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W TYM ZESZYCIE PBK

■ Większość białek mitochondrialnych jest importowana z cytoplazmy. Pod
stawową rolę w tym procesie odgrywają kompleksy białkowe zlokalizo
wane w zewnętrznej i wewnętrznej błonie mitochondrialnej. Zakłócenia w 
imporcie białka do mitochondriów mogą stanowić przyczynę nowej klasy 
chorób pochodzenia mitochondrialnego. Artykuł na ten temat jest na stro
nie 379.

■ Poród u ssaków prowadzi do wyjścia płodu ze sterylnej, w normalnych 
warunkach, macicy do środowiska zewnętrznego, gdzie noworodek ma 
kontakt z czynnikami zakaźnymi. Makrofagi tworzą komórkową linię obro
ny, której najważniejszymi mechanizmami są fagocytoza i prezentacja^ 
antygenu. Obecny stan wiedzy na temat roli makrofagów i niektórych cy- 
tokin w układzie rozrodczym ssaków opisano na stronie 409.

.■ Modyfikacja komórek genami dla cytokin jest intensywnie rozwijającym 
się kierunkiem terapii nowotworów. Wykazano, że do jednej ze skutecz
niejszych możliwości terapii należy wprowadzenie genu dla interleukiny 
12 (IL-12). Przeprowadzone na zwierzętach badania pozwalają wierzyć 
w skuteczność takiego postępowania, co pozwoliło również rozpocząć
pierwsze próby kliniczne. Bliżej o tym na stronie 465.

*
■ Rodzina białek transkrypcyjnych Rel/NFicB pełni ważną rolę w regulacji 

procesów zapalenia i odpowiedzi immunologicznych, a również w rozwo
ju nowotworów -  patrz artykuł na stronie 487.
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M ETODA M IK RO JĄDER  
W  BADANIACH EPIDEM IOLOGICZNYCH

THE MICRONUCLEUS TECHNIQUE IN EPIDEMIOLOGICAL STUDIES

Agnieszka CIERNIAK, Maria KAPISZEWSKA

Zakład Biochemii Ogólnej, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, 
Uniwersytet Jagielloński, Kraków

Streszczenie: Technika mikrojąder stosowana jest do oceny stopnia uszkodzeń chromosomów na pozio
mie pojedynczej komórki. Mikrojądra pochodzą z fragmentów chromosomów, a także całych chromo
somów nieprawidłowo rozdzielonych podczas podziału komórkowego. Metoda ta jest łatwa do zasto
sowania w ludzkich limfocytach i tym samym nadaje się do prowadzenia badań monitoringowych na 
ludzkich populacjach. Obecnie jest ona szeroko stosowana do oceny wpływu zarówno środowisko
wych i genetycznych czynników, jak i stylu życia na stabilność genetyczną. W pracy tej opisano 
podstawowe zasady leżące u podstaw tej metody włączając w to sposób zliczania i kryteria oceny 
mikrojąder. Dokonano również przeglądu wybranych pozycji literatury, w których częstość pojawiania 
się mikrojąder była zastosowana jako biomarker podatności na nowotwory i inne choroby degenera- 
cyjne. Omówiono także wpływ genetycznie uwarunkowanych metabolicznych polimorfizmów na róż
ne biologiczne markery ryzyka genotoksycznego po ekspozycji na środowiskowe i zawodowe czynni
ki.

Słowa kluczowe: mikrojądra, limfocyty, genotoksyczność

Summary : The micronucleus assay measure chromosome damage at the level o f single cells. Micronuclei 
originate from chromosome fragments or whole chromosomes that are not included in the main daughter 
nuclei during nuclear division. The method is very easily applied to human lymphocytes and in various 
cell types, and therefore lends itself to human biomonitoring studies. This assay is now in widespread 
use to assess effect o f the impact o f environmental, genetic and lifestyle factors on genomic stability.
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366 A. CIERNIAK, M. KAPISZEWSKA

The underlying principles o f this assay including criteria for scoring micronuclei are described. More
over, this paper describes some o f the results published in the literature where frequency o f micronucleus 
was used as a biomarker o f cancer risk and other degenerative diseases. The influence o f metabolic 
genotypes on different biological markers o f genotoxic risk in environmental or occupational exposure is 
reviewed.

Key words: micronuclei, lymphocytes, genotoxicity.

WSTĘP

Niebezpieczeństwo, jakie niesie ekspozycja na czynniki genotoksyczne, w dużej 
mierze zależy od podatności osobniczej związanej ze sposobem metabolizowania 
genotoksycznego związku, od wydajności układów naprawiających uszkodzenia 
DNA czy od obecności mutacji w onkogenach czy genach supresorowych. 
Genetyczny polimorfizm enzymów metabolizujących mutageny i kancerogeny, w tym 
genów CYP kodujących enzymy cytochromu P450, transferazy glutationowe czy N- 
acetylo-transferazy, może zmienić ryzyko powstania nowotworu nawet 2 -10-krotnie 
[3]. Oznacza to, że wyznaczenie bezpiecznej granicy ekspozycji na dany czynnik 
powinno uwzględniać powyższe składowe fizjologicznej odpowiedzi organizmu na 
czynniki genotoksyczne. Mimo że badania nad polimorfizmami genetycznymi postępują 
szybko, a ich rezultaty w przyszłości pomogą w ocenie indywidualnej predyspozycji 
na rozwój choroby nowotworowej i innych chorób degeneracyjnych, to nie należy 
spodziewać się, aby polimorfizm genetyczny miał wkrótce stać się powszechnie 
stosowanym biomarkerem  w badaniach nad zagrożeniami środowiskowymi. 
Zautomatyzowanie technologii mikroprocesorów DNA (DNA-chip technology), a 
tym samym znaczne obniżenie kosztów jej zastosowania, jest wielką szansą na 
wprowadzenie metod badania genów polimorficznych, jako ważnego biomarkera do 
badań epidemiologii molekularnej, zwłaszcza że etiologia tych chorób dotyczy zwykle 
niejedno-, ale wieloskładnikowego zespołu czynników genotoksycznych. Najpilniejszym 
zadaniem  epidem iologii m ole-kularnej prow adzącej b io logiczne badania 
biomonitoringowe jest znalezienie uniwer-salnego biomarkera pozwalającego na ocenę 
narażenia organizmu na czynniki geno-toksyczne. Badania na poziomie molekularnym 
analizujące związek przyczynowy pomiędzy ekspozycją na czynniki genotoksyczne a 
efektem biologicznym pomogą w zrozumieniu mechanizmów prowadzących do 
powstawania nowotworów.

Skutki ekspozycji na czynniki genotoksyczne mogą być oceniane klasycznymi 
metodami cytogenetycznymi, takimi jak: analiza aberracji chromosomowych, wymiana 
chromatyd siostrzanych, zmiany w ilości chromosomów [29,30,33,34,35,36]. Metody 
te są jednak czasochłonne i kosztowne. Prosta metoda pozwalająca na szybkie, tanie, 
powtarzalne i wiarygodne przeprowadzenie oceny chromosomowych mutacji na dużej 
liczbie komórek polega na określeniu częstości występowania w komórce struktur 
nazwanych mikrojądrami. Zalety tej metody czynią ją  niezwykle przydatną w
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METODA MIKROJĄDER W BADANIACH EPIDEMIOLOGICZNYCH 367

prowadzonych na dużych populacjach badaniach epidemiologicznych. Wyko
rzystywana jest ona także w toksykologii genetycznej oceniającej wpływ różnych 
mutagennych i kancerogennych czynników na genom komórkowy, a także w ocenie 
wpływu suplementów o działaniu prewencyjnym [4,12,14,15,20,22].

Częstość pojawienia się mikrojąder analizuje się przede wszystkim w limfocytach 
izolowanych z krwi obwodowej, ale także w komórkach nabłonkowych, w erytrocytach 
i w fibroblastach, jak również w komórkach szpiku kostnego, keratynocytach skóry i 
w' nowotworowych liniach komórkowych [15,22,23].

Mikrojądra odzwierciedlają zgubione fragmenty chromosomu, a także nieprawidłowe 
rozdzielenie się chromosomów podczas podziału komórkowego. Dokładniejszych 
informacji o miejscu, w którym doszło do uszkodzenia, dostarcza identyfikacja 
kinetochorów czy centromerów [15].

1. METODA MIKROJĄDER

Metoda analizy mikrojąder została opracowana niezależnie przez Schmida [32] i 
Heddle’a [18]. Podstawą wprowadzenia tej techniki stały się obserwacje powstawania 
ciałek Howell-Jolly, zwanych także mikrojądrami, podczas procesu erytropoezy [ 15,22]. 
Erytroblasty rozwijając się w polichromatyczne erytrocyty -  PCE (młode erytrocyty 
bazofilne, barwiące się Giemsą na jasnoniebiesko i zawierające jeszcze RN A) wyrzucają 
jądro komórkowe z komórki. Z czasem stają się erytrocytami normo-chromatycznymi 
-  NCE (dojrzałe erytrocyty, acidofilne, m niejsze niż PCE, barwiące się na 
jasnopomarańczowo), tracą RN A i zawierają głównie hemoglobinę. W procesie 
erytropoezy chromosomy komórek macierzystych wchodząc w fazę proliferacji i 
dojrzewania mogą ulec uszkodzeniu (złamanie lub wymiana). Pojawienie się takich 
anomalii we fragmencie lub całym chromosomie prowadzi do powstania struktur 
zawierających fragmenty chromosomów otoczonych błoną jądrową. Widoczne są 
one w cytoplazmie jako struktury jądropodobne o znacznie mniejszych wymiarach, 
stąd nazwa-mikrojądra. Zarówno w organizmie człowieka, jak i myszy, gdzie proces 
ten jest dobrze scharakteryzowany, erytrocyty z mikrojądrami usuwane są w śledzionie 
[15,22].

Analizę mikrojąder przeprowadza się zwykle w populacji komórek dzielących się 
lub stymulowanych do podziału. Zastosowanie tej metody do badania komórek 
znajdujących się w fazie G0 wymaga zastosowania mitogenów. Ze względu na niepewny 
los mikrojąder w dalszych podziałach oceny częstości ich występowania dokonuje się 
po pierwszym podziale komórkowym (ryc. 1). Po zakończonym podziale i wykształceniu 
obydwu jąder, cytokineza blokowana jest przy pomocy cytochalazyny B (cytokinesis- 
błock micronucleus). Cyt-B jest inhibitorem polimeryzacji mikrofilamentów akty
nowych. Zastosowanie jej umożliwia faktyczną akumulację wszystkich dwujądrowych 
komórek bez względu na stopień zsynchronizowania w cyklu komórkowym i wielkość
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368 A. CIERNIAK, M. KAPISZEWSKA

RYSUNEK 1. Formowanie mikrojąder z całych opóźnionych chromosomów lub acentrycznych 
fragmentów w anafazie: a -  dwujądrowa komórka z dwoma różnej wielkości mikrojądrami. Formowanie 
mostków nukleoplazmatycznych z dicentrycznych chromosomów, w których centromery są ciągnięte 
do przeciwległych biegunów komórki: b -  dwujądrowa Kc.nórka z jednym mikrojądrem

populacji dzielących się komórek. Złamane fragmenty chromosomu, często z 
brakującym centromerem i/lub całe chromosomy, niezdolne do przemieszczenia się w 
obszar wrzeciona kariokinetycznego podczas mitozy, zostają otoczone w telofazie 
otoczką jądrową i stopniowo przybierają morfologię jądra interfazo wego. Procentowy 
udział komórek zawierających mikrojądra, a także sama ilość mikrojąder w komórce 
dwujądrowej dostarczają zatem informacji o skali uszkodzenia. Sporadycznie w takich 
dwujądrowych komórkach obserwuje się połączenie między jądrami świadczące, że 
w trakcie podziału doszło do zaburzeń w przegrupowaniu chromosomów. Takie 
połączenie ma miejsce, kiedy centromery dicentrycznych chromosomów są ściągane 
do przeciwległych biegunów podczas anafazy.

Stosowanie metody mikrojądrowej jako biomarkera zagrożenia chorobami nowo
tworowymi przez coraz większą liczbę placówek zrodziło pilną potrzebę jej wystan- 
daryzowania. Było to tym pilniejsze, że wstępne wyniki badań uzyskanych w ramach 
międzynarodowego projektu pod nazwą Mikrojądra Człowieka {Humań Micro-
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Nucleus -  HUMN), rozpoczętego w 1997 roku wskazywały, że główne przyczyny 
rozbieżności wyników między laboratoriami są efektem różnic w stosowanym protokole 
oraz w sposobie liczenia i oceny mikrojąder [4,12]. W rezultacie Michael Fenech 
[14,15] opublikował wystandaryzowany protokoł postępowania dotyczący zarówno 
metody przygotowania limfocytów do pomiaru, jak i kryteriów obowiązujących przy 
ocenie i liczeniu mikrojąder.

2. PROCEDURA I KRYTERIA OBOWIĄZUJĄCE 
PRZY UŻYCIU METODY MIKROJĄDROWEJ 

Z BLOKOWANIEM CYTOKINEZY

W metodzie mikrojądrowej stosuje się blokowanie cytokinezy (CBMN -  
cytokinesis-block micronucleus assay) w limfocytach ludzkich stymulowanych do 
podziału.

2.1. Izolacja limfocytów i hodowla komórek

Limfocyty z pełnej krwi są izolowane przy użyciu Ficoll Paąue, a następnie 
umieszczane w pożywce RPMI 1640 zawierającej 10-15% inaktywowanej płodowej 
surowicy cielęcej. Gęstość takiej zawiesiny komórek powinna wynosi 0,5-1 min/ ml. 
Wyizolowane limfocyty z krwi obwodowej występują w fazie G0. Możliwość ich 
stymulacji do podziałów pozwala na ocenę genotoksyczności badanego czynnika na 
każdym etapie cyklu komórkowego [ 14,15].

Po 44 godzinach hodowli od dodania mitogenu, fitohemaglutyniny (stężenie zależy 
od stopnia jej czystości i źródła) dodaje się cytochalazyny B w stężeniu 4,5 jug na 
mililitr hodowli na 28 godzin. Następnie zawiesinę odwirowuje się i utrwala (metanol: 
lodowaty kwas octowy, 4 :1 ) oraz wykonuje się preparaty mikroskopowe na szkiełkach 
i barwi je. Ludzkie limfocyty uzyskane w hodowli z pełnej krwi wymagają zastosowania 
łagodnego szoku osmotycznego (0,075 M KC1) przed utrwaleniem. Optymalne warunki 
hodowli mogą dostarczać 35-60% dwujądrowych komórek zdolnych do życia (pomijając 
komórki nekrotyczne i apoptotyczne).

2.2. Szacowanie ilości mikrojąder

Utrwalone i wybarwione na szkiełkach komórki, w zależności od zastosowanego 
barwnika, analizowane są w mikroskopie świetlnym lub fluorescencyjnym przy 
powiększeniu 1000x. Struktury cytoplazmatyczne określone jako mikrojądra są 
morfologicznie identyczne, lecz mniejsze niż główne jądro komórkowe. W ludzkich 
limfocytach średnica mikrojąder równa się zwykle od 1/16 do 1/3 średnicy jądra 
komórkowego. Mikrojądra nie załamują światła i dlatego łatwo jest je odróżnić od 
artefaktów, takich jak zabarwione cząsteczki. Prawidłowe mikrojądra nie są związane 
lub połączone z jądrem komórkowym. Mogą stykać się z jądrem, ale wtedy otoczka 
mikrojąder musi być wyraźnie odróżnialna od otoczki jądra.http://rcin.org.pl



370 A. CIERNIAK, M. KAPISZEWSKA

Analizie poddaje się 1000 komórek i ocenia częstość występowania:
1. komórek dwujądrowych,
2. komórek zawierających w pojedynczej komórce dwujądrowej 1,2 lub więcej mi- 

krojąder,
3. mostków nukleoplazmatycznych w dwujądrowych komórkach,
4. 1 -, 2-, 3- i 4-jądrowych komórek na 500 liczonych komórek -  informacja potrzeb

na do obliczenia wskaźnika podziału jądrowego (WPJ) -  według wzoru zapropo
nowanego przez Eastmona i Tuckera:

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

gdzie: M l -  M4 oznacza ilość komórek z 1 do 4 jądrami, a N oznacza całkowitą liczbą zdolnych do 
życia komórek.

WPJ oraz proporcja dwujądrowych komórek są użytecznymi parametrami do 
porównywania mitogennej odpowiedzi limfocytów oraz badania cytostatycznych 
efektów wywoływanych przez różne czynniki.

5. komórek apoptotycznych i nekrotycznych (na 500 liczonych komórkach) -  wskaź
nik cytotoksycznego podziału jądra (WCPJ). Bardziej wiarygodnym pomiarem 
wyznaczającym status podziału jądra jest uwzględnienie w równaniu komórek 
nekrotycznych i apoptotycznych. Jest to bardzo ważne, gdyż wyższa dawka te
stowanych genotoksycznych czynników zwiększa liczbę martwych komórek.

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

gdzie: Ap oznacza ilość komórek apoptotycznych, Nec oznacza ilość komórek nekrotycznych, 
natomiast N -  ilość wszystkich liczonych komórek.

2.3. Selekcja dwujądowych komórek zawierających mikrojądra

Komórki muszą zawierać dwa jądra komórkowe, które w przybliżeniu mają 
jednakowy rozmiar. Jądra w dwujądrowych komórkach mogą:
■ mieć złączone błony jądrowe,
■ być powiązane mostkiem nukleoplazmatycznym o szerokości nie większej niż 

1/4 średnicy jądra. Błona cytoplazmatyczna takich komórek musi być nienaruszo
na i wyraźnie odróżniać się od błon sąsiadujących komórek.

2.4. Liczenie mostków nukleoplazmatycznych

Mostki nukleoplazmatyczne, obserwowane w niektórych dwujądrowych komór
kach, są najczęściej rezultatem ekspozycji na promieniowanie jonizujące lub wolne 
rodniki. Są to ciągłe połączenia między jądrami, których szerokość może być zmienna,
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lecz zwykle nie przewyższa 1/4 średnicy jądra komórkowego. Często komórki 
zawierające mostki nukleoplazmatyczne mają więcej niż jedno mikrojądro.

2.5. Liczenie komórek apoptotycznych i nekrotycznych

Izolowane limfocyty lub linie komórkowe nie wymagająhipotonicznego traktowania 
(w przeciwieństwie do limfocytów hodowanych z pełnej krwi). Umożliwia to 
zachowanie nienaruszonej morfologii komórek apoptotycznych i nekrotycznych. Jako 
apoptotyczne liczone są te komórki, które wykazują kondensację chromatyny i/lub 
fragmentację jądra oraz fragmentację cytoplazmy i tworzenie ciałek apoptotycznych 
z dobrze zachowanymi organellami. Jako nekrotyczne liczone są te komórki, które 
wykazują pęknięcia błony komórkowej, liczne wakuole i rozpad organelli.

2.6. Identyfikacja w mikrojądrach chromosomów zgubionych 
lub nierozdzielnych

W analizie CBMN istotne jest rozróżnienie mikrojąder utworzonych z całych 
chromosomów lub ich acentrycznych fragmentów. Sugerowanie się wielkością 
mikrojądra nie jest jednak właściwą metodą oceny w przypadku komórek, w których 
wielkość chromosomów jest heterogenna, w szczególności w ludzkich limfocytach. 
Może się zdarzyć, że „małe” mikrojądra mogą zawierać jeden lub oba fragmenty 
„dużych” chromosomów lub całe „małe” chromosomy. Dlatego prostą i niedrogą 
technikąjest użycie przeciwciał specyficznych dla białek kinetochoru. Metoda ta jednak 
nie może wykryć chromosomów zgubionych, ze względu na nieobecność kinetochoru 
na nieaktywnych centromerach. W tym przypadku należałoby się posłużyć 
hybrydyzacją in situ (ISH). Technika ta jest droższa i bardziej pracochłonna, ale 
dostarcza więcej informacji o rodzaju uszkodzenia. Na przykład sondy dla centromerów 
pozwalają na identyfikację nierozdzielnych chromosomów [4,14,15].

2.7. Mikrojądra w niedzielących się jednojądrowych komórkach

Określanie częstości występowania mikrojąder jedynie w limfocytach dwujądrowych 
po pierwszym podziale komórkowym nie uwzględnia ilości mikrojąder występujących 
w limfocytach, które nie uległy stymulacji podziałowej. A to one właśnie zawierają 
informację o ewentualnej ekspozycji organizmu na czynniki genotoksyczne i powinny 
być uwzględnione przy liczeniu mikrojąder w klasycznej metodzie bloku cytokinezy. 
Ocena częstości pojawiania się mikrojąder w jednojądrowych limfocytach może być 
źródłem dodatkowych informacji. Decydując się na ich uwzględnienie w analizowaniu 
wyników należy jednak pamiętać, że po stymulacji i zablokowaniu cytokinezy nieznane 
jest pochodzenie komórek jednojądrowych znajdujących się wśród komórek dwu
jądrowych. Mogą one bowiem reprezentować te limfocyty, które: nie uległy podziałowi, 
zreplikowały DNA, ale uniknęły podziału jądra, podzieliły się, ale uniknęły zahamowania 
cytokinezy przez cytochalazynę B, nie uległy stymulacji podziałowej, gdyż znajdowały 
się we wczesnym stadium nekrozy bądź apoptozy. Pozostające po stymulacji mito-
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genami komórki jednojądrowe z mikrojądrami mogą także mieć uszkodzony mechanizm 
podziałów jądrowych, a zatem nie są w stanie stać się komórkami dwujądrowymi.

Niezależnie od tych zastrzeżeń, szacowanie ilości mikrojąder w jednojądro wy ch 
komórkach najprawdopodobniej odzwierciedla uszkodzenia DNA powstałe w fazie 
Go limfocytów in vivo. Dokonywanie zatem oceny częstości występowania mikrojąder 
w komórkach jednojądro wy ch daje zatem informacje o niestabilności genetycznej, 
wynikającej z akumulacji uszkodzeń dokonującej się w ciągu życia w komórkach 
macierzystych i w krążących limfocytach; podczas gdy częstość występowania 
mikrojąder w dwujądro wy ch komórkach dodatkowo wskazuje na uszkodzenia, jakim 
uległy limfocyty w czasie ostatniego podziału [15].

3. MIKRO JĄDRA W BADANIACH BIOMONITORINGOWYCH

Wzrost liczby pęknięć chromosomów czy liczby utraconych chromosomów jest 
dobrym wskaźnikiem podwyższonego ryzyka wystąpienia nie tylko nowotworów, ale 
także chorób degeneracyjnych związanych z wiekiem, takich jak na przykład choroba 
Alzheimera [8].

Metoda analizy mikrojąder przez zablokowanie cytokinezy jest wykorzystywana 
do biomonitoringu ludzkiej populacji, gdyż umożliwia:
■ porównanie częstości występowania genetycznych uszkodzeń pomiędzy popula

cjami osób prowadzących różny styl życia czy uprawiających zawody o różnym 
stopniu zagrożenia zdrowia lub narażonych na działanie różnych czynników śro
dowiska,

■ ocenę osobniczej odpowiedzi gospodarza (np. płeć, wiek, styl życia),
■ ocenę wrażliwości na promieniowanie pomagające w optymalizacji radioterapii,
■ ocenę potencjalnej genotoksyczności związków nowo wprowadzanych w prze

myśle agrochemicznym i farmaceutycznym [20,21].
Zastosowanie tej metody wykazało, że częstość występowania mikrojąder wzrasta 

stopniowo z wiekiem osobników. W limfocytach kobiet jest w przybliżeniu 1,2-1,6 
razy wyższa niż u mężczyzn pomiędzy 20. a 90. rokiem życia [4,12]. Także ilość 
mikrojąder wzrasta z niedoborem folianów, witaminy B 12 i homocysteiny w organizmie 
[12]. Zaobserwowano, że wśród palaczy ilość mikrojąder była wyższa w porównaniu 
z badaną grupą niepalących [2,7]. Na podstawie obserwacji znacznej redukcji liczby 
mikrojąder po dużych dawkach witaminy C sugeruje się jej ochronne działanie na 
uszkodzenia wywołane bleomycyną [1].

3.1. Mikrojądra jako biomarker w procesach nowotworowych

Wiele badań koncentruje się na wyjaśnianiu przyczyn występowania zwiększonego 
ryzyka pojawienia się chorób nowotworowych jedynie w pewnych populacjach. Ryzyko 
to, wynikające z genetycznego zróżnicowania populacji ludzkiej, jest odzwierciedleniem
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polimorfizmu enzymów aktywacyjnych biorących udział w metabolizowaniu i 
detoksyfikacji karcinogenów i produktów ich metabolizmu. Efekt genotoksyczny jest 
często rezultatem różnej kombinacji aktywności enzymatycznych. Coraz częściej 
przedmiotem analizy są próby znalezienia zależności między częstością powstawania 
mikrojąder pod wpływem czynników genotoksycznych a polimorfizmami enzymów 
zaangażowanych w jego metabolizm [2,4,12]. Jako biomarkery wykorzystywane są 
także chromosomowe aberracje (CA), wymiana chromatyd siostrzanych (SCE), 
wykrywanie pęknięć nici DNA przez elektroforezę pojedynczych komórek w żelu 
agarozowym [3,6,7,24,25,29,30,33,34,35,36].

Mikrojądra mogą także być markerem zaburzeń w procesie naprawy uszkodzeń 
DNA. Świadczy o tym zwiększona ilość mikrojąder po zastosowaniu inhibitorów 
wypełniania luk nukleotydowych w czasie naprawy uszkodzeń przez wycinanie [13]. 
Wiele ostatnio publikowanych danych wskazuje na związek pomiędzy wzrostem 
częstości występowania mikrojąder a transformacją neoplastyczną [2,4,20].

Nie zawsze jednak wyniki badań epidemiologicznych potwierdzają związek 
pomiędzy zwiększoną liczbą mikrojąder a zagrożeniami nowotworowymi. Z opu
blikowanych przez Hagmara i wsp. [17] badań wynika na przykład, że największą 
wartość predykcyjną ryzyka chorób nowotworowych mają badania chromosomowych 
aberracji. Związku takiego nie zaobserwowali oni stosując jako biomarker zarówno 
wymianę chromatyd siostrzanych, jak i częstość pojawiania się mikrojąder w 
limfocytach.

3.2. Częstość występowania mikrojąder jako biomarker 
chorób degeneracyjnych

Analiza mikrojąder wykorzystywana jest jako wiarygodny biomarker nie tylko w 
badaniach nad zagrożeniami nowotworowymi. Prowadzone są też badania, w których 
wykorzystuje się metodę mikrojądrową w innych chorobach degeneracyjnych. Na 
przykład badania pacjentów z chorobą wieńcową naczyń sprawdzają, czy istnieje 
związek pomiędzy obecnością chromosomowych uszkodzeń w limfocytach krwi 
obwodowej a stopniem rozwoju miażdżycy. Stwierdzono, że obecność mikrojąder była 
znacznie wyższa w grupie pacjentów z udokumentowaną chorobą wieńcową w 
porównaniu z grupą kontrolną oraz że częstość występowania mikrojąder wzrasta 
wraz z ilością zmian miażdżycowych w naczyniach [5]. Jednym z czynników uważanym 
za czynnik ryzyka chorób naczyniowych i choroby Alzheimera jest zwiększone stężenie 
homo-cysteiny będącej bezpośrednim prekursorem metioniny. Wyższe stężenie 
homocysteiny w pożywce hodowlanej znacznie zwiększa częstość występowania 
mikrojąder w hodowanych limfocytach wskazując, że mógłby to być dobry biomarker 
uszkodzeń chromosomów w limfocytach in vivo wywołanych zaburzeniami w 
metabolizmie homocysteiny czy kwasu foliowego. Obecność mikrojąder była 
nieznacznie niższa, jeśli zamiast homocysteiny do pożywki hodowlanej dodano metioniny 
[8]. Badania na limfocytach pracowników narażonych na działanie kobaltu i metali 
ciężkich wskazują, że obecność mikrojąder może być także biomarkerem ekspozycji
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na metale ciężkie. Nieznacznie podwyższony poziom mikrojąder i 8-hydroksy- 
deoksyguaniny zaob-serwowano u pracowników, którzy byli narażeni na pył zawierający 
metale ciężkie [9]. Mikrojądra jako biomarker genotoksyczności zostały także za
stosowane w badaniach toksyczności pestycydów (alfa- i beta-endosulfanu) [13] i 
kwasu 2,4-dichlorofenoksyacetylowego [16]. Pilotowe badania byłych górników kopalni 
uranu narażonych na działanie radonu i częściej niż inne grupy zawodowe zapadających 
na raka płuc wykazały zwiększoną częstość aberracji chromosomowych w limfocytach 
krwi obwodowej [31]. Przeprowadzono także interesujące badania na limfocytach 
izolowanych z krwi obwodowej anastezjologów narażonych zawodowo na działanie 
tlenku azotu. Zaobserwowano znacznie wyższy poziom mikrojąder u kobiet niż u 
mężczyzn pracujących w tych samych warunkach. To zdaje się sugerować, że kobiety 
są bardziej wrażliwe na genotoksyczne efekty tlenku azotu. Nie odnotowano natomiast 
różnic miedzy obydwiema grupami badając wpływ palenia papierosów na częstość 
występowania mikrojąder [28]. Również analiza mikrojąder została wykorzystana jako 
biomarker do wczesnego wykrywania uszkodzeń w komórkach szpiku kostnego i krwi 
obwodowej gryzoni eksponowanych na działanie genotoksycznych czynników 
środowiskowych [10].

Mikrojądra jako biomarker chorób neurodegeneracyjnych zostały sprawdzone w 
chorobie Parkinsona. Mimo że etiologia tej choroby jest ciągle nieznana, coraz więcej 
dowodów wskazuje, że stres tlenowy odgrywa w jej rozwoju dużą rolę. Badane 
limfocyty pacjentów wykazują zarówno znacznie podniesioną ilość pęknięć DNA, 
oksydacyjnych uszkodzeń w zasadach purynowych, a także wielokrotnie większą 
częstość występowania mikrojąder [26].

3.3. Mikrojądra a polimorfizm genetyczny

W wielu pracach analizowano, w jakim  stopniu wpływ polim orfizm u 
metabolicznego odzwierciedla się w biologicznych wskaźnikach ryzyka geno- 
toksycznego w środowisku i miejscu pracy. Najczęściej badanymi metabolicznymi 
genotypami lub fenotypami były: ALDH2 (dehydrogenaza aldehydowa), CYP (P450 
cytochrom), 1 Al, CYP1A2, CYP2E1, CYP2D6, EPHX (epoxihydrolaza), NAT2 (N- 
acetylotransferaza), GST (S-transferaza glutationu), M l, GSTT1 i GSTP1. 
Analizowanymi biomarkerami wczesnych efektów biologicznych były: aberracje 
chromosomowe CA, wymiana chromatyd siostrzanych SCE, mikrojądra MN, pomiar 
m etodą kom etową i mutacje w genie HPRT. Rezultaty badań w skazują na 
występowanie u zawodowych kominiarzy znacznie większej korelacji pomiędzy 
poziomem adduktów DNA a częstością występowania mikrojąder pozbawionych 
genu GST 1 w limfocytach T niż limfocytach B [19]. Zbadano również ilość mikrojąder 
w limfocytach pracowników szklarni narażonych na działanie pestycydów. Oceniano 
wpływ genetycznego polimorfizmu genów: GSTM1, GSTT1 i NAT2. Częstość 
występowania mikrojąder była wyraźnie wyższa u palących pracowników szklarni o 
genotypie GSTM1 i NAT2. Wpływ genotypu był także skorelowany z wiekiem badanych 
i czasookresem ekspozycji na pestycydy. Zaobserwowano również u palaczy większą
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ilość mikrojąder u osobników z GSTM 1 i z NAT2 szybko acetylującym genotypem 
NAT2 [11]. Rezultaty te są jednak sprzeczne z tymi, które otrzymano badając wpływ 
tych polimorfizmów na aberracje chromosomowe. Autorzy sugerują, że obydwa typy 
biomarkerów odzwierciedlają inny typ uszkodzeń genotoksycznych. Przeprowadzono 
również epidemiologiczne badania nad wpływem GSTM 1 na wrażliwość na choroby 
związane ze stresem tlenowym. Limfocyty z nieaktywnym genotypem GSTM 1 w 
porównaniu z limfocytami kontrolnymi nie wykazywały zwiększonej wrażliwości, 
wyrażonej częstością powstawania mikrojąder, na benzoapiren [27]. Szereg badań, w 
których biomarkerami sąmikrojądra, a także komety, w porównaniu z zastosowaniem 
aberracji chromosomowych, wskazują bądź na zbyt małą ich czułość na wielkość 
ekspozycji na genotoksyczne czynniki środowiskowe czy zawodowe lub na różnice w 
mechanizmie uszkodzeń [6,29,30,33,36].

PODSUMOWANIE

Nie znamy do tej pory jednego uniwersalnego biomarkera, a obserwowane często 
rozbieżności w genotoksyczności ocenianej przy pomocy różnych biomarkerów skłaniają 
do poszukiwania nie tylko nowych biomarkerów, ale także do znalezienia przyczyny 
odpowiedzialnej za te różnice. Coraz większą popularnością cieszy się metoda oceny 
mikrojąder. W porównaniu z klasycznymi metodami cytogenetycznymi jest znacznie 
łatwiejsza, tańsza i wymaga mniej czasu na przeanalizowanie większej liczby komórek, 
a przy tym jest równie czuła jak metoda analizy chromosomów z płytki metafazowej. 
Zalety te czynią ją  niezwykle przydatną w prowadzonych na dużych populacjach 
badaniach epidemiologicznych oceniających stopień narażenia na czynniki geno
toksyczne. Ocena częstości powstawania mikrojąder po stymulacji limfocytów i zaha
mowaniu cytokinezy wydaje się być dobrym biomarkerem wczesnego wykrywania 
zagrożeń chorobami nowotworowymi oraz degeneracyjnymi. Mikrojądra reprezentują 
inny typ uszkodzeń uszkodzeń niż te, które odpowiedzialne są za powstawanie aberracji 
chromosomowych. Może to być jedną z istotnych przyczyn rozbieżności w rezultatach 
otrzymywanych obydwoma metodami. Mikrojądra pochodzą bowiem nie tylko z 
pękniętych chromosomów, ale także z zaburzeń w segregacji chromosomów. Ponadto, 
jak sugerują Falek i wsp. [11], pewne czynniki genotoksyczne indukują zmiany w 
składzie subpopulacji limfocytów. Różne subpopulacje reagują w inny sposób zarówno 
na stymulację mitogenem, jak i na hamowanie cytokinezy cytochalazyną B. To w 
konsekwencji może prowadzić do różnic w częstości powstawania mikrojąder.

