) odcinkami kwa
sów nukleinowych o sekwencji komplementarnej do fragmentu genu, którego ekspre
sja ma być w trakcie terapii zahamowana. Mechanizm ich działania nie jest jeszcze 
dokładnie poznany, wiadomo jednak, że wiąże się on z zaburzeniem przekazywania 
informacji na szlaku gen-białko [63]. Przypuszczalnymi zjawiskami o znaczeniu
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terapeutycznym, które zachodzą po wprowadzeniu oligonukleotydów antysensow- 
nych do komórki są;

-  tworzenie potrójnej helisy w obrębie DNA genomowego [64]; rezultatem jest 
zaburzenie transkrypcji odcinka rozpoznawanego przez sekwencję oligonukleotydu;

-  interferencja z poliadenylacją mRNA na końcu 3’ oraz z procesem przyłączania 
czapeczki do końca 5 ’ (ang. 5 ’ capping)] oligonukleotydy zaprojektowane dla bloko
wania tych procesów również wykazują działanie biologiczne [9, 73];

-  zaburzenie cięcia i składania pierwotnego transkryptu (ang. mRNA splicing); 
znane są biologicznie aktywne oligonukleotydy zaprojektowane tak, aby rozpozna
wały miejsca istotne dla cięcia i składania mRNA (ang. splice junctions), nie zgroma
dzono jednak dotychczas wystarczających dowodów na taki właśnie mechanizm ich 
działania [11];

-  zaburzenie tworzenia trójwymiarowej konformacji mRNA; koncepcja ta opiera 
się na dowodach dużej skuteczności oligonukleotydów komplementarnych do regio
nów tworzących w strukturze przestrzennej mRNA regiony pętlowe (ang. stem-loop 
structures) [41];

-  aktywacja rybonukleazy H (RNAzy H); RNAza H jest enzymem komórkowym 
odpowiedzialnym za cięcie nici RNA w kompleksie DNA-RNA; utworzenie przez 
antysensowe DNA kompleksu z interesującym nas mRNA może czynić je  podatnym 
na działanie RNAzy H [20];

-  zahamowanie translacji; duża część oligonukleotydów stosowanych obecnie w 
badaniach "wycelowana" jest w sekwencje zawierające kodon rozpoczynający trans
lację; istnieją w tym przypadku wiarygodne dane przemawiające za wyżej wymienio
nym mechanizmem ich działania [11].

Niestety użycie niemodyfikowanych oligonukleotydów przynosi bardzo małe re
zultaty w pracach in vitro, a zupełnie nie ma sensu stosowanie ich in vivo. Przyczyna 
tego faktu leży m.in. w ich podatności na zewnątrz- i wewnątrzkomórkowe nukleazy. 
Z tych też powodów trwają poszukiwania nad opracowaniem pochodnych oligonu
kleotydów zdolnych do ominięcia tego rodzaju przeszkód [15], a także mających 
zwiększoną siłę łączenia się z komórkowymi kwasami nukleinowymi [62], Takie 
właśnie pochodne oligonukleotydów wykorzystywane są w pracach badawczych [55]. 
Prace z wykorzystaniem oligonukleotydów antysensowych w próbach terapii nowo
tworów (zwłaszcza in vitro) są obecnie bardzo liczne. Próbuje się również np. 
wprowadzić sekwencję antysensową dla ludzkiego K-ras do terapii raka płuc u ludzi 
[34],

3. WYKORZYSTANIE RYBOZYMÓW
Rybozymy są krótkimi odcinkami kwasu rybonukleinowego (RNA), które mają 

zdolność do cięcia fragmentów RNA, rozpoznając uprzednio sekwencję swojego 
substratu i dokonując cięcia w ściśle określonym miejscu, znajdującym się po sekwen
cji nukleotydów GUA, GUC bądź GUU. W terapii genowej najczęściej używa się
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tzw. hammerhead ribozymes zawierających konserwatywny region 24-nukleotydo- 
wy, po obu stronach którego znajdują się co najmniej 8-nukleotydowe sekwencje 
komplementarne do regionów znajdujących się w kierunku 5 ’ i 3 ’ od m iejsca cięcia 
na docelowej cząsteczce RNA [40] (rys. 5). Inżynieria genetyczna, dając możliwość 
um ieszczania w tych bocznych regionach dowolnych sekwencji nukleotydowych, 
czyni z rybozymów bardzo kuszące narzędzie służące do ingerowania w ekspresję 
genów w komórce. W tenże właśnie sposób próbuje się wykorzystywać rybozymy w 
laboratoriach, próbując np. zaburzać ekspresję onkogenu U-ras [36] bądź też sekwen
cji bcr-abl w chromosomie Philadelphia (odpowiedzialnej za powstawanie ponad 
95% przypadków przewlekłej białaczki szpikowej) [40]. Skonstruowano również 
rybozymy interferujące z ekspresją cząsteczki MDR-1 (patrz wyżej) w komórkach 
nowotworowych, przez co stawały się one mniej oporne na chemioterapeutyki [38].

RYBOZYM

mRNA

miejsce
cięcia

odcinek odpowiadający 
za cięcie docelowego 
mRNA

odcinki odpowiadające 
za rozpoznanie cząsteczki 
docelowego mRNA

Rys. 5. Schemat działania rybozymu na docelową cząsteczkę mRNA

PODSUMOWANIE

Genetyka molekularna, a wraz z nią techniki określane wspólną nazwą terapii 
genowej, jest bardzo młodą dziedziną nauki. Niemniej jednak w ciągu ostatnich lat 
dokonał się na tym polu znaczący postęp. Z tą dziedziną wiedzy związane są ogromne 
nadzieje, gdyż wnika ona w podłoże chorób najbardziej, jak  to jest obecnie możliwe, 
dając nadzieję na bezpośrednią korekcję ich przyczyn. Z tych też względów świat
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TABELA 1. Przykłady zatwierdzonych prób klinicznych z wykorzystaniem technik terapii genowej w
leczeniu nowotworów u ludzi [12]

Gen Komórka Nowotwór

Rodzaj strategii -  w ykorzystujące kom órki pobrane ex vivo
TNF TIL czerniak złośliwy
IL-2, TNF komórka nowotworowa rak jelita grubego
IL-2, TNF jw. czerniak złośliwy
B7 (CD80) jw. jw.
IL-2 jw. neuroblastoma
antysensowy IGF-1 jw. guzy mózgu
IL-2, TNF, GM-CSF jw. rak nerki
IL-2 jw. rak płuca
IL-4 fibroblasty rak sutka
IL-2, IL-4 jw. rak jelita grubego
IL-4 jw. czerniak złośliwy
IL-4 jw. rak nerki
MDR-1 komórka macierzysta szpiku guzy mózgu
MDR-1 jw. rak sutka
MDR-1 jw. rak jajnika

Rodzaj strategii -tran sfer  genu in vivo
HLA-B7 + ß2mikroglobulina komórka nowotworowa rak jelita grubego
HLA-B7 + ß2mikroglobulina jw. guzy lite
HLA“B7 + ß2mikroglobulina jw. czerniak złośliwy
lub HLA-B7
HSV-TK jw. guzy mózgu
HSV-TK jw. rak jajnika
antysensowy K-ras, jw. rak płuc
dziki typ p53

nauki z niecierpliwością oczekuje na wyniki prowadzonych prac badawczych. W 
dużej części z nich skoncentrowano się na jednej z najbardziej zagrażających życiu 
chorób -  na nowotworze. W tym artykule starano się przybliżyć strategie obecnie 
istniejące w tej dziedzinie. Skuteczność niektórych z tych strategii stara się obecnie 
oceniać w terapii nowotworów w klinice (tab. 1). Rezultaty uzyskiwane w tego rodzaju 
badaniach pozwalają mieć nadzieję, że być może niebawem metody wykorzystujące 
wprowadzanie materiału genetycznego do komórek wkroczą z dobrymi wynikami do 
codziennej praktyki onkologicznej.
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PORYNA MITOCHONDRIALNA -  KANAŁ VDAC*

MITOCHONDRIAL PORIN -  VDAC CHANNEL.

Hanna KMITA, Jan MICHEJDA

Zakład Bioenergetyki, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet
im. A. M ickiewicza

Streszczenie. Poryna mitochondrialna jest głównym białkiem tworzącym kanały (VDAC -  voltage 
dependent anion selective channel) w zewnętrznej błonie mitochondrialnej. Kanały te izolowane z 
mitochondriów różnych tkanek i organizmów i rekonstytuowane w sztuczne błonki wykazują konser- 
waty wność swych podstawowych właściwości: (i) średnica kanału; (ii) wartość przewodnictwa pojedyn
czego kanału; (iii) zależność od potencjału; (iv) zmiany selektywności związane ze stanem funk
cjonalnym. Istnienie szeregu czynników wpływających na stan funkcjonalny kanału VDAC sugeruje, że 
białko to odgrywa podstawową rolę w regulacji metabolicznych i energetycznych funkcji mitochon
driów. W artykule omówiono biogenezę, strukturę, właściwości elektryczne i regulację kanałów VDAC  
oraz ich udział w funkcjonowaniu mitochondriów. Przedstawiono także bioenergetyczne konsekwencje 
braku VDAC w mitochondriach mutantów bezporynowych.

Słowa kluczow e: kanał VDAC (poryna mitochondrialna), transport metabolitów, mutanty bezporynowe.

Summary. Mitochondrial porin is the major integral protein o f 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 o f their basic properties: 
(i) channel diameter; (ii) value o f single channel conductance; (iii) voltage dependence; (iv) selectivity  
changes connected with the functional state. The existence o f many factors (native or artificial) 
influencing functional state o f VDAC channel suggests that this protein is vital for energetic and 
metabolic functions o f mitochondria. This article summarizes the recent information on biogenesis, 
structure, electical properties and regulation o f VDAC channel as well as on its role in transport of 
metabolites to mitochondria. Finnaly, bioenergetic consequences o f the absence o f VDAC in mutant 
mitochondria are described.

K ey words'. VDAC channel (mitochondrial porin), transport o f metabolites VDAC-depleted mutants

*Praca finansow ana z grantu K B N  2223/4 /91 .

http://rcin.org.pl



432 H. KMITA, J. MICHEJDA

WPROWADZENIE

Poryna mitochondrialna jest dominującym ilościowo, integralnym białkiem zew
nętrznej błony mitochondrialnej [7]. Ze względu na to, iż po rekonstytucji w sztuczne 
błony lipidowe tworzy ona regulowane potencjałem kanały o selektywności aniono
wej, nazywana jest również VDAC (z ang. voltage dependent anion selective channel) 
[19,86]. Podobnie jak  poryny bakteryjne, występujące u bakterii Gram ujemnych, 
poryna m itochondrialna umożliwia transport cząsteczek polarnych przez błonę [5], 
Białka te mają także podobną strukturę drugorzędową (struktura ß), co odróżnia je  
od innych białek błonowych, w których przypadku przeważa struktura a-helisy 
[5,6,30,51,101,104], Jednakże szczegółowe badanie homologii tych białek doprowa
dziło do wniosku, iż są to cząsteczki odległe ewolucyjnie [6,35,67]. Istnieje natomiast 
możliwość ewolucyjnego pokrewieństwa między poryną mitochondrialną i pewnymi 
organellowymi białkami transportującymi, zlokalizowanymi w wewnętrznej błonie 
mitochondralnej [3,51] lub w otoczce chloroplastowej [84]. Niejasnym jest dotąd, czy 
VDAC występujący w błonach komórkowych niektórych komórek jest identyczny z 
VDAC mitochondrialnym [7,96].

Poryna mitochondrialna kodowana jest przez genom jądrowy i syntetyzowana na 
rybosomach cytoplazmatycznych bez odszczepialnej aminokwasowej sekwencji wio
dącej (presekwencji, sekwencji targetowej) zlokalizowanej przy końcu N białka [44]. 
Informacja umożliwiająca skierowanie powstałego białka do mitochondriów jest więc 
prawdopodobnie zawarta w początkowym odcinku jego sekwencji przy końcu N 
[44,51,75], bądź też w końcowym -  przy końcu C [30,43]. W budowanie poryny w 
zewnętrzną błonę mitochondrialną zachodzi bez udziału potencjału transbłonowego 
wewnętrznej błony mitochondrialnej, wy maga jednak obecności ATP, prawdopodob
nie dla zapewnienia odpowiedniej konformacji białka przed jego włączeniem w błonę 
[40]. Najnowsze wyniki badań dotyczące transportu poryny do mitochondriów suge
rują, iż proces ten zachodzi przez miejsca kontaktowe błon mitochondrialnych, z 
udziałem receptora usytuowanego w zewnętrznej błonie mitochondrialnej, zaangażo
wanego także w import białek do wewnętrznych przedziałów mitochondriów [92].

Pośród wszystkich zidentyfikowanych dotychczas kanałów zlokalizowanych w 
obu błonach mitochondrialnych, poryna jest jedynym  białkiem o znanej sekwencji 
aminokwasów [88]. Określenie składu aminokwasowego białka lub sekwencjonowa- 
nie cDNA pozwoliło na wyznaczenie sekwencji aminokwasowej poryn izolowanych 
z mitochondriów Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae, Dictiostelium di- 
scoideum, a także z błony komórkowej limfocytów B człowieka i mięśni szkieleto
wych ssaków [35,48,49,51,75 ,101].
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STRUKTURA

Znaczną część informacji dotyczących struktury przestrzennej poryny mitochon- 
drialnej uzyskano dzięki analizie dwuwymiarowych kryształów kanału, prowadzonej 
za pomocą transmisyjnego mikroskopu elektronowego przy zastosowaniu różnych 
technik utrwalania materiału [65,66,67]. Kryształy takie powstają na skutek trawienia 
zewnętrznej błony mitochondrialnej rozpuszczalną fosfolipazą A2 Enzym ten usuwa
jąc lipidy z błony powoduje powolne i spontaniczne upakowywanie białek VDAC 
[61,64] (rys.l).

Na podstawie komputerowej analizy obrazów mikroskopowych tak przygotowa
nych preparatów VDAC stwierdzono, iż poryna mitochondrialna ma postać pustego 
cylindra o grubości ściany nie przekraczającej 1 nm i średnicy zewnętrznej 3,8± 0,1 
nm [63,67]. W ewnętrzna średnica kanału wynosi więc ok. 2 nm, co umożliwia 
swobodne przejście związków o masie cząsteczkowej 4 -6  kDa [5,28,64,67].

Analiza sekwencji aminokwasowej poryn wyizolowanych z mitochondriów droż
dży i błony komórkowej limfocytów B człowieka pozwoliła na zaproponowanie 
modelu struktury drugorzędowej tego białka [7,14,27,29,30,35,51]. Zakłada on ist
nienie kilkunastu (od 12-19) transbłonowych rejonów o strukturze ß i jednego 
odcinka (18-24 aminokwasów) o strukturze a  helisy. Odcinek ten, zlokalizowany na 
końcu N białka, jest umiejscawiany, zależnie od proponowanej ilości odcinków o 
strukturze ß, po cytoplazmatycznej stronie błony [29,35] lub we wnętrzu błony (rys. 
1 lub rys. 2) [81]. Rejony o strukturze ß utworzone są przez aminokwasy polarne, 
skierowane ku wnętrzu kanału i hydrofobowe, zanurzone w błonie. W zależności od 
wysycenia wiązań wodorowych między aminokwasami z sąsiadujących rejonów o 
strukturze ß kąt, jaki powstaje między tymi rejonami a osią kanału, może mieć różną

R ys.l. (A)M ikroskopowy obraz ułożenia kanałów VDAC powstały w wyniku trawienia zewnętrz
nej błony mitochondrialnej fosfolipazą A2 [68]; (B) ramiona pomiędzy obszarami heksamerów repre
zentują 20-aminokwasowe a-helisy eksponowane z każdego kanału do dwuwarstwy lipidowej [65]
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Rys. 2. Model struktury drugorzędowej VDAC zakładający istnienie 12 odcinków o strukturze ß; zmiana 
ładunku w miejscach oznaczonych kółkami nie ma znaczenia dla zależności od potencjału; w miejscach 

oznaczonych kwadratami ma istotny wpływ na zależność od potencjału [14]

wartość, a to z kolei wpływa na możliwą ilość rejonów o strukturze ß [65,67], Kąt 
nachylenia między osią kanału a odcinkami o strukturze ß oraz ilość tych ostatnich 
determinują wielkość zewnętrznej średnicy kanału [30,67]. Przy proponowanej mniej
szej ilości odcinków o strukturze ß sugeruje się większą wartość kąta nachylenia. 
Biorąc pod uwagę proponowaną ilość odcinków o strukturze ß obliczyć można 
zewnętrzną średnicę kanału [7], Odcinki o strukturze ß tworzą ścianę kanału, nato
miast funkcja jedynego rejonu helikalnego nie została jeszcze do końca wyjaśniona. 
Zależnie od proponowanego modelu struktury drugorzędowej [7] odcinek ten może 
pełnić funkcję sekwencji targetowej przy wbudowywaniu poryny do zewnętrznej 
błony mitochndrialnej [51,75], bądź też być jednym  z elementów odpowiedzialnych 
za zamykanie kanału (rys. 4) [30,67].