Poszerzanie wiedzy na temat mechanizmu tworzenia się mikrojąder, a także 
wystandaryzowanie metody umożliwi jej stosowanie jako wiarygodnego biomarkera.
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IM PORT BIAŁKA DO M ITOCHONDRIÓW

PROTEIN IMPORT INTO MITOCHONDRIA

Małgorzata WOJTKOWSKA

Zakład Bioenergetyki, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, 
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Poznań

Streszczenie: Większość białek mitochondrialnych importowana jest z cytoplazmy. Podstawową rolę w 
tym procesie odgrywają kompleksy białkowe zlokalizowane w zewnętrznej i wewnętrznej błonie mito- 
chondrialnej. Są to translokaza błony zewnętrznej (kompleks TOM) i translokazy błony wewnętrznej 
(kompleksy TIM). Ich składniki rozpoznają importowane białka, jak i umożliwiają ich translokację 
przez błony lub ich wbudowanie w błony. Dynamiczna natura obu typów translokaz pozwala na 
sortowanie białek o odmiennych mechanizmach importu. Poza tym istotną rolę w imporcie odgrywają 
białka zlokalizowane w cytoplazmie, przestrzeni międzybłonowej i matriks mitochondrialnej. Zakłóce
nia w imporcie białka do mitochondriów mogą stanowić przyczynę nowej klasy chorób pochodzenia 
mitochondrialnego, co potwierdza kluczowe znaczenie procesu importu białka dla prawidłowego działa
nia mitochondriów.

Słowa kluczowe: import białka, kompleks TOM, kompleks TIM, mitochondria

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

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

M itochondria to organelle odgryw ające centralną rolę w m etabolizm ie 
energetycznym komórki, a więc procesy kluczowe dla ich funkcjonalności mają 
zasadnicze znaczenie dla możliwości przeżycia komórki. Do procesów takich zalicza 
się import białka, bowiem większość białek mitochondrialnych kodowana jest przez 
geny jądrowe i syntetyzowana w cytoplazmie [48]. Obecnie dostępne dane wskazują, 
iż import białka do mitochondriów może być procesem zarówno potranslacyjnym, jak 
i kotranslacyjnym [ 18,40]. Import białka do mitochondriów może zachodzić różnymi 
drogami i przy wykorzystaniu różnych mechanizmów. Istnieją jednak wspólne warunki 
determinujące możliwość skierowania danego białka do mitochondriów. Są to:
(i) prawidłowe funkcjonowanie maszynerii translokującej zlokalizowanej w zewnętrz

nej błonie mitochondrialnej (kompleks TOM, z ang. the translocase o f  outer 
membrane) i wewnętrznej błonie mitochondrialnej (kompleksy TIM, ang. the trans- 
locases o f  inner membrane)',

(ii) rozfałdowanie, przynajmniej częściowe, importowanego białka, gwarantowane przez
cytozolowe i matriksowe białka opiekuńcze, głównie z rodziny Hsp, nazywane też 
białkami szoku termicznego [49,70];

(iii) rozpoznanie importowanego białka dzięki istnieniu w jego obrębie sekwencji kie
rującej.

Charakter i lokalizacja sekwencji kierującej zależą w dużym stopniu od miejsca 
przeznaczenia importowanego białka. W przypadku białek kierowanych do matriks 
mitochondrialnej sekwencja kierująca to tak zwana presekwencja, czyli znajdująca się 
na końcu aminowym sekwencja obejmująca od 15 do 40 reszt aminokwasowych, w 
większości obdarzonych ładunkiem dodatnim i usuwana w procesie dojrzewania białka. 
Zdolność do tworzenia przez presekwencję struktury amfipatycznej a  helisy wydaje 
się być bardzo istotna dla pełnionej przez nią funkcji [55]. Białka kierowane do błon 
mitochondrialnych, a także niektóre białka przestrzeni międzybłonowej zawierają 
sekwencję kierującą innego typu. Jest ona zlokalizowana w obrębie dojrzałej postaci 
łańcucha polipeptydowego i może mieć różny charakter. W przypadku niektórych 
białek importowanych do mitochondriów wyróżnia się również tzw. sekwencje sortujące, 
które stanowią dodatkowy sygnał o miejscu przeznaczenia białka umieszczony za 
sekwencją kierującą.

Pierwsze prace nad złożonym zagadnieniem importu białka do mitochondriów 
prowadzono na mikroorganizmach, takich jak: Neurospora crassa i Saccharomyces 
cerevisiae. Mikroorganizmy te stanowią obecnie materiał modelowy w badaniach 
nad budową aparatu importu białka, jak i nad mechanizmami tego procesu w przypadku 
mitochondriów organizmów bardziej złożonych, takich jak rośliny [ 10,26,48,54,68,71 ] 
i ssaki, w tym człowiek [63,49,52,72]. Stąd, dane uzyskiwane w badaniach importu 
białka do mitochondriów tych organizmów odnosi się zawsze do wzorca, za jaki uznano 
mitochondria S. cerevisiae i N. crassa.
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1. TRANSLOKAZA ZEWNĘTRZNEJ BŁONY 
MITOCHONDRIALNE J -  KOMPLEKS TOM

Na powierzchni zewnętrznej błony mitochondrialnej zachodzi rozpoznawanie białek 
z udziałem specyficznych receptorów błonowych oraz insercja importowanego białka 
umożliwiająca jego translokację. Za procesy te odpowiedzialny jest złożony z wielu 
podjednostek kompleks TOM (ryc.lB). Podjednostki zawierające duże domeny 
zlokalizowane od strony cytozolu pełnią funkcję błonowych receptorów, inne stanowią 
składniki kanału importowego lub są jego modulatorami. Nazwy poszczególnych 
białek tworzących kompleks TOM nawiązują do ich mas cząsteczkowych.

Do tej pory zidentyfikowano cztery białka receptorowe kompleksu TOM: Tom20, 
Tom22, Tom37 i Tom70. Występują one w postaci heterodimerów Tom20 -Tom22 i 
Tom37-Tom70, przy czym zdolność rozpoznawania większej liczby importowanych 
białek wykazuje heterodimer Tom20 -Tom22. Wchodzące w jego skład białka formują 
jednostkę receptorową niezbędną do tworzenia miejsca rozpoznawania i wiązania 
importowanego białka zwanego „miejscem cis” (ryc.lB) [57]. Istotną rolę odgrywa 
tu domena Tom22 o przeważającym udziale reszt aminokwasowych obdarzonych 
ładunkiem ujemnym, uczestnicząca w oddziaływaniach jonowych z presekwencją 
importowanego białka, w której z kolei dominują aminokwasy obdarzone ładunkiem 
dodatnim [36]. Natomiast karboksylowy koniec białka Tom22 wraz z białkiem Tom40 
bierze prawdopodobnie udział w tworzeniu, zlokalizowanego od strony przestrzeni 
międzybłonowej, „miejsca trans”(ryc. 1C), które jest odpowiedzialne za przechwycenie 
białka translokowanego przez kompleks TOM i skierowanie go do dalszych przedziałów 
mitochondrialnych [57,59].

Występowanie drugiego heterodimeru białek receptorowych, Tom37-Tom70, 
ograniczone jest prawdopodobnie tylko do mitochondriów S.cerevisiae, bowiem poza 
mitochondriami tego mikroorganizmu nie udało się do tej pory stwierdzić obecności 
białka Tom37 [56]. Zatem, w mitochondriach innych organizmów Tom70 działa 
prawdopodobnie samodzielnie. Białko Tom70 wiąże preferencyjnie białka z sekwencją 
kierującą zlokalizowaną w obrębie łańcucha polipeptydowego [28,16,17] (ryc.2B). 
Należą do nich białka kierowane do błony wewnętrznej, w tym translokaza nukleotydów 
adeninowych i przenośnik fosforanowy [62]. Białka rozpoznawane przez Tom70 
kierowane są do heterodimeru Tom20-Tom22, skąd mogą być transportowane dalej 
(ryc.2B). Innym białkiem receptorowym kompleksu TOM scharakteryzowanym 
jedynie u drożdży S. cerevisiae jest Tom71 [65]. Jego sekwencja aminokwasowa jest 
w 53% identyczna z występującą w przypadku białka Tom70. Ponieważ obecność 
Tom71 nie jest konieczna dla importu białek z sekwencjami kierującymi rozpoznawanymi 
przez Tom70, białko to, choć biochemicznie podobne, pełni jednak odmienne funkcje. 
Uczestniczy ono prawdopodobnie w oddziaływaniach mitochondriów z białkami 
komórkowymi, na przykład białkami cytoszkieletu [65].

Białka rozpoznane i związane przez receptory kompleksu TOM zostają następnie 
skierowane do kanału importowego kompleksu TOM. Kanał ten tworzony jest przez 
białko Tom40 [24], a jego aktywność modulowana jest przez Tom22 i białka Tom ohttp://rcin.org.pl
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RYCINA 1. Import białka do matriks -  etapy: A -  prekursorowa postać białka z presekwencją na końcu 
aminowym -  rozfałdowanie białka, B -  kompleks TOM, oddziaływanie z receptorami Tom20 Tom22 
i translokacja przez kanał importowy, C -  wiązanie w miejscu „trans”, D -  kompleks Timl7-Tim23 -  
translokacja przez błonę wewnętrzną z udziałem AT, ATP, Hsp70 i M gel, E -  odcięcie presekwencji 
przez peptydazę MPP i dojrzewanie białka
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RYCINA 2. Schemat importu translokazy nukleotydów adeninowych do błony wewnętrznej -  etapy: 
A -  prekursorowa postać translokazy - rozfałdowanie z udziałem czynnika MSF, B -  kompleks TOM, 
oddziaływanie z receptorami Tom37-Tom70, przekazanie białka do kanału importowego poprzez 
oddziaływanie z drugim heterodimerem Tom20-Tom22, C -  udział białek Tim przestrzeni między- 
błonowej w przekazywaniu translokazy do kompleksu błony wewnętrzej, D -  kompleks Tom22- 
Tom54, F -  zależne od AT wbudowanie białka w błonę
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małej masie cząsteczkowej, czyli Tom5 [11,14], Tom6 i Tom7. Kanał importowy wraz 
z białkami modulującymi aktywność kanałową tworzą łącznie tzw. rdzeń kompleksu 
TOM (z ang. the TOM core complex) [3,37,60], nazywany również główną porą 
importową -  GIP (z ang. general insertion pore), który uważa się za natywny kanał 
importowy [2,12,24,58].

2. TRANSLOKAZY WEWNĘTRZNEJ BŁONY 
MITOCHONDRIALNEJ -  KOMPLEKSY TIM

Wewnętrzna błona mitochondrialna zawiera dwa odrębne aparaty translokacji 
białka. Jednym z nich jest kompleks Timl7-Tim23 [50,41], nazywany również 
kompleksem TIM23 [6] (ryc.lD), który rozpoznaje białka zawierające sekwencję 
kierującą do matriks, czyli typową presekwencję. Oprócz wyżej wymienionych białek, 
kompleks ten zawiera peryferyczne, hydrofilowe białko Tim44 oraz białka opiekuńcze 
mtHsp70 i Mgel (czynnik wymiany nukleotydów), wspomagające aktywność mtHsp70 
(ryclD) (patrz rozdz. 4). Timl7, Tim23 i Tim44 występują w ilościach ekwimolowych, 
podczas gdy ilość mtHsp70 jest trzydziestokrotnie wyższa. Białka Tim44 i Tim23 
zawierają powtarzający się motyw heptaleucynowy odpowiedzialny za formowanie 
struktury suwaka leucynowego, która odgrywa istotną rolę w ich dimeryzacji (ryc. 1D) 
[66]. W przeciwieństwie do Tim44, dimeryzacja Tim23 jest ściśle zależna od potencjału 
błony wewnętrznej (AT*) oraz obecności translokowanego białka [8]. W nieobecności 
A1?, białko Tim23 tworzy dimer i wówczas tworzony przez to białko kanał importowy 
w błonie wewnętrznej jest zamknięty. Natomiast w obecności AY, białko Tim23 wiąże 
się z presekwencją translokowanego białka, co prowadzi do dysocjacji dimeru i otwarcia 
kanału. Presekwencją zostaje przeniesiona piZ^z błonę, ale translokacja pozostałej 
części białka wymaga udziału białek mtHsp70, Tim44 i Mgel oraz hydrolizy ATP. 
Wymienione białka działają jak kontrolowany przez ATP molekularny mechanizm 
„zapadkowy” dla kolejnych segmentów białka wyłaniających się z kanału. W ten 
sposób wspólnie stanowią one „siłę ciągnącą” translokowane białko [46,47]. Obecność 
potencjału błonowego zapobiega zwrotnemu ruchowi łańcucha polipeptydowego, aż 
do momentu włączenia w matriks białka mtHsp70. Wówczas proces translokacji białka 
do matriks staje się nieodwracalny [19] (ryc.lE). W ostatnich latach zostały sfor
mułowane dwa modele wyjaśniające funkcję białka mtHsp70 w procesie translokacji 
importowanego białka przez błonę. Według modelu „zapadki” Browna nazywanego 
również modelem pułapki (z ang. Brownian ratchet lub trapping model) przejście 
łańcucha polipeptydowego przez kanał importowy odbywa się na zasadzie kontro
lowanej zapadki. Mechanizm ten zależny jest od spontanicznych ruchów rozfał- 
dowujących translokowaną część białka znajdującą się po cytozolowej stronie błony. 
Kiedy część ta jest luźno sfałdowana, wówczas białko może zostać przeniesione i 
dalej wiązać się z mtHsp 70, co zapobiega jego cofaniu [19]. Natomiast model siły
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translokującej (z ang. pulling model lub translocation motor model) zakłada, że 
białko mtHsp70 spełnia w imporcie aktywną rolę motoru poprzez wpływ na stopień 
roz-fałdowania importowanego białka. Oznacza to, że białko mtHsp70 odpowiedzialne 
jest za przeprowadzenie konformacyjnych zmian prowadzących do wciągnięcia poli- 
peptydu przez błony do matriks [70,43]. Sprzężenie między kanałem importowym i 
białkami umożliwiającymi całkowitą translokację importowanego białka do matriks 
powstaje dzięki oddziaływaniom między białkami Tim23 i Tim44, które jest zależne od 
ATP [45,66] (ryc.lD). Do kompleksu Tim23-Timl7 zalicza się także białko T im ll. 
Jednakże stanowi ono równocześnie podjednostkę F,F0 ATP-azy, a jego rola w działaniu 
kompleksu Timl7-Tim23 jest nadal niejasna i przez niektórych autorów wykluczana
[5].

Druga translokaza wewnętrznej błony nazywana jest kompleksem Tim22-Tim54 
lub kompleksem TIM22 [28]. Jest ona zbudowana z integralnych białek błonowych 
Tim54, Tim22 i Tim l8 [7,29] oraz peryferycznego białka Tim l2 [31] (ryc.2D). 
Kompleks Tim54-Tim22, w przeciwieństwie do kompleksu Tim 17-Tim23, nie wykazuje 
aktywności kanałowej. Importowane przez ten kompleks białka uwalniane są 
bezpośrednio do błony w sposób zależny od AT. Są to głównie białka kierowane do 
błony wewnętrznej charakteryzuj ące się sekwencj ą kieruj ącą zlokalizowaną w obrębie 
ich dojrzałej postaci [16,17]. Należą do nich, na przykład, przenośnik fosforanowy, 
translokaza nukleotydów adeninowych oraz białka Tim23, Tim22 iT im l7. Istotną rolę 
w funkcjonowaniu kompleksu Tim22-Tim54 odgrywają oddziaływania z białkami 
przestrzeni międzybłonowej: Tim8, Tim9, Tim 10 i Tim 13 [1,33,67]. Białka te tworzą 
dwa kompleksy: Tim9-Timl0 i Tim8-Timl3 [6,32] (ryc. 2C). Dzięki oddziaływaniom z 
peryferycznie zlokalizowanym w wewnętrznej błonie białkiem Tim 12, kompleks Tim9- 
TimlO odgrywa podstawową rolę w przekazywaniu translokowanego białka z kom
pleksu TOM do kompleksu Tim22-Tim54 [1,3] (ryc. 2C,D). Kompleks Tim8-Timl3 
odgrywa podobną rolę, chociaż tworzące go białka ulegają ekspresji na zdecydowanie 
niższym poziomie niż białka Tim9 i TimlO [32]. Komleks ten odpowiedzialny jest za 
import niektórych integralnych białek błonowych, na przykład Tim23 [6,38,53]. W 
ostatnich latach zidentyfikowano ludzki gen kodujący homolog białka Tim8 S. 
cerevisiae. Produkt tego genu nazywany jest białkiem Tim8a lub białkiem DDP1 (z 
ang. deafness dystonia peptide), a jego mutacje są przyczyną schorzenia nazywanego 
zespołem Mohra-Tranebjaerga (MTS) [6,7,9,30]. Jest to rzadka choroba związana z 
chromosomem X, do której objawów zalicza się między innymi utratę słuchu, dystonię 
i ślepotę. Najnowsze prace dotyczące MTS wskazują, iż istotną rolę w jego powstaniu 
odgrywają zakłócenia w imporcie białka Tim23 do mitochondriów człowieka, będące 
konsekwencją pojawienia się wadliwego białka Tim8 [53]. Udowodniono, że import 
białka Tim23 do ludzkich mitochondriów wymaga znacznie wyższego AT niż jego 
drożdżowy odpowiednik. Dlatego sądzi się, że import białka Tim23 do mitochondriów 
człowieka jest prawdopodobnie, bardziej niż u drożdży, zależny od obecności i pra
widłowego działania heterooligomeru Tim8-Tim 13.
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3. KOMPLEKSY TOM ITIM -  RAZEM CZY OSOBNO?

Istnieją dwa modele wyjaśniające oddziaływania między błonami mito- 
chondrialnymi podczas translokacji importowanego białka. Pierwszy oparto na założeniu 
o istnieniu jednego rodzaju aktywności łączącej obie błony i tworzącej nieprzerwany, 
szczelny kanał, łączący cytozolową stronę zewnętrznej błony z matriks [51]. Według 
drugiego modelu [56], kompleksy w obu błonach przeznaczone są do pełnienia odrębnych 
funkcji. Stanowią one niezależne aparaty translokacji, które podczas importu do 
mitochondriów współdziałają ze sobą w miejscach kontaktowych między błonami. 
Badania ostatnich lat dowodzą słuszności drugiego modelu. Istnienie odrębnych 
aktywności w obu błonach mitochondrialnych zostało między innymi poparte wynikami 
badań nad importem pęcherzyków tworzonych przez błony zewnętrzne oraz mitoplastów 
[44]. Ostatnio stwierdzono, iż istotną rolę w tworzeniu miejsc kon-taktowych obu błon 
mitochondrialnych i współdziałaniu translokaz odgrywa białko Tim23 [15]. Jest to białko 
zlokalizowane w błonie wewnętrznej, ale jego koniec aminowy znajduje się w błonie 
zewnętrznej (ryc.3A). Dzięki takiemu rozmieszczeniu białka Tim23, w przestrzeni 
międzybłonowej znajduje się jego naładowana ujemnie domena rozpoznajaąca 
presekwencję białka związanego wcześniej przez kompleks TOM. Od-działywania 
między tą domeną Tim23 i presekwencją prowadzą do odłączenia się importowanego 
białka od błony zewnętrznej i jego skierowania do kompleksu Timl7-Tim23 (ryc. 3B). 
Zatem, Tim23 łącząc błony mitochondrialne zasadniczo zwiększa efektywność importu

RYCINA 3. Białka Tim23 jako łącznik obu błon mitochondrialnych. Na rycinie przedstawiono kompleks 
Tim l 7-Tim23 jako monomer: A -  wiązanie presekwencji w miejscu „ trans” i oddziaływanie z domeną 
białka Tim23, B -  skierowanie białka do kanału błony wewnętrznej.
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białka do mitochondriów. Rolę łącznika błon mitochondrialnych dla białek trans- 
lokowanych przez drugą translokazę błony wewnętrznej (kompleks Tim22-Tim54) 
pełnią współdziałające z nią białka przestrzeni międzybłonowej: Tim9, TimlO, Tim8, 
Timl3 (patrz rozdz. 2).

4. CYTOPLAZMATYCZNE I MATRIKSOWE BIAŁKA
OPIEKUŃCZE

Funkcja białek opiekuńczych w procesie importu białka do mitochondriów jest 
złożona. Znajdujące się w cytoplazmie białka opiekuńcze zapobiegają agregacji 
nowosyntetyzowanego białka, a także jego fałdowaniu, uniemożliwiającemu trans- 
lokację przez błonę. Do białek tych zalicza się czynnik MSF (z ang. mitochondrial 
import stimulating factor) i białka Hsp70 (z ang. heat shock protein). Co ciekawe, 
wykazują one różne preferencje względem białek rozpoznawanych przez heterodimery 
receptorowe kompleksu TOM. Czynnik MSF oddziałuje z białkami rozpoznawanymi 
przez heterodimer Tom37-Tom70, podczas gdy białko Hsp70 wspomaga import białek 
rozpoznawanych przez heterodimer Tom20-Tom22 (ryc.lA) [49,56,73]. W białkach 
Hsp70 wyróżnia się dwie funkcjonalne domeny: pierwsza, zlokalizowana na aminowym 
końcu, odpowiedzialna jest za wiązanie ATP, natomiast druga, zlokalizowana na końcu 
karboksylowym, wiąże substrat, którym jest importowane białko. Domena wiążąca 
ATP jest wysoce konserwatywna, podczas gdy domena wiążąca substrat wykazuje 
większe zróżnicowanie sekwencji.

Znajdujące się w matriks mitochondrialnej białka opiekuńcze uczestniczą w różnych 
etapach importu białka. Białko mtHsp70 bierze udział w zależnym od ATP mechanizmie 
odpowiedzialnym za prawidłową translokację importowanego białka (patrz rozdz. 2). 
Białko wprowadzone do matriks podlega działaniu peptydazy MPP (ang. mitochondrial 
Processingpeptidase), która odcina sekwencję kierującą. Natępnie białko może zostać 
przekazane do dwóch kolejnych białek opiekuńczych. Są to mtHspóO, nazywane 
rów-nież białkiem Cpn60 oraz mthsplO, nazywane również białkiem CpnlO [49]. Białka 
te wraz z mtHsp70 biorą udział w fałdowaniu zaimportowanego białka i jego włączeniu 
w większe kompleksy.

5. SZLAKI IMPORTU BIAŁKA

5.1. Import do matriks mitochondrialnej
Białka importowane do matriks mitochondrialnej charakteryzują się obecnością 

sekwencji kierującej na końcu aminowym. Jest to tak zwana presekwencja (patrz 
Wprowadzenie). Jak wcześniej wspomniano (rozdz. 1), import białka do matriks
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rozpoczyna się odczytaniem presekwencji przez heterodimer receptorowy kompleksu 
TOM, tworzony przez białka Tom20 i Tom22 (ryc.l). Po związaniu z receptorami 
importowane białko zostaje skierowane do kanału importowego kompleksu TOM, co 
umożliwia jego translokację do przestrzeni międzybłonowej. W dalszych etapach 
importu białka do matriks uczestniczy kompleks Tim 17-Tim23 (patrz rozdz. 2). Import 
białka do matriks zależy od obecności potencjału błonowego i hydrolizy ATP, zasilającej 
działanie białek opiekuńczych (rozdz. 4). Odcięcie presekwencji przez zlokalizowaną 
w matriks peptydazę MPP zapoczątkowuje proces przyjmowania przez białko docelowej 
struktury (patrz rozdz. 4).

5.2. Import do wewnętrznej błony mitochondrialnej

Import białek kierowanych do wewnętrznej błony przebiega trzema różnymi drogami. 
Poniżej, przedstawiono każdą z tych dróg posługując się opisem importu odpowiedniego 
białka mitochondrialnego. Są to:

(i) import translokazy nukleotydów adeninowych;
(ii) eksport białka O xal;
(iii) import cytochromu c,.
Translokaza nukleotydów adeninowych, podobnie jak inne białka importowane do 

błony wewnętrznej w ten sam sposób, zawiera sekwencję kierującą wewnątrz dojrzałej 
postaci łańcucha polipeptydowego [28,30] (ryc. 2). Sekwencja ta rozpoznawana jest 
przez białko Tom70 (ryc. 2B), skąd translokaza z pośrednictwem kompleksu Tom20- 
Tom22 kierowana jest do kanału importowego kompleksu TOM. Po częściowej 
translokacji przez kanał translokaza trafia do przestrzeni międzybłonowej, przy czym 
nadal pozostaje związana z kompleksem TOM. Kolejny etap importu translokazy to 
oddziaływanie z heterooligomerem Tim9-Timl0 (ryc. 2C), co następnie umożliwia jej 
oddziaływanie z heterooligomerem Tim9-Tim 10-Tim 12 [6,16,40,69]. Oddziaływanie to 
powoduje z kolei odłączenie translokazy od kompleksu TOM, co prowadzi do zależnej 
od AT insercji w wewnętrzną błonę, w czym uczestniczy kompleks Tim22-Tim54 
(patrz rozdz. 2) (ryc. 2D)[ 1,38]. Po wprowadzeniu w błonę translokaza przyjmuje 
ostateczną strukturę przestrzenną (ryc. 2D,E). Taką drogę importu opisano również 
dla innych przenośników metabolitów błony wewnętrznej, jak i składników kompleksów 
TIM (np. Tim 17, Tim22, Tim23).

Druga droga importu białka do wewnętrznej błony to nietypowy proces eksportu 
białka wcześniej wprowadzonego do matriks (ryc.4A). Szlak ten służy m.in. 
wprowadzeniu do błony białka O xal, którego prekursor (pOxalp) z klasyczną 
presekwencją kierowany jest do matriks przez kompleks Timl 7-Tim23 (patrz podrozdz. 
5.1) [25]. Po translokacji przez błony i odcięciu presekwencji, białko Oxal zwrotnie 
kieruje się do wewnętrznej błony, w której zakotwicza się w ten sposób, że jego aminowy 
koniec skierowany jest do przestrzeni międzybłonowej, a koniec karboksylowy do 
matriks. Eksport białka Oxal zależny jest od AT i nie wykorzystuje sygnału stop 
kotwiczącego eksportowane białko w błonie. Krytyczna dla eksportu w kiemnku 
przestrzeni międzybłonowej jest natomiast obecność reszt aminokwasowych ob-
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RYCINA 4. Schemat przedstawiający insercję białka Oxal w wewnętrzną błonę: import i eksport: A -  
ogólny schemat importu i eksportu z matriks i zależnej od AT insercji w błonę białka Oxal oraz białek 
kodowanych przez genom mitochondrialny, B -  wprowadzenie Oxal do błony wewnętrznej -  eksport 
z matriks (na podstawie [21])
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darzonych ładunkiem ujemnym zlokalizowanych w obrębie aminowego końca białka 
O xal. Wówczas bogaty w aminokwasy obdarzone ładunkiem dodatnim koniec 
karboksylowy doprowadza do skutecznego eksportu końca aminowego [61] (ryc.4B). 
O xal, ulegając eksportowi z matriks, jest równocześnie centralnym składnikiem 
maszynerii odpowiedzialnej za insercję w błonę wewnętrzną białek kodowanych przez 
genom zarówno jądrowy, jak i mitochondrialny [22,23]. Mechanizm insercji białka 
Oxal w błonę wewnętrzną jest o tyle ciekawy, że łączy dwie drogi wprowadzania 
białka: import do matriks i występujący również u bakterii eksport (niezależna od białek 
sec, a zależna od pH insercja politopowych białek do błony bakteryjnej) [25]. Stąd 
twierdzi się, że import białek z rodziny przenośników, w którym uczestniczy kompleks 
Tim22-Tim54, jest ewolucyjnie młodszy.

Cytochrom c, jest podjednostką kompleksu be, łańcucha oddechowego. Białko to 
powstaje w cytoplazmie w postaci prekursora zawierającego podwójnąpresekwencję 
umieszczoną na aminowym końcu oraz wewnętrzny sygnał sortujący znajdujący się 
na końcu karboksylowym (ryc. 5A)[20,21]. Pierwszą część presekwencji stanowi 
kla-syczny sygnał kierujący do matriks, proteolitycznie tam odcinany, w wyniku czego 
powstaje pośrednia forma cytochromu cr  Drugą część presekwencji stanowi hydro
fobowa sekwencja sortująca (TM 1), która kieruje cytochrom c, do błony wewnętrznej, 
podczas gdy aminowy koniec powstałej formy pośredniej pozostaje w matriks (ryc. 
5B,C). Kolejny etap importu cytochromu c ] zostaje uruchomiony w wyniku 
kowalencyjnego związania grupy hemowej przez jego pośrednią formę. Jest to odcięcie 
hydrofobowej sekwencji sortującej (TM1) katalizowany przez proteazę Imp2 (ryc. 
5D), co umożliwia powstanie dojrzałej formy cytochromu c, (ryc.5E). Na wewnętrzny 
sygnał sortujący (TM2) składa się helisa transbłonowa i znadujący się za nią, w kierunku 
końca karboksylowego, fragment łańcucha z traktem reszt aminokwasowych 
obdarzonych ładunkiem dodatnim. Ten wewnętrzny sygnał kieruje region cytochromu 
Cj zlokalizowany przy końcu karboksylowym z przestrzeni międzybłonowej do błony, 
po czym, w obecności AY, zakotwicza się w błonie wewnętrznej, prawdopodobnie 
tworząc strukturę szpilki do włosów (ryc.5C,D). Sygnał ten umożliwia następnie 
skierowanie karboksylowego końca cytochromu c, z wewnętrznej błony do matriks. 
Białkami odgrywającymi ważną rolę w rozpoznaniu i translokacji przez wewnętrzną 
błonę tego typu sygnału są prawdopodobnie Timl7 i Tim23 [63]. Warto dodać, iż oba 
wymienione sygnały sortujące działają w sposób niezależny od siebie i są jednakowo 
istotne podczas importu i właściwej, zależnej od potencjału, insercji cytochromu c, w 
błonę wewnętrzną.

Przebieg importu cytochromu c, pozostaje nadal w sferze dyskusji. W ramach 
jednego z proponowanych modeli sugeruje się, że cytochrom c, musi najpierw zostać 
wpro-wadzony do matriks, gdzie odsłonięta zostaje hydrofobowa sekwencja sortująca, 
co umożliwia zwrotne skierowanie do błony wewnętrznej. Mechanizm ten stanowi 
kontynuację układu wbudowywania białek do błony i przestrzeni peryplazmatycznej u 
bakterii. Stąd model ten nosi nazwę „konserwatywnego sortowania”. Alternatywne 
spojrzenie na ten problem daje hipoteza „zatrzymanego transteru” (z ang. stop transfer),
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RYCINA 5. Model przedstawiający insercję cytochromu w wewnętrzną błonę: TM1 -  hydrofobowa 
sekwencja sortująca, TM2 -  wewnętrzny sygnał sortujący, H -  hem, Imp2p -  proteaza 2 w przestrzeni 
międzybłonowej, MPP -  mitochondrialna proteaza w matriks mitochondrialnej (szczegółowy opis w 
tekście)

według której białka kierowane są do błony wewnętrznej z pominięciem matriks, a to 
przez zatrzymanie procesu translokacji, gdy zawarty w prekursorze sygnał stop 
zakotwiczy białko w błonie wewnętrznej. Translokacja cytochromu c, przez kompleks 
TIM może więc być zatrzymana przez sygnał, który stanowi hydrofobowa sekwencja 
sortująca. Jednakże oba modele zbytnio upraszczają mechanizm sortowania cytochromu 
c, [4]. Stąd zaproponowana niedawno „trzecia droga” przebiegu importu cytochromu 
c (, zakładająca istnienie dwóch odrębnych sekwencji sortujących. Wewnętrzny sygnał 
sortujący umieszczony na karboksylowym końcu cytochromu c, nie wymaga bowiem 
importu do matriks podobnie jak sygnał sortujący z końca aminowego, który nie 
zatrzymuje się w błonie podczas importu, a prawdopodobnie przechodzi do matriks w 
nieznany jeszcze sposób [4]. http://rcin.org.pl
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5.3. Import białek do przestrzeni międzybłonowej

Do białek kierowanych do przestrzeni międzybłonowej należą mitochondrialne liazy 
hemowe i cytochrom c. Białka te łączy nietypowy mechanizm importu i peryferyjna 
lokalizacja po zewnętrznej stronie błony wewnętrznej.

Liaza hemowa cytochromu c, (CC,HL) i liaza hemowa cytochromu c (CCHL) 
katalizują przyłączenie hemu do pośredniej formy cytochromu c, i cytochromu c [34,40]. 
Import liaz hemowych do przestrzeni międzybłonowej wydaje się być procesem 
unikatowym, bowiem, w przeciwieństwie do innych białek kierowanych do tego 
przedziału, zachodzi niezależnie od potencjału błonowego i ATP (ryc. 6). Na powierzchni 
zewnętrznej błony liaza hemowa jest rozpoznawana przez heterodimer Tom20-Tom22, 
skąd poprzez kanał importowy trafia do miejsca „trans” kompleksu TOM zlo
kalizowanego od strony przestrzeni międzybłonowej. W ostatnim czasie ziden
tyfikowano sygnał odpowiedzialny za kierowanie CCHL oraz CC,HL do docelowego 
przedziału mitochondrialnego [13]. Zlokalizowany jest on wewnątrz polipeptydu i jest 
hydrofilowy (ponad 30% reszt aminokwasowych). Nadal jednak nie wiadomo, jaki 
mechanizm rządzi importem CCHL i CC,HL do przestrzeni międzybłonowej. Badania 
ostatnich lat sugerują, że import ten jest możliwy dzięki oddziaływaniu, jakie zachodzi 
między sekwencją kierującą liazy hemowej i niektórymi białkami przestrzeni między
błonowej [13].

RYCINA 6. Model importu CCHL do przestrzeni międzybłonowej (szczegółowy opis w tekście)
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Cytochrom c jest syntetyzowany w cytozolu jako apocytochrom c, a następnie 
przekształcany w holo-formę w przestrzeni międzybłonowej dzięki kowalencyjnemu 
przyłączeniu hemu katalizowanemu przez CCHL (ryc.7). Apocytochrom c nie zawiera 
odcinalnej presekwencji, nie wymaga oddziaływania z receptorami kompleksu TOM, 
udziału ATP oraz obecności potencjału wewnętrznej błony. Dostępne dane pozwalają 
wnioskować, iż import cytochromu c zależy od obecności kompleksu TOM, przy czym 
leżący u jego podłoża mechanizm nie został jeszcze poznany [39].

Białka błony zewnętrznej, podobnie jak niektóre białka błony wewnętrznej i 
przestrzeni międzybłonowej, zawierają sekwencje kierujące nieulegające usunięciu, 
przy czym do tej pory sekwencje te nie zostały bliżej scharakteryzowane. Najwięcej 
informacji dotyczących importu do błony zewnętrznej uzyskano w przypadku składników 
kompleksu TOM i poryny mitochondrialnej, nazywanej również kanałem VDAC (z 
ang. voltage dependent anion selective channel) [42,64]. W przypadku składników 
kompleksu TOM (z wyjątkiem białka Tom40) za sygnały kierujące uznaje się sekwencje 
aminokwasowe tworzące helisy transbłonowe kotwiczące te białka w błonie lub 
sekwencje je flankujące [27]. W przypadku białka Tom40 postuluje się, iż sygnał 
kierujący znajduje się w środkowej części polipeptydu, przy czym istotną rolę odgrywa 
także sekwencja znajdująca się na końcu aminowym, która umożliwia powstanie 
funkcjonalnego oligomeru Tom40, odgrywającego kluczową rolę w działaniu kanału 
importowego [58]. Z kolei sekwencja kierująca białko VDAC, uznawane za białko 
markerowe dla błony zewnętrznej, zlokalizowana jest na jego obu końcach lub tylko 
na końcu karboksylowym [35].

5.4. Import do zewnętrznej błony mitochondrialnej

RYCINA 7. Model importu cytochromu c do przestrzeni międzybłonowej (szczegółowy opis w tekście)
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RYCINA 8. Schemat importu poryny mitochondrialnej do błony zewnętrznej z udziałem białek Tom20, 
Tom22 i Tom40

Skuteczny import białek do błony zewnętrznej, w tym białek Tom i VDAC, 
wymaga obecności ATP, białka Hsp70 oraz funkcjonalnego kompleksu TOM ( ryc. 
8). Po rozpoznaniu przez receptor Tom20, białka te przy udziale Tom22 kierowane są 
do kanału importowego, skąd prawdopodobnie uwalniane są bezpośrednio do błony
[3].

6. PODSUMOWANIE

Import białka do mitochondriów to proces niezwykle zróżnicowany. Nawet białka 
kierowane do tego samego przedziału mitochondrialnego mogą tam trafiać przy 
wykorzystaniu różnych mechanizmów. Jest to równocześnie proces niezwykle istotny 
dla prawidłowego funkcjonowania mitochondriów. Zatem, jakiekolwiek zaburzenia w 
jego przebiegu mogą mieć decydujące znaczenie dla działania mitochondriów. Oznacza 
to, że wiedza o białkach budujących aparat importu białka, ich funkcji w różnych 
szlakach importu oraz przebiegu tych szlaków może przyczynić się do identyfikacji 
nowego typu chorób mitochondrialnych. Przykładem takiego schorzenia jest wspom
niany w niniejszej pracy zespół Mohra -Tranebjaerga (MTS).

Składam serdeczne podziękowania Dr Hannie Kmicie za nieocenioną pomoc 
w przygotowaniu niniejszej pracy.
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M OLEKULARNE ASPEKTY KLONOW ANIA  
SOM ATYCZNEGO ZW IERZĄT

MOLECULAR ASPECTS OF SOMATIC CLONING IN ANIMALS

Magdalena BRYŁA

Zakład Fizjologii Rozrodu Zwierząt, Instytut Zootechniki, 
w Balicach koło Krakowa

Streszczenie: Postąp w dziedzinie klonowania somatycznego ssaków był możliwy dzięki badaniom nad 
interakcjami-jądrowo-cytoplazmatycznymi między enukleowanym oocytem-biorcą a dawcą egzogenne
go jądra komórkowego. Ważnym czynnikiem, który bezpośrednio wpływa na ten proces, jest poziom 
aktywności MPF w cytoplazmie oocytu. Czynnik ten oddziałuje na cytoszkielet mikrotubularny i 
otoczkę jądrową, warunkując określoną formę przestrzenną chromatyny umożliwiającą skoordynowaną 
replikację DNA w zrekonstruowanym oocycie. Pozwala to na uruchomienie molekularnych mechani
zmów odpowiedzialnych za przeprogramowanie genomu komórki somatycznej w cytoplazmie dojrza
łego oocytu-biorcy.

Słowa kluczowe: oocyt, MPF, cykl komórkowy, przeprogramowanie

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

Key words: oocyte, MPF, cell cycle, reprogramming

Uwieńczone sukcesem eksperymenty lana Wilmuta i Keitha Campbella z Roślin 
Institute w Szkocji otworzyły nowy rozdział w dziedzinie klonowania ssaków [41]. 
Narodziny owcy Dolly oraz kolejne doświadczenia, w których uzyskano potomstwo 
także u innych gatunków ssaków [2,19,28,39,40] potwierdziły możliwość klonowania 
dorosłych ssaków.
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Technika klonowania somatycznego umożliwia powielanie osobników wybitnych 
pod względem określonych cech, jednak jej atrakcyjność wiąże się przede wszystkim 
z możliwością uzyskiwania zwierząt transgenicznych [7]. Wydajność metody jest niska 
i nie przekracza obecnie kilku procent [2,19, 28].

Zwiększenie efektywności klonowania somatycznego jest więc warunkiem 
koniecznym, aby metoda znalazła praktyczne zastosowanie. Kluczem do osiągnięcia 
tego celu będzie rozpoznanie czynników, które warunkują prawidłowe przemodelowanie 
i przeprogramowanie egzogennego jądra komórkowego w środowisku cytoplaz- 
matycznym oocytu -  biorcy.

W klonowaniu somatycznym biorcą egzogennych jąder komórkowych są dojrzałe 
in vivo lub in vitro oocyty, zatrzymane w metafazie drugiego podziału mejotycznego, 
a więc w stadium, w którym nie występuje otoczka jądrowa, a skondensowana 
chromatyna ma postać chromosomów ustawionych w płaszczyźnie równika wrzeciona 
podziałowego.

W cytoplazmie dojrzałego oocytu enzymem zaangażowanym w utrzymanie bloku 
w metafazie II jest MAP kinaza (ang. Mitogen Activated Protein Kinase). Po rozpadzie 
otoczki jądrowej aktywność tego enzymu rośnie i osiąga maksimum w metafazie 
pierwszego podziału dojrzewania. Za zapoczątkowanie aktywacji MAP kinazy 
odpowiedzialna jest kinaza białkowa Mos. Aktywuje ona kinazę MAP kinazy, MEK- 
1, a ta aktywuje MAP kinazę. MAP kinaza nie jest inaktywowana podczas przejścia 
metafaza I/metafaza II, w tym okresie jest ona odpowiedzialna za utrzymanie 
chromatyny oocytu w stanie skondensowanym, a także uniemożliwia odtworzenie 
interfazowej sieci mikrotubul [37]. Aktywność MAP kinazy utrzymuje się na wysokim 
poziomie także w oocytach zablokowanych w metafazie II, a spada po aktywacji oocytu. 
Aktywacja MAP kinazy jest konieczna do powstania aktywności cytostatycznej 
odpowiedzialnej za zablokowanie dojrzewających oocytów w metafazie II [14].

Charakterystyka środowiska cytoplazmatycznego oocytu biorcy wskazuje na rolę 
czynników w niej występujących. Z przeprowadzonych dotychczas badań wynika, że 
cytoplazma wyjądrzonego oocytu zachowuje właściwości umożliwiające przepro
gramowanie zróżnicowanego jądra komórki somatycznej w jądro zygoty, co jest 
warunkiem koniecznym dla rozwoju zrekonstruowanych zarodków. Istotną rolę 
odgrywa tutaj czynnik MPF (ang. M-phase Promoting Factor lub Maturation 
Promoting Factor) [3,4], który bierze udział w zapoczątkowaniu zarówno podziałów 
mejotycznych, jak i mitotycznych. Zidentyfikowano go po raz pierwszy w cytoplazmie 
dojrzewających oocytów żaby szponiastej (Xenopus laevis) [22]. MPF jest dimerem 
złożonym z dwu podjednostek: katalitycznej -  (kinazy białkowej o masie 34 kDa, 
homologicznej z białkiem cdc2 wyizolowanym z drożdży Saccharomyces cerevisiae) 
oraz regulacyjnej -  (cykliny B). Kinaza cdc 2 należy do rodziny kinaz białkowych 
CDK (ang. Cyclin Dependent Kinase), biorących udział w regulacji takich procesów 
w cyklu komórkowym, jak synteza DNA czy mitoza. Regulacja aktywności enzymów 
z grupy CDK odbywa się przez:
■ przejściowe połączenie ze specyficznymi podjednostkami regulatorowymi (cykli

nami),
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■ oddziaływanie z inhibitorami białkowymi,
■ odwracalną fosforylację.

Poziom kinazy CDK nie ulega istotnym wahaniom w czasie cyklu komórkowego, 
natomiast precyzyjnie określony jest moment syntezy i degradacji podjednostek 
regulatorowych -  cyklin. Dzięki temu możliwe jest przyporządkowanie aktywności 
określonej kinazy CDK do specyficznego okresu w cyklu komórkowym [27]. 
Fosforylacja określonych białek katalizowana przez MPF odgrywa podstawową rolę 
podczas przejścia z fazy G2 do M. Fosforylacja histonu H 1 oraz białek z grupy HMG 
(ang. Human Menopausal Gonadotropin), katalizowana przez kinazę cdc2, towarzyszy 
kondensacji chromatyny w jądrze [4, 30]. Kinaza cdc2 bierze też udział w fosforylacji 
lamin jądrowych, co prowadzi do degradacji otoczki jądrowej [29], wpływając na 
dynamikę polimeryzacji i depolimeryzacji mikrotubul. MPF utrzymywany jest w formie 
nieaktywnej dzięki aktywności kinaz białkowych Weel [12] i Mytl [26], które 
fosforylują tyrozynę w pozycji 15 i treoninę w pozycji 14. Aby zaszła aktywacja MPF, 
konieczne jest połączenie kinazy cdc2 z cykliną B oraz fosforylacja i defosforylacja 
specyficznych reszt aminokwasowych białka cdc2 (rye. 1). Dodatkowo niezbędne jest 
usunięcie specyficznych inhibitorów białkowych, które odwracalnie łączą się z 
kompleksem cdk2-cyklina E zaangażowanego w aktywację kompleksu cdc2-cyklina 
B [43]. Zablokowanie aktywności kinazy cdk2 uniemożliwia rozpoczęcie mitozy. 
Enzymem biorącym bezpośredni udział w aktywacji cdc2 jest fosfataza białkowa cdc25, 
która defosforyluje tyrozynę w pozycji 15 i treoninę w pozycji 14. Wiadomo, że po 
aktywacji kompleksu cdc2-cyklina B kompleks ten może fosforylować fosfatazę cdc25 
powodując jej aktywację. Takie sprzężenie zwrotne tłumaczy gwałtowny wzrost 
aktywności MPF po rozpoczęciu mitozy. Obok MPF enzymem zaangażowanym w 
aktywację cdc-25 jest kinaza zaliczana do rodziny kinaz określonych jako Polo lub 
PLK (ang. POLO-Like-Kinase). Badania na oocytach Xenopus laevis wykazały, 
że kinaza Polo odpowiedzialna jest za aktywację fosfatazy cdc25, a tym samym za 
aktywację MPF, bierze także udział w prawidłowym funkcjonowaniu wrzeciona 
podziałowego. Do aktywności MPF niezbędna jest również aktywność kinazy białkowej 
CAK (ang. CDK Activating Kinase) na skutek fosforylacji treoniny w pozycji 161.7/2 
vitro funkcję CAK pełni kompleks cdk7 -  cyklina H [ 13,31 ]. Inaktywacja MPF podczas 
przejścia metafaza/anafaza związana jest z proteolityczną degradacją cykliny B, 
zachodzącą równocześnie z ruchem anafazowym chromosomów. Aby doszło do 
degradacji cykliny B, musi nastąpić aktywacja wielobiałkowego kompleksu określonego 
jako „cyklosom” lub kompleks inicjujący anafazę APC (ang. Anaphase Promoting 
Complex). Składniki APC to białka i enzymy odpowiedzialne za połączenie białka 
mającego ulec degradacji z ubikwityną oraz proteosom, który jest odpowiedzialny za 
degradację ubikwitynowego białka [42]. Prawdopodobnie rolę w aktywacji kompleksu 
odgrywa sygnał z prawidłowo uformowanego wrzeciona mitotycznego. Zapo
czątkowanie ruchu anafazowego wymaga degradacji białek zaangażowanych w 
połączenie chromatyd siostrzanych (Cut2, Pdsl). APC odpowiedzialny jest również 
za degradację cykliny B. Inaktywacja kompleksu APC zachodzi dopiero w fazie G1 i 
jest katalizowana przez kinazy CDK charakterystyczne dla tej fazy. Do rozpadu otoczki
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RYCINA 1. Mechanizm aktywacji MPF, schemat uwzględnia czynniki zaangażowane w pojawienie 
się aktywności cytostatycznej w metafazie 11 podziału mejotycznego: p -  grupa fosforanowa; dalsze 
objaśnienia w tekście

jądrowej dochodzi w oocytach, które uzyskały kompetencję do kontynuowania 
dojrzewania mejotycznego i są w stanie zareagować na zewnętrzny sygnał inicjujący 
ten proces. Warunkiem niezbędnym jest zgromadzenie w cytoplazmie oocytów 
odpowiedniej ilości podjednostki katalitycznej M PF-białkacdc2 [8]. Defosforylacja 
tego białka na tyrozynie 15 i treoninie 14 prowadzi do rozpadu otoczki jądrowej i 
formowania wrzeciona podziałowego [9]. Następnie aktywność MPF narasta stopniowo 
i osiąga maksimum w metafazie pierwszego podziału mejotycznego. Podczas wy
rzucenia pierwszego ciałka kierunkowego aktywność MPF przejściowo spada, co jest 
wynikiem gwałtownej degradacji cykliny B. Po wyrzuceniu pierwszego ciałka 
kierunkowego MPF jest ponownie aktywowany dzięki syntezie cykliny B i tworzeniu 
kompleksu z białkiem cdc2. Równocześnie formowane jest wrzeciono metafazy II, a 
po osiągnięciu tego stadium aktywność MPF utrzymuje się na wysokim poziomie aż 
do zapłodnienia lub aktywacji oocytu.

http://rcin.org.pl



MOLEKULARNE ASPEKTY KLONOWANIA SOMATYCZNEGO ZW IERZĄT 403

Czynnikiem odpowiedzialnym za stabilizację aktywności MPF w trakcie matafazy 
II oocytu odkrytym w oocytach płazów [22] jest czynnik cytostatyczny CSF (ang. 
Cytostatic Factor). Do wytworzenia aktywności cytostatycznej CSF niezbędna jest 
kinaza Mos aktywująca MAP kinazę [14]. Pojawienie się aktywności MAP kinazy w 
dojrzewających oocytach skorelowane jest z akumulacją białka Mos [38]. Po aktywacji 
oocytu następuje stopniowy spadek aktywności czynnika cytostatycznego. Podczas 
dojrzewania oocytu kinaza Mos biorąca udział w aktywacji kinazy MAP odpo
wiedzialna jest za utrzymanie oocytów w metafazie II. Prawdopodobnie za wytworzenie 
aktywnego CSF odpowiedzialny jest czynnik (lub czynniki), które aby ulec aktywacji, 
muszą być najpierw ufosforylowane przez kinazę MAP, a następnie przez MPF [1].

Dotychczasowe badania nad rolą CSF wskazują, że czynnik ten przeciwdziała 
proteolitycznej degradacji cykliny B, zapobiegając w ten sposób inaktywacji MPF. W 
stadium metafazy II degradacji cykliny B towarzyszy jej ciągła synteza, co umożliwia 
utrzymanie aktywności MPF na stałym poziomie. Po aktywacji oocytu dochodzi do 
gwałtownej degradacji cykliny B przewyższającej poziom syntezy tego białka, co 
prowadzi do inaktywacji MPF. Rolą CSF byłoby zatem spowolnienie/osłabienie 
degradacji cykliny B umożliwiające zachowanie równowagi między jej syntezą a 
degradacją. Po aktywacji poziom CSF zanika stopniowo, a obecność aktywnej kinazy 
MAP i białka Mos jest prawdopodobnie związana z ciągłą obecnością CSF [18].

W dojrzałym oocycie przestają funkcjonować mechanizmy mejotyczne, a ich miejsce 
zajmują mechanizmy typowe dla kontroli cyklu mitotycznego. Następuje inaktywacja 
CSF, a utrzymujący się wysoki poziom MPF wpływa na organizację cytoszkieletu. 
Wiadomo, że czynnik ten oddziałuje na cytoszkielet mikrotubulamy i otoczkę jądrową 
podtrzymując ich metafazowy charakter [37, 38]. Wpływa na fosforylację białek 
towarzyszących mikrotubulom oraz laminy B, białka wchodzącego w skład osłonki 
jądrowej [29].

Jednym z istotnych czynników wpływających na efektywność klonowania jest 
właściwy dobór faz cyklu komórkowego dawcy jądra komórkowego i komórki-biorcy. 
Dojrzałe oocyty wykazują bardzo wysoki poziom MPF warunkujący rozpoczęcie 
podziału mitotycznego w komórce i determinują prawidłowy rozwój rekonstruowanych 
zarodków. Po wprowadzeniu jądra interfazowego do wyjądrzonego oocytu dochodzi 
do: rozpadu otoczki jądrowej NEBD (ang. N uclear Envelope Breakdown) i 
przedwczesnej kondensacji chromosomów PCC (ang. Premature Chromosome 
Condensation) [6]. Może to prowadzić do nieskoordynowanej replikacji DNA 
powodującej powstawanie anomalii chromosomowych oraz zaburzeń ploidii jądra w 
zrekonstruowanych zarodkach. Uzależnione to jest od fazy cyklu komórkowego 
wprowadzanego jądra. Jeśli PCC ulega jądro w fazie G l, dochodzi do skoordynowanej 
replikacji DNA bez powodowania uszkodzeń chromatyny. Natomiast jeśli wpro
wadzone jądro jest w fazie S lub G2, dochodzi do zaburzeń w koordynacji replikacji 
DNA, czego konsekwencją jest re-replikacja genomu i wysoka częstotliwość anomalii 
chromosomowych [5]. Molekularne podstawy kontroli procesu replikacji DNA w 
cyklu komórkowym muszą przebiegać w ściśle wyodrębnionym przedziale czasu, co 
ma wpływ na oocyt. Faza G 1 jest okresem, w którym zapada decyzja, czy cykl będzie
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kontynuowany i zakończony pełnym podziałem (pierwszy punkt kontrolny). Ponadto 
przedwczesna inicjacja syntezy DNA w komórce nieprzygotowanej pod względem 
energetycznym lub pozbawionej odpowiedniego zestawu enzymatycznego grozi moż
liwością powstania błędu replikacyjnego [15, 20]. Zmiany stanu metabolicznego 
komórki sprzężone są w tym systemie z kaskadowymi reakcjami wyzwalanymi przez 
kinazy MAP, modyfikacje aktywatorów i represorów głównych kinaz białkowych cyklu 
komórkowego oraz fosforylację i defosforylację kompleksów podczas każdej fazy S. 
Komórki eukariotyczne kopiują swoje chromosomy wykorzystując jednocześnie liczne 
miejsca inicjacji (103 do 105 w każdym jądrze) rozmieszczone wzdłuż liniowych 
cząsteczek DNA, przez co cały materiał genetyczny ulega syntezie w znacznie krótszych 
odcinkach czasu. Taka strategia wymaga mechanizmu ochrony miejsc inicjacji funk
cjonujących we wczesnych stadiach fazy S (ang. early replicons) przed ich ponownym 
uruchomieniem podczas dalszych etapów fazy S (ang. late replicons) w tym samym 
cyklu komórkowym [11]. Mitotyczny podział jądra nie może nastąpić przedwcześnie, 
tj. przed zakończenie replikacji. Zapewnia to prawidłowe połączenie chromatyd 
siostrzanych, tworzących się podczas fazy S, z przeciwległymi biegunami wrzeciona 
podziałowego. Spełnienie tych warunków jest podstawą stabilnego poziomu ploidalności 
jąder komórkowych, a tym samym niezmienności osobniczych programów rozwojowych 
oraz informacji genetycznej przekazywanej w kolejnych pokoleniach. Badania nad 
zdolnością do replikacji DNA jądrowego, polegające na fuzji komórek w różnych 
stadiach interfazy wskazują, że stan kompetencji do inicjacji syntezy DNA jest wyłącznie 
cechą komórek w fazie G l. Ponadto obecność czynnika aktywującego, zdolnego do 
indukowania replikacji DNA chromosomów kompetentnych (tj. jąder w fazie G l), 
jest wyłącznie cechą komórek w fazie S, a jądra będące w fazie G2 nie są w stanie 
ponownie inicjować replikacji DNA do czasu przejścia przez mitozę.

Proces inicjacji fazy S i mitozy skorelowany jest z aktywacją czynników indu
kujących SPF (ang. S-phase Promoting Factor) i MPF. Czynniki te należą do grupy 
kinaz białkowych CDK, specyficznych dla fazy S (S-CDK) i mitozy (M-CDK). Brak 
stosownej kinazy blokuje fazę S lub mitozę, natomiast przyspieszenie aktywacji CDK 
prowadzi do wcześniejszej inicjacji syntezy DNA albo przedwczesnej kondensacji 
chromosomów (powstanie błędów). Wśród mechanizmów regulacji aktywności różnych 
typów CDK do najważniejszych należą zmiany w dynamice transkrypcji genów 
kodujących cykliny [21], różnicowanie poziomu białek inhibitorowych [33], blokowanie 
i fosforylacja podjednostek CDK [10], a także proteoliza cyklin. Nie jest to jedyny 
mechanizm kontroli replikacji -  ważna jest również funkcjonalna organizacja miejsc 
inicjacji replikacji. Aktywność kinaz CDK prawdopodobnie chroni miejsca inicjacji 
przed przełączeniem w stan gotowości replikacyjnej. Warunkiem wstępnym tworzenia 
specyficznych wiązań z czynnikami umożliwiającymi replikację DNA, mitotyczną 
kondensację oraz segregację chromosomów jest określona forma przestrzenna 
chromatyny. Ośrodkiem regulacji zmiennej architektury genomu jest sieć struktur 
macierzy jądrowej. Wysoki poziom MPF w metafazie indukuje proces mitotycznej 
kondensacji chromosomów. Kondesacja chromatyny podczas rozpoczęcia mitozy 
zachodzi poprzez fosforylację histonu HI oraz histonów H2A i H3, które zmieniając
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swoją konformację prowadzą do zwiększenia stopnia zwartości chromatyny. W 
cytoplazmie dochodzi do depolimeryzacji mikrotubul cytoszkieletu. Powstała w ten 
sposób tubulina służy jako budulec dla wrzeciona podziałowego (przy udziale cykliny 
znajdującej się w centromerze). Prawidłowe połączenie mikrotubul z kinetochorami 
znajdującymi się na chromatydach siostrzanych warunkuje wytworzenie odpowiedniego 
naprężenia -  punkt kontrolny (ang. checkpoint), który umożliwia komórce prawidłowe 
połączenie chromosomów z aparatem mitotycznym [11]. W skład aparatu mitotycznego 
poza wrzecionem podziałowym wchodzą także cysterny i pęcherzyki siateczki 
śródplazmatycznej gładkiej, miozyna i aktyna oraz swoiste białka aparatu mitotycznego. 
Aparat mitotyczny łączy się w wielu miejscach (z wyjątkiem centrioli) z siecią włókien 
pośrednich, które stabilizują go przestrzennie.

Inaczej zachowują się jądra wprowadzone do oocytu po zaniku aktywności MPF. 
W jądrach takich nie dochodzi bowiem do NEBD i PCC, a replikacja DNA ma charakter 
skoordynowany bez względu na fazę cyklu komórkowego wprowadzanego jądra. Z 
tego powodu oocyty takie określano mianem „uniwersalnych biorców” [5,6]. Z drugiej 
jednak strony wskazuje się, że NEBD i PCC są warunkiem koniecznym (ale 
niewystarczającym) dla prawidłowego przeprogramowania wszczepionego jądra 
komórki somatycznej. Przypuszcza się, że wystawienie nagiej, silnie skondensowanej 
chromatyny (po zajściu NEBD i PCC) oraz białek jądrowych na długotrwałe działanie 
czynników cytoplazmatycznych może wpływać korzystnie na przeprogramowanie i 
przemodelowanie zróżnicowanych jąder komórkowych. Kompleksowe przepro
gramowanie jądra możliwe jest poprzez wykorzystanie w procedurze klonowania 
populacji komórek somatycznych znajdujących się w fazie G1/G0 [41]. Taki specyficzny 
stan komórek i skondensowanej chromatyny jądrowej umożliwia prawidłową reakcję 
wszystkich genów na sygnały płynące z cytoplazmy oocytu. Fazę G1/G0 osiągnąć 
można przez tzw. głodzenie komórek, czyli drastyczne obniżenie poziomu surowicy w 
pożywce hodowlanej lub przez sortowanie komórek w cytometrze przepływowym. W 
przypadku drugiej metody obserwuje się lepszy rozwój zrekonstruowanych oocytów 
niż w przypadku komórek populacji niesortowanej [23].

Bardzo istotnym etapem w procedurze klonowania somatycznego jest aktywacja 
zrekonstruowanego oocytu, a w szczególności właściwy moment jej przeprowadzenia. 
Stosowane są różne protokoły aktywacji przy wykorzystaniu szeregu czynników fizyko
chemicznych, takich jak: pole elektryczne, jonomycyna, jonofor wapnia A 23187 w 
połączeniu ze związkami blokującymi aktywność kinazy MPF/MAP, takimi jak 6- 
dimetylaminopuryna (6-DMAP) czy cykloheksymid. Najczęściej stosowany protokoł 
aktywacji zakłada przeprowadzenie jej w kilka godzin po fuzji cytoplastu z komórką 
somatyczną. Taki typ aktywacji określany jest jako postaktywacja [7]. Stosowany jest 
również model równoczesnej aktywacji i fuzji, kiedy czynnik fuzjogenny jest równo
cześnie czynnikiem aktywującym [19].Ostatnio proponowany jest model aktywacji 
oocytu bezpośrednio przed elektrofuzją-pre-aktywacja [32]. Jeśli wprowadzone jądra 
są w fazie G1/G0, stosunkowo najczęściej stosuje się równoczesną aktywację i fuzję 
jako metodę najprostszą technicznie [16,25].
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Prowadzone w ostatnich latach intensywne badania dotyczące interakcji jądrowo- 
cytoplazmatycznvch w rekonstruowanych oocytach przyniosą niewątpliwie rozwiązanie 
wielu niejasności występujących przy klonowaniu somatycznym. Nie do końca poznane 
są bowiem mechanizmy warunkujące przeprogramowanie jąder somatycznych w 
cytoplazmie oocytu-biorcy, jak również słabo poznane są zmiany morfologiczne i 
funkcjonalne związane z ich przemodelowaniem. Jeśli bowiem tylko jeden gen kodujący 
istotne białko wykazuje w krytycznym okresie nieodpowiednią ekspresję lub jej brak, 
to efekty klonowania są ograniczone [24, 25].

U sklonowanych zwierząt występują często zaburzenia w funkcjonowaniu układu 
oddechowego, krążenia, a w rozwoju płodowym zaobserwowano nieprawidłowości w 
budowie błon płodowych oraz łożyska. Wiele cieląt padło w czasie okołoporodowym 
lub po pewnym czasie od urodzenia [16, 17]. Wątpliwości budzi również wiek 
sklonowanych zwierząt w momencie ich narodzin. Badania nad telomerami (końcowe 
fragmenty chromosomów stabilizujące ich strukturę w czasie replikacji, skracające się 
wraz z liczbą replikacji DNA) wykazały, że są one krótsze niż u zwierząt kontrolnych 
będących w tym samym wieku [34]. Nie potwierdziły tego jednak badania prze
prowadzone na zrekonstruowanych zarodkach bydlęcych [36]. Nasuwa się przy
puszczenie o możliwych różnicach gatunkowych w tym zakresie. Problem nie jest 
rozstrzygnięty, wydaje się bowiem, że nie tylko telomery, ale przede wszystkim jąderko 
jest odpowiedzialne za starzenie komórki [35].

Prawidłowe przeprogramowanie przeszczepionych jąder komórkowych wymaga 
wielu czynników, wydaje się więc, że opracowanie uniwersalnego schematu klonowania 
ssaków tą metodą może być trudne. Zanim klonowanie somatyczne stanie się jedną z 
metod praktycznego rozrodu zwierząt, niezbędne jest przeprowadzenie badań, które 
umożliwią wyjaśnienie i zrozumienie molekularnych mechanizmów przeprogramowania 
genomu komórek somatycznych w cytoplazmie oocytów -  biorców.
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ROLA M AKROFAGÓW  W UKŁADZIE ROZRODCZYM  
SSAKÓW: OD PAULA EHRLICHA DO W SPÓŁCZESNEJ  

IM M UNOLOGII ROZRODU

THE ROLE OF MACROPHAGES IN MAMMALS REPRODUCTIVE 
TRACT: FROM PAUL EHRLICH TO PRESENT IMMUNOLOGY 

OF REPRODUCTION

Marta WOJCIECHOWSKA*, Marek NIEMIAŁTOWSKI

Pracownia Immunologii, Zakład Wirusologii, Mykologii i Immunologii, 
Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydział Medycyny Weterynaryjnej SGGW

Streszczenie. Poród u ssaków prowadzi do wyjścia płodu ze sterylnej, w normalnych warunkach, 
macicy do środowiska zewnętrznego, gdzie noworodek narażony jest na kontakt z różnymi czynnikami 
zakaźnymi (bakterie, wirusy i grzyby chorobotwórcze). Ochroną przeciwko patogenom zapewnia 
układ immunologiczny, a także wiele humoralnych i komórkowych mechanizmów odporności wrodzo
nej. Makrofagi należą do komórek prezentujących antygen. Uczestniczą w procesie fagocytozy, zapew
niając nieswoistą obronę przeciwko czynnikom zakaźnym. W układzie rozrodczym zarówno męskim, 
jak i żeńskim makrofagi uczestniczą na poziomie komórkowym i molekularnym w istotnych dla rozro
du procesach. Wielkość populacji makrofagów oraz ich aktywność biologiczna podlegają kontroli hor
monalnej, w tym estrogenów i progesteronu, które z kolei, regulują ilość M-CSF (zwanego również 
CSF-1), który jest czynnikiem chemotaktycznym dla makrofagów. U samców komórki te biorą udział 
w regulacji steroidogenezy w jądrze. W żeńskim układzie rozrodczym makrofagi zasiedlają jajnik, 
jajowód, macicę, szyjkę macicy i pochwę. W jajniku uczestniczą w follikulogenezie i oogenezie oraz w 
tworzeniu i funkcjonowaniu ciałka żółtego. Najważniejszą funkcją makrofagów obecnych w jajowo
dzie jest wpływ na transport oocytu i zarodka, za pośrednictwem cytokin i prostaglandyn działających 
na komórki nabłonka jajowodu i warstwę mięśni gładkich. Cytokiny wydzielane przez makrofagi za
siedlające macicę uczestniczą w rozwoju przedimplantacyjnym oraz w procesie implantacji zarodka. 
Makrofagi obecne w śluzie szyjki macicy i pochwy tworzą komórkową linię obrony, której najważniej
szymi mechanizmami są fagocytoza i prezentacja antygenu. Niektóre cytokiny wytwarzane przez ma
krofagi w szyjce macicy mogą wpływać na jej relaksację, co umożliwia poród. W niniejszej pracy 
przedstawiono w zarysie obecny stan wiedzy na temat roli makrofagów i niektórych cytokin w ukła
dzie rozrodczym ssaków.

*Doktorantka na D ziennym  Studium D oktoranckim „m ikrobiologia i im m unologia ” (kierownik: 
prof.dr hab. M .N iem iałtow ski) przy W ydziale M edycyny W eterynaryjnej SGGW.
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Słowa kluczowe: układ rozrodczy, makrofagi, cytokiny.