Innymi rejonami kanału VDAC eksponowanymi na powierzchni błony są pętle 
tworzone przez aminokwasy zawarte między zanurzonymi w błonie odcinkami o 
strukturze ß. Pętle te autorzy lokalizują bądź tylko po cytoplazmatycznej stronie błony 
[29,30], bądź też po obu jej stronach [67] (rys. 2).
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Dzięki oparciu na strukturze ß, zaproponowany model struktury drugorzędowej 
dopuszcza pewną dowolność w składzie aminokwasowym. Dlatego też model ten 
zastosować można dla poryn o tak różnej sekwencji aminokwasowej jak poryny 
wyizolowane z mitochondriów S. cerevisiae, N. crassa, D. discoideum  i limfocytów 
B człowieka [49,51,75,101], dla których homologia sekwencji aminokwasowej wy
nosi tylko ok. 5% [2], przy czym najniższą homologię z pozostałymi wykazuje poryna
D. discoideum.

Badania strukturalne wykorzystujące różne techniki mikroskopowe [62,65,100] i 
funkcjonalne oparte na mutagenezie prowadzącej do zmiany selektywności kanału 
VDAC [80,99] sugerują, iż poryna jest w błonie białkiem monomerycznym.

M asa cząsteczkowa poryny izolowanej z różnych organizmów eukariotycznych 
wynosi 28-37 kDa [2,24,28,29,31,59,77,87,97,101]. Analiza peptydowa białek oraz 
krzyżowe reakcje immunologiczne wskazują na silne podobieństwo struktury pier- 
wszorzędowej poryn wyizolowanych z komórek ssaków i innych kręgowców oraz ich 
wyraźną odmienność od poryn izolowanych z komórek niższych Eukariota  (np 
drożdże, Paramecium ) [28,29,31]. Całkowity brak homologii sekwencji aminokwa
sowej stwierdzono natomiast między poryną wyizolowaną z mitochondriów roślin i 
zwierząt [2]. Jednakże, mimo istniejących różnic w strukturze pierwszorzędowej, 
wszystkie wyizolowane dotąd poryny wykazują przeważający udział aminokwasów 
hydrofilnych z resztami obdarzonymi ładunkiem (np. poryna wyizolowana z błony 
komórkowej limfocytów B człowieka (56%), a ich punkt izoelektryczny zawarty jest 
między pH =7-8 [49,97]. W yjątkiem jest poryna wyizolowana ostatnio z mitochon
driów śluzowca Dictyostelium discoideum, której punkt izoelektryczny znajduje się 
w pH=10 [101].

WŁAŚCIWOŚCI KANAŁU

Mimo istniejących różnic poryny mitochondrialne, wyizolowane z różnych kom ó
rek eukariotycznych i wbudowane w sztuczne błonki lipidowe [9], wykazują silną 
konserwatywność podstawowych właściwości: wartości przewodnictwa pojedyncze
go kanału, selektywności i zależności od potencjału [2,5,6,7,11,21,24,28,31,59,- 
87,88,97,101].

Przewodnictwo kanału to wielkość opisująca (w terminach elektrycznych) jego 
zdolność do transportu jonów. Zgodnie z prawem Ohma jest ona zdefiniowana jako 
iloraz prądu przepływającego przez kanał i różnicy potencjału w poprzek błony, w 
której ów kanał jest zlokalizowany [88]. Wartość przewodnictwa pojedynczego 
kanału wszystkich wyizolowanych dotychczas poryn mitochondrialnych (z wyjąt
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 przepuszczalności (prądu jonow ego) sztucznej błonki lipidowej po podaniu do inkubacji 
poryny wyizolowanej z mitochondriów drożdży; każda skokowa zmiana w zapisie odpowiada insercji 

pojedynczego kanału w błonę, warunki inkubacji: 1 M KC1, przyłożone napięcie 10 mV [7]

Znając wartość przewodnictwa pojedynczego kanału wyznaczyć można jego 
średnicę [5,6,9,101]. Dla wszystkich wyizolowanych jak  dotąd poryn wynosi ona ok. 
2 nm, co pozostaje w zgodzie z wartością wyznaczoną przy pomocy mikroskopu 
elektronowego [67]. W yjątkiem jest poryna wyizolowana z mitochondriów Parame
cium , która ze względu na niższą wartość przewodnictwa pojedynczego kanału ma 
mniejszą średnicę kanału [58]. Przypuszcza się, iż wynika to z odmiennej konfiguracji 
białka poryny w błonie [31,58], Niektórzy autorzy uważają jednakże, iż wielkość 
średnicy kanału wyznaczona na podstawie wartości przewodnictwa pojedynczego 
kanału jest zaniżona w stosunku do rzeczywistych rozmiarów [7]. W skazują oni 
między innymi na możliwość oddziaływania środowiska błony na wnętrze kanału, 
które ogranicza jego przepuszczalność, zmniejszając tym samym przewodnictwo [2].

W  stanie otwartym wszystkie scharakteryzowane dotychczas poryny mitochon- 
drialne są anionowo selektywne [2,6,28,31,87,97,101]. W artość stosunku przepusz
czalności (Pa:Pc) dla anionów (Pa) i kationów (Pc) wyznaczona na podstawie rów
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nania Goldmana-Hodgkina-Katza [7] wynosi 2:1, co sugeruje, iż aniony wykazują 
większą mobilność we wnętrzu kanału VDAC [21,28,31,67,101].

Dla kanałów VDAC rekonstytuowanych w sztuczne błonki obserwuje się za
leżność stanu funkc jona lnego  tych kanałów  od zastosow anego  potencja łu  
[5,6,21,28,65,88]. Do podobnych wniosków skłaniają także wyniki badań kanałów 
VDAC prowadzone metodą patch clamp na megamitochondriach (uzyskanych dzia
łaniem kuprizonu) lub proteoliposomach [50,76,88,93,94,106],

W rażliwość kanału na przyłożony potencjał przypisuje się obecności w nim rejonu 
zwanego "sensorem" [20,21], Utworzony jest on prawdopodobnie przez aminokwasy 
obdarzone ładunkiem dodatnim (głównie reszty lizyny), zlokalizowane na powierz
chni kanału [20,26]. Stwierdzono bowiem, iż modyfikacja chemiczna tych reszt 
lizyny, uzyskana za pomocą izotiocyjanianu fluoresceiny, prowadzi w układach 
rekonstytuowanych do zniesienia wrażliwości na przyłożony potencjał [26]. Zastoso
wanie ukierunkowanej mutagenezy dla lokalizacji reszt aminokwasowych tworzą
cych sensor pozwoliło stwierdzić, iż aminokwasy te rozmieszczone są w różnych 
rejonach białka (głównie odcinek o strukturze a-helisy i cztery kolejne odcinki o 
strukturze ß) (rys. 2). W tworzenie sensora zaangażowany jest więc stosunkowo duży 
obszar białka [98,99]. Działanie sensora upatruje się w jego przemieszczaniu w polu 
elektrycznym generowanym przyłożonym potencjałem [20,98,99], co indukuje zm ia
ny konformacyjne prowadzące do zamknięcia kanału [21,108]. Dotychczas sformu
łowano dwa modele opisujące zmiany konformacyjne wynikające z ruchu sensora i 
prowadzące do zamknięcia kanału [67,88]. Pierwszy z nich zakłada przemieszczanie 
się poza obręb kanału rejonów tworzących jego ścianę (rys. 4). Drugi model za rejony 
ulegające przemieszczeniu uznaje te fragmenty kanału, które zlokalizowane są na 
powierzchni błony. Pod wpływem przyłożonego potencjału fragmenty te ulegałyby 
przeniesieniu do wnętrza kanału. Niezależnie od proponowanego mechanizmu zmian 
w strukturze kanału, ich konsekwencją byłyby zmiany w objętości, średnicy i sele
ktywności pory [67].

Przy zerowym bądź niskim potencjale kanały pozostają w stanie otwartym, 
charakteryzującym się wysokim przewodnictwem i selektywnością anionową. Zwię
kszanie przyłożonego potencjału powoduje "zamknięcie" kanałów, czemu towarzy
szy zmniejszenie przewodnictwa i zmiana selektywności na kationową. Zmiany 
selektywności, towarzyszące przejściu ze stanu otwartego w zamknięty, tłumaczone 
są zmianą wypadkowego ładunku na wewnętrznej ścianie kanału [20]. Ładunek ten 
w stanie otwartym jest dodatni, co ułatwia przejście anionów; w stanie zamkniętym 
zmienia się on natomiast na ujemny, co wyjaśnić może preferencję dla kationów. 
Ponieważ ładunek na wewnętrznej ścianie kanału pochodzi od tworzących ją  amino
kwasów polarnych, należy sądzić, iż przy zmianie stanu funkjonalnego kanału nastę
puje zmiana konformacji białka, prowadząca do innego ułożenia aminokwasów 
tworzących ścianę kanału [98,99].
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Rys. 4. Roboczy model działania sensora zakładający przemieszczanie się wewnętrznych rejonów ka
nału (helisa a  i cztery odcinki o strukturze ß) poza obręb kanału ku jednej z powierzchni błony w zależ

ności od polaryzacji potencjału [22]

Analiza zależności stanu funkcjonalnego kanałów od potencjału wskazuje na 
istnienie różnych stanów ich zamknięcia [5,6,8,10,21,22,28,59,83,101]. W stanie 
zamkniętym  średnica i objętość kanału ulegają zmniejszeniu [20], co powoduje, iż 
staje się on mniej przepuszczalny dla małych jonów i prawdopodobnie nieprzepusz
czalny dla większych metabolitów [12]. Kanał VDAC nie zamyka się jednak nigdy 
całkowicie, nawet przy różnicy potencjałów wyższej niż 80 mV [2,8]. Jednak stosując 
różne techniki elektrofizjologiczne (pomiar przewodnictwa kanału po wbudowaniu 
w sztuczne błonki, patch clamp i tip-dip -  patrz dalej) otrzymuje się odmienne 
wartości przewodnictwa i różny charakter zależności od potencjału [88], Sytuację tę 
ilustruje tabela 1.

Po wbudowaniu w sztuczne błonki, zamykanie kanału poryny występuje nieza
leżnie od znaku przyłożonego potencjału (polaryzacji potencjałów), jest więc proce
sem symetrycznym [6,21,28]. Rejestracja zdolności transportowych poryny uzyskana 
techniką patch clamp wskazuje natomiast, iż zamknięcie kanału uzależnione jest od 
znaku przyłożonego potencjału, jest więc procesem asymetrycznym [50,76,88,- 
93,94], Brak pełnej symetrii obserwuje się także w niektórych eksperymentach 
prowadzonych z zastosowaniem inkorporacji w sztuczne błonki, kiedy to w zależno
ści od znaku zastosowanego potencjału, zamknięcie kanałów pojawia się przy różnej 
jego wartości. W tym przypadku przyczyn częściowej asymetrii w zachowaniu 
kanałów upatruje się we właściwościach zastosowanej sztucznej błonki. Dotyczyć one 
m ogą orientacji białek, składu lipidowego czy stężenia detergentu [21,46], Stwierdzo
no również, iż dla kanałów VDAC izolowanych z mitochondriów różnych komórek 
wrażliwość na przyłożony potencjał nie jest identyczna. Znajduje to swe odbicie w 
wyznaczonej wartości Vo, tj. wartości potencjału, przy której 50% kanałów przyjmuje
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TABELA 1. G łówne aktywności kanałowe wykryte w zewnętrznej błonie mitochondrialnej (wg [88],
zmodyfikowane)

Metoda Przewodnictwo 
(pS) w 0,15 M KC1

Typ
kanału

Zależność 
od potencjału

Literatura

dwuwarstwa 600-750 VDAC symetryczna [10,21]
lipidowa 315 7 brak zależności [32]

420 7 symetryczna [31]
tip-dip > 4 4 0 * , >660** PSC asymetryczna [34,95]
patch-clam p 99, 152, 220, 307 ??? asymetryczna [76]
mitochondriów
patch-clam p 97, 156, 224 ??? asymetryczna [76]
proteoliposomów 535

650 VDAC symetryczna [106]

* w mitochondriach ssaków; ** w mitochondriach drożdży

konfigurację zamkniętą. Na przykład, dla poryny wyizolowanej z komórek drożdży 
wartość Vo równa się 24 mV, podczas gdy dla poryny z serca wołu czy mózgu szczura 
wartość tego parametru wynosi ok. 60 mV [28], Generalnie przyjmuje się, iż w 
sztucznych błonkach, złożonych z mieszaniny fosfolipidów, przejście kanałów 
VDAC w podstany o mniejszej przepuszczalności występuje przy wartości potencjału 
wynoszącej ok. 20 mV [6,12,21,25,101]. Zamykanie kanału wywołane przyłożonym  
napięciem trwa kilka sekund, podczas gdy jego otwarcie jest procesem szybkim, rzędu 
mikrosekund lub milisekund. Im dłużej trwa zamknięcie kanału wywołane przyłożo
nym potencjałem, tym dłuższy jest czas potrzebny dla jego ponownego otwarcia 
[21,106],

MODULACJE
f

Stan funkcjonalny VDAC może być regulowany także przez inne czynniki, które 
w układach rekonstytuowanych zwiększają bądź zmniejszają zależność kanału od 
przyłożonego potencjału.

W zmocnienie zależności od zastosowanego potencjału, tj. zamykanie kanału 
poryny przy niższych jego wartościach, obserwuje się przy niskiej sile jonow ej 
środowiska [7] oraz w obecności syntetycznych polianionów [8,10,12,20,21,23,26,- 
56], makrocząsteczek [37-39] lub endogennego białka, zwanego modulatorem kanału 
VDAC. Białko to, o przeważającym udziale ładunku ujemnego, po raz pierwszy 
wyizolowano z mitochondriów N. crassa [46].

Do najczęściej stosowanych syntetycznych polianionów należy siarczan dekstranu 
(m. cz. 8 kDa lub 500 kDa) [20,21,56,60] i tzw. polianion Kóniga (kopolim er 
maleinianu, metakrylanu i styrenu 2:1:3, m. cz. 10 kDa) [8,10,12,23]. Polianiony te
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zwiększając wrażliwość na przyłożony potencjał powodują zamknięcie kanału przy 
niższych wartościach potencjału. Działają one także bez przyłożonego potencjału, 
wywołując stan zamknięty o zmienionej selektywności, podobny do indukowanego 
potencjałem. Ich działanie w układach rekonstytuowanych zależy od znaku przyłożo
nego potencjału. Powodują one zamknięcie wbudowanych w sztuczne błonki kanałów 
tylko wtedy, gdy potencjał po stronie ich podania (strona cis) do inkubacji m a znak 
ujemny. Przy potencjale dodatnim stabilizują one stan otwarty pory (rys. 5). Uważa 
się, iż ten asymetryczny efekt polianionów spowodowany jest brakiem m ożliwości 
ich przejścia przez kanał poryny [8,10,12,21,23,60],

Inkubowane z nienaruszonymi mitochondriami, polianiony ham ują procesy zwią
zane z transportem nukleotydów adeninowych przez kanał poryny, tj. fosforylację 
oksydacyjną i aktywność kinaz zlokalizowanych w przestrzeni międzybłonowej i na 
powierzchni zewnętrznej błony mitochondrialnej (np. kinaza adenylanowa, kinaza 
kreatynowa, heksokinaza). Usunięcie bariery błony zewnętrznej znosi ten hamujący 
efekt polianionów [1,8,10,12,56,74] (rys.6).

Zależnie od branych pod uwagę danych eksperymentalnych, miejsce interakcji 
polianionu z kanałem poryny lokalizowane jest przy "ujściu" kanału [20,21] lub na 
zewnętrznej powierzchni białka, w miejscu kontaktu z otaczającymi lipidami [68]. Co 
więcej, wydaje się, iż miejsce oddziaływania polianionu na kanał VDAC uzależnione 
jest od typu zastosowanego polianionu. Stwierdzono bowiem, iż kompleksy poryny 
z detergentem LDAO, powstające w toku izolacji tego białka [25,29,79] wykazują, w 
zależności od rodzaju polianionu (polianion Kóniga, siarczan dekstranu), z którym 
uprzednio preinkubowano mitochondria, różne powinowactwo do kolumny zawiera
jącej wymieniacz kationowy [26]. Oznacza to, iż nie te same rejony kanału VDAC 
odpowiedzialne są za oddziaływanie z siarczanem dekstranu [20,21,26] i polianionem 
Kóniga [26,68].