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

Key words: reproductive system, macrophages, cytokines

Wyjaśnienie użytych skrótów: APC (antigen presenting cells) -  komórki prezentujące antygen; C R 
(<complement receptor(sj) -  receptor(y) dla składników dopełniacza; CSF-1 (colony stimulating fac- 
tor-1) -  czynnik stymulujący tworzenie kolonii-1; EGF (epidermal growth factor) -  nabłonkowy 
czynnik wzrostowy; FcR (Fc receptor(s)) — receptor(y) Fc; FGF (fibroblasts growth factor) -  czyn
nik wzrostowy fibroblastów; FSH (follicle stimulating hormone) -  hormon dojrzewania pęcherzyków 
jajnikowych; GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) -  czynnik stymulujący 
tworzenie kolonii granulocytów i makrofagów; ICAM-1 (intracellular adhesion m olecule)- wewnątrz
komórkowa cząsteczka adhezyjna; IFN -  interferon; IL -  interleukina; LH -  luteinizing hormone, 
hormon luteinizujący; LPS (lipopolysaccharide) -  lipopolisacharyd; M f (macrophage(s)) -  makrofa
gi; MAdCAM-1 (mucosal adressin cell adhesion molecule) -  cząsteczka adhezji błon śluzowych bę
dąca adresyną błon śluzowych; MARKCS (myristylated alanine-rich C kinase substrate) -  myrystolo- 
wany substrat kinazy C bogaty w alaninę; M-CSF (macrophage-colony stimulating factor) -  czynnik 
stymulujący tworzenie kolonii makrofagów; MCP (monocyte chemoattractant protein) -  białko che- 
motaktyczne monocytów; MHC (major histocompatibility complex) -  główny kompleks zgodności 
tkankowej; MIF (migration inhibitory factor) -  czynnik hamujący migrację makrofagów; IP (macro- 
phgage inhibitory protein) -  białko hamujące makrofagi; MR (mannose receptors) -  receptory man- 
nozowe; PGE -  prostaglandyna E; PKC (protein kinase C) -  kinaza białkowa C; R A N T E S 
(regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted) -  cząsteczki powierzchniowe na sty
mulowanych limfocytach T; slgA (soluble IgA) -  wydzielnicze IgA; TGF (transforming growth factor) 
-  transformujący czynnik wzrostu; TNF (tumor necrosis factor) -  czynnik martwicy nowotworu; 
VAP-1 ( vascular adhesion protein) -  naczyniowe białko adhezyjne; V-CAM-1 (vascular cell adhesion 
molecule) -  cząsteczka adhezji komórkowej naczyń.
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1. WSTĘP

Natychmiast po porodzie, noworodek musi być przygotowany do nowych, 
trudnych i niebezpiecznych warunków bytowania poza organizmem matki, która 
podczas ciąży asystowała mu immunologicznie. Powinna to czynić również po porodzie, 
przekazując mu przez wydzielinę gruczołu mlekowego składniki odporności nieswoistej 
i swoistej (humoralnej i komórkowej). Arthur M. Silverstein w swoim artykule „The 
most elegant immunological experiment o f  the X IX  century'''' opublikowanym w 
roku 2000 w Nature Immunology [37], opisuje doświadczenie przeprowadzone przez 
Paula Ehrlicha (1854-1915). Ten znakomity badacz, zafascynowany odkryciem 
przeciwciał („anti-bodies”) przez Emila Behringa i Shi-basaburo Kitasato, stwierdził 
w swoim experimentum crucis, że tylko potomstwo pochodzące od uodpornionych 
myszy było chronione przed działaniem toksyny błoniczej. W artykule „On immunity 
by inheritance and suckling”, opublikowanym w roku 1892 (cyt. za [37]) Ehrlich 
podzielił odporność na bierną i czynną. Od tamtego czasu wiele się zmieniło w naszym 
rozumieniu immunologii rozrodu i mechanizmów z nią związanych. W procesie tym 
wiele komórek, w tym i makrofagi, bierze udział w zapewnieniu nie tylko niezbędnej 
obrony przed patogenami, ale także w regulacji mechanizmów koordynujących procesy 
rozrodcze i rozwój płodu.

2. MAKROFAGI: CHARAKTERYSTYKA I FUNKCJE 
PEŁNIONE W ORGANIZMIE

Makrofagi należą do fagocytów jednojądrzastych. Powstają w szpiku kostnym z 
komórek macierzystych. W wyniku dojrzewania i aktywacji mogą uzyskiwać 
różnorodne formy morfologiczne. Pierwszym typem komórek, które migrują do krwi 
obwodowej po opuszczeniu szpiku kostnego, są promonocyty. Średnica monocytów 
waha się od 13 do 25 pm, charakteryzują się one nerkowatym jądrem oraz licznymi 
kwasochłonnymi ziamistościami w cytoplazmie, wśród których wyróżnia się lizosomy, 
fagocytujące wakuole oraz fragmenty cytoszkieletu. W ciągu 24 godzin opuszczają 
łożysko naczyniowe i zasiedlają tkanki, gdzie dojrzewają i stają się makrofagami. 
Migracja tych komórek do miejsca inicjowanej odpowiedzi zapalnej lub reakcji 
immunologicznej przebiega na skutek działania szeregu cząsteczek chemotaktycznych, 
takich jak: fragmenty dopełniacza C5a i C3a, uwalniane przez bakterie formylowane 
peptydy, a także chemokiny, takie jak: MCP-1 i M lP -la  oraz niektóre czynniki 
wzrostowe, jak np. TGF-(3 [15, 26, 36].

Do najsilniejszych czynników pobudzających makrofagi należy IFN-y, który może 
współpracować z innymi aktywatorami, takimi jak: MIF, GM-CSF oraz IL-2. W 
pierwszym etapie aktywacji wzmocnieniu ulega sekrecja enzymów lizosomalnych,
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wzmaga się aktywność fagocytama oraz ulegają ekspresji receptory błonowe. W 
drugim etapie obserwuje się zwiększenie rozmiarów komórki, zdolność do prze
mieszczania się, a także fagocytozy, aktywności bakteriobójczej oraz zwiększenie 
ekspresji białek MHC klasy II, co jest szczególnie istotne przy prezentacji antygenu.

Makrofagi zasiedlają różne tkanki i mogą być zróżnicowane fenotypowo i funk
cjonalnie, w zależności od typu tkanki docelowej. W związku z tym wyróżnia się 
makrofagi wątrobowe (dawniej zwane komórkami Kupfera), histiocyty w tkance 
łącznej, osteoklasty w tkance kostnej, a także makrofagi płucne i makrofagi ośrodkowego 
układu nerwowego, które wchodzą w skład mikrogleju. Duże ilości tych komórek 
zasiedlają także zatoki śledziony, szpik kostny oraz węzły chłonne i jamę otrzewnej. 
Jednakże, niezależnie od nazwy czy lokalizacji w organizmie, są one makrofagami i 
należą do układu fagocytów jednojądrzastych [5, 16].

Układ fagocytów jednojądrzastych reprezentuje populację komórek niezwykle 
istotnych dla odporności nieswoistej, które biorą także udział w swoistej odpowiedzi 
immunologicznej. Funkcje pełnione przez makrofagi w odporności nieswoistej to przede 
wszystkim fagocytoza obcych cząsteczek, takich jak: mikroorganizmy, makrocząsteczki 
oraz własne komórki organizmu, które zostały uszkodzone lub obumarły, jak np. 
starzejące się erytrocyty. Komórki te są również zdolne do wewnątrzkomórkowego 
zabijania patogennych drobnoustrojów w drodze wybuchu tlenowego [ 1 ]. Makrofagi 
służą zatem jako jedne z głównych komórek oczyszczających organizm, w tym z 
komórek, które uległy apoptozie. Oprócz tego, komórki te wydzielają różne enzymy, 
między innymi kolagenazy, arginazy, lipazy i nukleazy, poza tym reaktywne formy 
tlenu oraz tlenek azotu. Wszystkie te związki majązdolność zabijania mikroorganizmów 
oraz przeciwdziałają rozprzestrzenianiu się zakażenia. Istotnymi produktami wydzie
lanymi przez makrofagi są również prostaglandyny.

Makrofagi pełnią także istotną rolę jako komórki wydzielające szereg ważnych 
białek regulatorowych, w tym cytokin. Do najważniejszych cytokin przez nie wyt
warzanych należy TNF i IL-1. Ta ostatnia jest niezbędna do inicjacji odpowiedzi 
immunologicznej i aktywuje limfocyty. Ma ona zdolność aktywacji limfocytów T 
pomocniczych (Th2) oraz indukuje wytwarzanie przez te komórki innych cytokin, 
takich jak: 1L-4, IL-5 i IL-10. Tym samym makrofagi biorą aktywny udział w 
odpowiedzi humoralnej. Do cytokin wytwarzanych przez makrofagi należą także IL-6 
i IL-12. IL-6 aktywuje limfocyty B i stymuluje je do wytwarzania przeciwciał, ma 
także zdolność pobudzania hepatocytów i fibroblastów. Z kolei, IL-12 działa podobnie 
jak IL-1, aktywując wybiórczo limfocyty Thl odpowiedzialne za rozwój odpowiedzi 
komórkowej. Makrofagi wytwarzają również czynniki wzrostowe TNF i EGF dla 
fibroblastów i nabłonka naczyniowego, co ułatwia naprawę uszkodzonych tkanek [36]. 
Ważną cytokiną produkowaną przez makrofagi jest także IL-10, działająca 
przeciwzapalnie. Ma ona zdolność do hamowania produkcji cytokin przez monocyty, 
makrofagi i limfocyty Th 1, a także hamowania wytwarzania reaktywnych form tlenu. 
Może także hamować proliferację limfocytów Th 1 [36].

W swoistej odpowiedzi immunologicznej makrofagi funkcjonują jako komórki 
zarówno towarzyszące, jak i efektorowe [1]. Mają zdolność prezentacji antygenu
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limfocytom T CD4+ w połączeniu z białkami MHC klasy II. W efektorowej fazie 
odpowiedzi komórkowej pobudzone limfocyty T wydzielają cytokiny aktywujące 
makrofagi, z których najsilniej działa TGF-(3. Aktywowane monocyty/makrofagi, 
podobnie jak neutrofile, mają większą zdolność do fagocytozy i niszczenia niepo
trzebnych własnych lub obcych antygenów niż komórki nieaktywowane. Przykładowo, 
w ifektorowej fazie odpowiedzi patogeny ulegają fagocytozie przy udziale receptorów, 
tal.ichjak:
(i) receptory mannozowe (MR),
(iii receptory dla dopełniacza (CR) po nieswoistej opsonizacji dopełniaczem,
(ii.) receptory dla Fc (FcR) po swoistej opsonizacji przeciwciałami [1, 36].

Wymienione receptory współdziałają ze sobą oraz z aktyną cytoszkieletu makrofaga, 
co prowadzi do fagocytozy pochłanianej cząsteczki. Wiadomo obecnie, że wiele 
sk adników cytoszkieletu komórki uczestniczy w procesie przylegania, gromadząc się 
biegunowo w błonie komórkowej -  do cząsteczek tych zaliczamy, między innymi, 
talinę, winkulinę, a-aktyninę, kinazę białkową Ca oraz MARCKS. Wiele receptorów 
powierzchniowych wykazuje podwójną funkcję uczestnicząc zarówno w przyleganiu, 
jal. i pochłanianiu cząsteczek podlegających temu procesowi. Oczywiście, nie tylko 
monocyty/makrofagi, ale również inne komórki (np. granulocyty obojętnochłonne) 
wykazują aktywność fagocytamą w warunkach in vivo i in vitro. Co więcej, transfekcja 
fiłroblastów (będących komórkami o znikomych właściwościach żernych) cDNA 
kodującym FcR wzmaga znacząco zdolność tych komórek do fagocytozy [ 1 ].

3. ROZMIESZCZENIE I FUNKCJE MAKROFAGÓW 
W NARZĄDACH ROZRODCZYCH SSAKÓW

Makrofagi osiadłe w tkankach wytwarzają szereg białek, takich jak: cytokiny, 
proteazy oraz inhibitory enzymów, między innymi metaloproteinaz. Udowodniono, iż 
mćkrofagi, oprócz swoich funkcji obronnych w organizmie, biorą także udział w 
regulacji procesów zachodzących w komórkach narządów niepowiązanych z układem 
immunologicznym [32].

Makrofagi występują w dużej liczbie w układzie rozrodczym zarówno męskim, 
jal i żeńskim. Ich rozmieszczenie i funkcjonowanie podlega wahaniom, w zależności 
od poziomu hormonów steroidowych [5, 6, 17, 34, 38, 41, 44]. Z kolei, estrogeny i 
progesteron regulują sekrecję czynnika stymulującego tworzenie kolonii makrofagów.

3.1. Makrofagi w męskim układzie rozrodczym

Makrofagi w jądrach stanowią około 20% komórek tkanki śródmiąższowej, jednak 
nie wykryto ich w świetle kanalików nasieniotwórczych. Jądrowe makrofagi występują 
w )liskim sąsiedztwie komórek śródmiąższowych (Leydiga), produkujących hormony 
steroidowe. Ich wzajemne oddziaływania są możliwe na skutek bliskiego kontaktu 
poniędzy oboma typami komórek, połączonych układem mikrokosmków i zagłębień
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[5]. Makrofagi jądrowe biorą udział w regulacji steroidogenezy przez komórki 
śródmiąższowe (ryc. 1). Za pośrednictwem cytokin, głównie IL-1, TN F-a i TGF-(3, 
makrofagi mogą regulować ilość mRNA dla cytochromu P450cl7, z udziałem którego 
zachodzi przekształcanie progesteronu w testosteron. Zwiększony napływ makrofagów, 
na skutek podwyższonego poziomu LH, w pobliże komórki śródmiąższowej, 
doprowadza do supresji aktywności cytochromu P450cl7 [27]. Wzrost produkcji 
cytokin przez makrofagi zasiedlające jądro następuje po stymulacji, między innymi, 
przez IFN-y [20]. Czynnik hamujący migrację makrofagów (M1F), ma zdolność 
przełamywania supresyjnego działania honnonów steroidowych na produkcję cytokin 
prozapalnych. Oprócz tego przypisuje mu się rolę pośrednika w oddziaływaniach 
pomiędzy komórkami Leydiga a nabłonkiem kanalika nasiennego. MIF ma zdolność, 
między innymi, doprowadzania do supresji wytwarzania inhibiny przez ten nabłonek 
[29]. Ostatnie badania dowodzą bezpośredniego udziału makrofagów w produkcji 
hormonów steroidowych [27]. Makrofagi produkują bowiem 25-hydroksycholesterol, 
który może być przekształcany w testosteron przez komórki Leydiga. Ponadto, w 
jądrowych makrofagach wykryto mRNA dla hydroksylazy 25-cholesterolu, która jest 
odpowiedzialna za przekształcanie cholesterolu, przenikającego z naczyń krwionośnych, 
w 25-hydroksycholesterol, który drogą wielu reakcji enzymatycznych, poprzez 
pregnenolon, progesteron i androstenodion, przekształcany jest w testosteron [5].

Oprócz regulacji funkcji parakrynowej komórek śródmiąższowych, makrofagi biorą 
także udział w utrzymaniu właściwej struktury i funkcjonowania tych komórek. U

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

•  -  boczny łańcuch cytochromu P450, -  enzymy szlaku syntezy testeronu
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myszy doświadczalnie pozbawionych genów dla CSF-1, zaobserwowano zaburzenia 
w strukturze komórek śródmiąższowych, między innymi nieprawidłowości w budowie 
siateczki śródplazmatycznej, a także nieprawidłowości w produkcji i sekrecji steroidów 
[5 ,30,32].

Makrofagi zasiedlające jądra mają także zdolność prezentacji antygenu limfocytom 
T, wykazują również typowe cechy komórek fagocytamych. Mechanizm fagocytozy 
jest szczególnie istotny w procesie spermatogenezy, kiedy to makrofagi fagocytują 
pozostające resztki komórkowe, nie dopuszczając do rozwoju procesu zapalnego [5]. 
Prezentacja antygenu w jądrach jest hamowana, co zapobiega wystąpieniu odpowiedzi 
immunologicznej przeciwko plemnikom.

3.2. Makrofagi w żeńskim układzie rozrodczym

3.2.1. Rozmieszczenie i funkcje makrofagów w jajniku

Jajniki wszystkich gatunków ssaków są obficie zasiedlone przez makrofagi. Komórki 
te są homologiczne funkcjonalnie do makrofagów jądrowych, biorąc, między innymi, 
udział w regulacji steroidogenezy [32, 33]. Regulatorem napływu i rozmieszczenia 
makrofagów w jajniku jest CSF-1, który, z kolei, podlega wpływowi estrogenów i 
progesteronu [5, 33] (ryc. 2).

M(j)

follikulogeneza 
i oogeneza

TNF a

rozwój zarodka funkcjon owani e n abł onka 
i mięśniówki macicy

im plantacja 
zarodka

RYCINA 2. Funkcje makrofagów w żeńskim układzie rozrodczym (objaśnienia podano w tekście)
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U myszy, makrofagi zasiedlają jajnik już w okresie życia płodowego, a ich liczba 
wzrasta w miarę dojrzewania organizmu [18, 24]. Rozmieszczenie makrofagów w 
jajniku zmienia się podczas cyklu płciowego. W komórkach zrębu lącznotkankowego, 
pomiędzy rozwijającymi się pęcherzykami jajnikowymi, stanowią jedną z istotnych 
populacji komórek. W zdrowych pęcherzykach nie obserwowano ich obecności w 
warstwie komórek ziarnistych, za to w miarę ich dojrzewania makrofagi zasiedlały 
zewnętrzną warstwę komórek osłonki pęcherzyka [3, 5,22, 33,40,41 ]. Po zasiedleniu 
warstwy komórek osłonki, wkrótce po powstaniu pęcherzyka antralnego, makrofagi 
mogą aktywnie uczestniczyć w dalszych, strukturalnych i funkcjonalnych przemianach 
w obrębie pęcherzyka. Jednym z przejawów ich aktywności jest kontrola ekspresji 
receptora dla LH w różnych rejonach jajnika. Pojawienie się LH-R na komórkach 
osłonki pęcherzyka uważane jest za kluczowe wydarzenie w trakcie jego rozwoju, 
ponieważ może wpływać na selekcję dojrzewającego pęcherzyka. Tym samym może 
dojść do rozwoju jednego, dominującego pęcherzyka jajnikowego. Makrofagi przeja
wiają swoje działanie za pośrednictwem cytokin, z których IL-1 zdolna jest do 
hamowania rozwoju receptorów LH na niedojrzałych komórkach warstwy ziarnistej. 
Makrofagi nie dopuszczają zatem do luteinizacji niedojrzałych pęcherzyków. Za 
pośrednictwem cytokin, np. TNF-a, makrofagi mogą również uczestniczyć w owulacji 
oraz w procesie oogenezy, o czym świadczy obecność na oocycie receptorów, między 
innymi dla IL-1 i CSF-1 [3, 10, 24, 32, 33].

Po owulacji obserwuje się gwałtowny napływ makrofagów do wnętrza pęcherzyka 
jajnikowego. W ciałku żółtym makrofagi występują przez cały okres jego trwania, a 
ich rozmieszczenie podlega regulacji w trakcie cyklu jajnikowego. Zaobserwowano 
dwu- do trzykrotny wzrost ich liczby do połowy fazy lutealnej cyklu jajnikowego [33, 
41 ]. W trakcie rozwoju ciałka żółtego, makrofagi zasiedlające dotąd osłonkę pęcherzyka 
migrują do warstwy komórek ziarnistych i są tam hormonalnie stymulowane do 
produkcji cytokin. Fagocytując resztki komórkowe makrofagi nie dopuszczają do 
rozwinięcia się procesu zapalnego, chronią również wnętrze pęcherzyka przed 
ewentualnym zakażeniem [3, 5, 33, 40, 41]. Makrofagi uczestniczą w regresji ciałka 
żółtego, po uprzedniej ich aktywacji przez limfocyty T. Są odpowiedzialne za usuwanie 
starzejących się, zluteinizowanych komórek warstwy ziarnistej. Oprócz tego, za 
pośrednictwem wytwarzanych przez makrofagi cytokin (IFN-y i TNF-a) dochodzi do 
hamowania sekrecji przez te komórki estrogenu i progesteronu [40]. Makrofagi 
fagocytują również komórki warstwy ziarnistej, ulegające apoptozie [ 17, 39, 41].

Jak już wspomniano, makrofagi mogą uczestniczyć w regulacji procesu ste- 
roidogenezy. Regulacja ta przebiega za pośrednictwem parakrynowych czynników 
wydzielanych przez te komórki, z których najistotniejszy wydaje się TNF-a. Ma on 
zdolność modulowania aktywności kluczowych enzymów steroidogenezy, 17-a- 
hydroksylazy i liazy 17:20, a tym samym wpływa na biosyntezę androgenu przez 
komórki osłonki pęcherzyka [2, 32].

Makrofagi i ich produkty pełnią również specyficzne funkcje w stanach pa
tologicznych jajnika, takich jak nowotwory. Główną ich funkcją w nowotworach jajnika
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jest wytwarzanie czynników promujących angiogenezę, takich jak: VEGF, FGF, TGF- 
a , TNF-a oraz PDGF. Oprócz tego mogą wydzielać enzymy wpływające na uwalnianie 
z substancji międzykomórkowej czynników wzrostowych ułatwiających angiogenezę 
[31].

3.2.2. Funkcje makrofagów zasiedlających jajowody

Wyniki badań Givan i wsp. [7] oraz Suenaga i wsp. [38] dowodzą obecności 
makrofagów w jajowodach w trakcie całego cyklu płciowego. Populacja makrofagów 
zasiedlających nabłonek i mięśniówkę gładkąjajowodu pochodzi z krwi obwodowej, a 
napływ regulowany jest przez lokalne czynniki chemotaktyczne, takie jak CSF-1. Ich 
liczba wzrasta w fazie diestrus cyklu oraz we wczesnej fazie wydzielniczej.

Transport oocytów i zarodków umożliwiają skurcze mięśniówki gładkiej i ruchy 
urzęsionego nabłonka jajowodu. Nabłonek znajduje się pod kontrolą hormonalną 
estrogenów i progesteronu, które regulują zachodzenie zmian morfologicznych. Oprócz 
tego, na komórki nabłonka mają również wpływ czynniki wzrostowe wydzielane przez 
makrofagi, między innymi EGF [23]. Z kolei, mięśniówka gładka jajowodu podlega 
działaniu prostaglandyn, głównie z grupy E, które są wytwarzane przez makrofagi. 
Oprócz regulacji kurczliwości, makrofagi uczestniczą także w regeneracji błony 
mięśniowej, fagocytując obumierające komórki [38].

Makrofagi zasiedlające jajowód mogą również oddziaływać na rozwój zarodka, 
którego pierwsze podziały i rozwój przedimplantacyjny odbywa się w jajowodzie [27]. 
Kontrola funkcji i rozwoju komórek odbywa się za pośrednictwem cytokin, między 
innymi IL-1, TNF-a i CSF-1 [39] oraz czynników wzrostowych, jak np. EGF [23], 
stymulujących rozwój zarodka.

3.2.3. Rozmieszczenie i funkcje makrofagów w macicy

Zrąb łącznotkankowy błony śluzowej macicy jest obficie zasiedlony przez makrofagi, 
których liczba waha się w zależności od fazy cyklu płciowego. U samic nieciężamych 
stanowiąone około 10% komórek macicy, podczas gdy w czasie ciąży ich liczba wzrasta 
do około 20%. Występują one obficie wokół naczyń krwionośnych, ujść gruczołów w 
endometrium oraz w myometrium, gdzie zgromadzone są w tkance łącznej wokół 
włókien mięśniowych [28]. Dotyczy to macicy zarówno nieciężamej, jak i ciężarnej.

Liczba makrofagów w macicy podlega wpływowi hormonów. Hormony, z kolei, 
regulują syntezę CSF-1 przez komórki nabłonka macicy. Jest on syntetyzowany w 
odpowiedzi na wzrastające stężenie 17-(3-estradiolu. Wzrost poziomu mRNA dla CSF- 
1 oraz samego białka obserwowano w fazie estrus cyklu oraz pierwszego dnia ciąży. 
CSF-1 syntetyzowany przez komórki nabłonka macicy ma również zdolność wnikania 
w głąb endometrium, co umożliwia zasiedlenie przez makrofagi także warstwy komórek 
zrębu macicy [5, 12, 13, 21, 34]. W fazie estrus cyklu płciowego stężenie CSF-1, a 
tym samym liczba makrofagów jest wyższa niż w trakcie ciąży, co sugeruje ich większe 
znaczenie w tym właśnie okresie [18]. Oprócz CSF-1 prawdopodobnymi czynnikami 
chemotaktycznymi dla makrofagów są MCP-1 i M lP -la , których synteza również
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podlega wpływowi estrogenów i progesteronu [21]. Zdolność regulacji migracji 
makrofagów przypisuje się również chemokinom, takim jak RANTES i C 10 [34]. W 
okresie przed implantacją zarodka w macicy obserwowano wzrost ekspresji mRNA 
dla CSF-1 i GM-CSF, prawdopodobnie w odpowiedzi na pojawienie się nasienia w 
drogach rodnych [39]. Napływ makrofagów w tym okresie prawdopodobnie ma na 
celu zapewnienie obrony przeciwko potencjalnym patogenom, mogącym wnikać wraz 
z nasieniem. Oprócz tego, makrofagi, jako komórki zdolne do fagocytozy, usuwają 
nieżywe plemniki i inne zanieczyszczenia. Napływ makrofagów do macicy może być 
przejawem przygotowania do ewentualnej implantacji zarodka.

W ostatnich latach wykazano, iż na liczebność populacji makrofagów w macicy 
wpływ mają czynniki niepowiązane z układem immunologicznym. U myszy, którym w 
trakcie doświadczenia ograniczano ilość pożywienia, zaobserwowano spadek liczby 
makrofagów oraz nieprawidłowości w ich funkcjonowaniu [9].

Makrofagi zasiedlające macicę wytwarzają cytokiny mające korzystny wpływ na 
rozwój zarodka przed implantacją oraz na samąimplantację [34]. Do związków takich 
należy CSF-1, dla którego receptory znajdują się na trofoblaście, przez co może on 
wpływać na proliferację jego komórek, a tym samym na rozwój zarodka. Istotną rolę 
w tym procesie odgrywa także TNF-a oraz MIF, dla którego receptory znajdują się na 
zygocie, zarodkach 2- i 8-komórkowych oraz na blastocyście. Sugeruje to udział tego 
czynnika w rozwoju zarodka. TNF-a produkowany przez makrofagi macicy jest 
głównym czynnikiem wzrostu i różnicowania komórek trofoblastu, zanim zarodek 
podejmie własną syntezę tej cytokiny [41]. W procesie implantacji udział bierze tzw. 
system IL-1, składający się z IL -la , IL-1 (3 oraz receptora dla IL-1 [5, 28]. W 
późniejszym etapie ciąży TNF-a powoduje ograniczanie nacieku błony mięśniowej 
macicy przez trofoblast, oprócz tego bierze udział w wywołaniu porodu [42]. 
Prostaglandyny wytwarzane przez makrofagi mogą, z kolei, regulować kurczliwość 
błony mięśniowej macicy w okresie poprzedzającym poród [28].

Zrąb łożyska jest również obficie zasiedlony przez makrofagi, które w normalnych 
warunkach nie przekraczają bariery łożyskowej i nie przechodzą do tkanek płodu [42]. 
Wytwarzają one w dużych ilościach TNF-a, który może wpływać, między innymi, na 
różnicowanie komórek łożyska. Oprócz tego wykazano wpływ TNF-a na uwalnianie 
gonadotropiny kosmówkowej, udział w procesie angiogenezy i ułatwianie migracji 
komórek trofoblastu [42].

Oprócz właściwości wspomnianych wyżej, makrofagi obecne w macicy są zdolne 
do fagocytozy, wykazują aktywność bakteriobójczą oraz prezentują antygen limfocytom 
T. Prezentacja antygenu podlega wpływowi hormonów płciowych i cytokin oraz jest 
zależna od fazy cyklu płciowego [5]. W badaniach na szczurach wykazano, iż w fazie 
proestrus, kiedy zwiększony jest poziom estradiolu we krwi, prezentacja antygenu 
przez komórki obecne w zrębie macicy jest intensywniejsza w porównaniu z fazami 
estrus i diestrus. Estradiol, z kolei, wpływa na syntezę i sekrecję IL-6, która również 
powoduje wzmocnienie prezentacji antygenu. Natomiast najniższy poziom prezentacji 
antygenu zaobserwowano w fazie estrus, kiedy zachodzi owulacja i istnieje praw
dopodobieństwo obecności nasienia w drogach rodnych samicy [34]. Tym samym
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ograniczone zostaje ryzyko wystąpienia odpowiedzi immunologicznej przeciwko 
plemnikom.

Pomimo znacznej ilości informacji dalsze badania wydają się konieczne dla ustalenia 
pozostałych funkcji pełnionych przez te komórki w macicy zarówno w trakcie cyklu 
jajnikowego, jak i w czasie ciąży.

3.2.4. Makrofagi zasiedlające szyjkę macicy i pochwę

Wydzielina śluzówki szyjki macicy i pochwy stanowi pierwszą linię obrony przeciwko 
patogennym mikroorganizmom. W reakcjach obronnych na powierzchni śluzówki udział 
biorą zarówno mechanizmy humoralne, takie jak: wydzielnicze IgA (slgA) oraz 
komórkowe (makrofagi, limfocyty T i granulocyty). Mechanizmem obronnym, który 
przeważa w tym odcinku układu rozrodczego, jest prezentacja przetworzonego, obcego 
antygenu limfocytom T przez komórki obecne zarówno w nabłonku, jak i w zrębie 
błony śluzowej [15].

Napływ leukocytów, w tym różnych populacji limfocytów i makrofagów do błony 
śluzowej, kontrolowany jest przez czynniki adhezyjne i adresyny, które pojawiają się 
w nabłonku naczyń krwionośnych i służąjako ligandy dla receptorów zasiedlania na 
powierzchni leukocytów. Należą do nich takie cząsteczki, jak: MAdCAM-1, ICAM-1, 
VAP-1, a także selektyny P i E [15].

Zasadniczą funkcją makrofagów w tej części żeńskiego układu rozrodczego jest 
prezentacja antygenu limfocytom T, w połączeniu z białkami MHC klasy II oraz 
fagocytoza ewentualnych patogenów, ale także i plemników, pozostałych po kopulacji 
[7, 8, 35, 45].

Prezentacja antygenu w pochwie i szyjce macicy znajduje się pod kontrolą 
hormonalną i zmienia się w zależności od fazy cyklu płciowego. Zaobserwowano 
hamujący wpływ estradiolu na prezentację antygenu w fazie estrus. Dopiero po owulacji, 
kiedy zaczyna funkcjonować ciałko żółte i wzrasta poziom progesteronu, zahamowanie 
prezentacji ulega odwróceniu. Oprócz hormonów, na poziom prezentacji antygenu 
wpływają również cytokiny, między innymi IFN-y i IL-6, których poziom regulowany 
jest przez odpowiednie stężenie estradiolu [19, 35,44].

Z dotychczas prowadzonych badań można wywnioskować, iż pozostająca pod 
wpływem hormonów supresja prezentacji antygenów przez komórki rozpoznające 
ogranicza rozwój odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko plemnikom. 
Tym samym, nie dopuszcza się do powstania niepłodności na tle immunologicznym
[35,44]. Ponadto, same makrofagi produkująTNF-a, mający supresyjne działanie na 
inne komórki aktywne immunologicznie, takie jak komórki NK, co również chroni 
plemniki przed zniszczeniem [6].

Oprócz roli w obronie organizmu przeciwko patogenom, makrofagi obecne w szyjce 
macicy biorą udział w zjawiskach związanych z funkcjonowaniem układu rozrodczego. 
Przed porodem obserwuje się napływ tych komórek do tkanki łącznej szyjki macicy, 
którego regulatorem jest IL -la . Z kolei, na skutek działania IL -la  i IL-8 zwiększa się 
w szyjce macicy stężenie metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej, niezbędnych
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do rozkładu kolagenu. Enzym ten z kolei wpływa na zmiękczanie i relaksację szyjki 
macicy. Jest to oznaką zbliżającego się porodu [28].

4. MAKROFAGI A NIEPŁODNOŚĆ NA TLE 
IMMUNOLOGICZNYM

Makrofagi obecne w układzie rozrodczym mogą również uczestniczyć w 
niektórych mechanizmach doprowadzających do niepłodności. Ich działanie może 
odbywać się za pośrednictwem cytokin, które mogą interferować z enzymami biorącymi 
udział w biosyntezie steroidowych hormonów płciowych, modulować wiązanie się 
gonadotropin z ich receptorami w jajniku, a także mogą wpływać na proces folli- 
kulogenezy [4]. Do takich cytokin należy TNF-a, którego podwyższone stężenie 
wykryto w płynie pęcherzykowym u kobiet ze zdiagnozowaną niepłodnością na tle 
immunologicznym [4]. Z kolei, u kobiet z endometriozą, zaobserwowano wzrost liczby 
makrofagów otrzewnowych. Komórki te mogąfagocytować plemniki, nie dopuszczając 
do zapłodnienia. Może również dochodzić do niszczenia oocytu lub zygoty [14].

POSUMOWANIE

Niniejsza praca przedstawia w zarysie obecny stan wiedzy na temat roli, jaką 
odgrywają makrofagi i białka regulatorowe przez nie wytwarzane (między innymi 
cytokiny) w procesach zachodzących w układzie rozrodczym człowieka i innych 
ssaków. Udział tych komórek w regulacji wytwarzania hormonów steroidowych, 
oogenezie, follikulogenezie oraz implantacji zarodka świadczy o czynnościowym 
powiązaniu układów immunologicznego i rozrodczego. Pomimo naszej, znacznej już, 
wiedzy na ten temat, konieczne jest prowadzenie dalszych badań dotyczących roli, 
jaką odgrywają makrofagi w skomplikowanych procesach zachodzących w narządach 
rozrodczych ssaków.
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FRACTAL ANALYSIS OF CELLS SHAPE 
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Streszczenie: Kształt komórek tkanki nerwowej jest często bardzo skomplikowany, stąd wynika ko
nieczność stosowania zaawansowanych metod matematycznych do jego opisu. Jedna z tych metod 
wywodzi się z geometrii fraktalnej. Prezentowany artykuł przedstawia podstawowe metody obliczania 
wymiaru fraktalnego komórek oraz przykłady jego zastosowania. Opisane zostały cztery metody obli
czania wymiaru fraktalnego: metoda dylatacji, pudełkowa, cyrkla i pudełek z piaskiem. Mogą one 
zostać użyte w analizie złożoności przestrzennej komórek innych tkanek, a także naczyń krwiono
śnych, nowotworów i wielu innych struktur biologicznych. Uzupełnieniem wymiaru fraktalnego mogą 
być parametry, takie jak: rozmiar, masywność czy kołowość, które opisują odmienne cechy badanych 
obiektów. Łączne zastosowanie tych parametrów pozwala dokładniej opisać morfologię komórek.

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

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

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

Niewiele komórek ma równie skomplikowany kształt, jak te, które znajdujemy w 
tkance nerwowej. Ich morfologia wiąże się z pełnioną przez nie funkcją. Stąd też 
istnieje konieczność znalezienia sposobu jej precyzyjnego opisu. Ilościowa analiza 
takiej struktury nie jest łatwa, zwłaszcza że w praktyce musimy zazwyczaj pracować 
z jej dwuwymiarowym obrazem mikroskopowym. Podstawowe parametry opisujące 
dwuwymiarowy obraz komórki, takie jak powierzchnia czy obwód, są często niewys
tarczające do opisu przestrzennej struktury tych komórek. Rozwiązaniem może być 
zastosowanie analizy ffaktalnej umożliwiającej ilościowy opis morfologii nawet bardzo 
skomplikowanych obiektów [8,14,17,19,41]. Wjej wyniku otrzymujemy współczynnik 
będący miarą komplikacji kształtu -  wymiar ffaktalny, zazwyczaj oznaczany przez D 
[37,38].

Celem przedstawionego przeglądu jest omówienie metod analizy fraktalnej w 
badaniach morfologii komórek oraz jej najważniejszych osiągnięć. Nie wyczerpuje to 
oczywiście wszystkich możliwych zastosowań tej metody. W ostatnich latach analiza 
fraktalna oraz inne ilościowe metody morfologiczne zyskują wciąż wzrastającą 
popularność i wykorzystuje się je w wielu dziedzinach nauki. Oprócz wspomnianego 
wcześniej opisu pojedynczych komórek, badania te obejmować mogą również ich grupy, 
takie jak kolonie bakterii czy grzybów [29,46]. Poza analizą kształtów możliwy jest 
również pomiar wymiaru fraktalnego powierzchni. Bada się w ten sposób tkanki lub 
kolonie komórek [3,9,36]. Parametr D powierzchni może mieć również znaczenie w 
diagnostyce tkanek zmienionych w wyniku kancerogenezy [15,26,30]. W przypadku 
zdjęć rentgenowskich lub obrazów uzyskanych przy pomocy MRI (obrazowanie za 
pomocą rezonansu magnetycznego) analiza fraktalna umożliwia wychwycenie 
subtelnych zmian w przebiegu osteoporozy [11]. Obrazy pochodzące z mikroskopu 
elektronowego mogą posłużyć do zbadania zmian wymiaru fraktalnego struktur 
komórkowych, co wykorzystano między innymi w analizie zmian kształtu jądra 
komórkowego i heterochromatyny w komórkach nowotworowych, oraz wpływu na 
nie hormonów sterydowych [28, 34]. Metody fraktalne wykorzystać można również 
w analizie procesów genezy i efektów leczenia nowotworów [49, 50, 51].

Wymiar fraktalny struktur pozakomórkowych, takich jak płytki starcze w mózgu, 
może mieć istotne znaczenie w diagnozowaniu choroby Alzheimera [33].

Za pomocą analizy fraktalnej Waliszewski wraz z współpracownikami badali 
zależności pomiędzy genotypem a fenotypem analizując tworzenie się i samoorganizację 
sieci komórkowych [49,50,51,52]. Obrazy MRI posłużyć mogą do badania przepływu 
krwi w różnych narządach [22, 24, 47] oraz wiązania znakowanych substancji (na 
przykład neuroprzekaźników) do receptorów [25]. Analizować można również sygnały 
elektryczne powstające na synapsach oraz kinetykę kanałów jonowych [27, 45].

Omawiane metody znalazły także zastosowanie w analizie ruchów organizmów, 
czego przykład stanowią badania stabilności postury człowieka przez opis zmian 
położenia punktu nacisku ciała na podłoże [5,10].
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2. FRAKTALE

Typowe figury i bryły geometryczne, 
takie jak linia, kwadrat czy sześcian, 
można dokładnie opisać za pomocą 
geometrii euklidesowej, przedstawiając 
je odpowiednio w jednym, dwóch lub 
trzech wymiarach. Obiekty występujące 
w przyrodzie umykają jednak takiemu 
opisowi. Benoit Mandelbrot zauważył, że 
istnieją kształty możliwe do opisania 
jed y n ie  za pom ocą w ym iaru 
ułamkowego (fraktalnego). Przykładem 
idealnego fraktala jest krzywa (zbiór)
Kocha. Rycina 1 przedstawia kolejne 
etapy jej tworzenia. Widać, że składa się 
ona z coraz w iększej liczby 
powtórzonych krzywych z pierwszego 
kroku. Krzywą Kocha otrzymujemy po 
nieskończonej ilości powtórzeń. Jedną z 
jej cech je s t sam opodobieństw o -  
odpowiednio po-większony fragment 
podobny jest do całości.

W przyrodzie można spotkać wiele 
obiektów przypominających abstrak
cyjne obiekty fraktalne, na przykład kwiat kalafiora, drzewo oskrzelików płucnych, 
sieć naczyń krwionośnych, a także komórki układu nerwowego -  neurony, astrocyty, 
mikroglej [ 8, 14, 17, 19, 32, 35,41,44]. Fragment kwiatu kalafiora czy sieci naczyń 
krwionośnych odpowiednio powiększony jest podobny do całości. Zaznaczyć należy, 
iż struktury te są fraktalami wyłącznie w sensie statystycznym. Od idealnych fraktali 
matematycznych różnią się tym, że cechy fraktalne wykazują tylko w pewnych 
przedziałach skali; ograniczenie to wynika z natury obiektów -  nie są one tworzone w 
wyniku nieskończonej ilości iteracji i odpowiednio powiększone fragmenty przestają 
być podobne do całości. Niemniej jednak analiza fraktalna pozwala w sposób ilościowy 
opisać stopień komplikacji takich struktur.

Samopodobieństwo figur geometrycznych, takich jak krzywa Kocha, opisać można 
za pomocą równania wykładniczego [ 16,21 ,49 ,53]:

N = FD (1)

gdzie N jest liczbą pomniejszonych F razy kopii, z których składa się fraktal v 
kolejnym kroku jego konstruowania (ryc. 1).

RYCINA 1 Schemat konstrukcji krzywej Kocha
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Korzystając z równania (1), wymiar fraktalny D definiuje się następująco [4, 8,16, 
20]:

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

Dla figur na płaszczyźnie zawiera się on pomiędzy 1 a 2.
Przykładowo, wymiar fraktalny zbioru Kocha można policzyć korzystając ze wzoru 

(2)[13, 16]:

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

Przedstawioną metodą można obliczyć wymiar fraktalny dobrze zdefiniowanych 
figur geometrycznych o znanych parametrach N i F, takich jak zbiór Kocha. Wymiar 
D obiektów naturalnych można uzyskać tylko w sposób przybliżony, stosując metody 
przedstawione poniżej. Stanowią one jednak dobre przybliżenie komplikacji prze
strzennej komórki -  im bardziej rozbudowana struktura wypustek, tym wyższa wartość 
D [1, 13,35] (ryc. 2).

RYCINA 2. Sylwetki komórek mikrogleju wraz z podstawowymi parametrami opisującymi ich morfologią 
(wymiar fraktalny oraz masywność -  jednostki bezwymiarowe; rozmiar [pm ]

3. METODY OBLICZANIA WYMIARU FRAKTALNEGO

Pierwszym etapem w analizie fraktalnej jest uzyskanie obrazu przedstawiającego 
sylwetkę komórki. Niekiedy proces ten może być wykonany automatycznie przez 
odpowiedni program do analizy obrazu [55]. Funkcja wykonująca tę czynność nosi 
nazwę binaryzacji (thresholding) (ryc. 3b). W innych przypadkach zachodzi 
konieczność ręcznego obrysowania sylwetek komórek. Jest to etap, którego dokładność 
może zaważyć na późniejszych wynikach. Powodzenie procedur automatycznych 
uzależnione jest od charakterystyki badanego obiektu, który powinien wyraźnie 
wyróżniać się z tła, co wiąże się między innymi z zastosowanymi technikami obróbki 
histologicznej.
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RYCINA 3. Początkowe etapy analizy obrazu: a -  obraz mikroskopowy komórki mikrogleju, b -  obraz 
binarny, c -  obrys komórki, d -  szkielet, e -  obrys komórki wraz z wypukłym wielokątem opisanym na 
jej wypustkach

Po otrzymaniu obrazu binarnego badanej struktury, a przed jej analizą fraktalną 
można dodatkowo przekształcić obraz tak, by otrzymać jej obrys (ryc. 3c) lub szkielet 
(ryc. 3d). W analizie fraktalnej komórki najpowszechniej wykorzystuje się obrysy, 
ponieważ odwzorowują one jej kształt, natomiast szkielet jest w znaczącym stopniu 
artefaktem, gdyż nie zawiera jej centralnych obszarów [19] i może dać zafałszowany 
wynik D. Obraz w postaci szkieletu wykorzystuje się w badaniach sieci naczyń 
krwionośnych lub charakterystyki rozgałęzień komórek [16].
a) Jedną z najczęściej używanych metod wyznaczania wymiaru fraktalnego jest me

toda dylatacji, która z powodzeniem była stosowana przez wielu badaczy [6, 13, 
17, 30, 41,43,44]. Jest to technika łatwa do automatycznego przeprowadzenia-  
opierająca się na procedurach dostępnych w standardowych programach do ana
lizy obrazu i dająca dobre wyniki. Polega ona na zastępowaniu każdego punktu 
obrysu kołami o rosnących średnicach, za każdym razem mierzone jest pole po
wierzchni powstałej figury (ryc. 4a). Powierzchnia figury podzielona przez śred
nice kół (ryc. 4c, wartość y) wykreślana jest w skali logarytmiczno-logarytmicz- 
nej (log-log), względem tej średnicy (ryc. 4c, wartość x) [8, 13, 19, 42, 44]. Dla 
liniowego odcinka otrzymanej krzywej obliczany jest współczynnik nachylenia (S), 
powiązany z wymiarem fraktalnym (D) zależnością:

D = 1 -  S (3)

b) Kolejną, często stosowaną m etodą jest metoda pudełkowa {box counting). Na 
powierzchnię badanego obszaru nakładane są kolejno siatki złożone z kwadratów 
o coraz mniejszej długości boku (ryc. 4b), w każdej siatce zliczana jest liczba 
kwadratów zawierających część badanej struktury (ryc. 4c, wartość y). Tę liczbę 
przedstawia się na wykresie względem długości boku kwadratu (ryc. 4c wartość
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RYCINA 4. Przebieg analizy fraktalnej: a -  metoda dylatacji, b -  metoda pudełkowa, c -  wykres log 
-  log (dla przedstawionej komórki mikrogleju). Dla metody dylatacji wartość y -  powierzchnia powstałej 
figury podzielona przez średnicę elementów strukturalnych, x -  średnica elementów strukturalnych; 
dla metody pudełkowej: y -  liczba kwadratów zawierających fragment badanej struktury, x -  długość 
boku kwadratu

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

c) Inną metodą jest metoda „linijki” {calliper), w której obwód figury mierzony jest 
za pomocą coraz krótszej linijki, a wyniki przedstawiane są na wykresie log-log.

d) Kolejna, to metoda „pudełek z piaskiem” {mass-radius, sandbox). Polega ona 
na tym, że na wybranych losowo punktach obrazu rysowane są okręgi o rosną
cych średnicach (lub kwadraty o rosnącej długości boku), następnie zliczane są 
wszystkie zawierające się w nich punkty obrysu [13,19,42]. Następnie, podobnie 
jak w poprzednich metodach określa się na wykresie log-log zależność między tą 
liczbą a średnicą kół (długością boku kwadratów).

Do testowania poszczególnych metod często używa się obiektów matematycznych 
o znanych D. Stąd wiadomo, że metoda dylatacji oraz pudełkowa nieco zaniżają wymiar 
fraktalny, a metoda „pudełek z piaskiem” daje trochę zawyżone wartości D [41].
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4. PROBLEMY ANALIZY FRAKTALNEJ

Podstawowym problemem opisanych technik jest znalezienie jak najlepszego 
dopasowania krzywej regresji. Jak wspomniano wcześniej, opis fraktalny naturalnych 
obiektów możliwy jest tylko w pewnych granicach skali. Wynika z tego brak zależności 
liniowej na wykresie log-log. Niektórzy autorzy [13] dopasowywali linię regresji do 
całej otrzymanej krzywej, jednakże błąd dopasowania jest w tym przypadku bardzo 
duży. W części prac postuluje się wykonywanie obliczeń tylko dla jej liniowego odcinka. 
Poszukuje się takiego zakresu danych, który dla największej liczby punktów branych 
pod uwagę daje najmniejszy błąd dopasowania [13].

Kolejne błędy mogą wynikać z zastosowanych procedur obróbki obrazu. Jakość 
sprzętu mikroskopowego, rozdzielczość obrazu wykorzystanego w analizie oraz 
zastosowany program komputerowy może wpłynąć na otrzymane wyniki. Odmienne 
metody obliczania wymiaru fraktalnego również prowadzą do otrzymania różniących 
się wartości D. Wymusza to ostrożność w porównywaniu bezwzględnych wartości 
wymiaru fraktalnego otrzymanych w różnych eksperymentach. Ponadto analiza 
fraktalna jest niewrażliwa na pewne cechy morfologiczne (takie jak grubość i długość 
wypustek), stąd też wskazane jest obliczanie parametru D w połączeniu z innymi 
pomiarami stereologicznymi [41,42].

5. ANALIZA FRAKTALNA KOMÓREK TKANKI NERWOWEJ

Podstawowym zastosowaniem analizy fraktalnej w naukach biologicznych są 
badania kształtu komórek o skomplikowanej morfologii, posiadających wypustki, takich 
jak neurony czy komórki glejowe. Wymiar fraktalny pozwala opisać zmiany zachodzące 
zarówno w czasie normalnego rozwoju [1, 2, 3, 7, 32, 35 ,40,42,48], jak i w stanach 
patologicznych [43,44]. Przykładem są badania komórek mikrogleju, które w trakcie 
rozwoju zmieniają swój kształt od form amebowatych do silnie rozgałęzionych [35]. 
W stanach patologicznych obserwujemy proces odwrotny -  zmianę kształtu w kierunku 
form fagocytujących [44]. Analiza fraktalna pozwala na uchwycenie zmian nie
dostępnych drogą subiektywnej klasyfikacji i opisanie ich w sposób ilościowy, 
ułatwiający późniejszą analizę wyników. Dzięki niej zauważono wzrost komplikacji 
kształtu mikrogleju, klasyfikowanych wcześniej do formy spoczynkowej [35] oraz 
subtelne różnice złożoności morfologicznej komórek między mózgiem zdrowym a 
uszkodzonym [44].

Analizę fraktalną wykorzystano w badaniach wpływu obecności astrocytów na 
rozwój neuronów [40] oraz oligodendrocytów [32] w kulturach komórkowych, a także 
rozwoju astrocytów oraz oligodendrocytów z ich wspólnej komórki prekursorowej 
(02A) [1]. W tych przypadkach również stwierdzono występowanie subtelnych różnic 
złożoności kształtu komórek hodowanych w różnych środowiskach, które trudne byłyby
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do zauważenia przy zastosowaniu klasycznych metod badań morfologicznych. Możliwy 
był również dokładny opis przebiegu zmian morfologii w czasie. Parametr D znalazł 
zastosowanie również w identyfikacji stadiów rozwojowych oligodendrocytów [2]. 
Wymiar fraktalny pozwala na ilościowy opis złożoności komórek nerwowych [14,20], 
co ułatwia badanie zmian, takich jak: tworzenie, rozbudowa i zmiany komplikacji 
drzewka dendrytycznego podczas rozwoju, a także pod wpływem czynników zew
nętrznych [6, 19, 23]. Próbuje się go również wykorzystać w klasyfikacji form tych 
komórek, większość badań w tym zakresie dotyczy klasyfikacji neuronów siatkówki 
[12, 18,31,54], które różnią się swoją złożonością przestrzenną. Przy użyciu wymiaru 
D możliwa jest również w pełni automatyczna klasyfikacja form komórkowych [7].

6. INNE PARAMETRY OPISUJĄCE KSZTAŁT KOMÓREK

Morfologię komórek można scharakteryzować za pomocą wielu innych parametrów, 
na których pomiar pozwala komputerowa analiza obrazu. Poza podstawowymi, takimi 
jak powierzchnia, obwód, długość, ilość wypustek, przydatne w analizie są również: 
rozmiar (zasięg wypustek), rozumiany jako pole wypukłego wielokąta opartego na 
wypustkach (<convex hull area), oraz masywność, czyli stosunek pola komórki do 
pola tego wielokąta (solidity)(ryc3o). Pierwszy z tych parametrów powiązany jest 
bezpośrednio z długością wypustek, drugi różnicuje komórki o odmiennej ich grubości.

Kolejnym, dość często stosowanym parametrem jest współczynnik kształtu (form 
factor), równy

47t • pole powierzchni/obwód2

Dla idealnego koła jest on równy 1, a im bardziej nieregularny jest kształt, tym 
niższe są wartości tego parametru. Nadaje się on raczej do badania figur o kształtach 
nieznacznie odbiegających od kolistego np. komórek amebowatych [23].

Parametry te opisują różne aspekty geometrii badanego kształtu. Rycina 5 pokazuje 
przebieg zmian trzech wybranych parametrów opisujących komórki mikrogleju w 
rozwijającym się mózgu szczura. Jak widać, żaden z nich zastosowany osobno nie 
daje pełnego obrazu zmian tych komórek [Orłowski 2001, przygotowywane do 
publikacji]. Wymiar fraktalny rósł do 22. dnia życia, masywność malała do 14. dnia 
życia, a rozmiar zwiększał się przez cały okres objęty badaniami (ryc. 5).

7. PODSUMOWANIE

Analiza fraktalna, mimo swych niedoskonałości, w połączeniu z innymi pomiarami 
stereologicznymi, stanowi wygodne i obiektywne narzędzie służące do opisu kształtu 
komórek oraz ich zmian. Stosowanie obiektywnych narzędzi komputerowej analizy
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RYCINA 5. Zmiany wymiaru fraktalnego, masywności i rozmiaru komórek mikrogleju w rozwijającym 
się mózgu szczura

obrazu ułatwia analizę danych oraz ich porównywanie, a ilościowe wyniki pozwalają 
na zastosowanie różnorodnych metod statystycznych. Biorąc to pod uwagę należy 
nadal pracować nad udoskonalaniem komputerowo wspomaganej analizy obrazu i jej 
praktycznych zastosowań w biologii i medycynie.
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W PŁYW  CIŚNIENIA OSM OTYCZNEGO NA STAN 
FIZJO LO G ICZNY KOM ÓREK BAKTERYJNYCH

INFLUENCE OF OSMOTIC PRESSURE ON PHYSIOLOGICAL 
CONDITION OF BACTERIAL CELLS 

Szymon POWAŁOWSKI, Piotr GULEWICZ, Włodzimierz GRAJEK 

Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Żywności Akademii Rolniczej 
im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu

S tre szc ze n ie : W naturalnym środowisku bakterie często narażone są na warunki stresowe związane ze 
zmianami takich parametrów, jak: temperatura, pH czy ciśnienie osmotyczne. W związku z tym w toku 
ewolucji mikroorganizmy wykształciły mechanizmy pozwalające im aktywnie przeciwdziałać nieko
rzystnym czynnikom. Podczas stresu osmotycznego komórki akumulują wewnątrz specyficzne sub
stancje osmoregulacyjne. Ich kontrolowane gromadzenie umożliwia komórkom bakteryjnym utrzyma
nie odpowiedniego poziomu turgoru, niezbędnego do ich właściwego funkcjonowania. Poza utrzyma
niem turgoru, substancje osmoregulacyjne wpływają pozytywnie na stabilizację błon i struktury bia
łek, nie zakłócając przy tym procesów biochemicznych zachodzących w komórce. Gromadzenie sub
stancji osmoregulacyjnych odbywa się przez pobranie z pożywki i/lub syntezę. Do regulacji ich stęże
nia w cytoplazmie wykorzystywane są specjalne, osmotycznie indukowane mechanizmy transportowe 
oraz kanały uaktywniane przez bodźce mechaniczne.

S ło w a  k lu c z o w e : osmoregulacja, substancje ochronne, betaina, prolina, B a c illu s  su b tilis , E sch er ich ia  
c o li

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

K ey w o rd s : osmoregulation, stress protectants, glycine betaine, proline, B a c illu s  su b tilis , E sch erich ia  
coli
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WPROWADZENIE

Parametrem określającym oddziaływania dwu roztworów oddzielonych półprze- 
puszczalnąprzegrodą (błoną) jest ciśnienie osmotyczne. Osmolalność, opisująca ciśnienie 
osmotyczne roztworu, wyrażana jest w osmolach, czyli molach substancji aktywnych 
znajdujących się w roztw orze (w szystkich substancji łącznie) na kilogram  
rozpuszczalnika. W przeciwieństwie do ciśnienia osmotycznego osmolalność nie zależy 
od temperatury, natomiast na jej wartość, oprócz ilości osmotycznie aktywnych cząstek 
obecnych w roztworze, mają wpływ również ich kształt, rozmiar i ładunek. W praktyce 
osmolalność roztworów można określić przez pomiar takich właściwości roztworów, 
jak: punkt zamarzania, ciśnienie par i punkt wrzenia [8, 11, 39].

Innym parametrem związanym z zagadnieniem osmoregulacji jest ciśnienie turgoru. 
Jest to aktualne ciśnienie wywierane na warstwę peptydoglikanową spowodowane 
różnicą potencjału chemicznego pomiędzy cytoplazmą a otoczeniem. Ciśnienie to jest 
regulowane przez kontrolę ilości zawartych w cytoplazmie specyficznych substancji 
osmoaktywnych [12, 23, 24]. Wszystkie żywe komórki, w tym także bakterie, 
odznaczają się dodatnim ciśnieniem turgoru. Jest ono niezbędne dla normalnego 
funkcjonowania i rozwoju komórki. Dokładna wartość turgoru jest trudna do zmierzenia, 
jakkolwiek różne źródła literaturowe podają, że waha się ona w zakresie 0,1-1,0 MPa 
(1-10 barów) dla bakterii gram-ujemnych i 1,5-2,5 MPa (15-25 barów) dla bakterii 
gram-dodatnich [8,31,39,49]. Dzięki swej mocnej i stosunkowo elastycznej otoczce 
mureinowej komórki są w stanie znieść ciśnienia około dziesięć razy większe niż w 
standardowej oponie samochodowej [49]. Znacznie wyższe wartości ciśnienia turgoru, 
podawane dla bakterii gram-dodatnich, tłumaczone są koniecznością gromadzenia 
większej ilości rozpuszczalnika cytoplazmatycznego (wody), potrzebnego do rozwoju 
wielowarstwowej ściany peptydoglikanowej [8]. Sądzi się bowiem, iż to właśnie turgor 
dostarcza podstawowej siły mechanicznej niezbędnej do rozwoju ściany komórkowej 
[11, 49]. Jak już wspomniano, komórki utrzymują zawsze pewną nadwyżkę turgoru, 
to znaczy koncentracja substancji osmoaktywnych jest zawsze nieco wyższa niż w 
otoczeniu [31]. Obliczono, że minimalna ilość wolnej wody w cytoplazmie, niezbędna 
do wzrostu komórki bakteryjnej, wynosi około 0,5 cm3/g suchej masy komórki [18].

Bakterie aktywnie reagują na stres osmotyczny, który rozumiany jest jako zmiana 
ciśnienia osmotycznego w ich środowisku [12]. Reakcja ta jest zwykle nazywana 
osmoregulacją lub osmoadaptacją. Ma ona na celu utrzymanie turgoru i objętości 
komórki w normalnych, fizjologicznie określonych granicach. Z utrzymaniem turgoru 
wiąże się również pojęcie wrażliwości osmotycznej, rozumianej jako mechanizm 
odbierania, rejestracji i przetwarzania sygnałów powodowanych zmianami ciśnienia 
osmotycznego środowiska. Receptory komórkowe mogą rejestrować wiele sygnałów 
związanych z takimi parametrami, jak: ciśnienie hydrostatyczne, osmolalność, potencjał 
jonowy, koncentracja poszczególnych molekuł sygnałowych i inne [8]. Należy jednak 
zaznaczyć, iż mechanizmy te wciąż jeszcze należą do słabo poznanych.
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Wzrost ciśnienia osmotycznego w pożywce powoduje powstanie gradientu, zgodnie 
z którym następuje wypływ wody z komórki. Może to prowadzić do spadku turgoru, 
plazmolizy i dehydratacji składników cytoplazmy [11]. Natomiast nagły spadek ciśnienia 
osmotycznego w środowisku komórki może prowadzić do nadmiernego pobrania wody, 
powodując jej puchnięcie, a w skrajnych wypadkach nawet rozerwanie [19]. Stwier
dzono, iż komórki bakterii gram-dodatnich nie są tak podatne na plazmolizę, jak komórki 
bakterii gram-ujemnych. Prawdopodobnie jest to związane z silną adhezją błony 
cytoplazmatycznej do stosunkowo sztywnej mureinowej ściany komórkowej oraz 
znacznie wyższym ciśnieniem turgoru [39].

Nagła zmiana ciśnienia osmotycznego środowiska zmusza komórkę do natych
miastowej kompleksowej reakcji. Jak dotąd opisano dwa podstawowe mechanizmy 
adaptacyjne. Pierwszy z nich, występujący u ekstremalnie halofilnych bakterii, polega 
na wewnątrzkomórkowym gromadzeniu wysokich stężeń jonów nieorganicznych [19]. 
Drugi z mechanizmów, wykorzystywany przez bakterie żyjące w środowiskach 
cechujących się jedynie okresowym występowaniem stanów obniżonej aktywności 
wodnej, polega na gromadzeniu substancji osmoregulacyjnych [8]. Terminem tym 
określane są substancje akumulowane przez komórki w warunkach stresu osmo
tycznego, nie mające negatywnego wpływu na procesy życiowe zachodzące w 
komórkach [11].

Strategia polegająca na gromadzeniu tego typu substancji nie jest charakterystyczna 
wyłącznie dla bakterii, lecz również dla komórek eukariotycznych, w tym także roślin 
i zwierząt (również ssaków) [52, 31]. Utrzymanie stałej wartości potencjału osmo
tycznego wewnątrz komórki odbywa się w drodze kontroli stężenia składników 
osmoregulacyjnych w cytoplazmie. Uogólniając, zawartość składników osmo
regulacyjnych w cytoplazmie jest w sposób bardzo precyzyjny regulowana przez 
zewnętrzne ciśnienie osmotyczne. W sytuacji, gdy zewnętrzne ciśnienie osmotyczne 
zaczyna rosnąć, dla uzyskania stanu równowagi ilość tych składników jest uzupełniana, 
natomiast gdy ciśnienie to zaczyna spadać, ich nadmiar jest natychmiast usuwany, 
podczas gdy stężenie innych substancji (np. pozostałych aminokwasów i cukrów itp.) 
pozostaje bez zmian [39].

Stężenie substancji osmoregulacyjnych w cytoplazmie kształtuje gradient osmo- 
tyczny, oddziałujący przez ściany komórkowe i wpływający tym samym na ilość wody 
w komórce. Transport wody przez podwójną warstwę lipidową uważano długo za 
całkowicie pasywny proces dyfuzyjny. Jakkolwiek woda może przedostawać się 
pasywnie przez błony cytoplazmatyczne, decydującą rolę w jej transporcie odgrywają 
specjalne kanały wodne (ang. aąuaporins). Początkowo kanały te odkryto u ssaków, 
jednak niedawno udowodniono ich istnienie również u bakterii. Zidentyfikowano nawet 
gen kodujący te kanały u Escherichia coli. Udało się również przy pomocy mikroskopu 
elektronowego zaobserwować strukturę i funkcjonowanie takiego kanału [39]. Należy 
jednak zaznaczyć, że zagadnienie to nie jest jeszcze do końca zbadane.

http://rcin.org.pl



438 S. POWAŁOWSKI, P. GULEW1CZ, W. GRAJEK

SUBSTANCJE OSMOREGULACYJNE 
-CHARAKTERYSTYKA I WŁAŚCIWOŚCI

Głównym zadaniem substancji osmoregulacyjnych w komórce bakteryjnej jest 
regulacja ciśnienia osmotycznego i utrzymanie turgoru [21]. Jednakże nie wszystkie 
substancje osmoaktywne mogą pełnić rolę osmoregulacyjną. W wielu wypadkach trudno 
określić, dlaczego spośród substancji należących do tej samej grupy związków 
chemicznych (np. aminokwasów) jedne są wykorzystywane przez komórki w osmo- 
regulacji, a inne nie [50-52]. Na podstawie wieloletnich badań ustalono jednak szereg 
cech, którymi odznaczają się substancje osmoregulacyjne:
■ Sąz reguły małymi, organicznymi cząsteczkami [25]. Wyjątek stanowiąjony po

tasowe, które często również są zaliczane do substancji osmoregulacyjnych [23, 
24]; najczęściej występują one jedynie w postaci soli kwasu glutaminowego (ich 
właściwości i rola w osmoregulacji nie jest całkowicie zgodna z ogólną definicją) 
[11,12,15].

■ Są dobrze rozpuszczalne w wodzie i mogą być gromadzone w wysokich stęże
niach (nawet do kilku moli) w cytoplazmie komórek, bez negatywnego wpływu na 
procesy życiowe [12].

■ Są zwykle cząstkami amfoterycznymi lub obojętnymi, nie mającymi ładunku w 
szerokim zakresie pH. Dzięki temu ich pobranie nawet w znacznych ilościach nie 
wpływa na równowagę elektrolityczną i/lub kwasowo-zasadową w komórce [31].

■ Potrafią w sposób selektywny i kontrolowany przenikać przez błony komórkowe, 
a ich poziom w cytoplazmie określany jest przez zewnętrzne ciśnienie osmotycz- 
ne [11, 20].

■ Zgromadzone w wysokich stężeniach nie obniżają aktywności enzymów [38].
■ Mogą stabilizować strukturę białek (zapobiegają denaturacji i wysalaniu) [21].
■ Mogą stabilizować strukturę błon komórkowych, np. wchodząc w interakcje z 

polarnymi grupami fosfolipidów [2,26].
■ Nie zakłócają ważnych procesów biochemicznych, takich jak replikacja DNA 

[31].
■ W większości nie stanowią produktów pośrednich w szlakach metabolicznych, 

lecz są ich produktami końcowymi [19].
■ Dodatkowo niektóre spośród substancji osmoregulacyjnych mają właściwości 

ochronne w stosunku do składników cytoplazmy, stąd nazywane są często osmo- 
ochronnymi [11].

Do składników osmoregulacyjnych zaliczane są substancje należące do wielu grup 
związków organicznych. Różni badacze [18,25,31,39,50-52] zaliczają do tej grupy: 
aminokwasy, takie jak: alanina, glicyna, glutamina, prolina, tauryna oraz krótkie peptydy 
i ich pochodne (najczęściej A-zmetylowane i sulfonowe), jak np. kamityna, betaina 
(N,N,N-trimetyloglicyna), DMSP (dimetylosulfopropionian), ektoina (tetrahydro- 
pirymidyna); cukry, takie jak: trehaloza, sacharoza, laktoza; alkohole wielo-wodo- 
rotlenowe, takie jak: glicerol, glukozyloglicerol, sorbitol, mannitol i inne.
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Potas

Jony potasu są kationami najpowszechniej występującymi w cytoplazmie bakterii. 
Ich rola jako substancji osmoaktywnych sprowadza się głównie do utrzymywania na 
odpowiednim poziomie turgoru. W normalnych warunkach osmolamości pożywki, w 
stacjonarnej fazie wzrostu komórek, utrzymywany jest ciągle pewien przepływ jonów 
potasu, polegający na tym, że ciągły ich wypływ jest kompensowany podobnym 
poziomem pobrania, co udało się stwierdzić w doświadczeniach z użyciem izotopów 
radioaktywnych. Strategia taka, polegająca na ciągłym utrzymywaniu w stanie 
częściowej aktywacji mechanizmów przepływu potasu, pozwala komórkom szybciej i 
efektywniej reagować na zmiany w ciśnieniu osmotycznym środowiska [11]. Udało 
się również dowieść, że jony potasu, poza bezpośrednim wpływem na ciśnienie 
osmotyczne wewnątrz komórki, są niezbędne do prawidłowego funkcjonowania innych 
mechanizmów związanych z osmoregulacją, jak np. synteza trehalozy u Escherichia 
coli [25].

Glutamina i glutaminiany

U wielu bakterii gram-ujemnych jednymi z najważniejszych substancji osmoregu- 
lacyjnych są glutamina i kwas glutaminowy oraz jego sole -  glutaminiany. Stężenie 
tych składników w cytoplazmie, w warunkach podwyższonej osmolamości, może 
wzrastać nawet dziesięciokrotnie, przekraczając tym samym poziom 90% całkowitej 
ilości wolnych aminokwasów zawartych w cytoplazmie. Poza tym kwas glutaminowy 
wykorzystywany jest jako źródło anionów (jako jon przeciwny do K+), biorących udział 
w bilansowaniu składu elektrolitycznego cytoplazmy [11].

Betaina

Jedną z najważniejszych i najwcześniej opisywanych substancji osmoregulacyjnych 
jest betaina [18]. Jej ochronny wpływ potwierdzono między innymi dla takich rodzajów 
bakterii, jak: Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium, Vibrio 
Pediococcus i Lactobacillus. Potwierdzono, że bakterie z rodzaju Lactobacillus, 
hodowane na pożywkach o podwyższonym ciśnieniu osmotycznym, znoszą wyższe 
stężenia soli, jeśli pożywka zawiera dodatek betainy. Również końcowe koncentracje 
komórek, osiągane w hodowlach o podwyższonym ciśnieniu osmotycznym, są wyższe, 
jeżeli do pożywki wprowadzono betainę [32]. Tylko niektóre drobnoustroje zaliczane 
do cyjanobakterii są zdolne do syntezy de novo tego związku -  pozostałe zależą od 
jego pobierania ze środowiska. W tym celu są wykorzystywane między innymi, podobnie 
jak do pobierania proliny, systemy transportowe typu ProP i ProU (ang. proline 
transport, proline uptake) [11]. Większość bakterii nie ma systemów pozwalających 
im na syntezę betainy ze związków prostych. Jednakże wiele z nich, w tym Escherichia 
coli, jest zdolna w dwuetapowym procesie oksydacji przekształcać cholinę (poprzez 
formę aldehydową betainy) do betainy [4, 5]. Cholina jest przykładem prekursora 
substancji osmoregulacyjnej, który dopiero po pobraniu ze środowiska jest przekształcany
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enzymatycznie w substancję aktywną [ 12,23]. Do pobierania choliny wykorzystywane 
są systemy transportu napędzanego potencjałem protonowym [8, 11,29, 38].

Prolina

Stwierdzono, iż akumulowanie proliny przez bakterie może znosić inhibicję wzrostu 
powodowaną stresem osmotycznym. Gromadzenie tego składnika może zachodzić 
zarówno przez syntezę wewnątrz komórki, jak i przez pobranie z pożywki. Prowadzono 
doświadczenia, w których bakterie poddawano stresowi osmotycznemu w środowisku 
pozbawionym proliny, mimo to jej poziom w cytoplazmie komórek wzrastał. W ba
daniach prowadzonych na bakteriach Bacillus subtilis, umieszczonych w pożywce 
pozbawionej proliny, stwierdzono, że nagły wzrost ciśnienia osmotycznego (0,4 M 
NaCl) powoduje zmianę zawartości wewnątrzkomórkowej proliny, z początkowego 
poziomu 16 mM do około 500 mM [48]. Dowodzi to w sposób jednoznaczny, iż bakterie 
są zdolne do syntezy tego składnika, choć w warunkach dostępności proliny prefe
rowanym mechanizmem jest jej pobranie ze środowiska. W tym celu wykorzystywane 
są takie mechanizmy, jak: ProP, ProU i PutP (omówione w dalszej części opracowania) 
[11].