Ograniczenie przepuszczalności kanału VDAC poprzez zwiększenie zależności 
jego stanu funkcjonalnego od przyłożonego potencjału wywołane być może również 
przez makrocząsteczki (np. dekstrany o różnej masie cząsteczkowej, BSA) symulu
jące działanie białek cytoplazmatycznych [37,39]. Związki te w układach rekonsty
tuowanych ułatwiają zamknięcie kanału VDAC i jego przejście w stan o niskim 
przewodnictwie. W nienaruszonych mitochondriach powodują one zwiększenie ilości 
miejsc kontaktowych i ograniczenie dyfuzji nukleotydów adeninowych przez kanał 
poryny [37-39]. Jednakże, w odróżnieniu od syntetycznych polianionów, ich obe
cność w inkubacji nie prowadzi do upośledzenia bioenergetycznych funkcji mito- 
chondriów. Zmniejszenie efektywności transportu nukleotydów adeninowych przez 
kanał poryny powoduje zwiększenie kompartmentacji tych nukleotydów w przestrze
ni międzybłonowej [37-39] (patrz dalej). Przy rozpatrywaniu mechanizmu działania 
tych cząsteczek na stan funkcjonalny kanału VDAC bierze się pod uwagę wywołane 
ich obecnością ciśnienie onkotyczne (stres osmotyczny) [39]. Nie bez znaczenia jest 
także zwiększenie "lepkości" płynu inkubacyjnego, co może ograniczać dyfuzję
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Rys. 5. Zależność stanu otwarcia kanału VDAC  
od przyłożonego potencjału w nieobecności 
(czarne kółka) i w obecności polianionu Kóniga 
(białe kółka); stan otwarcia kanału VDAC przed
stawiono za pomocą ilorazu przewodnictwa przy 
danej wartości przyłożonego potencjału (G) i 
przewodnictwa wyznaczonego przy potencjale 
0 mV (Go); warunki inkubacji: 1 M KC1, polia- 
nion 0,3 pg/ml podany po stronie cis, wartości 
potencjału podane są w odniesieniu do strony cis 
[ 8]

Rys. 6. Hamowanie działania kinazy adenylanowej 
w wyniku inkubacji mitochondriów wątroby szczu
ra z polianionem Kóniga i jej reaktywacja po znie

sieniu bariery błony zewnętrznej [ 12]

metabolitów do pory [39]. Podsumowując, obecność makrocząsteczek mających 
symulować białka cytoplazmatyczne, a więc naturalne środowisko otaczające m ito
chondria w komórce, prowadzi do ograniczenia przepuszczalności kanału VDAC. 
Ponieważ większość badań mających na celu pełną charakterystykę tego kanału 
prowadzono w płynach izotonicznych bez makrocząsteczek, możliwe jest, iż wyzna
czona dotychczas w układzie izolowanym przepustowość kanału może być zawyżona 
[39],

Badania nad natywnym białkowym modulatorem kanału VDAC, prowadzone w 
układach rekonstytuowanych i na całych mitochondriach, doprowadziły do wniosku, 
iż to endogenne białko, zlokalizowane w przestrzeni między błonowej, działa analo
gicznie do syntetycznych polianionów i makrocząsteczek, zmniejszając przepuszczal
ność i zmieniając selektywność kanału poryny [46,47,55,56]. W ydłużenie procesu 
otwierania kanału VDAC obserwowane przy braku potencjału oraz znaczne skrócenie 
czasu zamykania tego kanału przy ujemnych wartościach potencjału w obecności 
m odulatora sugeruje, iż białko to ma zdolność stabilizacji stanów o niższej przepusz
czalności [46,47,55-57] (rys.7).

Przez zwiększenie zależności od potencjału, modulator, w warunkach in vivo, 
działać może jako regulator kontrolujący przepływ metabolitów przez kanał VDAC 
i modyfikujący w ten sposób szybkość procesów komórkowych. Obecność modula
tora sprawia, iż potencjał, jaki mógłby powstać w poprzek zewnętrznej błony mi-
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Rys.7. Podwyższenie wrażliwości na potencjał kanałów 
VDAC z mitochondriów N. crassa  przez białkowy mo
dulator wyizolowany z mitochondriów ziemniaka: (A) 
modulator (w stężeniu końcowym 15 (ig/ml) podano od 
strony cis, od której przyłożony był potencjał; zarejestro
wane wartości natężenia prądu są sumą aktywności 30 
kanałów; (B) względne wartości przewodnictwa w sta
nie równowagi jako funkcji przyłożonego potencjału, 
kanałów VDAC niepotraktowanych (kółko puste) i po
traktowanych modulatorem (kółko pełne), za maksy
malną wartość przewodnictwa przyjęto wartość prądu 
przy potencjale -1 0  mV; warunki pomiaru jak w A; 
modulator dramatycznie zwiększa szybkość zamykania, 
ale tylko przy ujemnych potencjałach, dodatnie poten
cjały indukują stan otwarty (asymetria zależności od 

potencjału)

tochondrialnej na skutek jej elektry
cznego sprzężenia z wewnętrzną bło
ną m itochondrialną (12 mV przy 
potencjałe w poprzek błony wewnę
trznej wynoszącym 150 mV) byłby 
już efektywny w regulacji kanału 
VDAC [7]. W  zależności od stopnia 
ak ty w n o śc i m o d u la to ra  kanały  
VDAC mogą być otwarte lub prze
chodzić w jeden ze stanów zamknię
ty c h  o o g ra n ic z o n e j
przepuszczalności. Przypuszcza się, 
iż regulacja aktywności tego białko
wego modulatora polegać może na 
jego fosforylacji, wiązaniu i uwalnia
niu metabolitów lub jonów  czy też 
zm ianie pH środow iska [55,56]. 
Fakt, że w układach rekonstytuowa
nych kanały VDAC z różnych źródeł 
są jednakowo regulowane przez biał
kowy modulator izolowany z róż
nych organizm ów (ssaki, rośliny, 
grzyby) sugeruje konserw atyw ny 
charakter podstawowych cech stru- 
ktualnych i funkcjonalnych białko
wego m odulato ra kanału  VDAC 
[47,54-57].

Do drugiej grupy czynników re
gu lu jących  stan o tw arcia  kanału 
VDAC należą czynniki zmniejszają
ce jego wrażliwość na przyłożony po
tencjał. Są to; wysokie pH [21,26], 
bezwodnik bursztynianu [20,21,26] i 
metale trójwartościowe: aluminium, 
skand , gal, ind, chrom  i że lazo  
[107,108]. Uważa się, że czynniki te 
wywołując w sensorze zmiany, unie
możliwiające jego ruch w powstałym 
polu elektrycznym (rys. 4), powodują 
osłabienie zależności stanu funkcjo
nalnego kanału od przyłożonego po
tencjału [20,21],
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ZNACZENIE FIZJOLOGICZNE

Sprecyzowanie fizjologicznej funkcji poryny utrudnione jest ze względu na od
mienność wyników opisujących zdolności transportowe tego białka w sztucznych 
błonkach lipidowych od wyników otrzymanych dla nienaruszonych mitochondriów. 
Stwierdzono bowiem, iż w stanie zamkniętym, indukowanym polianionem Kóniga 
[8,23], poryna wbudowana w sztuczne błonki jest nadal przepuszczalna dla ATP [4], 
podczas gdy te same warunki inkubacji powodują, że poryna w nienaruszonych 
mitochondriach staje się nieprzepuszczalną dla tego związku [12]. Sugeruje to, iż 
zależnie od środowiska lipidowego i białkowego zamykanie się kanału VDAC nie jest 
procesem identycznym.

Zmniejszenie przepuszczalności poryny w układach rekonstytuowanych pod 
wpływem przyłożonego potencjału transbłonowego sugeruje możliwość regulacji tą 
drogą przepuszczalności błony zewnętrznej in vivo. Regulacja taka mogłaby zacho
dzić: (i) w miejscach kontaktowych przez oddziaływanie transbłonowego potencjału 
błony wewnętrznej [7,10], bądź też dzięki interakcji kanału VDAC (ii) z powierzch
niowym potencjałem błony wewnętrznej poza miejscami kontaktowymi lub (iii) 
potencjałem  Donnana tworzącym się w poprzek zewnętrznej błony mitochondrialnej
[70], ‘

Odkrycie endogennego białkowego modulatora kanału VDAC zwiększającego 
wrażliwość tego kanału na potencjał [46] sugeruje, iż zamykanie kanału VDAC pod 
wpływem potencjału nie jest tylko artefaktem pojawiającym się w sztucznych błon
kach.

Ponieważ przyjmuje się, że kanał VDAC jest jedynym  miejscem transportu 
metabolitów przez zewnętrzną błonę mitochondrialną, regulację jego przepuszczal
ności uznaje się za jeden z podstawowych czynników prowadzących do kompartmen- 
tacji nukleotydów adeninowych na terenie przestrzeni międzybłonowej [36-38,53]. 
Kompartmentacja ta nazywana jest dynamiczną, ponieważ wynika z szybkości wy
miany nukleotydów adeninowych przez zewnętrzną błonę mitochondrialną. Z kolei 
szybkość tej wymiany, a więc szybkość dyfuzji nukleotydów przez kanał poryny 
zależy od gradientu nukleotydów adeninowych pomiędzy przestrzenią międzybłono- 
wą a cytoplazmą. [36,37]. Dynamiczna kompartmentacja prowadząc do powstania 
trzeciej (nie związanej z matriks mitochondrialną i cytoplazmatyczną) puli nukleoty
dów adeninowych może mieć istotne znaczenie fizjologiczne, szczególnie przy wy
sokiej szybkości wymiany tych nukleotydów [37-39].

Szereg danych eksperymentalnych wskazuje na to, iż poryna jest miejscem 
wiązania (w sposób specyficzny tkankowo [7]) niektórych kinaz lokalizowanych w 
przestrzeni międzybłonowej i poza mitochondriami, np: kinazy glicerolowej, hekso- 
kinazy, glukokinazy, kinazy kreatynowej, kinazy dwufosforanów nukleotydów 
[1,16,52,77,78,103], Wyniki te implikują wniosek, iż kanał VDAC odgrywa istotną 
rolę w regulacji działania tych kinaz. Stwierdzono np., iż związanie heksokinazy czy
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też kinazy glicerolowej z poryną prowadzi do wzrostu aktywności tych enzymów 
[17,105]. Regulacja aktywności kinaz cytoplazmatycznych poprzez ich oddziaływ a
nie z kanałem VDAC ma istotne znaczenie fizjologiczne. Na przykład wiązanie 
glukokinazy (komórki ß trzustki) i heksokinazy (komórki białej tkanki tłuszczowej) 
z kanałem VDAC odgrywa znaczną rolę w regulacji wydzielania insuliny (trzustka) 
i szybkości metabolizmu glukozy (tkanka tłuszczowa). Osłabienie wiązania między 
kanałem VDAC i kinazami fosforylującymi glukozę, wywołane w tych tkankach 
przez podanie glimepirydu (sulfonylmocznik), prowadzi do zwiększenia wydzielania 
insuliny (trzustka) i przyspieszenia metabolizmu glukozy w białej tkance tłuszczowej, 
czego efektem jest obniżenie poziomu glukozy we krwi [77].

Badania dotyczące dystrybucji poryny w błonie zewnętrznej wskazują, iż białko 
to zlokalizowane jest zarówno w obrębie miejsc kontaktowych (miejsca styku błony 
zewnętrznej i wewnętrznej), jak i poza tymi rejonami [16]. Miejscem wiązania kinaz 
białkowych jest głównie poryna umiejscowiona w miejscach kontaktowych [1,52,- 
103,105]. Jest całkiem prawdopodobne, iż w miejscach kontaktu obu błon mitochon- 
drialnych potencjał błony wewnętrznej może zostać "przeniesiony" na błonę zew
nętrzną i kontrolować stan otwarcia kanału poryny [7,10], regulując w ten sposób 
przejście anionowych metabolitów (np. nukleotydy adeninowe, fosfokreatyna). A 
zatem w warunkach in vivo, w zewnętrznej błonie mitochondrialnej mogłyby współ
istnieć dwie frakcje poryny: (i) jedna, w miejscach kontaktowych, poddana regulacji 
potencjału, przechodząca w stan zamknięty o niższym przewodnictwie i kationowej 
selektywności; (ii) druga, poza miejscami kontaktowymi, nie regulowana potencja
łem, pozostająca w stanie otwartym o wysokim przewodnictwie i selektywności 
anionowej (rys.8).

Podsumowując, lokalizacja kinazy w miejscach kontaktowych (np. kinazy kreaty- 
nowej) i jej współdziałanie z kanałami VDAC regulowanymi potencjałem stwarza 
większą możliwość regulacji aktywności tego enzymu niż w przypadku lokalizacji 
poza miejscami kontaktu obu błon mitochondrialnych (np. kinaza adenylanowa).

Uważa się, że kinaza związana w miejscu kontaktowym, może być funkcjonalnie 
sprzężona z translokazą nukleotydów adeninowych [1,18,52,103], co umożl i wiałoby 
bezpośrednie przeniesienie energii fosforylacyjnej z eksportowanego ATP na meta
bolit, np. kreatynę, który po fosforylacji opuszczałby przestrzeń między błonową 
kanałem poryny nie regulowanym potencjałem (rys. 8). Umożliwiłoby to wysoką 
szybkość wymiany ATP/ADP przez translokazę zlokalizowaną w błonie wewnętrz
nej, nawet w obecności wysokiego potencjału fosforylacyjnego w cytoplazmie. Za
sadniczą rolę w stabilizacji potencjału fosforylacyjnego odgrywałyby kanały VDAC 
nie regulowane potencjałem elektrycznym, poprzez umożliwienie działania kinazy 
adenylanowej, zlokalizowanej w przestrzeni międzybłonowej poza miejscami konta
ktowymi i powodującej przekształcenie nadmiaru ADP w ATP i AMP [ 1 ]. M odel ten, 
uwzględniający różnice w zdolnościach transportowych kanałów VDAC um iejsco
wionych w miejscach kontaktowych i poza nimi, zaproponowano dla kinazy kreaty-
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nowej (rys.8) [1,10,53,103], Związa
nie tego enzymu w miejscach konta
ktowych wydaje się być ułatwionym 
przez jego uczestnictwo w indukcji 
tych miejsc. Stwierdzono bowiem, iż 
w formie oktameru zlokalizowanego 
w przestrzeni między błonowej, ki- 
naza kreaty nowa jest zdolna do rów
noczesnej interakcji z obydwiema 
błonami mitochondrialnymi, co uła
twia tworzenie się miejsc kontakto
wych [53,85]. Dwa izozymy tego 
enzymu, mitochondrialny i cytopla- 
zmatyczny, tw orzątzw . "wahadło fo- 
sfokreatynow e", uczestniczące w 
przekształcaniu energii produkowa
nej w mitochondriach.

Postulowane funkcjonalne sprzę
żenie między poryną a translokazą 
nukleotydów adeninowych, zacho
dzące na terenie miejsc kontakto
wych, ma także istotne znaczenie dla 
działania kinaz wiązanych na zewnę
trznej powierzchni mitochondriów 
(np heksokinaza, kinaza glicerolo- 
wa). Enzymy te odgrywają ważną 
rolę w regulacji sprzężenia między 
glikolizą i syntezą ATP w mitochon
driach [16].

Ostatnie badania nad transportem nukleotydów adeninowych przez kanały VDAC 
tworzące kompleksy z kinazami w miejscach kontaktowych wskazują, iż istotne 
znaczenie dla zdolności transportowych tych kanałów ma typ reakcji katalizowanej 
przez kinazę. Kinazy wiązane przez porynę w miejscach kontaktowych prowadzić 
mogą dwa typy reakcji:

(i) przekształcanie energii (energy transmitting kinases), np. kinaza kreatynowa,
(ii) pochłanianie energii (energy consuming kinases), np. heksokinaza [16].
Zależnie od typu reakcji katalizowanej przez kinazę, przepuszczalność kanału

VDAC dla nukleotydów adeninowych zmienia się, co z kolei pośrednio wpływa na 
aktywność enzymu. Kinazy pochłaniające energię umożliwiają przejście ATP i ADP 
przez kanał poryny mimo ograniczającego wpływu potencjału transbłonowego, nato
miast kinazy przekształcające energię dodatkowo obniżają przepuszczalność poryny

Rys. 8. Lokalizacja kanałów VDAC w obrębie zew nę
trznej błony mitochondrialnej i ich współdziałanie z 
kinazami: O -  zewnętrzna błona mitochondrialna, I -  
wewnętrzna błona mitochondrialna, CKc -  kinaza kre
atynowa cytoplamatyczna, CKm -  kinaza kreatynowa 
mitochondrialna, Cr-kreatyna, C rP-fosforan kreatyny, 
G -  glukoza, G-6-P -  glukozo-6-fosforan, HK -  hekso
kinaza, AT -  translokaza nukleotydów adeninowych, 

AK -  kinaza adenylanowa
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Rys. 9. Hipotetyczny schemat molekularny: (A) mitochondrialnego receptora benzodiazepinowego  
(mBzR); (B) megakanału (MTP), ANT -  translokaza nukleotydów adeninowych, objaśnienia w tekście

dla nukleotydów adeninowych, zapewniając w ten sposób skuteczne oddzielenie od 
cytoplazmatycznego potencjału fosforylacyjnego [105].

Poryna uznawana jest także przez niektórych badaczy za istotny elem ent aparatu 
transportu białek do mitochondriów [16,67]. Na podstawie analizy mikroskopowej 
kryształów tworzonych przez kanały VDAC [67] stwierdzono, iż peptyd bądź prekur
sor białkowy zawierający sekwencję targetową, kierującą białko do mitochondriów, 
wiąże się z fragmentem poryny, wywołując strukturalne zmiany w siatce krystalicznej 
zawierającej kanały [69]. Inni autorzy natomiast uznają udział kanałów VDAC w 
transporcie innych białek do mitochondriów za mało prawdopodobny [82, 88].