Trehaloza

Oprócz regulacji ciśnienia osmotycznego, trehaloza bierze udział w stabilizacji 
membran zarówno u organizmów prokariotycznych, jak i eukariotycznych [2, 8]. U 
wielu szczepów bakteryjnych, w tym również E. coli, jej gromadzenie odbywa się w 
wyniku syntezy [35]. Wewnątrzkomórkowy poziom trehalozy u tych bakterii może 
odpowiadać 20% ilości osmotycznie aktywnych składników zawartych w środowisku 
otaczającym komórki [11].

WPŁYW SUBSTANCJI OSMOREGULACYJNYCH 
NA ROZWÓJ BAKTERII

Mechanizmy pobierania oraz rodzaj związku pełniącego funkcję substancji osmo- 
regulacyjnej zależą od rodzaju drobnoustrojów. Również wpływ poszczególnych 
substancji na stymulację tempa wzrostu drobnoustrojów jest zdecydowanie różny. 
Wydaje się, iż pewne mechanizmy pobierania lub syntezy mogą być charakterystyczne 
dla bardzo wąskich grup drobnoustrojów, jednakże dają się także zauważyć pewne 
podobieństwa oraz preferencje co do rodzaju akumulowanych substancji w obrębie 
grup bakterii gram-dodatnich oraz gram-ujemnych. Zauważono na przykład, że bakterie 
gram-ujemne reagują na nagły wzrost ciśnienia osmotycznego, gromadząc duże ilości 
glutaminianu wraz z jonami potasu, podczas gdy bakterie gram-dodatnie gromadzą 
aminokwasy, na przykład prolinę. Jednakże już w normalnych, nie stresowych

http://rcin.org.pl



WPŁYW CIŚNIENIA OSMOTYCZNEGO NA FIZJOLOGIĘ KOMÓREK BAKTERYJNYCH 441

warunkach, bakterie gram-dodatnie zawierają duże, znacznie większe niż bakterie 
gram-ujemne, ilości jonów potasu oraz wolnych aminokwasów, ze znacznym udziałem 
kwasu glutaminowego, co jest związane między innymi z utrzymywanym przez ich 
komórki wyższym ciśnieniem turgoru [21]. Odnosząc się do mechanizmów gromadzenia 
takich substancji, jak prolina i betaina, można stwierdzić, iż, poza pewnymi wyjątkami, 
bakterie gram-dodatnie mogą te substancje syntetyzować, z kolei drobnoustroje gram- 
ujemne pobierają je zwykle ze środowiska [39]. Być może jest to jedną z przyczyn 
odmiennego oddziaływania betainy na różne grupy drobnoustrojów. Stwierdzono 
bowiem, że składnik ten może stymulować wzrost bakterii z rodziny Entero- 
bacteriaceae zarówno w warunkach stresu wywołanego jonami (KC1, NaCl), jak i 
innymi substancjami (sacharoza), podczas gdy stymulacyjny efekt betainy wobec 
bakterii fermentacji mlekowej (Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum ) 
obserwowano jedynie w warunkach stresu wywołanego działaniem soli. Różna jest 
też efektywność działania substancji osmoochronnych w odniesieniu do poszczególnych 
bakterii. Przykładowo ektoina w odniesieniu do bakterii z rodzajów Escherichia i 
Erwinia działa równie efektywnie jak betaina, podczas gdy jej działanie osmoochronne 
w stosunku do Bacillus subtilis jest zdecydowanie słabsze [27].

Stwierdzono również, że bakterie termofilne preferują jako substancje osmo- 
regulacyjne cząstki o ładunku ujemnym, jak glutaminian czy 1,3,4,6-tetrakarbo- 
ksyloheksan. Istnieją spekulacje, iż ujemnie naładowane cząstki mogą odgrywać również 
rolę w termostabilizacji. Przeciwnie, mezofile zdają się preferować cząstki elektrycznie 
neutralne, jak np. betaina. Może ona stabilizować białka i to nawet w stężeniach 
dochodzących do 3 moli. W badaniach eksperymentalnych stwierdzono również, że 
wywiera ona stabilizujący wpływ na błony oraz na aktywność enzymów [33].

Stabilizacyjne działanie substancji osmoregulacyjnych na białka było już kilkakrotnie 
potwierdzane, jednak mechanizm tego procesu nie jest jeszcze w pełni poznany. 
Prawdopodobny model ochrony przed denaturującym działaniem wysokich stężeń jonów 
nieorganicznych zakłada, że w cytoplazmie związki osmoregulacyjne utrzymują się w 
pewnej odległości od cząsteczek białek, w wyniku czego dochodzi do preferencyjnej 
hydratacji powierzchni białek. Takie rozmieszczenie wody prowadzi do sytuacji, w 
której rozerwanie struktury wodnej płaszcza otaczającego białka przez miejscowe lub 
całkowite rozwinięcie łańcucha polipeptydowego byłoby energetycznie niekorzystne. 
Prawdopodobnie dlatego pierwotna struktura białka pozostaje stabilna [18, 31].

Dowiedziono też, że niektóre substancje osmoregulacyjne mogą chronić bakterie 
również przed stresami innymi niż dehydratacja. Stwierdzono, że w wyniku akumulacji 
betainy wzrasta tolerancja na niską temperaturę u histeria monocytogenes. Co więcej, 
warunki podwyższonej osmolalności wzmagają również tolerancję zarówno na niskie, 
jak i wysokie temperatury u większości bakterii [33]. Bakterie z rodzaju Propio
nibacterium, rosnące na pożywkach o wysokiej osmolalności, szybciej osiągają 
maksymalne tempo wzrostu, jeżeli do podłoża wprowadzono betainę. Wykazano 
również, że bakterie te nie są zdolne do wykorzystania betainy jako źródła węgla bądź 
azotu [34]. W innych badaniach prowadzonych również nad bakteriami propionowymi,
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stwierdzono akumulację trehalozy w odpowiedzi na warunki stresowe. Oprócz 
podwyższonej osmolalności także nagły spadek temperatury wzmaga biosyntezę tej 
substancji [6]. Dowiedziono również, że warunki podwyższonej osmolalności mogą 
stymulować termotolerancję bakterii z rodzaju Salmonella. W hodowlach bakterii 
Salmonella na podłożach o podwyższonej osmolalności (0,2 M NaCl) stwierdzono 
pięciokrotnie wyższą syntezę trehalozy u pałeczek Salmonella hodowanych w tem
peraturze 45°C niż w próbie kontrolnej, którą stanowiła hodowla prowadzona w 
temperaturze 30°C. Wprowadzenie do podłoża substancji osmoochronnych, takich jak 
betaina, obniżało termoopomość tych bakterii [9,16,17].

PRZEPŁYW SUBSTANCJI OSMOREGULACYJNYCH 
I KONTROLA PROCESÓW OSMOADAPTACYJNYCH

Wzrost ciśnienia osmotycznego środowiska, prowadzący w efekcie do akumulacji 
substancji osmoregulacyjnych, nazywany jest stresem hiperosmotycznym, natomiast 
spadek ciśnienia osmotycznego prowadzący do usuwania składników osmo-regu- 
lacyjnych z komórki -  stresem hipoosmotycznym.

Jak już wcześniej wspomniano, w warunkach zmieniającego się ciśnienia osmo
tycznego środowiska komórki mogą zarówno pobierać, jak i pozbywać się substancji 
osmoregulacyjnych. Do tego celu komórki wykorzystują pewne mechanizmy, zupełnie 
inne od mechanizmów służących do pobierania często tych samych związków 
chemicznych, mających dalej służyć jako źródło węgla lub azotu. Cechą charak
terystyczną systemów służących do pobierania substancji osmoregulacyjnych, w 
przeciwieństwie do systemów pobierania substratów metabolizmu, jest ich wysokie 
powinowactwo w stosunku do swych podstawowych substratów. Cechują się one 
ponadto tym, że pozwalają osiągać w cytoplazmie stężenie substancji osmo-regu- 
lacyjnych rzędu kilku moli, oraz tym że w warunkach wysokiej osmolalności środowiska 
funkcjonują lepiej od zwykłych transporterów składników odżywczych [8]. Wskazuje 
się także na możliwość istnienia specyficznej autoinhibicji systemów pobierania 
substancji osmoregulacyjnych, działającej na zasadzie sprzężenia zwrotnego, 
wywoływanego nagromadzeniem substratu [46].

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

W wielu przypadkach wstępną, przejściową fazą reakcji na stres hiperosmotyczny 
jest akumulacja jonów potasu [21,35]. Ma ona na celu szybkie wyrównanie ciśnienia 
wewnątrz komórki i tym samym utrzymanie turgoru, podczas gdy aktywowane są 
mechanizmy pobierania lub syntezy innych substancji osmoregulacyjnych [13]. W miarę 
jak zaczynają one funkcjonować, jony potasowe stopniowo są usuwane z komórki, a 
ich rolę w regulacji ciśnienia osmotycznego przejmują inne, organiczne substancje 
osmoregulacyjne, jak prolina, betaina bądź trehaloza [39]. Dzieje się tak, ponieważ
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potas jako substancja nieorganiczna w stężeniach 0,7-0,8 M zaczyna już działać 
niekorzystnie na strukturę białek [25]. Poza tym pobranie dużej ilości potasu wiąże się 
z zachwianiem równowagi elektrolitycznej. Jednym ze sposobów jej utrzymania jest 
zwiększenie zawartości w cytoplazmie kwasu glutaminowego. Składnik ten przez 
niektóre bakterie, w tym Escherichia coli, może być syntetyzowany de novo [39]. 
Jednakże kwas glutaminowy, ze względu na posiadanie ładunku, nie spełnia wszystkich 
warunków wcześniej podanej definicji. Dlatego jego akumulacja, podobnie jakjonów 
potasu, odgrywa rolę raczej w początkowej fazie adaptacji, a jego poziom w cytoplazmie 
nie osiąga stężeń tak wysokich, jak ma to miejsce w wypadku innych substancji 
osmoregulacyjnych [12].

Osmotycznie kontrolowane procesy pobierania substancji osmoregulacyjnych regu
lowane są na poziomie genetycznym (indukcja ekspresji genów) i enzymatycznym 
(aktywacja białek transportowych). Stopień pobudzenia tych mechanizmów zależy od 
sygnału przekazywanego przez specjalne receptory zlokalizowane w błonach, reje
strujące zmiany w potencjale osmotycznym środowiska [23, 35].

Dobrze poznanym białkiem błonowym, odpowiedzialnym za rejestrację sygnałów 
osmotycznych, jest kinaza KdpD z Escherichia coli, biorąca udział w regulacji 
transkrypcji operonu kdpFABC (operon kodujący białka systemu transportowego 
należącego do rodziny ABC -  ATP-bindig cassette) [7]. Operon ten, występujący u 
Escherichia coli, koduje białka systemu Kdp, odpowiedzialnego za pobieranie jonów 
potasu. System ten odznacza się dużą wydajnością i powinowactwem do substratu, 
które to cechy umożliwiają mu skuteczne funkcjonowanie w warunkach niskich stężeń 
jonów K+wpożywce, nawet poniżej 2 mM K+ [1,8,11,12,37]. Sygnałem wywołującym 
aktywację systemu jest rozciągnięcie lub naprężenie błony w następstwie nagłej zmiany 
ciśnienia osmotycznego, które prowadzą do autofosforylacji KdpD (białko pełniące 
funkcję receptorową). Grupa fosforanowa jest następnie przenoszona na regulator 
(KdpE), który wchodząc w interakcję z regionem promotorowym operonu kdpFABC, 
inicjuje jego transkrypcję. W związku z tym KdpE jest uznawany za specyficzny czynnik 
transkrypcyjny [15, 39]. Opisany proces, aktywowany po nagłym wzroście ciśnienia 
osmotycznego, jest co prawda natychmiastowy, jednak jedynie przejściowy. Określa 
się, iż ekspresja genów systemu Kdp powraca do poziomu podstawowego po około 30 
minutach od wzbudzenia wywołanego szokiem [11].

Poza systemem Kdp, Escherichia coli ma jeszcze inne systemy pobierania potasu, 
takie jak  Trk i Kup (ang. transport system fo r  K + i K + uptake). Są to jednak 
konstytutywne systemy transportu i nie odgrywają one znaczącej roli w adaptacji do 
warunków stresu hiperosmotycznego [37]. Stwierdzono również, że systemy, które 
mogą być uznawane za homologi Kdp, występują także u wielu innych bakterii [12].

Systemem transportowym odpowiedzialnym za pobieranie betainy i proliny u 
Escherichia coli i Salmonella typhimurium jest ProU (system transportu aktywnego, 
wykorzystujący energię ATP). Odznacza się on niskim powinowactwem substratowym 
w stosunku do proliny i wysokim w stosunku do betainy [11]. W przeciwieństwie do 
regulacji operonu kdp, transkrypcja operonu proU  regulowana jest przez czynniki
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niespecyficzne. Indukcja operonu proU, wywołana warunkami wzrastającego 
zasolenia, wymaga fazy adaptacyjnej, trwającej przeciętnie 15-20 minut [11, 13]. 
Prawdopodobnie za indukcję tego operonu, przynajmniej częściowo, odpowiedzialny 
jest też glutaminian potasu. Jego obecność wzmaga transkrypcję oraz selektywność 
czynników trans-krypcyjnych w stosunku do promotorów [14].

Funkcję podobną do pro U ma operon proP. W przeciwieństwie do pro U jego 
ekspresja ma większe znaczenie podczas stacjonarnej fazy wzrostu. Maksymalny 
poziom indukcji proP  jest w przybliżeniu 15-krotny, natomiast proU  może być 
indukowany ponad 500-krotnie [11, 13, 23]. Mikroorganizmy z rodziny Entero- 
bacteriaceae, takie jak Escherichia coli i Salmonella typhimurium, mają jeszcze 
system transportowy PutP (ang. proline permease). W odróżnieniu do ProU i ProP 
służy on do transportu proliny, wykorzystywanej dalej w metabolizmie jako źródło 
węgla lub azotu [11]. Systemy transportowe typu ProP i ProU występują u wielu 
szczepów bakterii, u których optymalne stężenia substancji osmogennych w otoczeniu, 
wymagane do ich aktywacji, są różne. Na przykład optymalne stężenie NaCl wywołujące 
aktywację u Escherichia coli wynosi około 0,2 M [36], natomiast dla Listeria 
monocytogenes i Staphylococcus aureus 0,7-0,8 M, a dla Lactobacillus plantarum -  
1,2 M [21].

W wypadku Bacillus subtilis dokładnie opisano trzy systemy transportowe biorące 
udział w pobraniu czwartorzędowych amin i ich pochodnych: OpuA, OpuC, OpuD 
(ang. osmoprotectant uptake) [28].

Aktywność OpuC i OpuD jest indukowana przez stres osmotyczny, natomiast OpuA 
jest systemem semi-konstytutywnym, to znaczy funkcjonującym również w normalnych 
warunkach, przy braku czynników stresowych, i to właśnie on, ze względu na dużą 
wydajność, ma największy udział w akumulacji betainy [22]. W pobieraniu betainy 
bierze również udział OpuD, który jest wysoce specyficznym systemem transportowym 
dla betainy, napędzanym potencjałem jonowym [8,40]. Z kolei cechą wspólną OpuA 
i OpuD jest ich ograniczona specyficzność substratowa ukierunkowana na betainę, 
podczas gdy OpuC odznacza się wysoką wydajnością transportową w stosunku do 
wielu substancji osmoregulacyjnych [8]. W skład systemów OpuA i OpuC wchodzą 
białka wiążące ATP (OpuAA i OpuCA), białka błonowe (OpuAB i OpuCB) i 
powierzchniowe białka wiążące substrat (OpuAC i OpuCC). Wszystkie trzy syste
my wykazują podobne powinowactwo do betainy, w zakresie Km= 2-13 pM, 
jednak ich wydajność transportowa różni się znacząco, jak  pokazano niżej:

[Vmax= 60-280 nmol • min-1 (mg białka)-1] [30].

Bacillus subtilis ma jeszcze dwa scharakteryzowane systemy transportowe: OpuB 
i OpuE. OpuE jest systemem podobnym do OpuD, z tym że wykorzystywany jest do 
transportu proliny [47]. Natomiast OpuB, choć blisko związany z OpuC, służy jedynie 
do transportu choliny i wraz z represorem (GbsR), reagującym na obecność choliny w 
pożywce, daje początek przemianom na szlaku biosyntezy betainy [29].
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Jak już wcześniej wspomniano, niektóre składniki mogą być akumulowane przez 
komórki nie tylko przez pobranie z pożywki, lecz również przez syntezę. Do takich 
składników należy na przykład dwucukier trehaloza. Organizmami zdolnymi ją  
syntetyzować są Escherichia coli i Salmonella typhimurium [35]. Operon otsAB 
koduje dwa enzymy: syntazętrehalozo-6-fosforanową(OtsA), katalizującą kondensację 
glukozo-6-fosforanu i glukozo-UDP oraz fosfatazę trehalozo-6-fosforanową (OtsB), 
katalizującądefosforylację kompleksu przejściowego do wolnej trehalozy [12]. Poza 
tym Escherichia coli nie może w ogóle korzystać z pozakomórkowych źródeł trehalozy, 
gdyż dwucukier ten jest podczas wchłaniania hydrolizowany w przestrzeni pery- 
plazmatycznej, przez trehalazę (TreA), do dwóch cząsteczek glukozy i dopiero w takiej 
postaci transportowany do cytoplazmy (system transportowy PTS) (ang. phospho
transferase carbohydrate uptake system) [8, 18].

Niekiedy reakcja fizjologiczna na stres osmotyczny bywa trudna do wykrycia, gdyż 
znane są przykłady, kiedy substancje osmoregulacyjne były w dużych ilościach 
gromadzone już wcześniej, jak gdyby „na zapas”, jeszcze przed wystąpieniem warunków 
stresowych [46]. Postępowanie takie może być niekorzystne dla komórek bakteryjnych 
w wypadku, gdy ciśnienie osmotyczne środowiska nie wzrośnie, lecz zacznie spadać. 
Wówczas, w warunkach stresu hipoosmotycznego, aktywowane są mechanizmy 
wypływu substancji osmoregulacyjnych. Zjawisko to było obserwowane w wielu 
szczepach drobnoustrojów, które pozbywały się charakterystycznych dla siebie sub
stancji osmoregulacyjnych [21,46]. Zauważono na przykład, że komórki Escherichia 
coli, rosnące w warunkach podwyższonej osmolalności pożywki, potrafiły w odpowiedzi 
na szok hipoosmotyczny pozbyć się zapasu betainy w czasie krótszym niż 200 ms [8]. 
Najczęściej jednak w pierwszej kolejności komórki pozbywająsię małych cząstek, jak 
np. jony potasu [12]. Stwierdzono, że u Listeria monocytogenes, poddanej działaniu 
obniżonego ciśnienia osmotycznego, wypływ betainy i L-kamityny trwał około 5 sekund 
[46].

W wypływie substancji osmoregulacyjnych uczestniczą prawdopodobnie opisane 
niedawno kanały uaktywniane przez bodźce mechaniczne (ang. mechanosensitive 
channels -  skrót Msc) [43, 44]. Wypływ taki jest szybki, niezależny od energii 
metabolicznej, i może być blokowany niespecyficznie przez jony gadolinowe (Gd3+) 
[22]. Najlepiej dotąd poznanym kanałem tego typu jest kanał formowany przez białko 
MscL, występujący u Escherichia coli. Białko MscL jest zbudowane ze 136 
aminokwasów i jego przypuszczalna masa wynosi 15 kDa [12, 42, 45]. Ma ono dwa 
centra aktywne, przy czym w jednym z nich grupą aktywną jest grupa karboksylowa, 
a w drugim aminowa [43]. Do otwarcia kanału dochodzi pod wpływem naprężenia lub 
naciągnięcia błony, spowodowanego zwiększeniem objętości komórki, będącego 
następstwem pobrania wody [41 ]. Na czułość aktywacji kanału wpływa potencjał błony, 
natomiast szczelina powstająca po otwarciu kanału wynosi w przybliżeniu 4 nm [3, 
43]. Decydującą rolę w pozbywaniu się substancji osmoregulacyjnych w warunkach 
hipoosmotycznych odgrywają kanały uaktywniane przez bodźce mechaniczne, chociaż 
komórki wykorzystują do usuwania tych substancji również systemy transportu opartego 
na przenośnikach [22, 39].
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PODSUMOWANIE

Przeżycie bakterii w warunkach podwyższonego, jak i obniżonego ciśnienia 
osmotycznego uwarunkowane jest wieloma czynnikami. Jednym z najważniejszych 
mechanizmów adaptacyjnych jest kontrolowane gromadzenie substancji osmo- 
regulacyjnych. Badania prowadzone w ostatnich latach znacznie poprawiły rozumienie 
funkcjonowania m echanizmów związanych z osm oregulacją. W przyszłości 
wykorzystanie tej wiedzy z pewnością pozwoli na lepszą kontrolę procesów, w których 
istotna jest przeżywalność bakterii.
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Streszczenie: E-NTPDazy (Ecto-Nucleoside Triphosphate Diphosphohydrolasefamily, E-fosfohydrolazy 
ATP), nazywane wcześniej ekto-ATPazami i ekto-apirazami, są enzymami, które w obecności milimo- 
lowych stężeń kationów dwuwartościowych hydrolizują pozakomórkowe tri- i difosfonukleotydy. 
Wiele dowodów wskazuje, że E-NTPDazy uczestniczą w procesach przekazywania informacji z udzia
łem ATP i purynoreceptorów P2. Funkcja E-fosfohydrolaz ATP w neurotransmisji nie ogranicza się 
jedynie do usuwania agonistów receptorów P2. Enzymy te poprzez utrzymywanie równowagi pomię
dzy stężeniem ATP i adenozyny regulują również szybkość i intensywność odpowiedzi komórek na 
sygnał purynowy. Zachwianie równowagi [E-ATP]: [E-adenozyna] może prowadzić do wielu groźnych 
chorób. Jak dotąd nie wyjaśniono sensu występowania w przestrzeniach synaptycznych E-NTPDazy 2. 
Naszym zdaniem, enzym ten uczestniczy w obniżaniu wysokiego stężenia ATP w synapsie oraz two
rzeniu z ATP innego neuroprzekaźnika -  ADP.

Słowa kluczowe: E-NTPDazy, ekto-enzymy, ekto-apirazy, ekto-ATPazy, ATP, centralny układ nerwowy.

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

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

E-NTPDazy (Ecto-Nucleoside Triphosphate Diphosphohydrolase family, E- 
fosfohydrolazy ATP) znane wcześniej jako ekto-ATPazy i ekto-apirazy są enzymami, 
które hydrolizują pozakomórkowe tri- i difosfonukleozydy [47,67]. Wszystkie E- 
fosfohydrolazy ATP, niezależnie od pochodzenia:
1) charakteryzują się niską specyficznością substratową
2) są aktywowane przez kationy dwuwartościowe (najsilniej Ca i Mg" ),
3) mają alkaliczne optimum pH,
4) są niewrażliwe na inhibitory ATPaz (typu -  P, V, F) i alkalicznych fosfataz,
5) ich aktywność jest modulowana przez lektyny, związki bifunkcjonalne (sprzęgają

ce) i detergenty [33,47].
Poza tym, większość analizowanych NTPDaz wykazuje wyższe od ATPaz powi

nowactwo do ATP [33]. Sekwencje aminokwasowe sklonowanych dotychczas E- 
fosfohydrolaz ATP, tak rozpuszczalnych jak i membranowych, są w wysokim stopniu 
identyczne, natomiast poszczególni członkowie tej rodziny enzymów różnią się sto
sunkiem szybkości hydrolizy ATP do szybkości hydrolizy ADP (Ksh) [67]. Ksh stanowi 
główne kryterium podziału E-fosfohydrolaz ATP [67]. E-NTPDazy ulegają ekspresji 
w większości przebadanych komórek i tkanek [47]. Uważa się, iż podstawową funkcją 
tych enzymów jest regulacja poziomu wolnych nukleotydów di- i tri fosforanowych w 
komórce i w przestrzeniach pozakomórkowych [32]. Ta cecha E-NTPDaz wy
korzystywana jest do uwalniania purynoreceptorów P2 od agonów -  ATP i ADP 
[32,34,69].

W niniejszej pracy przedstawiliśmy rezultaty badań oraz aktualne poglądy na funkcję, 
budowę molekularną i właściwości kinetyczne E-NTPDaz mózgu. W przeglądzie 
uwzględniliśmy też nową nomenklaturę omawianych enzymów [67].

2. BUDOWA MOLEKULARNA I WŁAŚCIWOŚCI 
FIZYKO-CHEMICZNE E-NTPDazy 1 (E-APIRAZY, CD39), 

E-NTPDazy 2 (E-ATPazy, CD39L1)
I E-NTPDazy 3 (HB6, CD39L3)

W procesy neurotransmisji zaangażowane są dwie grupy NTPDaz. W skład 
pierwszej z nich, związanej ze strukturą membran i określanej jako E-NTPDazy 
wchodzą: E-NTPDaza 1, E-NTPDaza 2 i E-NTPDaza 3. D rugą rozpuszczalną formę 
NTPDaz nazwano egzo-NTPDazami (e-NTPDazy) [47,67]. e-NTPDazy pojawiają 
się w przestrzeni pozakomórkowej jednocześnie z ATP [40].

2.1. Budowa molekularna E-NTPDaz

Przez wiele lat brak było wyraźnego postępu w poznawaniu właściwości fizyko
chemicznych E-NTPDaz. Wynikało to przede wszystkim z braku wydajnych metod
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izolacji aktywnych katalitycznie E-fosfohydrolaz ATP z błon komórkowych i braku 
specyficznych inhibitorów E-apiraz i E-ATPaz [61]. Przełomem w poznawaniu budowy 
molekularnej omawianej grupy enzymów było odkrycie, iż sekwencja aminokwasowa 
apirazy łożyska ludzkiego jest identyczna z sekwencją aminokwasową antygenu CD39, 
który aktywuje limfocyty [11,39]. Ekspresja ludzkiego CD39 w komórkach hodo
wlanych COS-7 prowadziła do wzrostu hydrolizy pozakomórkowego ATP i ADP przez 
transfekowane komórki [59].

Dotychczas opisano budowę molekularną trzech E-NTPDaz mózgu -  NTPDazy 
1, NTPDazy 2 i NTPDazy 3 [27,50,61,68]. NTPDazy 1, 2 i 3 charakteryzują się 
zbliżoną masą cząsteczkową, która wynosi odpowiednio 57.4, 54.4 i 59 kDa. Po 
glikozylacji masa cząsteczkowa tych enzymów osiąga wartość 70-80 kDa [27,50,61,68].

E-fosfohydrolazy ATP mózgu zakotwiczone są w błonie komórkowej za pomocą 
dwóch domen transbłonowych połączonych dużą zewnątrzkomórkową pętlą. Końce N 
i C łańcucha polipeptydowego tych enzymów znajdują się w cytoplazmie (ryc. 1) 
[4,20,27,50,61]. Dla porównania, E-ATPaza wątroby szczura mimo wyraźnego 
podobieństwa w sekwencji aminokwasów do E-NTPDaz mózgu, ma tylko jedną domenę 
transbłonową (ryc. 2) [37]. W obrębie pętli zewnątrzkomórkowej E-NTPDaz można 
wyróżnić od 4 do 5 zakonserwowanych sekwencji aminokwasowych oznaczonych 
jako ACR (apyrases conserved regions) [19], zakonserwowane reszty cysteinowe 
(10) oraz liczne potencjalne miejsca glikozylacji (ryc. 2) [20,27,50,61].

Cytoplazma
E-NTPDaza 1 E-NTPDaza 2

RYCINA 1. Struktura E-NTPDazy 1 i E-NTPDazy 2: ACR1 -  4 -zakonserwow ane domeny apirazowe; 
A -  reszty cukrowcowe
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W łańcuchu polipeptydowym E-NTPDazy 1 występują także takie sekwencje 
aminokwasowe (np. FCSKNI i AVIA przy końcu N), które nie występują w strukturze 
E-NTPDazy 2 (ryc. 2) [50]. Podobnie E-NTPDaza 2 ma zakonserwowaną sekwencję 
N końcową -  AKKVLPLLLPPLVXAALGLAXF, której nie stwierdzono w białku 
E-NTPDazy 1 (ryc. 2) [50]. E-NTPDaza 3 nie zawiera żadnej z wyżej wymienionych 
sekwencji (ryc. 2) [50].

Wydaje się, iż E-NTPDaza 3 może być pierwotną formą, z której powstały E- 
NTPDaza 1 i E-NTPDaza 2. Istnieją dwa podstawowe argumenty przemawiające za 
tą hipotezą -  wysoka identyczność sekwencji aminokwasowej E-NTPDazy 3 do E- 
NTPDazy 1 i E-NTPDazy 2 (odpowiednio 0,35-0,38 i 0,38-0,40), oraz pośrednia 
wartość Ksh (2,75-3,6) tego enzymu w odniesieniu do E-ATPaz i E-apiraz [50].

Analiza sekwencji aminokwasowych E-fosfohydrolaz ATP mózgu wykazała, iż 
aktywność tych enzymów może być regulowana przez kinazy białkowe. Potencjalne 
miejsca fosforylacji zlokalizowano zarówno w domenach zewnątrz-, jak i wew
nątrzkomórkowych E-NTPDaz. Pętla zewnątrzkomórkowa E-NTPDazy 2 może być 
fosforylowana przez kinazę białkową C (2 miejsca), kinazę kazeinową 2 (6 miejsc), 
kinazy zależne od cAMP i cGMP (po 1 miejscu). Dodatkowo, jedno potencjalne miejsce 
fosforylacji dla kinazy białkowej C znajduje się wewnątrz komórki [27]. Większość 
miejsc fosforylacji E-NTPDazy 3 znajduje się w pętli pozakomórkowej -  cztery dla 
kinazy białkowej C, po jednym dla kinaz zależnych od cyklicznego AMP lub cGMP i 
dwa dla kinazy kazeinowej. Poza tym, 20-aminokwasowy koniec C tego białka zawiera 
miejsca fosforylacji dla kinazy białkowej C oraz kinaz zależnych od cAMP i cGMP 
[50]. Sugestie dotyczące fosforylacji E-NTPDaz zostały potwierdzone przez wyniki 
badań Wink i współpracowników [64]. Wyizolowana przez tą grupę badaczy E- 
NTPDaza 1 neuronów i astrocytów mózgu szczura była fosforylowana przez kinazy 
białkowe.

Właściwości fizykochemiczne E-NTPDaz mózgu przedstawiono w tabeli 1.