Ostatnie badania z zakresu farmakologii molekularnej wskazują na udział kanałów 
VDAC w tworzeniu mitochondrialnego receptora (alloreceptora) dla benzodiazepin
[71], środków działających przeciwlękowo, nasennie i przeciwdrgawkowo oraz regu
lujących napięcie mięśniowe (rys. 9a). Niektórzy autorzy sugerują, iż receptor ten 
może być równocześnie białkiem odpowiedzialnym za indukowaną jonam i C a“ , 
przejściowo zwiększoną przepuszczalność wewnętrznej błony mitochondrialnej (PTP 
-  permeability transition pore = M TP -  mitochondrial transition pore), której 
elektrofizjologicznie odpowiada prawdopodobnie tzw. "megakanał" (megachannel -  
MCC) [89,90,91 ]. Postulowany udział kanału VDAC w tworzeniu mitochondrialnego 
receptora dla benzodiazepin, jak  i zbliżoność elektrofizjologicznej charakterystyki 
kanału VDAC i kompleksu M TP pozwalają przypuszczać, iż kanał VDAC pełni 
istotną rolę w działaniu kompleksu M TP (rys.9b). Funkcjonowanie tego kompleksu, 
zlokalizownanego w wewnętrznej błonie mitochondrialnej, wymaga obecności kana-
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łu umożliwiającego transport, którego funkcje może pełnić występujący w postaci 
dimeru kanał VDAC (rys. 9b) [89,90],

Zlokalizowanie VDAC w miejscach kontaktowych [1,52,83,103,105], a nawet we 
frakcji błony wewnętrznej [83] pozwala uznać udział VDAC w funkcjonowaniu MTP 
za całkiem prawdopodobny [7,96]. Przypuszcza się też, iż poryna pozamitochondrial- 
na pośredniczy w działaniu szeregu receptorów położonych w różnych częściach 
komórki, np. w błonie komórkowej stransformowanych limfocytów B, w której kanał 
VDAC zlokalizowano przy użyciu testów cytotoksyczności i mikroskopii immuno- 
fluorescencyjnej [96].

MUTANTY BEZPORYNOWE -  ALTERNATYWA WOBEC 
VDAC

Przegląd ten uwidacznia, jak  niepełną jest informacja o fizjologicznej (regulacyj
nej) roli VDAC i jak  trudną jest ona do udowodnienia, zwłaszcza wobec różnorodno
ści charakterystyki elektrycznej kanałów uzyskiwanej różnymi metodami. Sama 
chakterystyka elektryczna dokumentuje działanie kanału, który jednak nie musi takiej 
funkcji pełnić in situ [7], Dlatego też cenne są wszystkie informacje wykazujące 
konsekwencje genetycznego wykluczenia poryny. Jest to jednak możliwe tylko wtedy 
gdy brak kanału VDAC nie prowadzi do silnego zaburzenia struktury i funkcji 
mitochondriów, a jedynie do zaniknięcia lub ograniczenia określonych funkcji przy
pisywanych temu kanałowi. Dlatego też przeżywające w warunkach wymagających 
funkcjonalnych mitochondriów (niefermentujące źródło węgla) mutanty bezporyno- 
we drożdży uzyskane w drodze delecji genu kanału VDAC mogą dostarczyć dowo
dów przemawiających za pełnieniem określonych funkcji przez kanał VDAC in vivo.

Fakt, iż komórki skonstruowanych dotychczas mutantów bezporynowych rosną 
na niefermentującym źródle węgla, wskazuje na to, iż między cy toplazmą a mitochon- 
driami, w komórkach tych mutantów, musi istnieć wymiana metabolitów zachodząca 
przez zewnętrzną błonę mitochondrialną [73]. Mutanty te różnią się jednak zdolnością 
wzrostu na niefermentującym źródle węgla, a więc i prawdopodobnie szybkością 
transportu metabolitów przez zewnętrzną błonę mitochondrialną. M utant otrzymany 
przez Dihanich i in.[33] wymaga długiego (2-3  dni) okresu adaptacji do wzrostu na 
glicerolu i rośnie na nim dużo wolniej niż szczep dziki. W ykazuje on także silnie 
obniżony poziom cytochromów mitochondrialnych, których zawartość 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], rośnie na pożywce glicerolowej z szybkością porównywalną z 
wyznaczoną dla wyjściowego szczepu dzikiego, nie wykazując opóźnienia wynika
jącego z konieczności adaptacji do wzrostu na niefermentującym źródle węgla [73].
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Rys. 10. Graficzne przedstawienie sprzężenia w 
komórkach mutantów bezporynowych; obszary 
zakreślone odpowiadają różnicom w mierzo
nych wartościach uzyskanym w przeprowadzo

nych doświadczeniach [73]

Rys. 11. Porównanie wartości Ko,5 dla utleniania e- 
gzogennego NADH w stanie spoczynkowym  (wrażli
wego na Antymycynę A) i fosforylacji A D P w mito- 
chondriach i mitoplastach wyjściowego szczepu dzi
kiego i mutanta pozbawionego kanału VDAC; war
tość Ko,5, przybliżona do wartości Km, jest miarą 
restrykcji w dostępie obu metabolitów do wewnętrz

nej błony mitochondrialnej

M ożliwość indukcji w komórkach mutanta B5 stanu spoczynkowego i rozprzężonego 
w obecności etanolu (substratu oddechowego dyfundującego przez błony) wskazuje, 
iż aktywność łańcucha oddechowego nie zależy od obecności poryny [72]. Ponadto 
komórki tego mutanta rosnąc na glicerolu są sprzężone energetycznie, co dowodzi 
dostępu nukleotydów adeninowych do mitochondriów. W ykazano to wywołując silne 
obniżenie, występującego w obecności etanolu, oddychania komórek mutanta przez 
podanie inhibitorów stanu fosforylującego, tj. inhibitora translokazy nukleotydów 
adeninowych (kwas bongkrekowy -  BA) lub syntetazy ATP (TBT) i następne przy
spieszenie zużycia tlenu na skutek podania protonoforu -  FCCP [73] (rys. 10).

Stw ierdzenie sprzężenia energetycznego in situ pozostaje w zgodzie z faktem, iż 
wyizolowane mitochondria mutanta, z nieuszkodzoną zewnętrzną błoną mitochon- 
drialną, zdolne są do odwracalnego przejścia między stanem oddechowym spoczyn
kowym a fosforylującym i to niezależnie od zastosowanego substratu oddechowego 
(np. etanol, egzogenny NADH) [72,73]. Poza tym aktywność kinazy adenyłanowej 
wyznaczana (w obligatoryjnej obecności wysokich stężeń nukleotydów adeninowych 
i jonów  M g“ ) dla mitochondriów mutanta jest porównywalna z otrzymaną dla 
m itochondriów wyjściowego szczepu dzikiego [74], Dowodzi to możliwości transpo
rtu nukleotydów adeninowych oraz egzogennego NADH przez zewnętrzną błonę 
mitochondrialną mutanta, a więc w nieobecności kanału VDAC. Jednakże w porów
naniu z mitochondriami szczepu dzikiego transport ten podlega wyraźnym ograniczę-
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Rys. 12. Masa cząsteczkowa i ładunek anionowy jako determinanty ograniczeń w transporcie metabo
litów przez zewnętrzną błonę mitochondrialną mutanta pozbawionego kanału VDAC

niom, szczególnie przy braku kationów w inkubacji [74], Znajduje to swój wyraz w 
różnicach wartości Kq 5NADH i K05ADP, wskaźników wybranych dla określenia 
dostępności egzogennego NADH i ADP do wewnętrznej błony mitochondrialnej, a 
wyznaczanych dla obu typów mitochondriów (rys.l 1).

Wartości tych wskaźników są dużo wyższe w przypadku mitochondriów mutanta, 
szczególnie przy braku jonów M g2+ w inkubacji. Oznacza to konieczność obecności 
kationów dwuwartościowych i zastosowania dużo wyższych, w porównaniu ze szcze
pem dzikim, stężeń metabolitów dla uzyskania sprzężonych energetycznie m itochon
driów mutanta. Zależności te są jeszcze silniej wyrażone w przypadku CATR, 
inhibitora translokazy nukleotydów adeninowych [72,74], który stosowano dośw iad
czalnie dla przerywania stanu fosforylacyjnego. Konsekwencją ograniczeń istnieją
cych w transporcie cząsteczek obdarzonych ładunkiem (NADH, ADP, CATR) do 
m itochondriów mutanta jest zjawisko ich konkurencji o dostęp do wewnętrznej błony 
mitochondrialnej [74], znajdujące swój wyraz we wzroście wartości K0 5 wyznacza
nych dla funkcji umożliwionych przez transport tych cząsteczek.

Rysunek 12 uwidacznia, iż ograniczenia istniejące w transporcie NADH, ADP i 
CATR do mitochondriów mutanta, a więc zarazem ich konkurencyjność ulega nasi
leniu wraz ze wzrostem ładunku anionowego i silnemu osłabieniu w obecności 
kationów. Czynnym kationem jest tutaj M g2+, a także Ca2+.

W ystępujące przy braku kanału VDAC zależne od obecności kationów ogranicze
nia w transporcie cząsteczek do wewnętrznej błony mitochondrialnej zanikają po 
zniesieniu bariery błony zewnętrznej (rys.l 1), co dowodzi, iż wynikają one z w łaści
wości systemu transportującego metabolity przez tę błonę w nieobecności kanału
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VDAC [74]. Istnienie takiego systemu, definiowanego początkowo jako nowy rodzaj 
poryny o obniżonej selektywności anionowej, zaproponowano dla wyjaśnienia spe
cyficznych warunków inkubacji niezbędnych dla przeprowadzenia wyizolowanych 
mitochondriów mutanta bezporynowego w stan fosforylujący [72,73,32], Ponieważ 
konkurencyjność cząsteczek w procesie ich transportu do wewnętrznej błony mito- 
chondrialnej zostaje obniżona przez zniesienie potencjału transbłonowego (H. Kmita, 
wyniki nieopublikowane) sądzić można, iż pełniący funkcję kanału VDAC system 
transportu metabolitów przez zewnętrzną błonę mitochondrialną mutanta podlega 
regulacji przez potencjał transbłonowy błony wewnętrznej. Postulowany dla m ito
chondriów mutanta system transportu metabolitów okazał się również wrażliwy na 
polianion Kóniga [74], co wskazywałoby na niespecyficzność oddziaływania tego 
polianionu wyłącznie na kanał VDAC (rys. 13). W yższe stężenie polianionu powo
dowało jednak rozerwanie błony zewnętrznej mitochondriów mutanta (ale nie szczepu 
dzikiego), co sugeruje, że kanał VDAC pełni również w błonie zewnętrznej pewną 
funkcję mechaniczną.

Podsumowując:
(1) brak kanału VDAC nie przeciwdziała transportowi metabolitów przez zewnę

trzną błonę mitochondrialną;
(2) transport ten zachodzi przy udziale systemu (hipotetyczne białko kanałowe) o 

następujących właściwościach: preferencja wobec kationów, średnica kanału zm niej
szona w porównaniu z kanałem VDAC, czego konsekwencją są ograniczenia w 
transporcie cząsteczek, udział potencjału transbłonowego wewnętrznej błony mito- 
chondrialnej w regulacji zdolności transportowych;

(3) w komórkach mutantów bezporynowych istnieją warunki umożliwiające dzia
łanie tego systemu: efektywne stężenie kationów i transportowanych metabolitów. 
Związek między obecnością kationów dwuwartościowych a efektywnym działaniem 
tego systemu (hipotetycznego białka kanałowego) w wyizolowanych mitochondriach 
mutanta może mieć dwa wytłumaczenia:

1) kationy ekranują ujemny ładunek transportowanych cząsteczek;
2) kationy utrzymują postulowany kanał w stanie otwartym [72-74].

Badania w układach rekonstytuowanych, prowadzone po solubilizacji detergen
tem zewnętrznej błony mitochondrialnej mutanta otrzymanego przez Dihanich i in. 
[33] doprowadziły do ujawnienia białka tworzącego nieregulowany potencjałem 
kanał o selektywności kationowej oraz o obniżonym przewodnictwie i zmniejszonej 
w stosunku do kanału VDAC średnicy (1,2 nm) [11,32] (rys. 14).

Dane te pozostają w zgodzie z opracowanym na podstawie testów bioenergetycz
nych zarysem właściwości hipotetycznego białka kanałowego, lokalizowanego w 
zewnętrznej błonie mitochondrialnej innego mutanta bezporynowego (B5) [72-74]. 
Jednakże, porównanie składu białkowego zewnętrznej błony mitochondrialnej mu
tanta otrzymanego przez Dihanich i in. [33] i jego wyjściowego szczepu dzikiego nie 
doprowadziło do zidentifikowania nowego jakościowo białka [32]. M ożna więc
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Rys. 13. Hamowanie aktywności kinazy adenyla- 
nowej (A) w nietkniętych mitochondriach droż
dży  przez  p o lia n io n  K ön iga  i e fek t tego  
polianionu rozrywający błonę zewnętrzną (R) 
mierzony testem utleniania egzogennego cyto
chromu c: (o) -  mitochondria szczepu dzikiego), 
(*) -  mitochondria mutanta pozbawionego kanału 

VDAC

Rys. 14. Histogram przedstawiający zmiany prze
wodnictwa obserwowane dla sztucznej błonki w 
obecności: (A) poryny wyizolowanej z mitochon
driów szczepu dzikiego drożdży HR125-5B; (B) 
frakcji zewnętrznej błony mitochondrialnej mutanta 
bezporynowego drożdży HR125-5A, P/X -  pra
wdopodobieństwo wystąpienia określonej wartości 
przewodnictwa pojedynczego kanału; A/nS -  war
tość przewodnictwa pojedynczego kanału 

(wyrażona w nS) [11]

sądzić, iż zidentyfikowany elektrofizjologicznie kanał obecny jest nie tylko w m ito
chondriach mutanta, ale także w mitochondriach szczepu dzikiego lub też występuje 
tylko u mutanta w ilościach tak małych, iż nie jest wykrywany metodą elektroforezy 
w żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących (SDS PAGE) [32].

Założenie, iż hipotetyczne białko kanałowe, proponowane dla mutantów bezpo- 
rynowych, obecne jest także w zewnętrznej błonie mitochondrialnej szczepu dzikiego 
prowadzi do wniosku, iż istnieją przynajmniej dwa odrębne geny kodujące białka 
zdolne do tworzenia transportujących metabolity kanałów w zewnętrznej błonie 
mitochondrialnej. Analiza preparatu białkowego zawierającego kanały VDAC, izo
lowanego z mitochondriów wątroby węgorza, doprowadziła do identyfikacji dwóch 
frakcji tego kanału różniących się przewodnictwem, średnicą i masą cząsteczkową 
[31]. Również w mitochondriach kiełków grochu, obok typowego kanału VDAC, 
stwierdzono obecność kanału o selektywności anionowej, lecz zmniejszonym prze
wodnictwie i średnicy [87]. Białka tego, ze względu na znikomą jego ilość w 
zewnętrznej błonie mitochondrialnej, nie udało się jednakże zidentyfikować metodą 
SDS PAGE. Przy rekonstytucji poryny, izolowanej z różnych źródeł, często uzyskuje 
się dwie populacje, różniące się wartością przewodnictwa pojedynczego kanału
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[2,28]. Stwierdzono także istnienie specyficznych tkankowo izoform kanału VDAC 
różniących  się m asą cząsteczkow ą i w artością punktu izoelek trycznego  
[13,15,49,77,97]. W bibliotece genowej człowieka stwierdzono obecność kilku ge
nów poryny, które kodują białka o przypuszczalnie różnej funkcji fizjologicznej 
[15,42,65]. Nie można jednak wykluczyć, iż dodatkowa aktywność porynowa obser
wowana w układach rekonstytuowanych jest artefaktem bądź też wynika z odmiennej 
konfiguracji tej samej poryny mitochondrialnej [31], tym bardziej, że próba identyfi
kacji nowego rodzaju poryny w mitochondriach drożdży metodą zakładającą jego 
homologię z kanałem VDAC (homology cloning) nie zakończyła się sukcesem (G. 
Lauquin, wyniki nieopublikowane).

Natomiast bardziej prawdopodobne jest, iż w przypadku braku kanału VDAC jego 
funkcje przejmuje inne białko zlokalizowane w zewnętrznej błonie m itochondrialnej, 
które zasadniczo pełni funkcje odmienne niż kanał VDAC. Stosując metodę tip dip, 
w zewnętrznej błonie mitochondrialnej zarówno mutanta bezporynowego B5, jak  i 
wyjściowego szczepu dzikiego stwierdzono obecność zależnego od potencjału kanału 
o selektywności kationowej i wysokim przewodnictwie [34,95]. M etoda tip dip polega 
na rejestracji sygnałów elektrycznych w dwuwarstwach tworzonych na zakończeniu 
mikroelektrod z suspensji proteoliposomów zawierających błony mitochondrialne. 
Aby wykluczyć, iż obserwowana aktywność jest artefaktem wynikającym z użytej 
metody, zastosowano rekonstytucje w sztuczne błonki potwierdzając obecność kanału 
o identycznych właściwościach [95]. Zidentyfikowany w ten sposób kanał nazwano 
PSC (z ang. peptide sensitive channel), ponieważ jest on blokowany przez peptydy 
zawierające sekwencję targetową kierującą białko do mitochondriów [45,95]. Ze 
względu na tę właściwość kanałowi PSC przypisuje się udział w mitochondrialnym 
aparacie transportu białka [34,102] (rys. 15).

Dzięki zastosowaniu bezporynowego mutanta drożdży B5 [41], stwierdzono ele- 
ktrofizjologicznie odrębność kanału PSC od kanałów VDAC [34,95]. Identyczność 
sygnałów charakteryzujących kanał PSC w mutancie bezporynowym B5 i w dzikim 
szczepie wyjściowym pozwala wnioskować, iż kanał PSC funkcjonuje w zewnętrznej 
błonie mitochondrialnej niezależnie od obecności czy też braku poryny [34,95]. Kanał 
kationowy zidentyfikowany w zewnętrznej błonie mitochondrialnej mutanta bezpory
nowego otrzymanego przez Dihanich i in. [33] swą charakterystyką elektryczną 
przypomina częściowo kanał PSC [32,34,95], a wykazane różnice wynikać mogą 
zarówno z zastosowania odmiennych metod badania aktywności kanałów, jak i użycia 
różnych mutantów bezporynowych.

W ydaje się więc prawdopodobne, iż w przypadku braku kanału VDAC kanał PSC 
uczestniczyć może w transporcie metabolitów, stanowiąc w ten sposób awaryjny 
system transportu (rescue pore, emergency pore) postulowany dla mitochondriów 
mutantów bezporynowych [7,74]. Przy braku kanału VDAC system ten jest w stanie 
zabezpieczyć normalny wzrost komórek i funkcjonowanie mitochondriów. Zakłada
jąc, iż główną funkcją kanału PSC jes udział w mitochondrialnym aparacie transportu
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Rys. 15. Aktywność kationowo-selektywnego kanału z mitochondriów pozbawionego VDAC mutanta 
drożdży (A) i blokada tej aktywności przez kationowy peptyd (10 pM) z mitochondrialną sekwencją 
targetową (12 aminokwasów + 1) (B); pomiar prowadzono metodą tip-dip  w łatkach wyciętych z 
olbrzymich proteoliposomów azolektynowych, prąd rejestrowano przy różnych potencjałach zaznaczo
nych po lewej stronie każdego zapisu, strzałki oznaczają kierunek zamykania kanału, identyczne zapisy 
otrzymano dla mitochondriów dzikiego szczepu drożdży, a więc nie są one obrazem aktywności kanału

VDAC [95]

białka, występujące w przypadku mutanta skonstruowanego przez Dihanich i in. [33] 
opóźnienie wzrostu komórek i obniżony poziom cytochromów mitochondrialnych 
mogłyby znaleźć swe wytłumaczenie w konkurencji zachodzącej między prowadzo
nym przez kanał PSC transportem białka i awaryjnym transportem metabolitów.

Usunięcie kanału VDAC z mitochondriów drożdży nie pozwoliło jednak do tej 
pory rozwiązać problemu, czy kanał ten bierze specyficzny udział w funkcjonowaniu 
i składzie molekularnym kompleksu M TP (mitochondrial transition pore), ponieważ 
w mutantach bezporynowych skonstruowanych przez Dihanich i in. [33] wykrywa się 
podobną aktywność kanałową, którą próbuje się tłumaczyć zaangażowaniem kanału 
PSC w m iejsce kanahiVDAC. Byłaby to więc następna funkcja PSC (poza transpo
rtem metabolitów), którą przejmuje on w nieobecności kanału VDAC, a mianowicie 
udział w tworzeniu kompleksu MTP. Ponieważ kompleksy białkowe M TP identyfi
kuje się z kompleksem mitochondrialnego receptora dla benzodiazepin [71,89,90] 
(rys.9), oznaczałoby to, przez analogię, że kanał PSC może zastąpić kanał VDAC 
również w tym receptorze. Ta atrakcyjna koncepcja wymaga jednak pełniejszego 
udokum entowania doświadczalnego.
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Streszczenie. Wykazano, że krew pępowinowa zawiera komórki macierzyste krwiotworzenia wystarcza
jące do ustanowienia hematopoezy u dzieci i prawdopodobnie zdolne do dokonania tego u dorosłych 
biorców. Krew pępowinowa jest materiałem łatwo dostępnym i uzyskiwanym bez narażania dawcy na 
jakiekolwiek niebezpieczeństwo. Może być również przechowywana w zamrożeniu i dlatego nadaje się 
do tworzenia banków komórek krwiotwórczych do przeszczepienia. Obecnie wykonano około pięćdzie
sięciu przeszczepień allogenicznej krwi pępowinowej, w tym dwa od dawców niespokrewnionych, a 
pozostałe od nowonarodzonego rodzeństwa biorcy. W artykule omówiono zarówno teoretyczne prze
słanki wykorzystania komórek krwiotwórczych krwi pępowinowej zamiast szpiku, jak i aspekty 
praktyczno-techniczne wszystkich faz pozyskiwania, preparowania, przechowywania i przeszczepiania 
tych komórek 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 o f  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 o f cells for the banks o f  hematopoietic cells. 
Until now, about fifty allogeneic transplantations o f 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 o f  all phases of procurement, preparation, storage and transplantation 
o f  hematopoietic cells o f umbilical cord blood instead o f bone marrow in man are discussed.
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Przeszczepianie szpiku kostnego jest szeroko stosowaną metodą leczenia now o
tworowych i nienowotworowych chorób układu krwiotwórczego. Najwięcej pozy
tywnych wyników leczenia uzyskano w wyniku przeszczepienia szpiku między 
rodzeństwem posiadającym takie same antygeny zgodności tkankowej. Jednakże, 
tylko 20% chorych ma takich dawców. Dla pozostałych dodatkową możliwość 
znalezienia dawcy oferują rejestry honorowych dawców szpiku -  osób niespokrew- 
nionych z biorcą, które wyraziły gotowość oddania szpiku w razie potrzeby. Ze 
względu na szczególnie duży polimorfizm układu HLA tylko dodatkowych 20% 
biorców może liczyć na znalezienie takiego alternatywnego dawcy mimo znacznej 
liczby zarejestrowanych [35,72,80]. Na niezadowalającą sytuację w zakresie daw stwa 
szpiku kostnego mogą mieć wpływ dwa czynniki:

-  pewna uciążliwość samego zabiegu pobierania szpiku oraz
-  ryzyko związane z anastezją stosowaną przy pobieraniu [81].
M ogą one mieć wpływ na labilność w obrębie rejestru dawców, tym bardziej 

uciążliwą w przypadku niezapowiedzianej rezygnacji potencjalnego dawcy. Nie bez 
znaczenia są wysokie koszty procedury typowania antygenów zgodności tkankowej 
nowych dawców, którzy dołączają do rejestru w miarę ubywania poprzednich.

Opracowano metodę pobierania szpiku kostnego ze zwłok [51]. W ydaje się jed 
nak, że ta metoda tylko w niewielkim stopniu zwiększy dostępność materiału do 
przeszczepień, natomiast wieloetapowa i skomplikowana obróbka kości z pewnością 
zwiększa ryzyko zakażenia.

Stwierdzono, że obecne w wątrobie płodowej komórki krwiotwórcze nadają się do 
przeszczepienia. W ykazano skuteczność takiego zabiegu w odniesieniu do ciężkiego 
skojarzonego niedoboru odporności [76], jednakże próby zastosowania komórek 
krwiotwórczych wątroby płodowej do leczenia niedokrwistości aplastycznej nie dały 
zachęcających wyników. Komórki krwiotwórcze wątroby płodowej wydają się mieć 
zasadniczą zaletę nad komórkami szpiku kostnego dawcy dorosłego czy ze zwłok. 
W ielu autorów [35,75] wskazuje na niski poziom reakcji: Przeszczep Przeciw Gospo
darzowi (PPG) w przypadku niedokładnego doboru dawcy i biorcy, dużo mniejszy 
niż w przypadku takiej samej różnicy w obrębie układu HLA między biorcą a 
dorosłym dawcą szpiku.

Na niepowodzenia w zastosowaniu komórek wątroby płodowej mogą mieć wpływ, 
poza innymi czynnikami, niewystandaryzowane i niedoskonałe metody pozyskiwania 
materiału wzorowane na doświadczeniach ze zwierzętami. Opracowano [41] stan
dardową metodę um ożliwiającą pozyskanie komórek krwiotwórczych z wątroby 
płodowej z maksymalną wydajnością. Touraine [76] opisał trzy budzące nadzieję 
przypadki podania komórek krwiotwórczych wątroby płodowej in utero, bez ustalania 
zgodności tkankowej między dawcą a biorcą.

Jednakże dostępność wątroby i innych narządów płodowych jest mocno ograni
czona ze względów naturalnych, a w wielu krajach dodatkowo przepisami prawnymi 
i względami etycznymi.
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W  ostatnich latach zwrócono uwagę na jeszcze jedno źródło komórek krwiotwór
czych, jakim  jest krew pępowinowa, która jest materiałem łatwo dostępnym i wcześ
niej nie była wykorzystywana do innych celów.

2. PODSTAWOWE DANE 
O ROZWOJU UKŁADU KRWIOTWÓRCZEGO

Zarodkowy rozwój układu krwiotwórczego rozpoczyna się od powstania m acie
rzystych komórek krwiotworzenia -  hematopoietic stem cells. Te komórki mają 
bardzo duży potencjał samoodnawiania i pełne zdolności do wielokierunkowego 
różnicowania się. Komórki te mogą całkowicie odtworzyć układ krwiotwórczy po ich 
wprowadzeniu do organizmu biorcy uprzednio poddanego działaniu cytostatyków 
bądź letalnego napromieniowania. M ikrośrodowisko, w którym rozwija się krwiotwo- 
rzenie w narządach, tworzą fibroblastoidalne komórki podścieliska -  stromal cells. 
One też różnią się w zależności od narządu, w którym występują i wpływają na typ 
wytwarzanych komórek krwiotwórczych [40,60].

Jest wysoce prawdopodobne, że zarówno komórki podścieliska, jak i ich komórki 
wyjściowe mają inne pochodzenie niż macierzyste komórki krwiotwórcze [40,65].

U człowieka w momencie porodu krwiotworzenie jest już prawie w całości prze
mieszczone do szpiku kostnego, niemniej istnieją jeszcze ślady hematopoezy wątro
bowej i śledzionowej [42],

M im o zewnętrznego podobieństwa istnieje szereg zasadniczych różnic między 
hem atopoezą płodową, a szpikowądorosłego osobnika. W krwiotworzeniu płodowym 
występuje wysokie tempo namnażania komórek, stały i szybki wzrost puli kom órko
wej, różnicowanie in vivo głównie wzdłuż szlaku erytroidalnego, przyśpieszony czas 
dojrzewania (in vitro) większa wrażliwość na erytropoetynę oraz m niejsza wrażliwość 
naczynniki stymulujące wzrostkoloniigranulocytarno-m akrofagowych. D laprzykła- 
du, na początku drugiego trymestru najwyższy jest odsetek BFU-E. W tym okresie 
jest on około 3 razy wyższy niż później we krwi pępowinowej i 10 razy wyższy niż 
w szpiku osobnika dojrzałego [30],

Tworzenie kolonii z komórek podścieliska krwi płodowej jest wolniejsze niż ze 
szpiku [60]. Izolowane komórki macierzyste i ukierunkowane (CD34+++) z krwi 
pępowinowej są dużo mniej wrażliwe na cytokiny supresyjne (H-ferrytyna, T G F-ßl, 
M IP - la  i inne) niż analogiczne komórki szpiku osobnika dorosłego [49].

W ydaje się, że powyższe różnice między hematopoezą płodową a szpikową 
wynikają z tego, że z natury rzeczy komórki hematopoezy płodowej są bliższe swojego 
początku, tj. pierwszych krwiotwórczych komórek macierzystych danego osobnika, 
a komórki hematopoezy dojrzałej dzieli od tego okresu dłuższy czas i więcej podzia
łów samoodnawiania, rónicowania i dojrzewania [42].
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Te i inne różnice między komórkami krwiotwórczymi obecnymi we krwi pępow i
nowej a komórkami krwiotwórczymi szpiku nie mają charakteru zasadniczego i w 
związku z tym nie wykluczają wykorzystania tych pierwszych do ustanowienia 
krwiotworzenia po przeszczepieniu zamiast komórek szpikowych. Problemy te zosta
ną omówione w dalszej części pracy.

3. KOMÓRKI KRWIOTWÓRCZE KRWI PĘPOWINOWEJ

Zander [84] sugeruje, że krew obwodowa dzieci zawiera więcej komórek krw io
twórczych niż krew dorosłych.

W iele danych wskazuje na to, że krew pępowinowa jest bogatym źródłem komórek 
krwiotwórczych o wysokim potencjale proliferacyjnym [4,15,16,29,55]. Należy nad
mienić, że nie ma dotychczas dobrych metod bezpośredniego badania komórek 
macierzystych człowieka, a przedstawione wyniki uzyskano w większości metodami 
pośrednimi.

Di Landro i wsp. [46] oraz Gluckmann [32] stwierdzili większą częstość wy
stępowania komórek tworzących kolonie granulo-monocytame (CFC-GM ) we krwi 
pępowinowej niż we krwi obwodowej dorosłego czy w szpiku kostnym, oraz ich 
względną niedojrzałość w stosunku do CFC-GM szpikowych. Zaobserwowali też ich 
wysoką wrażliwość na czynniki stymulujące (CSF) oraz szybszy rozwój (w 10-12 
dniu hodowli). Z kolei Hows i wsp. [38,39] stwierdzili większą niż w szpiku częstość 
występowania komórek tworzących kolonie erytrocytame (BFU-E) oraz wskazali na 
obecność we krwi pępowinowej prymitywnych komórek tworzących kolonie mega- 
kariocytam e (CFU-Mk) tworzących większe kolonie niż CFU-M k szpikowe. Olson i 
wsp. [57] również porównali kolonie megakariocytarne z krwi pępowinowej i ze 
szpiku. W ykazali, że liczba CFC-M k we krwi pępowinowej jest nieco większa niż we 
krwi obwodowej, lecz znacznie mniejsza niż w szpiku. Wykazali też, że kolonie 
tworzone przez CFC-M k krwi pępowinowej są liczebniejsze.

Lynch i wsp. [52] oszacowali liczbę CFC-GM na 100-krotnie, a BFU-E na 
400-krotnie większą niż we krwi obwodowej oraz zaobserwowali większą wrażliwość 
tych komórek na odpowiednio CSF i Epo. Broxmeyer i wsp. [17] używając Steel 
Factor (SF) stwierdzili lepszą odpowiedź CFC-GM i CFC-GEM M  pochodzących z 
krwi pępowinowej niż ze szpiku. Można wnioskować, że powyższe komórki z krwi 
pępowinowej są mniej dojrzałe niż ze szpiku.

Nakahata i wsp. [54] również stwierdzili występowanie we krwi pępowinowej 
bardziej prymitywnych komórek, tzw. CFC-GEM M , nie stwierdzili komórek tworzą
cych kolonie limfocytam e oraz wykryli obecność licznych komórek tworzących 
kolonie złożone z blastów o dużym potencjale samoodnawiania. Leary i wsp. [48] 
otrzymali kolonie blastów z hodowli krwi pępowinowej stymulowanej podłożem 
pochodzącym z hodowli limfocytów z fitohemaglutyniną. Nie zaobserwowano tego
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typu kolonii w szpiku. Cicuttini i wsp. [21] sygnalizują obecność progenitorów 
limfocytów NK we krwi pępowinowej, których ilość szacują na 1% wszystkich 
kom órek jądrzastych. Foa i wsp. [29] uzyskali z krwi pępowinowej kolonie limfocy
tów T jednakże w ilości wyraźnie mniejszej niż w normalnej krwi obwodowej 
stymulowanej PHA.

Cardoso i wsp. [18] porównywali zdolności komórek CD34+CD38- (frakcja 
zawierająca krwiotwórcze komórki macierzyste) ze szpiku i krwi pępowinowej do 
produkcji komórek ukierunkowanych w długotrwałej hodowli. Ustalili że: frakcja 
komórek CD 34+C D 38-jest ok. 4-krotnie liczniejsza we krwi pępowinowej; komórki 
CD34+CD38- z krwi pępowinowej i szpiku wytwarzają porównywalne liczby kom ó
rek CFU-GEM M k, lecz produkują 2-krotnie większą liczbę komórek CFU-GM  i 
3-krotnie większą liczbę BFU-E. Ponadto, kolonie tworzone przez komórki ukierun
kowane z krwi pępowinowej były znacznie większe niż szpikowe. Niemniej, stwier
dzili również ok. 4-krotnie mniejszą wydajność generacji późnych komórek ukie
runkowanych przez komórki krwi pępowinowej.