2.2. Znaczenie domen ACR w procesach wiązania i hydrolizy substratów

Mimo intensywnych badań prowadzonych wieloma technikami nie wyjaśniono 
dotychczas, dlaczego enzymy rodziny E-NTPDaz o bardzo podobnej sekwencji 
aminokwasowej i obecności zakonserwowanych regionów ACR mają tak różne wartości 
Ksh. E-NTPDaza 2 przeszło dziesięciokrotnie szybciej hydrolizuje ATP niż ADP, 
natomiast E-NTPDaza 1 hydrolizuje ADP średnio tylko 20-30% wolniej niż ATP. 
Stosunek hydrolizy ATP do ADP w transfekowanych enzymem HB6 komórkach COS- 
1 wynosił 2,75 lub 3,6 [20,23,50,68]. Ponadto E-NTPDaza 1 i 2 hydrolizują różne 
trifosfonukleotydy purynowe i pirymidynowe, takie jak: GTP, UTPITP, CTP, aNTPDaza
1 dodatkowo difosforany różnych nukleozydów: GDP, UDP, IDP i CDP [20,68]. Należy 
podkreślić, iż produktami hydrolizy ATP przez E-NTPDazę 1 jest zawsze AMP oraz
2 Pj5 podczas gdy E-NTPDaza 2 hydrolizuje ATP do ADP i P. (ryc. 3) [20]. Żadna z 
opisanych E-NTPDaz nie hydrolizowała AMP [68]. Aktywność E-fosfohydrolaz ATP
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mózgu szczura 1 MEDIKDSKVKRFCSKNXLXXLGFSSVLAVXALXAVGLTHN
mózgu szczura 1 MAGKLVSLVPPLLLAAAGLTGLLLLCVPTQDV
mózgu człowieka 1 MFTVLTRQPCEQAGLKAIiYRTPTXXALWL.LVrSXV'VLVrSX7VXQlHKQE 
wątroby szczura 1 MELASARLLRGQIPWRGLLLTASLLTYWSPLTTAQVTVDAVPPNWEEK

ACR 1
mózgu szczura 41  KPLPENVKYGIVLDAGSSHTNLYIYKWPAEKENDTGWQLLEECQVKGP 
mózgu szczura 33 REPPALKYGIVLDAGSSHTSMFVYKWPADKENDTGIVGQHSSCDVQGGG 
mózgu człowieka 50 VLPPGLKYGIVLDAGSSRTTVYVYQWPAEKENNTGWSQTFKCSVKGSG 
wątroby szczura 50 SVLLLAHNLTQEFQVFYWYKGTTLNPDSEIARYIRSDNMSKTGTAYSGR

ACR 2
mózgu szczura 90 GISKYAQKTDEIAAYLAECMKMSTERIPASKQHQTPVYLGATAGMRLLR 
mózgu szczura 82 ISSYANDPSKAGQSLVRCLEQALRDVPRDRHASTPLYLGATAGMRPFNL 
mózgu człowieka 100  ISSYGNNPQDVPRAFEECMQKVKGQVPSHLHGSTPIHLGATAGMRLLRL 
wątroby szczura 100  ETGNNSNPMEGEPFVSLMCEPYTNNTSYLWSRNGESLSEGDRVTFSEGN

ACR 3
mózgu szczura 139  MESKQSADEVLAAVSRSLKSYPFDFQGAKIITGQEEGAYGWITINYLLG 
mózgu szczura 131  TSPEATARVLEAVTQTLTQYPFDFRGARILSGQDEGVFGWVTANYLLEN 
mózgu człowieka 150  QNETAANEVŁESIQSYFKSQPFDFRGAQIISGQEEGVYGWITANYLMGN 
wątroby szczura 150  RTLTLLNVRRTDKGYYECEARNPATFNRSDPFNLDVIYGPDAPVISPPD

ACR 4
mózgu szczura 188  RFTQEQSWLNFISDSQKQATFGALDLGGSSTQVTFVPLNQTLEAPETSL 
mózgu szczura 180  FIKYGWVGRWIRPRKGTLGAMDLGGASTQITFETTSPSEDPGNEVHLRL 
mózgu człowieka 200  FLEKNLWHMWVHPHGVETTGALDLGGASTQISFVAGEKMDLNTSDIMQV 
wątroby szczura 200  IYLHQGSNLNLSCHADSNPPAQYFWLINEKLQTSSQELFISNITTNNSG

mózgu szczura 137  QFRLYGTDYTVYTHSFLCYGKDQALWQKLAQDIQVSSGGILKDPCFYPG 
mózgu szczura 229  YGQHYRVYTHSFLCYGRDQILLRLLASALQIHRFHPCWPKGYSTQVLLQ 
mózgu człowieka 250  SLYGYVYTLYTHSFQCYGRNEAEKKFLAMLLQNSPTKNHLTNPCYPRDY 
wątroby szczura 250  TYACFVNNTVTGLSRTTVKNITVFEPVTQPSIQITNTTVKELGSVTLTC

mózgu szczura 286  YKKWNVSELYGTPCTKRFEKKLPFNQFQVQGTGDYEQCHQSILKFFNN 
mózgu szczura 278  EVYQSPCTMGQRPRAFNGSAIVSLSGTSNATLCRDLVSRLFNISSCPFS 
mózgu człowieka 300  SISFTMGHVFDSLCTVDQRPESYNPNDVITFEGTGDPSLCKEKVASIFD 
wątroby szczura 300 FSKDTGVSVRWLFNSQSLQLTDRMTLSQDNSTLRIDPIKREDAGDQCEI

mózgu szczura 335  SHCPYSQCAFNGVFLPPLQGSFGAFSAFYFVMDFFKKMANDSVSSQEKM 
mózgu szczura 327  QCSFNGVFQPPVAGNFIAFSAFYYTVDFLTTVMGLPVGTLKQLEEATEI 
mózgu człowieka 350  FKACHDQETCSFDGVYQPKIKGPFVAFAGFYYTASALNLSGSFSLDTFN 
wątroby szczura 350  SMPVSFRISHPIKLDVIPDPTQGNSGLSEGAXAGXVXGSVAGWLLXAAL

mózgu szczura 384  TEITKNFCSKPWEEVKASYPTVKEKYLSEYCFSGTYILSLLLQGYNFTG 
mózgu szczura 376  TCNQTWTELQARVPGQKTRLADYCAVAMFIHQLLSRGYHFDERSFREW 
mózgu człowieka 400  SSTWNFCSQNWSQLPLLLPKFDEVYARSYCFSANYIYHLFVNGYKFTEE 
wątroby szczura 400  AYFLYSRKTGGGSDHRDLTEHKPSTSSHNLGPSDDSPNKVDDVSYSVLN

mózgu szczura 433  TSWDQIHFMGKIKDSNAGWTLGYMLNLTNMIPAEQPLSPPLPHSTYXSL 
mózgu szczura 425  FQKKAADTAVGWALGYMLNLTNLIPADLPGLRKGTHFSSWVALLLI/FTV 
mózgu człowieka 450  HFEKEVGNSSIAWSLGYMLSLTNQIPAESPLIRLPIEPPVFVGTLAFFT 
wątroby szczura 450  FNAQQSKRPTSASSSPTETVYSWKKK (476)

mózgu szczura 482  MVLFSLVLVAMVXTGLFXFSKPSYFWKEAV (511) 
mózgu szczura 474  LILAALVLLL (495)
mózgu człowieka 500  A7WP(?XARLLCLAFLAYLCSATRRKRHSEHAFDHAVDSD (529) 
wątroby szczura 500

RYCINA 2. Porównanie sekwencji aminokwasowych mózgowych E-NTPDaz: czcionka pochyła -  
domeny transbłonowe; czcionka pogrubiona -  zakonserwowane reszty cysteiny; podkreślono domeny 
ACR
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TABELA 1 N om enklatura i podstawow e w łaściwości strukturalne E-N TPD az mózgu

Nowa nazwa Poprzednia nazwa Elementy struktury

E-NTPDaza 1 CD39, ekto-apiraza, 
ekto-ATP difosfohydrolaza

- masa cząsteczkowa 70-80 kDa
- ACR 1-4
- dwie domeny transbtonowe
- sześćpotencjalnych miejsc glikozylacji
- dziesięć zakonserwowanych reszt 

cysternowych w pętli zewnątrzkomórkowej

E-NTPDaza 2 CD39L1, ekto-ATPaza - masa cząsteczkowa 70-80 kDa
- ACR 1-4
- dwie domeny transbfonowe
- siedem potencjalnych miejsc glikozylacji
- dziesięć zakonserwowanych reszt 

cysternowych w pętli zewnątrzkomórkowej.
- miejsca fosforylacji dla E-kinazy białkowej C 

(2), E-kinazy kazeinowej 2 (6) oraz E-kinazy 
zależnej od cAMP i cGMP w pętli 
zewnątrzkomórkowej

- jedno miejsce fosforylacji dla kinazy białkowej 
w części wewnątrzkomórkowej.

E-NTPDaza 3 CD39L3, HB6 - masa cząsteczkowa 79 kDa
- ACR 1-4
- dwie domeny transbtonowe
- siedem potencjalnych miejsc glikozylacji
- dziesięć zakonserwowanych reszt 

cysternowych w pętli zewnątrzkomórkowej
-miejsca fosforylacji dla E-kinazy białkowej C (4), 

E-kinaz zależnych od cAMP i cGMP (po 1), 
E-kinazy kazeinowej (2) w pętli 
zewnątrzkomórkowej

- miejsca fosforylacji dla kinazy białkowej C oraz 
kinaz zależnych od cAMP i cGMP w części 
wewnątrzkomórkowej.

mózgu jest hamowana przez pochodne fosforanu pyridoxalu (PPADS) [25], a E- 
NTPDaza 1 i E-NTPDaza 3 są dodatkowo hamowane przez NaN3 [31,50].

Wykazano również, że E-NTPDaza 1 i 2 różnią się wrażliwością na niektóre związki 
będące antagonami purynoreceptorów P2. E-NTPDazę 1 silniej hamuje błękit Evansa 
(Evans blue), podczas gdy suramina efektywniej hamowała aktywność E-NTPDazy 
2 [68].

Panuje pogląd, iż domeny ACR budują miejsce wiązania substratów i jednocześnie 
centrum katalityczne NTPDaz [19,22,65]. Sekwencja aminokwasowa z regionów ACR 
1 i ACR 4 E-fosfohydrolaz ATP jest homologiczna z sekwencjami aminokwasowymi 
motywów wiążących (3 i y fosforany ATP białek rodziny heksokinaz (actin/hsp70/
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RYCINA 3. Schemat przemian E-puryn w przestrzeniach pozakomórkowych: 1 -  E-NTPDaza 1; 
2 -  E-NTPDaza 2; 3 -  E-kinaza adenylanowa; 4 -  E-5’-nukleotydaza; 5 -  deaminaza E-adenozyny

hexokinase family) [19,45,51]. Wobec powyższego wydaje się, iż to właśnie ACR 1 
i 4 odgrywają decydującą funkcję w wiązaniu substratów i ich hydrolizie. Jednak 
badania wykazały, iż w powyższych procesach biorą udział również pozostałe domeny 
ACR. Na szczególną rolę domen ACR w procesach katalizy wskazuje fakt, że usunięcie 
histydyny 59 lub argininy 67 z ACR 1, histydyny 135 z ACR 2 lub kwasu gluta-minowego 
182 z ACR 3 czy też seryny 224 z ACR 4 prowadzi do częściowej lub całkowitej 
utraty aktywności biologicznej E-NTPDaz [16,23,51,65].

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

2.3. Aminokwasy wpływające na szybkość degradacji przez NTPDazy 
di- i trifosfonukleotydów

Interesującym, lecz nie do końca opisanym zagadnieniem jest mechanizm odpo
wiedzialny za istniejące między E-NTPDazami różnice w szybkości hydrolizy di- i 
trifosfonukleotydów. Dotychczasowe badania wykazały, iż różnice w wartościach Ksh 
E-fosfohydrolaz ATP wynikają z obecności lub braku w ich łańcuchach poli- 
peptydowych określonych aminokwasów. Brak tryptofanu 459 w łańcuchu poli
peptydowym E-NTPDazy 3 powodował wzrost aktywności NTPazowej i jednoczesny 
spadek aktywności NDPazowej tej hydrolazy [53]. E-NTPDaza 3 bez tryptofanu w 
pozycji 187 i 459 hydrolizowała jedenaście razy szybciej ATP niż ADP [53]. Natomiast 
mutacja polegająca na zamianie asparaginy 191 na alaninę zmieniała stosunek szybkości 
hydrolizy ATP do ADP z 3,6 do 0,88 przez 135% wzrost aktywności ADPazowej i 
67% spadek aktywności ATPazowej w porównaniu z formą dziką enzymu [65]. 
Prezentowane wyżej rezultaty wyraźnie wskazują że skład aminokwasowy regionów 
ACR ma istotny wpływ na powinowactwo E-NTPDaz do ATP i ADP.

Z dotychczasowych badań wynika, że większość E-NTPDaz występuje in vivo w 
formie oligomerów [22,28,49,52,55,60]. Rezultaty analiz przeprowadzonych z udziałem 
związków sprzęgających sugerują że E-NTPDazy w membranach występują w formie 
homotetramerów, a różnice we właściwościach kinetycznych tych hydrolaz wynikają 
z różnic w siłach interakcji między monomerami kompleksu [29,30,35,55].

2.4. IY-rzędowa struktura E-NTPDaz
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Jak dotąd nie wyjaśniono jednoznacznie, za pomocą jakich wiązań podjednostki 
E-NTPDaz łączą się ze sobą w formy oligomeryczne. Smith i współpracownicy [52] 
badając wpływ glikozylacji na aktywność E-NTPDazy 3 stwierdzili, iż w oligomeryzacji 
tego białka biorą udział reszty cukrowcowe. Wang i współpracownicy [60] wykazali 
natomiast, że do oligomeryzacji E-NTPDazy 1 prowadzą interakcje między domenami 
transbłonowymi monomerów. Fakt, iż również mutanty E-NTPDazy 1 mające tylko 
jedną domenę transbłonową występują w formie tetramerów świadczy, że jedna domena 
transbłonowa jest wystarczająca do oligomeryzacji tych enzymów. Jeszcze inna grupa 
badaczy [49] stwierdziła, iż w procesie formowania oligomerów E-NTPDaz istotną 
rolę odgrywają grupy -SH z zewnątrzkomórkowej pętli tych białek, które tworzą mostki 
dwusiarczkowe między monomerami.

2.5. Wpływ struktury IV-rzędowej na właściwości katalityczne E-NTPDaz

Niektórzy autorzy uważają, że struktura IV-rzędowa tych enzymów ma istotny 
wpływ na różnice w powinowactwie E-NTPDaz do substratów [18]. Stwierdzono 
bowiem, że aktywność E-NTPDazy 1 względem ATP i ADP jest regulowana przez 
interakcje pomiędzy domenami transbłonowymi podjednostek a zakonserwowanymi 
resztami H59 i N61 z regionu ACR 1. Autorzy sugerują, iż zmiany struktury IV- 
rzędowej wpływają na strukturę ACR 1 i modyfikują w ten sposób szybkość hydrolizy 
ATP i ADP [18].

3. ROZPUSZCZALNE FORMY NTPDaz

Pierwszą oczyszczoną, sklonowaną i zsekwencjonowaną rozpuszczalnąNTPDazą 
była apiraza ziemniaka [19]. W tkankach ludzkich stwierdzono obecność dwóch 
rozpuszczalnych e-fosfohydrolaz ATP: e-N iTDazy 5 (CD39L4) i e-NTPDazy 6 
(CD39L2) [10,21,42]. W ystępowanie e-NTPDazy 5 ogranicza się do układu 
krwionośnego. Synteza tego białka odbywa się w makro fagach, po czym jest ono 
uwalniane do krwi, gdzie obniża stężenie ADP [42].

Badania wykazały, iż rozpuszczalne NTPDazy mogą być uwalniane z komórek 
poddanych stymulacji elektrycznej lub działaniu bodźców mechanicznych [40,56,66]. 
Stymulacja elektryczna nerwów układu autonomicznego przewodu moczowego świnki 
morskiej uwalnia do przestrzeni synaptycznej jednocześnie ATP i rozpuszczalne 
e-fosfohydrolazy, które hydrolizują pozakomórkowe nukleotydy (ATP, ADP i AMP) 
do adenozyny [40,56]. Wyrzut E-fosfohydrolaz ATP i E-5’-nukleotydaz na zewnątrz 
komórki jest następstwem wzrostu stężenia jonów Ca2+ w zakończeniach nerwowych. 
Na tej podstawie autorzy zasugerowali, iż podobnie do neurotransmiterów, niektóre 
rozpuszczalne hydrolazy są magazynowane w neuronach w postaci pęcherzyków. 
Enzymy i ATP mogą występować razem w tych samych pęcherzykach -  w tym 
przypadku rozpuszczalne NTPDazy stają się aktywne dopiero w przestrzeni synap
tycznej, natomiast we wnętrzu pęcherzyka ich aktywność jest hamowana przez kwaśne
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pH (około 4) [56]. Nie wykluczone jest również, iż enzymy i ATP są magazynowane 
w osobnych pęcherzykach. Rozpuszczalne hydrolazy nukleotydów uwalniane z nerwów 
układu autonomicznego świnki morskiej, podobnie do E-NTPDaz nie są wrażliwe na 
inhibitory klasycznych ATPaz, natomiast są silnie hamowane przez suraminę i ARL 
67156 [3,41,62]. Podobnie jak neurony układu autonomicznego, również komórki 
nabłonka naczyń krwionośnych poddane działaniu bodźców mechanicznych {share 
stress) uwalniają do światła naczyń krwionośnych jednocześnie ATP oraz rozpuszczalne 
NTPDazy i 5’-nukleotydazy [66].

Inny jest mechanizm tworzenia formy rozpuszczalnej E-NTPDazy 6 [21]. Enzym 
ten jest monomeryczną glikoproteiną o masie cząsteczkowej 50 kDa, która ulega 
ekspresji w wielu różnych tkankach. E-NTPDaza 6 staje się rozpuszczalna po 
proteolitycznym odcięciu 78 aminokwasowego peptydu sygnałowego. Enzym ten 
preferuje difosforany nukleozydów jako substraty i wykazuje najwyższe powinowactwo 
do G D P ilD P  [21].

4. FUNKCJA E-NTPDaz

Z wielu badań wynika, iż podstawową funkcją E-NTPDazy 1, zlokalizowanej w 
szczelinie synaptycznej lub płytce nerwowo-mięśniowej jest uwalnianie pury- 
noreceptorów P2 od agonów (ATP i ADP). Przerwanie sygnału związanego ze 
stymulacją receptora P2 przez ATP i/lub ADP odbywa się dzięki hydrolizie obu tych 
nukleotydów do AMP (ryc. 3) [32,47,63]. E-NTPDazy modulując sygnał purynergiczny 
pośrednio uczestniczą w regulacji wielu ważnych procesów fizjologicznych, tj. 
wydzielanie hormonów, funkcjonowanie układu naczyniowo-sercowego, uczenie się i 
zapamiętywanie, odpowiedź immunologiczna, apoptoza, przewodzenie bólu, neuro- 
transmisja, skurcz i rozkurcz mięśni gładkich oraz wzrost i regeneracja komórek
[1,2,5,17,24,44]. E-NTPDazy 1 w kooperacji z E-5’-nukleotydazamihydrolizują ATP 
i ADP do adenozyny będącej ligandem purynoreceptorów P 1 (ryc. 3) [32,63]. Apirazy 
obecne na powierzchni komórek endotelialnych naczyń krwionośnych degradując ADP, 
zapobiegają niekontrolowanej agregacji płytek krwi [32]. Nie wyjaśniona jest jeszcze 
funkcja E-NTPDazy 2, hydrolizującej ATP do ADP. Być może sensem działania tego 
enzymu jest tworzenie ADP -  cząsteczki sygnałowej aktywującej niektóre z receptorów 
P2Y [48]. E-NTPDazy regulują również stężenie substratów dla E-kinaz białkowych 
[12] oraz uczestniczą w procesach adhezji komórkowej [13,14].

5. E-NTPDazy A BIAŁKA ADHEZJI KOMÓRKOWEJ 
(CAM - CELL ADHESION MOLECULE)

W 1991 roku ukazała się praca dotycząca strukturalnego i immunologicznego 
podobieństwa pomiędzy wyizolowaną z wątroby szczura E-ATPazą i C-CAM 105
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[36]. Relacje pomiędzy E-NTPDazami i białkami adhezji komórkowej do dnia 
dzisiejszego budzą kontrowersje [13,54]. Część badaczy uważa, iż E-fosfohydrolazy 
ATP są jednocześnie białkami adhezji komórkowej lub białka adhezji komórkowej mają 
zdolność hydrolizy ATP, co upodabnia je do NTPDaz [13,14]. W układzie nerwowym 
białka NCAM biorą udział w procesach prowadzących do tworzenia nowych połączeń 
pomiędzy neuronami, czyli tzw. plastyczności synaps [14]. Powyższe procesy leżą u 
podstaw między innym uczenia się i zapamiętywania. Istnieje hipoteza wyjaśniająca 
ścisły związek pomiędzy E-NTPDazami i białkami NCAM. ATP jest uwalniany do 
synaps przez neurony również w okresie między kolejnymi impulsami sygnalizacyjnymi. 
Ta porcja nukleotydu w aktywnych synapsach jest w sposób ciągły hydrolizowana 
przez E-NTPDazę 2. Chroni to białka adhezyjne synaps przed zależną od ATP proteolizą. 
Jednocześnie proteolizą białek NCAM eliminowałaby nieaktywne synapsy, a wynikiem 
tego procesu byłoby przerwanie połączenia nerwowego między neuronami [14]. 
Nowsze badania nad związkiem między białkami NCAM a E-NTPDazą 1 prowadzone 
z udziałem specyficznych przeciwciał sugerują iż hydroliza ATP przez te enzymy 
osłabia siłę oddziaływania między komórkami [15].

6. UDZIAŁ E-NTPDazy 1W PROCESACH UCZENIA SIĘ 
I ZAPAMIĘTYWANIA

Badania wykazały, iż ATP poprzez aktywację purynoreceptorów P2 może 
indukować w hipokampie zjawisko nazywane LTP (długotrwałe wzmocnienie) [63]. 
LTP odgrywa decydującą rolę w uczeniu się i zapamiętywaniu. Bonan i współ
pracownicy [5] analizowali zmiany aktywności E-NTPDazy 1 w procesie uczenia się. 
Stwierdzono, iż aktywność tego enzymu w hipokampie szczurów poddanych treningowi 
(iavoidance task), po trzech godzinach od chw'li jego zakończenia, była 33% niższa w 
porównaniu z aktywnością tego enzymu w hipokampie zwierząt z grupy kontrolnej. 
Obniżona aktywność E-NTPDazy 1 prowadziła do wzrostu stężenia ATP w przestrzeni 
pozakomórkowej, co z kolei warunkowało powstawanie LTP [5].

7. UDZIAŁ E-NTPDaz 
W ETIOLOGII NIEKTÓRYCH CHORÓB

Pozycja chromosomowa ludzkiego CD39 (10q23.1 do q24.1) [39] pokrywa się z 
pozycją grupy genów odpowiedzialnych za występowanie epilepsji ogniskowej z 
objawami słuchowymi (10q22 do q24) [46]. Jednocześnie, aktywność E-NTPDazy 1 
w hipokampie i w części skroniowej kory mózgowej ludzi chorych na epilepsję jest 
obniżona. Powyższe obserwacje mogą sugerować, iż mutacja w genie apirazy stanowi 
główną przyczynę epilepsji. Spadek aktywności apirazowej powodowałby wzrost 
stężenia pozakomórkowego ATP i jednocześnie obniżenie stężenia pozakomórkowej 
adenozyny [43]. Podobnie, obniżoną aktywność E-NTPDazy 1 stwierdzono u myszy z 
padaczką słuchowopodobną [57]. Natomiast komórki kory mózgu i hipokampu szczurów 
z indukowaną padaczką skroniową (lobe epilepsy) charakteryzowały się wyraźnymhttp://rcin.org.pl
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wzrostem aktywności ATP/ADPazowej, który utrzymywał się do około 100 dni od 
momentu wywołania padaczki [6]. Ten długotrwały wzrost aktywności E-NTPDazowej 
łagodził skutki epilepsji.

Niezwykle interesujące wyniki uzyskano w badaniach nad czerniakiem [15]. 
Wykazano, iż aktywność E-NTPDazy 1 w melanocytach rośnie wraz z rozwojem 
choroby. Wzrost aktywności E-apirazowej pokrywał się ze wzrostem ilości mRNA 
tego enzymu. Ponieważ E-NTPDaza 1 bierze udział w regulacji procesów adhezji 
komórkowej (poprzez hydrolizę ATP osłabia kontakt między komórkami) zasu
gerowano, iż nadekspresja apirazy w komórkach czerniaka redukuje kontakt limfocytów 
T z tymi komórkami i tym samym utrudnia rozpoznanie immunologiczne [15]. 
Potwierdzeniem tego są badania nad pasożytami człowieka, takimi jak: przywry 
(Schistosoma mansoni) oraz pierwotniaki z gatunku Entamoeba. Inwazyjne formy 
tych pasożytów charakteryzuje niemal 5-krotnie większa aktywność E-NTPDaz [8,58].

Z naszych badań nad rolą puryn w etiologii miażdżycy wynika, iż chorobie tej 
towarzyszą dramatyczne zmiany w stężeniu nukleotydów i nukleozydów adeninowych 
we krwi oraz w aktywności E-NTPDazy 1, E-NTPDazy 2, E-5’-nukleotydazy i 
deaminazy E-adenozyny z naczyń krwionośnych ze zmianami miażdżycowymi [38]. 
Poznanie funkcji, a także mechanizmu regulacji aktywności tych enzymów może ułatwić 
skuteczną walkę z zawałami mózgu, degradacją komórek mózgu wywołaną nie
dotlenieniem, czy też z uwagi na rolę ATP w przenoszeniu sygnałów bólowych, w 
poznaniu etiologii migren [7,48,63]. Wykazano bowiem, iż ekspresja E-NTPDazy 1 i 
E-5’-nukleotydazy wzrasta gwałtownie w obszarach mózgu szczura z indukowanym 
niedokrwieniem przejściowym przodomózgowia. Skutkiem działania tych enzymów 
jest wzrost poziomu pozakomórkowej adenozyny, która obniżając tempo metabolizmu 
chroni komórki z obszaru objętego niedokrwieniem przed śmiercią [7].

8. PODSUMOWANIE

Naszym zdaniem omawiane w tym przeglądzie enzymy odgrywają rolę znacznie 
większą niż przypisywana im funkcja zmiataczy agonów purynoreceptorów P2. Istotny 
jest fakt, że cząsteczki sygnałowe wydzielane z komórki (ATP) zostają, poza komórką, 
przekształcone w inne cząsteczki sygnałowe (ADP i adenozynę). Przemiany te 
odbywają się z udziałem szeregu E-enzymów, w tym E-NTPDazy 1 i E-NTPDazy 2 
(ryc. 3).

W większości przypadków ATP i adenozyna, ATP i ADP oraz ADP i adenozyna 
w komórkach aktywują przeciwstawne procesy. W centralnym układzie nerwowym 
ATP stymuluje aktywność neuronów, podczas gdy adenozyna zwalnia tempo tych 
przemian [63]. ADP w układzie krwionośnym aktywuje agregację płytek, podczas 
gdy ATP (kompetycyjnie) i adenozyna (niekompetycyjnie) hamują ten proces [32]. E- 
NTPDazy regulują szybkość i intensywność odpowiedzi komórki na sygnał purynowy. 
Jeśli założymy, że pierwotnym sygnałem jest ATP (a wiele dowodów na to wskazuje),
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to w wyniku przemian enzymatycznych poza komórką zawsze powstaje adenozyna, a 
ilość tego związku dzięki aktywności E-hydrolaz rośnie proporcjonalnie do ilości ATP 
wydzielonego z komórki. W tkankach E-enzymy utrzymują równowagę między [E- 
ATP] i [E-adenozyną]. Z uwagi na ochronną funkcję adenozyny (serce, centralny układ 
nerwowy) równowaga ta powoduje, iż tempo przemian w zdrowych komórkach 
pozostaje na takim poziomie, że komórki nie zostaną uszkodzone w wyniku np. 
niedotlenienia [7]. Taki sposób utrzymywania homeostazy nie wymaga dodatkowych 
czujników poziomu metabolitów, bowiem rolę ich pełnią E-enzymy, które regulują tempo 
przemian ATP w adenozynę.

Postęp, jaki dokonał się w badaniach nad neurotransmisją z udziałem nukleotydów 
purynowych, wyjaśnił wiele szczegółów dotyczących struktury, funkcji, mechanizmu 
i drogi, jaką sygnał nukleotydowy przenoszony jest do komórki [48,63]. Opisano również 
niektóre szlaki, jakimi sygnał propagowany jest w komórkach nerwowych [48]. Analiza 
genów pozwoliła na określenie różnic i podobieństw w sekwencji enzymów uczest
niczących w degradacji di- i trifosfonukleotydów [9,10,28,39,50]. Nie wyjaśniono 
jednak, dlaczego komórki wytwarzajądwa E-enzymy o zróżnicowanym powinowactwie 
do substratów di- i trifosforanowych.

Z naszych badań wynika, że powinowactwo E-NTDPazyl do ATP jest 10-krotnie 
większe od NTPDazy 2 [dane niepublikowane]. Wiadomo również, iż receptory P2Y, 
aktywowane przez ADP oraz P2Y2 o wysokim powinowactwie do ATP jako liganda 
ulegają koekspresji w wielu typach komórek [48]. Powyższe obserwacje mogą 
sugerować, iż E-NTPDaza 2 uczestniczy w obniżeniu wysokiego poziomu ATP w 
synapsach oraz produkcji innego neurotransmitera -  ADP. W ten sposób zostaje 
uruchomiony kolejny szlak transmisji sygnału np. mający na celu obniżanie wydzielania 
neuroprzekaźników w tym ATP [48]. Nie jest do końca jasne, dlaczego E-NTPDazy 
są identyczne z antygenami lub CCAM-em [36,39,59]. Nie określono również roli 
tych enzymów w etiologii schorzeń centralnego układu.
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EKSPERYM ENTALNE I KLINICZNE PRÓBY  
LECZENIA NOW OTW ORÓW  Z UŻYCIEM  GENU  

DLA INTERLEUKINY 12 (IL-12)

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

Grzegorz BASAK, Witold LASEK 

Zakład Immunologii, Centrum Biostruktury Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Strategia dotycząca modyfikacji komórek genami dla cytokin jest intensywnie rozwijają
cym się kierunkiem terapii genowej nowotworów. W licznych badaniach wykazano, że jednym ze 
skuteczniejszych podejść terapeutycznych jest wprowadzanie genu dla interleukiny 12 (IL-12) w celu 
indukcji jej miejscowego uwalniania. Unika się w ten sposób ciężkich efektów toksycznych powodo
wanych przez IL-12 podawaną systemowo. Najliczniejsze prace eksperymentalne dotyczą podawania 
komórek nowotworowych modyfikowanych genem dla IL-12 ex vivo, używanych jako szczepionki. 
Wykazano także wysoką skuteczność fibroblastów z wprowadzonym genem dla IL-12. Dzięki modyfi
kacji komórek dendrytycznych genem dla IL-12 udało się również wzmocnić skuteczność związanych 
z nimi strategii terapeutycznych. Postęp w dziedzinie inżynierii genetycznej pozwolił na wprowadza
nie genów dla IL-12 in vivo, poprzez transfer genów za pomocą adenowirusów, a także wirusów ospy 
lub opryszczki. Niewirusowe metody transferu genu dla IL-12 obejmowały bezpośrednie podawanie 
plazmidu do mięśni poprzecznie prążkowanych, skóry lub tkanki nowotworowej. Skuteczność transfe
ru potęgowana była przez elektroporację lub zastosowanie metody „wstrzeliwania” DNA. Podjęto 
nawet próby terapii genem dla IL-12 podając ten gen doustnie. Efektywność terapii nowotworów genem 
dla IL-12 wzmagana była poprzez jednoczesne zastosowanie cytokin: IL-2, -15,-18, GM-CSF, TNF-a, 
chemokin IP -10 i MIG, wprowadzenie genów dla cząsteczek kostymulujących B7.1 i 4-1BB oraz dołą
czenie terapii adoptywnej. Przeprowadzone na zwierzętach badania udowodniły skuteczność terapeu
tyczną modyfikacji komórek genem dla IL-12. Pozwoliło to na podjęcie pierwszych prób klinicznych.

Słowa kluczowe: IL-12, terapia genowa nowotworów

Summary: The strategy concerning the modification o f cells with genes encoding cytokines is an inten
sively developing branch o f tumour gene therapy. Many experiments show that inserting IL-12 gene 
into cells is one o f the most effective therapeutic approaches. IL-12, when produced in the tumour 
microenvironment efficiently stimulates antitumour immunity, preventing severe toxicities caused by 
IL-12 given systemically. The majority of research papers concern the therapy with ex vivo IL-12 gene 
modificated tumour cells, used as antitumour vaccines. High therapeutic efficiency o f fibroblasts mo-
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dificated to secrete IL-12 has also been shown. Further, insertion o f IL-12 gene into dendritic cells made 
these cells highly efficient and improved their function as antitumour vaccine. The development of 
genetic engineering methods has allowed in vivo transduction o f cells with IL-12 gene, by adenoviral gene 
transfer as well as Vaccinia Virus or Herpes Simplex Virus vectors. Nonviral IL-12 gene transfer methods 
used direct injection o f naked DNA into skeletal muscles, skin or tumour tissue. The effectiveness o f gene 
transfer has been improved by electroporation or the gene gun method. Also the trial with IL-12 gene 
given per os has already been undertaken. The efficacy o f tumour gene therapy with IL-12 gene has been 
enhanced by simultaneous administration o f cytokines: IL-2, -15,-18, GM-CSF, TN F-a, chemokines: 
IP-10 and MIG, insertion o f genes for costimulatory molecules B 7.1 and 4-1BB and also by addition of 
adoptive therapy approaches. The experiments in animal models have documented the therapeutic 
effectiveness of modification o f cells with IL-12 gene. As a result o f that, the first clinical trials have been 
undertaken.

Key words: IL-12, tumour gene therapy

1. WSTĘP

Już od ponad 10 lat, w wielu próbach terapii nowotworów wykorzystuje się metody 
inżynierii genetycznej. Jeden z głównych kierunków terapii genowej ma wpływać na 
zwiększenie efektywności odpowiedzi immunologicznej przeciwko nowotworowi, 
poprzez modyfikację materiału genetycznego komórek gospodarza. U podłoża tego 
postępowania leży hipoteza, mówiąca o możliwości odwrócenia stanu anergii lub 
tolerancji układu immunologicznego pacjenta w stosunku do komórek nowotworowych, 
co może prowadzić do wyleczenia nowotworu [30]. Aby to osiągnąć, należy zwiększyć 
skuteczność prezentacji antygenów nowotworowych komórkom efektorowym układu 
immunologicznego.

Opierając się na tych przesłankach, stosowano początkowo niezdolne do proliferacji 
komórki nowotworowe (np. napromieniane promieniami Roentgena) w połączeniu z 
różnymi adjuwantami np. z BCG. Po odkryciu molekularnej budowy niektórych 
antygenów nowotworowych oraz kodujących je genów, podawano pacjentowi określone 
determinanty antygenowe w postaci peptydów lub DNA. Następnie, zaczęto mody
fikować komórki nowotworowe genami cytokin, cząsteczek kostymulujących, cząs
teczek układu HLA i innych. Kolejne strategie obejmowały modyfikację genetyczną 
limfocytów, komórek prezentujących antygen, jak również komórek innych tkanek 
położonych w miejscu nowotworu lub dystalnie.

Już w 1988 r. [11] opublikowano pierwszą pracę donoszącą o skuteczności 
terapeutycznej komórek nowotworowych modyfikowanych ex vivo genami dla cytokiny 
- IL-2. Od tej pory były prowadzone liczne eksperymenty obejmujące transfer genów 
dla wielu różnych cytokin. Skuteczność ich w badaniach przedklinicznych różniła się 
m.in. w zależności od badanego nowotworu. Jedną z najefektywniejszych strategii 
wydaje się być wprowadzanie genu dla interleukiny 12 (IL-12) (ryc.l).

Interleukina 12 jest heterodimeryczną glikoproteiną, składającą się z połączonych 
mostkiem dwusiarczkowym podjednostek 35 i 40 kD. Po raz pierwszy została opisana
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RYCINA 1 Podsumowanie strategii terapeutycznych związanych z transferem genu dla IL-12 opisanych 
w tekście

w 1989 roku jako czynnik stymulujący komórki NK (NKSF). Wkrótce odkryto jej 
liczne, istotne biologicznie właściwości włączając stymulację cytotoksyczności i 
proliferacji komórek NK oraz limfocytów T cytotoksycznych (CTL), indukcję 
wydzielania cytokin i chemokin, zwłaszcza IFN-y, oraz udział w powstawaniu komórek 
typu Th 1. Fizjologicznymi źródłami IL-12 wydają się być komórki prezentujące antygen 
(APC), takie jak makrofagi i komórki dendrytyczne. W ostatnich latach wykazano, że 
IL-12 jestjednąz najsilniej działających przeciwnowotworowo cytokin. Systemowemu

http://rcin.org.pl



468 G. BASAK, W. LASEK

podaniu rekombinowanej, mysiej IL-12 towarzyszy wyraźna odpowiedź przeciw- 
nowotworowa w wielu modelach eksperymentalnych u myszy. Pośredniczą w niej 
limfocyty T, prowadząc do regresji guzów, związanej często z wytworzeniem przeciw- 
nowotworowej pamięci immunologicznej. W aktywności przeciwnowotworowej IL- 
12 w dużej mierze pośredniczy IFN-y wydzielany w miejscu nowotworu przez 
stymulowane komórki T i NK. Dochodzi do wzrostu ekspresji cząsteczek MHC na 
komórkach nowotworowych, indukcji syntazy tlenku azotu (NOS), uwalniania innych 
cytokin oraz hamowania angiogenezy, dzięki indukowaniu wydzielania chemokiny IP- 
10 (IFN-inducible-protein 10) przez komórki nowotworowe oraz limfocyty T [29].