Z kolei Kinnburgh i wsp. [43] stwierdzili we krwi pępowinowej podobną liczbę 
kom órek CD34+, jak  w szpiku, lecz większą liczbę prymitywnych komórek o feno
typie LTC-IC (CD34+/CD45RO+). Falkenburg i wsp. [27] wykazali, że jakkolwiek 
całkowita liczba komórek krwiotwórczych w krwi pępowinowej i w szpiku jest 
podobna, to liczba komórek na wczesnym etapie rozwoju jest ok. 2-krotnie wyższa w 
krwi pępowinowej. Częstość występowania BFU-E ocenili na podobną jak  w szpiku, 
częstość CFU-GM  na niższą, a CFU-GEM M  na ponad 2- krotnie wyższą niż w szpiku.

Z krwi pępowinowej bardzo trudno jest uzyskać hodowlę długoterminową. Prindull 
i wsp. [60] wykazali jednak obecność komórek tworzących kolonie fibroblastoidalne 
(CFC-F) we krwi pępowinowej, które tworzyły te kolonie w obecności kortizonu a 
bardzo rzadko bez. Równie wzrost komórek podścieliska z krwi pępowinowej jest 
wolniejszy. To może uzasadniać trudności z uzyskaniem hodowli długoterminowej z 
krwi pępowinowej [39,73], której komórki podścieliska będące źródłem CSF nie 
nadążają za wzrostem komórek krwiotwórczych. Hows [38] twierdzi, że na wcześniej 
wytworzonym podścielisku komórki z krwi pępowinowej rosną dynamiczniej niż 
odpowiednie komórki szpiku. Biesecker i wsp. [9] wykazali, że surowica krwi 
pępowinowej jest bogatym źródłem interleukiny 6 i pobudza krwiotworzenie zarod
kowych komórek macierzystych in vitro.

W ielu autorów koreluje liczbę prymitywnych komórek krwiotwórczych we krwi 
pępowinowej z wczesnym porodem [14,33,72,73,74], Jednakże DiLandro [46] nie 
stwierdza zwiększonej ilości GM-CFC u wcześnie urodzonych, przeciwnie, wskazuje 
na nieco wyższy odsetek tych komórek we krwi pępowinowej noworodków urodzo
nych w terminie. Sugeruje natomiast pozytywną korelację między ilością prymityw
nych komórek krwiotwórczych a niedomaganiami w czasie ciąży, takimi jak  nad
ciśnienie, infekcja czy inne.
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4. WYKORZYSTANIE KRWI PĘPOWINOWEJ 
DO ODTWORZENIA KRWIOTWORZENIA

Opisując pionierskie prace Broxmeyera J. Coriis [23] twierdzi, że ... "krew 
pępowinowa może być liną życia dla niektórych chorych".

W iele danych z praktyki klinicznej wskazuje, że liczba komórek krwiotwórczych 
w jednej porcji krwi pępowinowej starcza do pełnego odtworzenia krwiotworzenia u 
prawie 100% dzieci (do 50 kg wagi) i u ok. 50% dorosłych [32,33,35,80]. Zdaniem 
Falkenberga [27)] przy założeniu, że udane przeszczepienie wymaga podania 104 
CFU-GM  na kg masy ciała biorcy, należy choremu przetoczyć przynajmniej 1 ml krwi 
pępowinowej na 1 kg masy ciała biorcy. M ożna z tego wnioskować, że porcja 100-150 
ml pobranej krwi pępowinowej powinna wystarczyć do odtworzenia krwiotworzenia 
osobnika dorosłego.

Broxmeyer i wsp. [15], Auerbach i wsp. [4], Gluckmann i wsp. [32,33], Kohli-Ku- 
mar i wsp. [45] i inni użyli z powodzeniem krwi pępowinowej do odtworzenia 
krwiotworzenia po leczeniu anemii Fanconiego u dzieci. W agner i wsp. [80] opisali 
przypadek wykorzystania krwi pępowinowej do odtworzenia krwiotworzenia po 
leczeniu młodzieńczej formy przewlekłej białaczki szpikowej. Bogdanie i wsp. [11] 
opisali przypadek wykorzystania krwi pępowinowej do odtworzenia krwiotworzenia 
u 28-miesięcznej dziewczynki chorej na przewlekłą białaczkę szpikową z chrom oso
mem P h \  Vilmer i wsp. [79] użyli krwi pępowinowej w przypadku zaawansowanej 
białaczki limfatycznej. Oprócz opisanych powyżej przypadków, sygnalizowano uży
cie krwi pępowinowej do odtworzenia krwiotworzenia w takich schorzeniach, jak 
neuroblastoma, limfoproliferacyjne choroby związane z chromosomem X czy niedo
krwistość aplastyczna po zapaleniu wątroby [35]. W związku z tym, że układ od
pornościowy w chwili porodu jest jeszcze daleki od osiągnięcia swojego ostatecznego 
stadium rozwoju [34], reakcja PPG jest bardzo słaba w przypadku podania krwi 
pępowinowej biorcy niezgodnemu [32,45,79]. Z wyżej wymienionych względów, 
również niezgodność w obrębie układu ABO nie jest przeszkodą w dokonaniu 
przeszczepu [33,80].

We krwi pępowinowej stwierdzono znaczny odsetek komórek niedojrzałych czyn
nościowo, nieuczulonych i wykazujących silną aktywność supresyjną [35,59,79]. 
Jednakże Broxmeyer [15] przestrzega o zagrożeniu reakcją GVH w przypadku 
zanieczyszczenia krwi pępowinowej krwią matki.

Dotychczas wykonano na świecie ponad 40 udanych zabiegów przeszczepienia 
allogenicznych komórek macierzystych pochodzących z krwi pępowinowej. W tej 
liczbie mieszczą się też dwa udane zabiegi przeszczepienia krwi uzyskanej z banku, 
pochodzącej od niespokrewnionych dawców. Częstość powikłań przy tych zabiegach 
była znacznie mniejsza niż po przeszczepieniu szpiku [5].
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5. PROBLEMY TECHNICZNE ZWIĄZANE 
Z WDRAŻANIEM TEJ METODY LECZNICZEJ

Brossard [14] wylicza szereg sytuacji klinicznych, w których należy odstąpić od 
pobrania krwi pępowinowej.

Rozważając natomiast problemy techniczne związane z pobraniem należy zwrócić 
uwagę na sprawę zasadniczą, jaką jest jednorazowość pobrania porcji krwi pępowi
nowej i niewielka objętość próbki. Uzupełnić krew pępowinową można tylko szpi
kiem pobranym od tego samego dawcy. Obraz odsetkowy krwi noworodka zmienia 
się bardzo szybko w kierunku obrazu normalnego i już po 24 godzinach liczba 
kom órek we wczesnym stadium rozwojowym zmniejsza się do 50% [17,72,74]. 
Dlatego też spośród rozważanych technik należy zastosować te, które gwarantują 
największą wydajność pozyskania krwi pępowinowej i najmniejsze straty w jej dalszej 
obróbce.

Następujące procedury składają się na cykl obróbki:
-  pozyskanie krwi pępowinowej,
-  obróbka przed krioprezerwacją, w tym ewentualna izolacja frakcji leukocytamej,
-  krioprezerwacja,
-  obróbka po odmrożeniu -  ewentualne odpłukanie substancji krioochronnej.
Metody pozyskania krwi pępowinowej można ogólnie podzielić na 2 grupy:

pasywne i aktywne.
M etoda pasywna polega na postępowaniu identycznym jak podczas normalnego 

porodu. Naczynia pępowinowe zostają zaciśnięte klemem w odległości 5 -7  cm od 
pępka, przecięte, a krew grawitacyjnie spuszczona do naczynia z antykoagulantem. Z 
badań autora wynika, że na 22 pobrane porcje średnia objętość próbki pobranej tą 
metodą wynosiła 47 ml, największa porcja zawierała 90, a najmniejsza 25 ml krwi.Ge
neralnie m ożna sądzić, że metoda ta pozwala na pozyskanie dostatecznej ilości krwi 
do odtworzenia krwiotworzenia tylko u małego dziecka. Gluckman [35] opisuje 
znaczny rozrzut w zakresie zarówno objętości pozyskiwanej krwi, jak  i liczby obe
cnych w niej komórek, w tym komórek ukierunkowanych.

Nie stwierdzono korelacji między liczbą przebytych ciąż czy płcią dziecka, a liczbą 
pozyskanych komórek jądrzastych. Również nie stwierdzono korelacji między pozy
skaną objętością krwi a liczbą pozyskanych komórek ukierunkowanych, co pozwala 
wnioskować, że nawet niewielkie próbki mogą zawierać dostateczną liczbę komórek 
ukierunkowanych do wszczepienia. Z danych autora wynika, że na 34 pobrane próbki 
krwi pępowinowej średnia leukocytoza wynosiła 17,2 tys. komórek na jllI, przy 
najwyższej wynoszącej 24,8, a najniższej 12,1 tys. komórek jądrzastych w 1 p.1 krwi, 
co daje między 210 a 1370 min komórek w całej próbce.

Opisano kilka metod aktywnych zwiększających ilość pobranej krwi. O ile jednak 
metodą pasywną krew pępowinową może pozyskać asystująca przy porodzie położna, 
o tyle przy metodzie aktywnej należy uwzględnić na sali porodowej obecność pra-
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Rys. 1. Sposób opracowania krwi pępowinowej przeznaczonej do przeszczepienia

cownika zajętego wyłącznie pozyskiwaniem krwi pępowinowej. Broxmeyer i wsp. 
[15,16] oraz Auerbach i wsp. [4] po zaklemieniu naczyń pępowinowych pobierali 
krew spływającą grawitacyjnie przy łożysku pozostającym jeszcze w macicy, a 
dodatkową ilość aspirowali z naczyń łożyska po jego urodzeniu. Uzyskiwali przecięt
nie 80 ml. Thierry i wsp. [73] cewnikowali naczynie pępowinowe igłą o dużej 
średnicy, gdy łożysko znajdowało się w macicy, uzyskali podobną wydajność jak 
Broxmeyer. Turner i wsp. [78] zmodyfikowali 2-etapową metodę Broxmeyera po
przez aktywną perfuzję odciętego łożyska roztworem soli fizjologicznej z antykoagu- 
lantem. Uzyskali ponad 2-krotnie większą ilość pozyskiwanej krwi w stosunku do 
klasycznej metody Broxmeyera.

Cesarz i wsp. [19] porównali 3 metody pozyskiwania krwi. Po odcięciu pępowiny, 
dwie pierwsze polegały na aspirowaniu krwi z naczyń pępowinowych strzykawką, a 
trzecia na przecięciu naczyń pępowinowych i wspomaganiu grawitacyjnego spływa
nia krwi wytłaczaniem. Żadna z zastosowanych metod nie wpływała na żywotnoć 
komórek jądrzastych, natomiast porcja pobrana trzecią metodą była 2-2,5-krotnie 
większa niż pierwszą czy drugą.

Kolejnym zagadnieniem jest wybór odpowiedniego antykoagulanta. W zasadzie 
ani heparyna, ani ACD nie wpływają na żywotność komórek jądrzastych [16], jednak 
więcej autorów używa heparyny w stężeniu 50 U/ml [19,46,72] niż ACD [16,78], 
Turner i wsp. [78] twierdzą, że ACD w stężeniu do 20% nie działa toksycznie na 
komórki jądrzaste. Jednakże, jak  wynika z obserwacji autora, przy pobieraniu krwi 
pępowinowej metodą pasywną na wstępnie przygotowany roztwór ACD trudno jest
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przewidzieć wielkość pobranej próbki i często w przypadku małych porcji zdarza się 
znaczne przekroczenie 20%, co już ma zdecydowanie negatywny wpływ zarówno na 
obraz mikroskopowy, jak  i na żywotność komórek.

Do dezynfekcji naczyń pępowinowych i łożyska stosowana jest 10% betaina [78] 
lub 70% etanol [19].Thierry i wsp. [74] oraz inni autorzy zalecają przetrzymywanie 
pobranej krwi w temp. 4°C i możliwie najszybszą jej dalszą obróbkę.

Gluckmann i wsp. [32,33,34], Vilmer i wsp. [79] i Broxmeyer i wsp. [15] nie 
wykonują ani wstępnego rozdziału, ani odpłukiwania krioprotektora z krwi pępow i
nowej przeznaczonej do transplantacji. Broxmeyer [16] nie stwierdził różnicy w 
liczbie kolonii komórek progenitorowych wyhodowanych z mrożonej krwi rozdzie
lanej i nierozdzielanej.

Rodzi to konieczność wprowadzenia do organizmu biorcy kilku do kilkunastu ml 
DM SO oraz erytrocytów ewentualnie niezgodnych z biorcą. W związku z tym, że 
wyżej wymienieni autorzy zamrażają krew pępowinową w workach powstają dwa 
dodatkowe problemy związane z koniecznością przetrzymania rozmrożonego mate
riału w worku w temperaturze pokojowej:

-  m ożliwość spontanicznego kłaczkowania oraz
-  narażenie zawartych w materiale komórek krwiotwórczych na dłuższą ekspozy

cję na 10% DMSO.
Goldmann i wsp. [36] zalecają bądź szybkie rozcieńczenie rozmrożonego materia

łu 10-krotną objętością podłoża hodowlanego, bądź jego jak  najszybsze wprowadze
nie do organizmu biorcy. W przypadku worków o pojemności 50-150 ml taka 
procedura jest niewykonalna. W niektórych ośrodkach materiał zamrażany jest w 
10-m ililitrowych probówkach, które są sukcesywnie rozmrażane przy łóżku chorego. 
Spontanicznemu kłaczkowaniu można dosyć skutecznie zapobiegać stosując DNA-zę 
I lub EDTA. Abrams i wsp. [ 1 ] oraz Rowley i wsp. [63] stwierdzają, że jednogodzinne 
przetrzym ywanie komórek krwiotwórczych w 10% DMSO w temperaturze pokojo
wej nie wpływa na liczbę utworzonych kolonii. Berthier i wsp. [6,7,8], Ellis i wsp.
[25], Goldmann i wsp. [36] oraz van de Ouveland i wsp. [58] nie stwierdzają wpływu 
0,1% roztworu DMSO dodanego do podłoża hodowlanego na ilość utworzonych 
kolonii. Ellis nie stwierdza ponadto działania toksycznego DNA-zy I w stężeniu 10 
IU/ml.

Nie ma danych sugerujących, że kilka do kilkunastu mililitrów DM SO wprowa
dzone do organizmu biorcy przy okazji podania krwi pępowinowej wpływa na proces 
odtworzenia krwiotworzenia.

Brobyn [12] twierdzi, że "...DMSO wydaje się być bardzo bezpiecznym lekiem 
przy podaniu dożylnym". Yellowless i wsp. [83] stwierdzają, że DM SO (użyte do 
leczenia zapalenia stawów) jest lekiem bezpiecznym, jakkolw iek osobniczo może 
wywoływać pewne zaburzenia, jednak krótkotrwałe i całkowicie odwracalne.
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Podanie nierozdzielonej krwi pępowinowej wiąże się z wprowadzeniem do orga
nizmu biorcy również niewielkiej ilości lizatu erytrocytów oraz erytrocytów nieusz
kodzonych. Ma i wsp. [53] twierdzi, że niewielka ilość lizatu nie działa toksycznie na 
organizm biorcy. Broxmeyer [15] donosi o słabej ekspresji antygenów ABO na 
erytrocytach krwi pępowinowej, dużo słabszej niż na erytrocytach dorosłego. Gluck- 
mann [33] opisuje przypadek podania biorcy z niskim mianem aglutynin, krwi 
pępowinowej niezgodnej z biorcą względem układu ABO.

Izolacja komórek krwiotwórczych krwi pępowinowej. W celu oddzielenia 
erytrocytów, granulocytów i osocza od pozostałych komórek można zastosować 
rozdział metodą cytoforezy, wirowania w gradiencie lub sedymentacją. N iew ielka 
objętość krwi pępowinowej wyklucza cytoferezę.

Foa i wsp. [29], W agner i wsp. [80], Broxmeyer i wsp. [15,16] oraz Thierry i wsp. 
[72,73] obserwowali znaczne straty komórek jądrzastych, dochodzące do 80% przy 
rozdziale krwi pępowinowej na gradiencie ficoll-methrizoat o gęstości 1,077 do 1,079 
g/ml, czy po sedymentacji na Plasmogelu. Straty te dla krwi pępowinowej były 
znacznie wyższe niż dla analogicznie rozdzielanej krwi obwodowej [16]. Charbord i 
wsp. [20] uzyskali ponad dwukrotnie mniejsze straty (w przeliczeniu na liczbę 
kolonii) podczas rozdziału na gradiencie Percollu o gęstości 1,080. Autorzy twierdzą, 
że wirowanie na gradiencie ficollu z methrizoatem wybiórczo elim inuje niektóre 
frakcje komórek progenitorowych, np. BFU-E.

Lynch i wsp. [52] wykazują bardzo małe straty, sięgające 10% kom órek jądrzas
tych, po sedymentacji krwi pępowinowej na skrobi hydroksyetylowanej (HES). 
Falkenberg [27] twierdzi, że przeprowadzenie rozdziału fizycznego krwi pępow ino
wej w czasie do 8 godz. od pobrania nie powoduje strat w liczbie komórek krw iotw ór
czych.

Ogólnie rzecz biorąc, ciągle nie ma zgodności odnośnie metod izolacji komórek 
jednojądrzastych (wśród których są komórki macierzyste) z krwi pępowinowej. 
Oznacza to konieczność kontynuowania badań, gdyż metody takie są niezbędne przy 
rozszerzeniu wykorzystania krwi pępowinowej np. do terapii genowej.

Krioprezerwacja. Dane odnośnie warunków krioprezerwacji opierają się na 
wynikach prac porównujących odzysk krwiotwórczych komórek ukierunkowanych 
zamrożonej krwi pępowinowej, krwi obwodowej i szpiku.

W iększość autorów [32,35,53,58,69] wykorzystuje DMSO jako krioprotektor w 
stężeniu 10% obj., z różnymi modyfikacjami pozostałej części podłoża. Kinetyka 
obniżania temperatury różni się nieco w zależności od pochodzenia materiału czy 
autora pracy. W ydaje się, że można przedstawić następującą procedurę na podstawie 
danych wielu autorów [1,7,10,24,31,69].

Paremetry obniżania temperatury są następujące: 1,5 °C/min do -40°C; 5°C/min 
do-150°C ; przeniesienie materiału do ciekłego azotu lub fazy gazowej ciekłego azotu. 
Tem peratura krystalizacji lodu w granicach -5  do -7°C . Niskanen i wsp. [56] oraz 
M cGann i wsp. [31] sugerują nieco wyższe początkowe tempo schładzania (3 -
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7°C/min) w odniesieniu do komórek ukierunkowanych szpiku i krwi obwodowej. 
Cytowani wyżej autorzy stosują do zamrażania urządzenie z elektronicznie progra
mowanym spadkiem temperatury (CRF). Posiadanie CRF nie jest jednak warunkiem 
koniecznym do zamrażania tego typu materiału. Berthier i wsp. [6,8] stosują metodę 
dwustopniową; początkowe gwałtowne schładzanie do określonej temperatury ( -  
37°C), przetrzymanie i dalsze schładzanie do temperatury fazy gazowej ciekłego 
azotu. Przy zastosowaniu zamrażarki na -80°C  i pudełka ze styropianu można 
uzyskać pożądany spadek temperatury (l-3°C /m in) bez CRF [22,61,62,70]. W ię- 
kszoć autorów przechowuje zamrożony materiał w temperaturze ciekłego azotu 
(-1 96°C) lub fazy gazowej ciekłego azotu (ok. - 1 40°C). Ratajczak i wsp. [61 ] uzyskali 
dużo lepsze wyniki przechowywania szpiku w temperaturze -80°C .

Czas przechowania nie ma w zasadzie wpływu na przeżycie komórek. Aird i wsp.
[3] sygnalizują o 11-letnim okresie przechowywania ludzkich komórek ukierunkow a
nych bez utraty żywotności. Stiff i wsp. [70] oraz Ahmed i wsp. [2] zastosowali 5% 
DMSO i 6% HES uzyskując lepsze wyniki przeżywania nierozdzielanych komórek 
szpiku niż w samym DMSO. Brockbank i wsp. [13] uzyskali lepszą przeżywalność 
komórek ludzkiej linii promieloblastycznej K G -la, kiedy w podłożu zamrażającym 
oprócz DM SO obecna była niskocząsteczkowa Poliwinylopirolidyna (PVP). Materiał 
może być przechowywany w probówkach [55] lub w workach [16,32,58,66], dlatego 
że tworzywo, z którego są wykonywane worki, nie wpływa na tworzenie kolonii przez 
komórki ukierunkowane [37], a w praktyce klinicznej są one dużo wygodniejsze.

Zamrażając w workach, w objętości 50-150 ml należy się jednak liczyć z 
pewnymi rozbieżnościami między zadanym a rzeczywistym spadkiem temperatury 
przy zamrażaniu i rozmrażaniu [24], które jednak nie mają wpływu na przeżywalność. 
Proces rozmrażania przeprowadzany jest jak najszybciej, w łaźni wodnej o temp. 
37-40°C.

Odzysk komórek jądrzastych po krioprezerwacji waha się w granicach od prawie 
100% [22,58] do 75% [25]. W iększość autorów odzyskuje około 80% komórek. 
Odzysk komórek ukierunkowanych w przeliczeniu na liczbę kolonii waha się znacz
nie, od 90% [4] do 64% [22] dla CFU-GM i BFU-E. Berthier i wsp. [8] donoszą o 
70% odzysku CFU-M k, podczas gdy Fabian i wsp. [26] oraz Ratajczak i wsp. [61] 
odzysk tych komórek ukierunkowanych oceniają na bardzo słaby. Sensebe i wsp. [65] 
twierdzą, że komórki podścieliskowe znoszą krioprezerwację gorzej niż komórki 
krwiotwórcze. W ydaje się, że rozbieżności pomiędzy danymi wielu autorów wynikają 
z różnych powodów w tym, z różnic w warunkach hodowli oraz ze stosowania 
różnych czynników stymulujących [27].

Obróbka po krioprezerwacji -  usunięcie krioprotektorów. Gdy stężenie kom ó
rek przekroczy 107/ml, rozmrożona krew czy szpik, a szczególnie wyizolowane 
leukocyty narażone są na spontaniczne kłaczkowanie (celi clumping). Staje się to 
regułą, gdy podłoże z krioprotektorem jest usuwane metodą wirowania [7,15,36,- 
66,70]. Zapobiec temu procesowi można przez natychmiastowe rozcieńczenie odm ro
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żonej próbki podłożem hodowlanym w temperaturze 4°C. Schiewe i wsp. [66], Bock 
i wsp. [10] oraz Fliedner i wsp. [28] za główną przyczynę kłaczkowania uw ażają 
produkty rozpadu granulocytów obojętnochłonnych. Granulocyty są bardziej od 
innych komórek wrażliwe na uszkodzenia mrożeniowe. Schiewe dodatkową rolę 
przypisuje zniszczonym płytkom krwi. Bock oraz Clark i wsp. [22] stwierdzają w 
kłaczkach obecność ok. 100% martwych granulocytów i żywych limfocytów. K lacz
ko wanie może spowodować utratę 90-95%  wszystkich komórek po krioprezerwacji.

Istnieje możliwość zapobieżenia kłaczkowaniu przez usunięcie granulocytów ad- 
sorbcją na płytce, pochłanianiem cząsteczek węgliku żelaza [67] czy wirowaniem na 
gradiencie wielocukrów [7], lecz metody te powodują zbyt duże straty również wśród 
innych komórek. Stiff i wsp. [70] używając mieszaniny krioprotektorów, tj. 5% 
DMSO, 6% HES i 2% ludzkiej albuminy surowiczej (HSA), nie zauważyli kłaczko
wania po rozmrożeniu. Jak twierdzą, może to być spowodowane lepszym przeżywa
niem krioprezerwacji przez granulocyty dodatkowo chronione skrobią hydroksy- 
etylowaną i albuminą. Bock [10] zapobiega kłaczkowaniu chelatowaniem jonów  
Ca2+ i M g2+ 0,1% roztworem EDTA. W ielu autorów [7,28,50,58] używa w tym celu 
DNA-zy I w ilości 10-15 tys. IU na 1 ml zamrożonego materiału. Rowley i wsp. [64] 
zapobiegają kłaczkowaniu zawiesiny szpiku przez dodanie 10% ACD przed m roże
niem i dodatkowych 10% natychmiast po rozmrożeniu.

Jednakże Goldmann [36] twierdzi, że nie ma pewnej metody zapobieżenia kłacz
kowaniu. Zniszczone w procesie krioprezerwacji granulocyty uwalniają zawarte w 
ich ziam istościach enzymy proteolityczne, które w następstwie uszkadzają własną 
komórkę oraz otaczające [82], W celu poprawieniaprzeży walności komórek ukierun
kowanych i macierzystych szpiku po krioprezerwacji Lin i wsp. [50] dodali do 
zawiesiny komórek przed mrożeniem leupeptyny -  niskocząsteczkowego inhibitora 
proteinaz, w stężeniu 0,1-1 pM, i uzyskali 1,5-krotny wzrost liczby kolonii.

Łącznie dane te wskazują, że metoda zamrażania krwi pępowinowej ma jeszcze 
szereg niedoskonałości, często wiąże się z dużymi stratami i wymaga dalszej optym a
lizacji.

6. ASPEKTY ETYCZNO-MORALNE 
ORAZ PRAWNE ZWIĄZANE Z TRANSPLANTACJĄ 

KRWI PĘPOWINOWEJ

W zasadzie nie ma żadnych przeciwskazań (poza szczególnymi sytuacjami wśród 
niektórych mniejszości religijnych) odnośnie podawania chorym krwi pępowinowej 
w zastępstwie szpiku. M oralne zastrzeżenia może raczej budzić przyzwolenie na 
tracenie tak cennego materiału terapeutycznego. Ściśle jednak związana z
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aspektami moralno-etycznymi jest sprawa pobierania krwi pępowinowej w czasie 
porodu. Newton [55] przestrzega przed stawianiem wielkości porcji pobranej krwi 
ponad dobrem rodzącego się dziecka.

7. PODSUMOWANIE

Krew pępowinowa wydaje się być doskonałym materiałem zastępującym szpik 
kostny w odtwarzaniu krwiotworzenia. Jest materiałem bogatszym od szpiku w 
prymitywne komórki krwiotwórcze i bardzo łatwo dostępnym. Niedogodnością jest 
ograniczona i niezbyt duża liczba komórek w tym materiale. Do jej pełniejszego 
użycia niezbędny jest dalszy rozwój technik rozdziału i krioprezerwacji. Istnieją 
racjonalne przesłanki do tworzenia banków krwi pępowinowej [23,35], które zresztą 
są już tworzone. Może ona być zarazem znakomitym uzupełnieniem już istniejących 
rejestrów dawców szpiku kostnego [55].
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BIAŁKA G -  NAGRODA NOBLA 1994

G PROTEINS -  THE NOBEL PRIZE FOR 1994

Jolanta BARAŃSKA 

Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN w W arszawie

Streszczenie: Rodzina heterotrimerycznych regulatorowych białek wiążących nukleotydy guanylowe, 
zwanych powszechnie białkami G, odgrywa zasadniczą rolę w przekazywaniu sygnałów przez plazma- 
lem ę komórek eukariotycznych. W artykule opisano odkrycie białek G uhonorowane nagrodą Nobla w 
roku 1994 oraz współczesne poglądy dotyczące udziału podjednostek białek G w sprzężeniu między 
receptorem a białkiem efektorowym.

Słowa kluczowe: białka G, GTP, GDP, przekazywanie informacji.

Summary. Family o f 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 o f G protein subunits 
mediated receptor-efector coupling are discribed.

K ey words: G proteins, GTP, GDP, signal transduction.

1. WSTĘP

Hormony, neurotransmitery, sygnały świetlne, substancje zapachowe czy bodźce 
czuciowe działają specyficznie na receptory i wywołują serię zdarzeń w komórce 
prowadzącą do określonych efektów biologicznych. Białka receptorowe znajdują się 
w plazmalemie komórek i ulegają zmianom konformacyjnym po związaniu z agonistą. 
Receptory nie działają jednak bezpośrednio na określone efektory, jak  np. kanały 
jonowe czy enzymy syntetyzujące wtórne przekaźniki informacji. Substancjami znaj
dującymi się pomiędzy nimi są tzw. białka G. Pełnią one rolę przekaźników, przeno
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sząc sygnał poprzez błonę komórkową od zmienioengo konformacyjnie receptora do 
efektora i są regulowane przez nukleotydy guanylowe: GTP -  "włączający" i GDP -  
"wyłączający" system informacji.

W poniższym artykule zawarto krótką charakterystykę białek G, dotyczącą ich 
struktury, właściwości i działania, i opisano, jak  doszło do ich odkrycia. Czytelników 
zainteresowanych tematem autorka odsyła do licznych artykułów przeglądowych 
[5,7,10-13,25].

2. ODKRYCIE BIAŁEK G -  NAGRODA NOBLA ’94

Nagrodę Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny przyznano w 1994 r. dwóm 
Amerykanom -  Martinowi Rodbellowi z Państwowego Instytutu Zdrow ia w Re
search Triangle Park w Północnej Karolinie i Alfredowi Gilmanowi z Centrum  
M edycznego w Dallas w Teksasie -  za odkrycie białek G i ich roli w przewodzeniu 
sygnałów. Odkrycie to stanowi jeden z milowych kroków w kierunku poznania i 
zrozumienia procesów przekazywania informacji w komórce i słusznie zostało uho
norowane najwyższym wyróżnieniem.

W  1971 r. Martin Rodbell pierwszy dowiódł, że stymulacja cyklazy adenylanowej 
w izolowanych błonach komórek wątroby szczura wymaga nie tylko obecności 
hormonów, lecz także nukleotydów guanylowych, głównie GTP [26]. Odkrycie to 
zostało następnie potwierdzone przez innych badaczy, którzy wykazali, że nukleotydy 
guanylowe modulują powinowactwo ß-adrenergicznych receptorów do działających 
na nie agonistów [9,14].

W opublikowanym w 1992 r. artykule przeglądowym omawiającym działanie 
białek G. Rodbell przedstawia swoje 20-letnie badania w tym zakresie [25]. Pisze, jak 
w latach siedemdziesiątych zafascynowany teorią cybernetyki zdecydował się wyko
rzystać ją  w analizie procesów zachodzących w komórce, na którą działa sygnał. 
Receptory nazwał dyskryminatorami, a enzymy, których aktywność zmieniała się w 
wyniku działania na komórkę hormonu, -  wzmacniaczami. Dodatkowo jednak, drogą 
dedukcji, postulował istnienie trzeciego niezależnego składnika, który nazwał prze
kaźnikiem (z ang.: transducer), sprzęgającego informację pomiędzy receptorem a 
wzmacniaczem. A zatem, pomiędzy sygnałem pierwotnym dochodzącym do komórki 
z przestrzeni pozakomórkowych a sygnałem wtórnym, przetworzonym w komórce, 
przepływ informacji zachodziłby dzięki trzem niezależnym składnikom błony kom ór
kowej. Proponowane przez Rodbella nazewnictwo przyjęło się, choć nikt obecnie nie 
nazywa receptora dyskryminatorem, a wzmacniacz nazywany jest efektorem. Dalsze 
badania prowadzone w latach osiemdziesiątych przez drugiego noblistę -  Alfreda 
Gilmana dowiodły, że drugim składnikiem w tym systemie informacji, owym prze
kaźnikiem jest białko regulatorowe wiążące i hydrolizujące GTP.
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W końcu lat siedemdziesiątych Gilman wraz ze współpracownikami [27,28] badali 
aktywność cyklazy adenylanowej w ekstraktach plazmalemy komórek chłoniaka S49 
traktowanych detergentami. Stwierdzili, że aktywność tego enzymu zanikała po 
podgrzaniu, a była przywracana, gdy nieaktywny, podgrzany preparat mieszano z 
natywnym, niepodgrzewanym preparatem uzyskanym ze zmutowanych komórek 
(tzw. cyc), nie mających aktywności tego enzymu [27]. Badacze wnioskowali [27,28], 
że albo enzym składa się z dwóch aktywności -  katalitycznej i regulatorowej, albo że 
na aktywność enzymu składają się dwa białka: jedno termolabilne, które mają tylko 
komórki cyc, i drugie -  termostabilne, występujące w podgrzanych ekstraktach błon 
chłoniaka i mające właściwości regulatorowe. Białko termostabilne zostało w roku 
1980 oczyszczone do homogenności [23]. Wykazano także, że wiąże ono GTP i w 
takiej formie aktywuje cyklazę adenylanową. W roku 1985 Gilman i wsp. [16] 
dysponowali już nie tylko oczyszczonym do homogenności preparatem tego białka, 
ale także oczyszczoną cyklazą adenylanową i receptorem ß-adrenergicznym. Używa
jąc zrekonstruowany układ pęcherzyków liposomalnych, zawierających zmieszane w 
określonych proporcjach fosfolipidy i trzy powyższe białka, badacze wykazali słusz
ność hipotetycznych rozważań Rodbella. Istotnie, gdy na układ działał sygnał, dla 
uzyskania aktywności cyklazy adenylanowej (określanej zwiększoną produkcją cy
klicznego AMP) konieczna była obecność trzech białek: receptora, przekaźnika i 
wzm acniacza (efektora), zwiększającego natężenie sygnału. Aktywność efektora 
(cyklazy adenylanowej) była stymulowana obecnością GTP, a białko pełniące funkcje 
przekaźnika nazwane zostało białkiem G [23].

Dalsze badania Rodbella [24] i Gilmana [6,8,18], a także innych badaczy [21,30] 
poszły w kierunku poznania struktury, właściwości i funkcji białka G w systemie 
przekazywania informacji w komórce.

3. CHARAKTERYSTYKA BIAŁEK G

3.1. S T R U K T U R A  B IA Ł E K  G

Białka G wchodzą w skład dużej nadrodziny białek wiążących GTP. Między 
innymi należą do niej czynniki translacyjne oraz tzw "małe" białka o masie cząstecz
kowej 20-25  kDa [3,33]. Do tych ostatnich należą produkty protoonkogenów ras, 
genów rac, rap i rho, a również ARF (kofaktor dla toksyn cholery katalizujący 
ADP-rybozylację białka Gs). Białka G różnią się jednak zasadniczo od wszystkich 
pozostałych białek tej nadrodziny. Są one mianowicie heterotrimerami, składającymi 
się z trzech różnych podjednostek: a  (masa cząsteczkowa = 39-46 kDa), ß (37 kDa) 
i y (8 kDa) [ 12,13]. Inne białka tej nadrodziny nie wiążą się z podjednostkami ßy ani 
innymi homologicznymi i nie tworzą struktur oligomerycznych. Ponadto, w odróż
nieniu od białek G nie mają aktywności GTPazy [10].
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Na rysunku 1 przedstawiono budowę białka G. Podjednostki ß i y tworzą stały 
kompleks, podczas gdy podjednostka a  ma zdolność oddysocjowania i w iązania się 
z powrotem z kompleksem ßy, tworząc znowu trimer. Podjednostka a  ma pojedynczą 
domenę wiążącą nukleotydy guanylowe: GTP i GDP. Z przyłączonym GDP przylega 
ściśle do kompleksu ßy i stanowi formę nieaktywną, podczas gdy forma aktywna 
zawiera GTP. Podjednostka a  może ponadto hydrolizować związany z jej cząsteczką 
GTP, jest więc enzymem o właściwościach GTP-azy. Zatem, przejście formy nie
aktywnej białka G w aktywną zachodzi z udziałem GTP, który wymienia GDP 
związany do podjednostki a . Natomiast forma aktywna staje się nieaktywną, gdy GTP 
ulega hydrolizie do GDP i Pj [5,12,13,25].

W pewnych typach białek G, ich podjednostki a  zawierają specjalną domenę, 
która ulega modyfikacji przez toksyny bakteryjne [8,10,12,13,17]. Toksyna cholery 
katalizuje przeniesienie ADP-rybozy z NAD na specyficzną resztę argininy w niektó
rych białkach G. Powoduje to blokadę aktywności GTPazy i pozbawia podjednostkę 
a  zdolności hydrolizy GTP, co prowadzi do długotrwałej nadaktywacji systemu [17]. 
Z kolei toksyny krztuśca powodują ADP-rybozylację specyficznej reszty cysteiny tej 
podjednostki, uniemożliwiając oddziaływanie białka G z receptorem i hamując przez 
to jego działanie [8].

Białko G jest związane z plazmalemą komórek. Uważa się, że zakotwiczenie 
trimeru w dwuwarstwie lipidowej błony może być ułatwione przez prenylację pod
jednostki y i miry stylację podjednostki a  [6,12], Grupy: preny Iowa bądź miry stylowa 
dołączone do polipeptydów utrzymują podjednostki w hydrofobowej warstwie błony 
komórkowej.

3.2. DZIAŁANIE BIAŁEK G
Na rysunku 1 przedstawiono udział białka G w procesie przekazywania informacji 

w komórce. Białko G ulega aktywacji, gdy na receptor działa określony sygnał. W iąże 
się wtedy z receptorem [12,13] (choć niektórzy badacze sądzą, że trimer białka G jest 
połączony w postaci kompleksu z receptorem wolnym od agonisty [25]). Przejście 
trimeru w postać aktywną jest związane z uwolnieniem GDP, a przyłączeniem GTP. 
Powoduje to dysocjację trimeru na podjednostkę a  ze związanym do niej GTP oraz 
na kompleks podjednostek ßy [11-13,25]. Obecnie uważa się [12,25], że nie tylko a , 
lecz także kompleks ßy mogą w pewnych typach białek G oddziaływać na białka 
efektorowe (patrz poniżej). Podjednostka a  może działać na jeden efektor, a ßy na 
inny, mogą jednak także działać synergicznie lub przeciwstawnie na ten sam efektor. 
Dzięki aktywności GTPazowej następuje szybka hydroliza GTP i reasocjacja podjed
nostek, co tworzy z powrotem trimeryczną postać białka G nieaktywnego.

M echanizm przekazywania informacji przez białka G jest zatem podobny bez 
względu na rodzaj receptora i działającego na receptor agonistę, a różnice dotyczą 
jedynie zaangażowania lub nie kompleksu podjednostek ßy i sposobu aktywacji 
efektora przez podjednostkę a  i kompleks ßy. Należy jednak zaznaczyć, że białka G
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Rys. 1. Budowa i działanie białka G: (1) Białko G występuje jako trimer składający się z podjednostek a , 
ß i y, do podjednostki a  przyłączony jest GDP, receptor (R) jest niezwiązany z agonistą, a efektory (E i) i 
(E2) są nieaktywne; (2) po przyłączeniu hormonu (H) następuje zmiana konformacyjna receptora, do 
którego przyłącza się trimer białka G; GDP zostaje odłączony, a do podjednostki a  przyłącza się GTP, 
powoduje to dalsze zmiany konformacyjne kompleksu, a mianowicie: (3) zmniejszenie powinowactwa 
między receptorem a hormonem i odłączenie hormonu oraz zmniejszenie powinowactwa między podjed- 
nostkami a  a kompleksem ßy, co prowadzi do ich dysocjacji; (4) podjednostka a  przyłącza się do białka 
efektorowego (E i) regulując jego funkcje, podczas gdy podjednostki ßy są bądź nie aktywne (4a), bądź w 
innych systemach (4b) aktywują inny efektor (E2) lub działają na ten sam efektor (4c), na który działa 
podjednostka a; (5) podjednostka a  ma właściwości GTPazy, hydroliza GTP prowadzi do powstania 
GDP, co powoduje przejście formy aktywnej w nieaktywną oraz powrotną reasocjację podjednostek

białka G (1)

oddziałują jedynie z receptorami mającymi siedem domen transmembranowych, 
należących do jednej rodziny strukturalnej [5]. Natomiast receptory, na które działają 
np. czynniki wzrostu, mające w swojej strukturze kinazę tyrozynową, nie współdzia
łają z białkami G [4]. Nie przeszkadza to jednak, że białka G otrzymują i przekazują 
sygnały od więcej niż 200 typów i podtypów receptorów, na które działa co najmniej 
kilkadziesiąt różnych rodzajów agonistów [5].

Sygnał od białka G przechodzi na określony efektor. Białka G działają stymulująco 
lub hamująco na cyklazę adenylanową [32], stymulująco na fosfodiesterazę cGMP 
[31], fosfolipazę C typu ß, fosfolipazę A 2 i D [7], a także regulują funkcje licznych 
kanałów jonowych w błonie komórkowej [12]. W wyniku działania efektorów w 
kom órce pojawiają się wtórne przekaźniki informacji, jak np. cAMP, trisfosfoinozytol
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i diacy loglicerol, a także następuje mobilizacja jonów wapnia [ 1 ]. Wtórne przekaźniki 
aktywują kinazy białkowe, prowadząc do fosforylacji określonych białek i w efekcie 
do określonej biologicznej odpowiedzi komórki [2],

3.3 W Ł A Ś C IW O Ś C I B IA Ł E K  G

W ydaje się oczywiste, że przy tak wielkiej różnorodności agonistów i receptorów 
od których białka G odbierają sygnał, a także licznych efektorów, na które go 
przekazują, one same także muszą występować w postaciach różnych izomerów. 
Klasyfikacja białek G opiera się zasadniczo na właściwościach podjednostki a ,  choć 
wszystkie podjednostki: a , ß i y różnią się między sobą masą cząsteczkową, budową 
pierwszorzędową i właściwościami funkcjonalnymi. W ydzielono i sklonowano geny 
wielu podjednostek białka G. Znanych jest conajmniej 21 form podjednostek a , 
4 -  ß i 6 -  y. Daje to możliwość licznych kombinacji budowy trimerycznego białka 
G, pełniącego określone biologiczne funkcje w komórce [5,12],

Klasyfikacja białek G jest często myląca, ponieważ niejednokrotnie nazywano je 
w chwili odkrycia w zależności od pełnionej funkcji. I tak np. nazwa Gs czy G ; 
odpowiadała dawniej białkom stymulującym lub odpowiednio hamującym aktywność 
cyklazy adenylanowej, podczas gdy nazwa G0 obejmowała wszystkie inne białka G 
[10,25].

Bliższe poznanie strukturalnych i funkcjonalnych właściwości podjednostek a  
białka G, a szczególnie sekwencji aminokwasów, pozwoliło na ich podział na 4 
podstawowe typy. Tabela 1 przedstawia zaliczone do nich, podane przykładowo 
podjednostki a . W tabeli znajdują się informacje dotyczące masy cząsteczkowej, 
wrażliwości na działanie toksyn bakteryjnych oraz typowe efektory, na które działają 
poszczególne podjednostki a . Powyższy podział oparty jest na klasyfikacji podanej 
przez Heplera i Gilmana [12], obejmującej wszystkie znane podjednostki a  i znacznie 
bardziej szczegółowy opis ich właściwości.

Do pierwszego typu Gs należą podjednostki a : a s oraz a olf. Są one aktywowane 
przez hormony ß-adrenergiczne i glukagon ( a s) oraz substancje zapachowe (oc0]tj. 
W szystkie aktywują cyklazę adenyłanową, a więc zwiększają syntezę cAMP, a a s 
działa ponadto stymulująco na kanał wapniowy w komórkach mięśni szkieletowych 
[15], a hamująco na kanał sodowy w komórkach mięśnia serca [29].

W następnym typie -  Gj znajdują się podjednostki a j występujące w 4 podtypach. 
Z nich tylko a 3 jest podjednostką hamującą cyklazę adenylanową [12], Enzym ten 
jest także hamowany przez podjednostkę a z, występującą głównie w mózgu. Podjed
nostki a  tego typu są zasadniczo pobudzane przez agonistów działających na recep
tory muskarynowe i a-adrenergiczne, za wyjątkiem a ( stymulowanej przez światło. 
Ta ostatnia występuje w pręcikach siatkówki oka, jest związana z rodopsyną i 
aktywuje fosfodiesterazę cGMP [31], Do typu Gj należą także podjednostki a 0. 
W ystępują one obficie w mózgu, gdzie stanowią więcej niż 1% wszystkich białek 
błon. W ydaje się, że właśnie to białko aktywuje fosfolipazę A 9 [7,12],
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TABELA I. W łaściwości podjednostek a  białek G

Typy Masa czą
steczko
wa (kDa)

W rażliwość 
na toksyny 
bakteryjne

Efektor

G s
as 44,2 toksyna cholery T cyklaza adenylanowa 

T kanały Ca2+
4- kanały Na+

OColf 44,7 toksyna cholery T cyklaza adenylanowa

G i
ai 40,3 toksyna krztuśca T kanały K+
CX2 40,5 jw. i  kanały Ca2+
(X3 40,5 jw. i  cyklaza adenylanowa

aoA 40,0 jw. T fosfolipaza C (?)
aoB 40,1 jw. T fosfolipaza A 2 (?)

(Xtl 40,0 toksyna krztuśca i cholery T fosfodiesteraza cGMP
(Xt2 40,1 toksyna krztuśca i cholery T fosfodiesteraza cGMP

(Xz 40,9 i  cyklaza adenylanowa

Gq
<Xq 42.0 T fosfolipaza C typu ßi, ß2,ß 3
a  ii 42.0 T fosfolipaza C typu ß i , ß2 iß 3
a u 41.5 T fosfolipaza C typu ß i, ß2 iß 3
(X16 43.0 T fosfolipaza C typu ß i, ß2 iß 3
« 1 5 43.5 (?)

Gl2
a i2 44.0 (?)
a i3 44.0 (?)

Obydwa wymienione typy podjednostek a  -  Gs i Gj są czułe na toksynę cholery, 
a niektóre na toksynę krztuśca. Następny jednak typ podjednostek a -  Gq, do którego 
należą a q, a j  j, a ]4, a 15 i a ]6, a także ostatni czwarty typ G ]2, zawierająpodjednostki 
a  nieczułe na obie toksyny. W ymienione w Tabeli 1 podjednostki typu G są 
aktywowane przez agonistów działających na receptory muskarynowe i stymulują 
fosfolipazę C typu ß, hydrolizującąfosftydyloinozytolo-(4,5)bisfosforan, prowadząc 
do pow stania wtórnych przekaźników informacji -  trisfosfoinozytolu i diacyloglice- 
rolu [1,2,4,12,31]. W ostatniej grupie G 12 znajdują się podjednostki oc]2 i a ^ .  Są one 
wszechobecne, ale dotychczas nie wiadomo, jaki agonista powoduje ich aktywację i 
na jaki efektor działają [12].

Kompleks podjednostek ßy był przez długi czas uważany jedynie za część trimeru 
ułatwiającą połączenie z błoną i receptorem. Obecnie jednak uważa się, że kompleks 
ten także oddziałuje na określone efektory [12,25]. I tak np. cyklaza adenyłanowa w
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mózgu typ I, stymulowana przez podjednostkę a s jest hamowana przez kompleks ßy, 
natomiast typ II i IV cyklazy jest aktywowany przez ten kompleks (ale tylko w 
obecności a s) [32]. Przykład ten demonstruje wzajemne współdziałanie podjednostki 
a  białka G z kompleksem podjednostek ßy, działających synergicznie lub przeciw 
stawnie na ten sam efektor. Ponadto, kompleks stymuluje fosfolipazę C w granulo- 
cytach, fosfolipazę A9 w mózgu i reguluje kanał potasowy w komórkach m ięśnia 
sercowego [12].

Powyższe przykłady sygnalizują złożoność procesów przekazywania informacji w 
komórce. Z pewnością nie wyczerpują jednak ogromu wzajemnych współzależności 
pomiędzy poszczególnymi składnikami systemu, w którym to rodzina heterotrimery- 
cznych białek wiążących i hydrolizujących GTP odgrywa tak ważną rolę.

4. UWAGI KOŃCOWE

Odkrycie białek G zapoczątkowało badania w różnych kierunkach wiedzy, w tym 
medycyny. Okazało się bowiem, że patogenezę cholery czy krztuśca można wytłu
maczyć działaniem tych toksyn na funkcjonowanie białek G. Przypuszcza się, że 
zaburzenia w strukturze i funkcji białek G mogą powodować zmiany nowotworowe 
i leżeć u podstaw chorób endokrynnych.

Na koniec należy zwrócić uwagę na ostatnie prace Rodbella z lat dziewięćdziesią
tych [19,20], Są one zgodne z coraz częściej pojawiającymi się w literaturze danymi, 
że procesy zachodzące w żywej komórce przebiegają inaczej niż badane w sztucz
nych układach pęcherzyków liposomalnych czy ekstraktach błon. Rodbell uważa [25] 
i podobnego zdania są inni autorzy [22], że białka G mogą występować w kom ple
ksach z białkami cytoszkieletu. Przypuszczają, że białka receptorowe, białka G i 
efektory są w plazmalemie komórek znacznie bardziej statyczne, niż sądzono uprze
dnio. Autorzy sugerują [22,25], że wzajemne oddziaływanie tych substancji nie 
odbywa się na zasadzie przypadkowych kolizji łatwo poruszających się białek w 
płynnej mozaikowej strukturze błony, ale jest subtelnie modulowane przez białka 
cytoszkieletu, z którymi współdziałają.
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Komunikat Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej
Zarząd Fundacji Biologii Komórki i Biologii M olekularnej postanowił przyznać 

nagrodę naukową w roku 1994 za wyróżniającą się, oryginalną pracę z zakresu 
biologii komórki, indywidualną lub zespołową, wykonaną wyłącznie w krajowej 
placówce naukowej, opublikowaną w latach 1992-1994 w czasopiśmie figurującym 
w Current Content. Wysokość nagrody w 1994 r. wyniesie 6 000 000 zł.

Zgłoszenia wraz z dwoma odbitkami należy kierować do dnia 15 listopada 1994 r. 
pod adresem Fundacji.
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Komunikat Redakcji "Postępów Biologii Komórki"
Redakcja "Postępów Biologii Komórki" pragnie kontynuować porządkowanie 

polskich mian z zakresu biologii komórki, a w szczególności miana dotyczące: 
morfologii komórek i ich funkcji oraz biologii molekularnej. W związku z tym 
prosimy o nadsyłanie na adres Redakcji propozycji mian do końca listopada każdego 
roku, aby można opublikować je  w zeszycie 1 następnego roku. W szystkie uwagi do 
propozycji, które nadejdą do Redakcji do końca września będą opublikowane w 
zeszycie 4 wraz z propozycją ostateczną mian. Po kilku latach na tej podstawie będzie 
można opublikować suplement "Postępów" zawierający przyjęte miana.

Układ nadsyłanych propozycji:

proponowane odpowiednik definicja,
miano (nazwa) w j. angielskim bliższy opis 
w j. polskim i synonimy miana
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INFORMACJE DLA AUTORÓW

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

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

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

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

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

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

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

Nadesłanie tekstu pracy, poprawionego po recenzjach, na dyskietce przyspieszy publikację,
Pierwsza strona nie numerowana przeznaczona jest dla redakcji i powinna zawierać: imiona i nazwiska autorów 

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

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

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

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

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

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