Wobec obiecujących wyników leczenia mysich modeli nowotworów za pomocą 
rekombinowanej interleukiny 12, Atkins i wsp. [7] przeprowadzili fazę I badań 
klinicznych. Ujawniła ona znaczną toksyczność IL-12 podawanej systemowo. Już przy 
minimalnej dawce dożylnej 3 ng/kg IL-12 występowała gorączka z dreszczami trudna 
do zlikwidowania przy pomocy niesteroidowych leków przeciwzapalnych. Inne częste 
dolegliwości obejmowały: zmęczenie, nudności, wymioty i ból głowy. Testy 
laboratoryjne wykazywały anemię, neutropenię, limfopenię, hiperglikemię, trombo- 
cytopenię i hipoalbuminemię. Przy dawce IL-12 1000 ng/kg zaobserwowano efekty 
toksyczne zmuszające do jej zmniejszenia -  zapalenie jamy ustnej i zmiany w testach 
wątrobowych, przede wszystkim podwyższony poziom transaminaz.

W próbach systemowego zastosowania rekombinowanej IL-12 u człowieka [7,62], 
zaskakująco, nie wykazano istotnej skuteczności przeciwnowotworowej tej cytokiny. 
Ponadto, zasugerowano, że systemowe podanie IL-12 może indukować przejściową, 
uogólnioną immunosupresję u myszy [38]. Nieefektywność systemowej terapii IL-12 
w klinice może być związana z niemożnością osiągnięcia przez tę cytokinę, w maksy
malnej, tolerowanej dawce, skutecznych stężeń w łożysku naczyniowym nowotworu 
i/lub indukcją uogólnionego zahamowania odpowiedzi limfocytów T [23].

Ryzyko toksyczności i uogólnionej immunosupresji znika, gdy terapia stosowana 
jest miejscowo. Już w 1988 r. Forni i wsp. [24] wykazali, że doguzowe podawanie 
niskich dawek rekombinowanych cytokin może wybiórczo zmieniać odpowiedź 
przeciwnowotworową gospodarza, nie powodując znacznych efektów toksycznych. 
Według aktualnej teorii zwiększone stężenie cytokiny w miejscu nowotworu powoduje 
lokalną rekrutację komórek zapalnych, które bezpośrednio lub pośrednio (po kontakcie 
z limfocytami T) mogą zniszczyć co najmniej część komórek guza, uwalniając ich 
antygeny. Antygeny te, w formie białek, peptydów lub ciałek apoptotycznych, są 
przejmowane przez komórki dendrytyczne, które migrują do węzłów chłonnych. Tam 
wchodzą w interakcję z dziewiczymi limfocytami T. Aktywując je, dają początek 
specyficznej odpowiedzi immunologicznej [37].

W 1993 r. Brunda i wsp. [ 10] udowodnili, że po podaniu doguzowym IL-12, można 
całkowicie wyleczyć nawet do 50% myszy z nowotworem. Efekt hamujący wzrost 
guza był tym silniejszy, im wyższa była dawka cytokiny, a przy podaniu miejscowym 
nie obserwowano też ogólnej toksyczności. Wysoka skuteczność miejscowego działania 
cytokiny wymaga jednak trudnego do kontrolowania systemu wstrzyknięć doguzowych.
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Powstały więc projekty, według których IL-12 mogłaby być wydzielana parakrynnie 
w miejscu guza, wzbudzając efektywną odpowiedź immunologiczną skierowaną 
przeciwko jego komórkom.

Wydaje się jednak, że skuteczność uwalnianej miejscowo 1L-12 może zależeć także 
od jej działania systemowego [85]. IL-12 może wtedy funkcjonować w krążeniu jak 
hormon, regulując odporność organizmu. Według niektórych badaczy [16], w 
określonych modelach doświadczalnych podanie systemowe IL-12 cechuje się jednak 
wyższą skutecznością niż podanie miejscowe. Według nich, w badanym modelu 
nowotworu jelita grubego C26 u myszy, systemowe podanie IL-12 w dawce 1 pg/dobę 
daje wręcz te same skutki, co 30-80 pg/ml IL-12 uwalnianej w miejscu nowotworu.

2. TERAPIA KOMÓRKAMI MODYFIKOWANYMI GENEM
DLA IL-12 EXVIVO

2.1. Szczepionki z komórek nowotworowych wydzielających IL-12

Komórki szczepionki uzyskuje się z masy nowotworowej usuniętej podczas zabiegu 
chirurgicznego bądź też z pobranych biopsyjnie wycinków guza. Po wprowadzeniu 
genu dla cytokiny do komórek oraz ich namnożeniu są one napromieniowywane w 
celu zahamowania proliferacji, a następnie podawane pacjentowi. Niektórzy badacze 
postulują możliwość zastąpienia uzyskanych w ten sposób autologicznych komórek 
szczepionki gotowymi, allogenicznymi liniami komórek o zbliżonym profilu 
antygenowym. Wiele prac dowodzi jednak wyższej skuteczności szczepionek 
autologicznych. Dają one największą gwarancję zgodności komórek szczepionki i 
nowotworu pod względem antygenowym. Jednak, modyfikacja genetyczna auto
logicznych komórek nowotworowych pobranych uprzednio od pacjenta, musi być 
wysoce zindywidualizowana, kosztowna i pracochłonna. Wyprowadzenie stosownych 
klonów komórek do zastosowania w szczepionce, o ile jest możliwe, trwa tygodnie lub 
nawet miesiące.

Inne strategie, omijające problemy związane z wprowadzaniem genu do komórek 
autologicznych, obejmują podawanie mieszaniny naprom ienionych komórek 
autologicznych z modyfikowanymi genetycznie komórkami nowotworowymi 
allogenicznymi, komórkami innymi niż nowotworowe lub biopolimerowymi 
mikrosferami, wydzielającymi IL-12.

Skuteczność szczepionek wydzielających IL-12 zależy od wielu czynników:
1) ilości IL-12 wydzielanej w miejscu nowotworu [19] (tabela 1),
2) równowagi między ilością i szybkością lokalnego uwalniania cytokiny a tempem

indukowanej przez nią śmierci komórek szczepionki,
3) ekspresji charakterystycznych antygenów.
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TABELA 1. Poziom w ydzielania IL-12 przez komórki now otw orow e i fibroblasty m odyfikow ane 
jej genem ex vivo, w wybranych badaniach

Komórki nowotworowe 
modyfikowane genetycznie

Poziom wydzielania IL-12 Piśmiennictwo

Ostra białaczka szpikowa (AML) 2,2-3,4 ng/106 komórek/24 h [24]

Ludzki czerniak 507 pg/106 komórek/24 h [78]

Rak jelita grubego C26 30-80 pg lub 5 ngMO6 komórek/48 h [21]

BMK-16/myc 1,7-4,05 pg/106 komórek/48 h [32]

Czerniak B I6 45 lub 40 ng/106 komórek/24 h [55]

Rak prostaty RM-9 2000 pg/105 komórek/24 h [36]

Rak drobnokomórkowy płuc N592 14,5+2,036 pg/5xl05 komórek/48 h [23]

Rak płuca LLC 4-5  ng/5xl05 komórek/24 h [82]

NXS2 neuroblastoma 4 ng/106 komórek/24 h [45]

Rak sutka MT-901 4 ng/106 komórek/24 h [6]

Rak jelita grubego C26 1-2 ng/106 komórek/48 h [69]

Rak nerki (Renca) RCC 146,7 ng/106 komórek/48 h [39]

Rak sutka SCK 1 lub 12 ng/106 komórek/ 24 h [22]

Fibroblasty modyfikowane genetycznie 120 ngdO6 komórek/48 h [85]

1 ng/106 komórek/24 h
[72]

7,2 ng/106 komórek/24 h
[47]

W czasie gdy przeprowadzano pierwsze próby ze szczepionkami wydzielającymi 
cytokiny, nie znano jeszcze dokładnego profilu antygenów komórek nowotworowych 
użytych jako szczepionki (mogły zawierać małą liczbę antygenów lub antygeny w 
nieimmunogennej formie). Ekspresja szerokiego spektrum charakterystycznych dla
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nowotworu antygenów oraz ich stężenie w komórkach transdukowanych genami dla 
cytokin są podstawowym warunkiem, dzięki któremu lokalna ekspresja cytokin może 
powodować aktywację specyficznych dla guza reakcji immunologicznych. Wydaje 
się, że wprowadzenie genów dla cytokin do komórek nowotworów mało immuno- 
gennych może prowadzić jedynie do skromnego wzrostu immunogenności lub do 
aktywacji niespecyficznych, nieefektywnych reakcji zapalnych.

Na modelach zwierzęcych przeprowadzono liczne próby terapii nowotworów za 
pomocą szczepionek z komórek nowotworowych wydzielających IL-12. Skuteczność 
szczepionki zależała w dużej mierze od modelu eksperymentalnego i typu badanego 
nowotworu [9,1 l,12,20,38,4CMł5 i in.].

Cavallo i wsp. [17] przeprowadzili eksperyment mający na celu porównanie 
skuteczności szczepionki z napromienionych komórek raka sutka TSA modyfikowanych 
genem dla IL -12 z terapią napromienionymi komórkami nowotworowymi wydzie
lającymi IL-2, -4, -7, -10, IFN-y, a także z terapią IL-12 podawaną systemowo. TSA/ 
IL-12, w porównaniu z komórkami wydzielającymi inne cytokiny, najskuteczniej leczyły 
myszy z rosnącym już nowotworem. Zaskakująco, taki sam lub lepszy efekt osiągnięto 
jednak podając IL-12 i.p. w dawce nietoksycznej. Nienapromieniowane komórki TSA 
modyfikowane genami dla IL-12 nie tworzyły guza u większości myszy, co świadczyło 
o wzmożonej odporności przeciwnowotworowej. Jednak, po ponownym podaniu 
komórek szczepu dzikiego tym myszom, zaobserwowano znacznie słabszą odpowiedź 
zależną od pamięci immunologicznej niż w przypadku myszy, które odrzuciły komórki 
TSA wydzielające IL-4, IL-10 i IFN-y.

Rodolfo i wsp. [65] porównali natomiast skuteczność szczepionek z komórek raka 
jelita grubego wydzielających IL-12 albo IL-2 w stosunku do przerzutów w płucach, 
po podaniu podskórnym szczepionki. Podczas gdy szczepionka wydzielająca IL-12 
wyleczyła 40% myszy, komórki modyfikowane genem dla IL-2 zmniejszyły jedynie 
liczbę przerzutów, nie wpływając na przeżywalność zwierząt.

Przeszkodą w immunoterapii szczepionkami wydzielającymi cytokiny jest fakt, że 
najczęściej skierowana jest przeciwko komórkom przerzutów, które podległy selekcji 
w kierunku zmniejszonej immunogenności, m.in. wskutek utraty powierzchniowych 
cząsteczek MHC. Zaletą szczepionek z komórek nowotworowych wydzielających 
IL-12 jest fakt, że może ona aktywować zarówno MHC zależną jak i niezależną od 
MHC odpowiedź przeciwnowotworową Nanni i wsp. [52] wykazali, że terapia genowa 
przy pomocy komórek z wbudowanym genem dla IL-12 może być skuteczna także w 
przypadku nowotworów pozbawionych cząsteczek MHC. Wagę tego spostrzeżenia 
podkreśla fakt, że wiele nowotworów wykazuje nieprawidłowości ekspresji cząsteczek 
HLA, np. aż do 88% nowotworów pochodzenia nabłonkowego.

Wykazano, że szczepionki z komórek nowotworowych wydzielających IL-12, silnie 
wpływają również na odpowiedź humoralną. Stwierdzono na przykład, że poziom 
przeciwciał IgG2a u myszy koreluje z wywołaną przez nie odpowiedzią przeciw
nowotworową. Dane te sugerują możliwość monitorowania przebiegu terapii 
szczepionkami wydzielającymi IL-12, także w ujęciu klinicznym [63].
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2.1.1. Próby wzmocnienia efektu szczepionek zawierających komórki 
nowotworowe wydzielające IL-12

Pomimo relatywnie dużej skuteczności komórek nowotworowych wydzielających 
IL-12, zaistniała potrzeba wzmocnienia właściwości terapeutycznych tej szczepionki. 
Opierając się na biologicznych mechanizmach jej działania, poszukiwano czynników 
działających z nią synergistycznie lub addycyjnie. Dotychczasowe badania obejmowały 
jednoczesne zastosowanie innych cytokin, cząsteczek kostymulujących lub wprowa
dzanych antygenów nowotworowych.

2.1.1.1. Inne cytokiny
Opierając się na wynikach dotychczasowych eksperymentów z rekombinowanymi 

cytokinami, powstały projekty wzmocnienia efektu szczepionki za pomocą IL-2. Takada 
i wsp. [74] stworzyli komórki szczepionki z wprowadzonymi genami zarówno dla IL- 
12, jak i IL-2. Po podaniu dootrzewnowym zahamowały one powstawanie przerzutów 
raka jelita grubego do płuc w stopniu większym niż komórki wydzielające tylko jedną 
cytokinę. Tanaka i wsp. [76] na podstawie badań klonów podwójnych transduktantów 
ustalili, że skutek terapeutyczny zależy od stężenia IL-12 i IL-2 w miejscu nowotworu. 
Najlepiej, gdy stałe wydzielanie IL-12 było połączone z intensywną, lecz przejściową 
produkcją IL-2, co związane było z wprowadzeniem jej genu za pomocą nośnika 
adenowirusowego. Lode i wsp. [41] zapobiegli przerzutom po podaniu letalnej dawki 
słabo immunogennego nowotworu neuroblastoma, łącząc terapię szczepionką wydzie
laj ącąjednołańcuchową IL-12 (scIL-12) z ukierunkowanym dostarczeniem IL-2. Gen 
dla scIL-12 został wytworzony przez połączenie cDNA dla podjednostek p35 i p40 
IL-12 za pomocą zawierającego 48 par zasad syntetycznego łańcucha, kodującego 15 
aminokwasów. Aktywność biologiczna powstałego jednołańcuchowego białka stanowiła 
jedną szóstą aktywności standardowej, rekombinowanej IL-12. IL-2 została skierowana 
w miejsce nowotworu poprzez sprzęgnięcie z nią przeciwciała przeciwko gangliozydowi 
GD2, wykazującemu ekspresję na powierzchni guza.

Jak wykazano w naszym zespole, przejawiająca podobne do IL-2 właściwości 
immunostymulujące IL-15, synergizuje z IL-12 [40]. Di Carlo i wsp. [21] wszczepiali 
myszom nagim komórki nowotworowe produkujące IL-12 i IL-15. Uzyskali całkowite 
zahamowanie wzrostu modyfikowanych komórek, jak również wymieszanych z nimi 
komórek nowotworowych typu dzikiego. Zasugerowano główną rolę makrofagów i 
neutrofilów w regresji tych nowotworów. Ostatnio, w badaniach własnych (dane 
nieopublikowane) został przeprowadzony eksperyment znacznie bliższy zastosowaniu 
klinicznemu: podano doguzowo szczepionkę wydzielającą IL-12 w połączeniu z 
iniekcjami IL-15. Uzyskano bardzo obiecujące wyniki.

Wspólne właściwości IL-12, jak i IL-18 dotyczące promowania odpowiedzi 
komórkowej, zwiększania ekspresji receptorów IL-12 przez IL-18, jak również 
możliwości synergistycznej indukcji IFN-y przez te cytokiny doprowadziła do kolejnych 
rozwiązań terapeutycznych. Coughlin i wsp. [20] udowodnili, że wspólne podanie 
dwóch rodzajów zmodyfikowanych komórek, transdukowanych genami dla IL-12 lub
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IL-18, w znacznie większym stopniu chroni przed następczym wzrostem komórek 
szczepu rodzicielskiego, jak również leczy wczesne postacie guza. Natomiast Nagai i 
wsp. [50] podawali IL-18 systemowo, w sztucznym modelu guza modyfikowanego 
genem IL-12, uzyskując znaczne zahamowanie jego wzrostu.

Aruga i wsp. [5] donieśli natomiast o korzystnym wpływie szczepionki złożonej z 
komórek z wprowadzonymi genami dla IL-12 oraz GM-CSF. Komórki uzyskane z 
lokalnych węzłów chłonnych drenujących obszar podania szczepionki wykazywały 
znacznie większą cytotoksyczność oraz skuteczność przeciwnowotworową po ich 
transferze adoptywnym. Obserwacje te sugerują, że IL-12 i GM-CSF działają 
immunomodulująco według różnych mechanizmów, a ich efekty uzupełniają się.

Jak wynika z badań własnych (Lasek i wsp. [39]), kombinacja terapii IL-12 i 
TNF-a może być bardziej efektywna niż leczenie pojedynczą cytokiną. Fujiwara i 
wsp. [26] stworzyli komórki nowotworowe podwójnie modyfikowane genami dla IL- 
12 oraz TNF-a. Wprowadzenie obu genów do komórek synergistycznie hamowało ich 
tumorogenność, przypuszczalnie dzięki aktywacji komórek NK oraz wzmożeniu 
ekspresji cząsteczek MHC klasy I, II i B7.1.

2.1.1.2. Geny dla cząsteczek kostymulujących
Cząsteczki B7 są rodziną białek błonowych, które oddziałując z receptorami na 

limfocytach T zapew niają sygnały modulujące odpowiedź immunologiczną. 
Wprowadzenie genów dla tych cząsteczek do komórek nowotworowych czyni te komórki 
bardziej immunogennymi. Zitvogel i wsp. [86] wykazali synergistyczny efekt wpro
wadzenia do komórek nowotworowych genów dla IL-12 i cząsteczki B7.1. Komórki 
tej szczepionki wykazywały znacznie mniejszą tumorogenność oraz, po podaniu w 
miejscu dystalnym do komórek nowotworowych typu dzikiego, w znacznym stopniu 
spowalniały lub hamowały ich wzrost. Także Hallez i wsp. [31] wykazali, że dodatkowa 
modyfikacja komórek genem dla cząsteczki B7.1 powoli, lecz systematycznie poprawia 
odporność przeciwnowotworową indukowaną przez komórki wydzielające IL-12.

2.1.1.3. Geny dla antygenów nowotworowych
Identyfikacja molekularnej struktury niektórych antygenów nowotworowych 

pozwoliła na produkcję szczepionek przeciwnowotworowych: peptydowych, komórek 
modyfikowanych ex vivo w celu zwiększenia ekspresji specyficznych antygenów 
nowotworowych oraz szczepionek opartych na kodującym je DNA. Wydaje się, że 
efekt tych szczepionek może zostać wzmożony przez transfer genu kodującego IL-12. 
Hallez i wsp. [31] zaproponowali model szczepionki z komórek wydzielających 
IL-12, trasformowanych wirusem HPV-16. Uzyskano długotrwałą odpowiedź 
skierowaną przeciwko antygenowi E7, onkoproteinie obecnej w większości 
wywołanych tym wirusem nowotworów. Efekt ten tłumaczy się w dużej mierze indukcją 
przez IL-12 systemowej odporności typu Thl.
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2.2. Komórki dendrytyczne (DC) m odyfikowane genem dla IL -12

Badania dotyczące wczesnych etapów rozwoju odpowiedzi komórkowej przeciw- 
nowotworowej wykazały, że DC są głównymi komórkami prezentującymi antygen 
stymulującymi efektywną odpowiedź limfocytów T. Aktywowane DC przejmują 
rozpuszczalny antygen lub ciałka apoptotyczne, migrują do bogatej w limfocyty T, 
parakortykalnej warstwy węzła chłonnego oraz rozpoczynają szereg zjawisk pro
wadzących do selekcji limfocytów T specyficznych dla antygenu i uwalniania właś
ciwych sobie cytokin: IFN-y i IL-12. Dostarczanie DC modyfikowanych genetycznie 
cząsteczkami zwiększającymi ich miejscowe przeżycie i umiejętność wywoływania 
odpowiedzi, w miejsce antygenu nowotworowego, może prowadzić do ominięcia 
upośledzonych w mikrośrodowisku nowotworu wymagań ich selektywnej rekrutacji i 
miejscowej aktywacji.

Niemodyfikowane DC mogą produkować IL-12, ale tylko po interakcji cząsteczek 
CD40 i MHC klasy II z odpowiednimi cząsteczkami na limfocytach T. Stosowanie 
DC modyfikowanych genetycznie genami dla IL-12 wydaje się być wskazanym 
kierunkiem w terapii nowotworów. Pozwala on ominąć szereg trudności związanych 
ze stosowaniem innych szczepionek z komórek dendry tycznych. Przeszkodą dla strategii 
obejmujących „karmienie” DC syntetycznymi antygenami nowotworowymi lub 
wprowadzanie do nich DNA kodującego te antygeny jest fakt, że rozpoznawane przez 
limfocyty T epitopy antygenów nowotworowych zostały poznane tylko dla niewielu 
ludzkich nowotworów. N atom iast „karm ien ie” DC m ieszan iną  peptydów 
nowotworowych, lizatami komórkowymi bądź RNA napotyka problemy związane z 
preparacją próbek z ludzkich nowotworów litych. Stała produkcja IL-12 przez DC w 
połączeniu z ich m ożliw ościam i przejm ow ania i przetw arzania antygenów 
nowotworowych, migracji do węzłów chłonnych i indukcji efektywnej odpowiedzi 
immunologicznej powoduje, że stają się one skuteczniejsze niż nieprofesjonalne komórki 
prezentujące antygen [55].

Wykazano, że IL-12 wspólnie z DC wzmaga odpowiedź CTL in vitro [9]. Tuting i 
wsp. [79] wykazali, że ludzkie DC kotransfekowane metodą „wstrzeliwania” plazmidów 
(gene gun) dla antygenu nowotworowego i IL-12 wzmagały także specyficzną dla 
antygenu odpowiedź CTL in vivo. Na DC transdukowanych retrowirusowo genami 
dla IL-12 zaobserwowano zwiększoną liczbę cząsteczek MHC klasy I i II, praw
dopodobnie częściowo dzięki aktywności samej IL-12, a bardziej prawdopodobnie 
dzięki wzrostowi produkcji IFN-y przez limfocyty T i NK. Efektywność trans
dukowanych DC może częściowo tłumaczyć fakt, że IL-12 działa bezpośrednio na 
DC promując lokalizację jądrową czynnika NF-kB, a także stymuluje DC do naturalnej 
produkcji tej cytokiny [55] (ryc. 2).

Obok zmian fenotypowych DC, ważny wpływ na odpowiedź przeciwnowotworo wą 
może mieć nadekspresja IL-12 przez DC w miejscu nowotworu lub alternatywnie, we 
wtórnych ośrodkach limfatycznych. Wykazano, że DC z wprowadzonym genem dla 
IL-12 mogą wywierać silniejszy efekt przeciwnowotworowy niż podobnie mody
fikowane fibroblasty [55,27], wstrzykiwane doguzowo wektory adenowirusowe
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R Y C IN A  2. D C  tran sd u k o w an e  g en em  d la  IL -12 w y k a z u ją  zw ięk szo n ą  ek sp res ję  cząs teczek  M H C  
k lasy  I i II. P ra w d o p o d o b n ie  w p ły w a  na to  w zro st po z io m u  IFN -y w y d z ie lan eg o  p rzez  lim fo cy ty  T  i 
k om órk i N K  po d  w p ły w em  IL -12 , a być m oże tak że  ak ty w n o ść  sam ej IL -12 . IL -12 d zia ła  rów n ież  
b ezp o śre d n io  na  D C p o w o d u jąc  a k ty w a c ję  o raz  p rzem ieszc zen ie  do  ją d ra  c zy n n ik a  tran sk ry p cy jn eg o  
N F -k B, a także  s ty m u lu je  D C  do  n a tu ra ln e j p rodukcji tej cy to k in y

kodujące IL-12 [27] lub nietransdukowane DC [55], silniej pobudzając odpowiedź 
typu T hl. M odyfikacja genetyczna nie upośledzała zdolności migracji DC do 
regionalnych węzłów chłonnych. Wykazano ich systemową terapeutyczną aktywność 
przeciwnowotworową [55,46]. W efektach terapeutycznych pośredniczyły jednak tylko 
syngeniczne, lecz nie allogeniczne DC, co wskazuje, że wymagane były kompatybilne 
cząsteczki prezentujące antygen [46]. Szczepionki z modyfikowanych genetycznie DC 
były skuteczne także w leczeniu nowotworów mało immunogennych [3,69]. Wpro
wadzenie genu dla IL-12 do DC pozwala również wzmocnić efekt terapeutyczny 
szczepionek złożonych z komórek dendrytycznych z wprowadzonym genem dla 
antygenu nowotworowego. Chen i wsp. [18] wykazali korzystny wpływ terapeutyczny 
kotransdukcji DC genami IL-12 oraz ErbB-2/neu, potencjalnie immunogennego 
onkogenu związanego ze złym rokowaniem u pacjentów z rakiem sutka.

2.3. Fibroblasty modyfikowane genem dla IL -12

Już w 1994 roku Tahara i wsp. [73] wykazali skuteczność terapii nowotworów 
przy pomocy fibroblastów modyfikowanych genetycznie genem dla IL-12. Strategia
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ta ma pozwolić na ominięcie szeregu problemów związanych z modyfikacją genetyczną 
komórek nowotworowych. W przeciwieństwie do komórek nowotworowych, fibro- 
blasty bardzo łatwo mogą zostać pobrane od pacjenta, np. z materiału biopsyjnego, 
fragmentów usuwanych chirurgicznie tkanek lub po prostu ze skóry. Za pomocą prostych 
technik można wyodrębnić je spośród towarzyszących komórek, a w hodowli namnażają 
się szybko. Mogą również wydzielać cytokiny, jak IL-6, TNF-a lub GM-CSF, poten
cjalnie wykazujące synergizm z cytokiną kodowaną przez wprowadzony gen [85]. 
Wykazano, że fibroblasty z wprowadzonym genem wydzielają większe ilości cytokiny 
niż komórki nowotworowe modyfikowane w ten sam sposób [66]. Jednocześnie, terapia 
ta wydaje się być bezpieczna. W dotychczasowych badaniach nie wykazano jej efek
tów toksycznych. Fibroblasty mają niski potencjał migracyjny i nie tworzą guza w 
miejscu wstrzyknięcia [66]. Zauważono, że nie naciekają tkanek i nie migrują do płuc. 
Być może, nie wymagają więc napromieniowania przed podaniem. Nienapromieniane, 
syngeniczne fibroblasty przeżywają w przestrzeni otrzewnowej do 30 dni [66]. Fakt, 
że zanikają stopniowo, pozwalając na długotrwałą ekspresję transgenu, ma przemawiać 
za ich podawaniem w tej formie. Chcąc zabezpieczyć się przed ewentualnymi skutkami 
ubocznymi, można modyfikować je genami samobójczymi, pozwalającymi kontrolować 
ich żywotność. Jednak w badaniach prowadzonych przez Zitvogel i wsp. [85], 
napromieniowanie fibroblastów nie zmniejszało ich skuteczności in vivo.

Podobnie jak w przypadku modyfikowanych komórek nowotworowych, doś
wiadczalnie stosuje się fibroblasty allogeniczne lub syngeniczne. Aruga i wsp. [4] 
wykazali wyższość fibroblastów syngenicznych posługując się modelem, w którym 
komórki te wydzielały GM-CSF. Badania nad szczepionką złożoną z fibroblastów 
wydzielających IL-12, prowadzone przez Zitvogel i wsp. [85], nie wykazały różnic w 
skuteczności fibroblastów autogenicznych i syngenicznych, a w obu przypadkach 
uzyskano znaczne zahamowanie wzrostu nowotworu.

Zitvogel i wsp. [85] udowodnili jako pierwsi, że fibroblasty wydzielające IL-12 
mogą efektywnie leczyć zwierzęta nawet z dużym, zaawansowanym nowotworem in 
situ (podawane w 8. dniu) lub też nowotworem w miejscu dystalnym oraz jego 
przerzutami. Z ich badań wynika, że efekt przeciwnowotworowy fibroblastów 
modyfikowanych genem dla IL-12 jest głównie skutkiem systemowego oddziaływania 
aktywnej biologicznie IL-12. Wykazano bowiem, że skuteczność fibroblastów podanych 
w miejscu dystalnym do nowotworu nie była mniejsza niż przy ich podaniu doguzowym, 
choć w tym drugim przypadku efekty były obserwowane znacznie szybciej. Sugeruje 
się, że 1L-12 dostarczana przez fibroblasty w miejscu guza może współdziałać z innymi 
cytokinami produkowanymi w miejscu nowotworu i/lub aktywować wcześniej 
promowane limfocyty naciekające nowotwór (TIL). W przypadku mało immunogennych 
nowotworów leczonych za pomocą doguzowego podania modyfikowanych fibroblastów, 
całkowite wyleczenie z nowotworu osiągnięto dopiero po modyfikacji jego komórek 
genem dla cząsteczki kostymulującej B7.1. Efekt przeciwprzerzutowy wzmocniono 
podając równocześnie systemowo niskie dawki IL-2.

Sanches i wsp. [66] oraz Matsumoto i wsp. [43] wykorzystali fibroblasty wy
dzielające IL-12 w celu ochrony przed wznowąi przerzutami po resekcji pierwotnych
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nowotworów, w modelu eksperymentalnym. Fibroblasty, podane i.p. myszom z rakiem 
jajnika rozsianym do jamy otrzewnej, pozwoliły przedłużyć życie myszy oraz zmniejszyć 
masę nowotworową na przeponie [66]. Zastosowano w tym przypadku fibroblasty 
wyizolowane z materiału biopsyjnego raka jajnika. Natomiast szczepionka z mieszaniny 
modyfikowanych fibroblastów oraz napromienionych komórek nowotworowych 
zapobiegła nawrotowi choroby po resekcji gruczolakoraka jelita grubego [43].

Fibroblasty wydzielające IL-12 zostały już zastosowane w leczeniu nowotworów 
ludzkich. Kang i wsp. [35] przeprowadzili badania I fazy, podając fibroblasty około- 
guzowo u pacjentów z rozsianym czerniakiem. Zaobserwowano wpływ na odporność 
systemową jak również skutki miejscowe. Leczeniu nie towarzyszyły znaczące klini
cznie efekty toksyczne. W części przypadków guzy, także położone dystalnie, uległy 
zmniejszeniu, czemu towarzyszyła ich martwica krwotoczna.

2.4. Inne komórki modyfikowane genem dla IL-12

Gautam i wsp. [28] zaproponowali dostarczanie IL-12 do szpiku kostnego w 
uzupełniającym leczeniu białaczki za pomocą modyfikowanych genetycznie hema- 
topoetycznych komórek progenitorowych. Wykazywały się one stałą ekspresją 
transgenu, po podaniu myszom gwałtownie zwiększały produkcję IFN-y, a także 
wzmagały właściwości cytotoksyczne splenocytów i komórek szpiku. Za pomocą tej 
metody wyleczono 40% myszy chorych na białaczkę.

3. TRANSFER GENU DLA IL-12 IN VIVO

Ex vivo, w celu modyfikacji komórek nowotworowych genem dla IL-12 używa się 
najczęściej wektorów retrowirusowych. Zapewniają one bowiem długotrwałą ekspresję 
transgenu, integrując się do chromosomów dzielących się komórek [49]. Jednak terapia 
obejmująca wprowadzanie genów ex vivo stwarza liczne problemy związane z 
kosztownym i czasochłonnym przygotowywaniem komórek szczepionkowych auto- 
logicznych oraz niepewną skutecznością wystandaryzowanych linii allogenicznych.

Postępy inżynierii genetycznej pozwoliły badaczom na podjęcie prób wprowadzania 
do komórek nowotworowych lub innych tkanek genu dla IL-12 in vivo. Tak jak w 
przypadku innych genów, metody wprowadzania genu dla IL-12 możemy podzielić na 
niewirusowe i wirusowe.

3.1. W irusowe metody transferu genu dla IL-12

Wektory retrowirusowe, choć zapewniają efektywny transfer genów ex vivo, nie 
są używane w terapii in vivo, głównie ze względu bezpieczeństwa, jak również 
niestabilności w tych warunkach [49]. Najczęściej używanym przez badaczy wektorem 
są adenowirusy, zapewniające wysoką efektywność in vivo, możliwość masowej 
produkcji, a także modyfikacji ich tropizmu oraz zastosowania bezpiecznych, re
plikujących się w organizmie wektorów [49].
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Bezpośrednie podanie wektorów adenowirusowych przenoszących gen dla IL-12 
w miejsce przerzutów wątrobowych raka jelita grubego pozwoliło na wydłużenie czasu 
przeżycia myszy [15]. Siders i wsp. [70] wykorzystali fakt, że wątroba jest pierwotnym 
miejscem infekcji po podaniu i.v. adenowirusów, do leczenia przerzutów wątrobowych 
raka nerki. Dożylne podanie nośnika genu dla IL-12 pozwoliło znacznie zmniejszyć 
liczbę tych przerzutów. Podobnie, zastosowanie adenowirusów, przenoszących gen 
IL-12 w miejscu guza, zahamowało wzrost raka prostaty oraz proces tworzenia się 
przerzutów do płuc [54].

Podejmuje się również liczne próby mające zwiększyć skuteczność terapii adeno- 
wirusowym nośnikiem genu dla IL-12. W tym celu Addison i wsp. [1] podawali 
równolegle, doguzowo adenowirusa przenoszącego gen dla IL-2. Uzyskali znacznie 
większą liczbę regresji zarówno nastrzykiwanych nowotworów, jak również zmian 
dystalnych w porównaniu do transferu samej IL-12. IP-10 oraz MIG sąchemokinami 
należącymi do rodziny CXC. Wykazują one działanie chemotaktyczne, jak również 
ham ują angiogenezę. Na m odelu raka nerki w ykazano, że aktyw ność 
przeciwnowotworowa IL-12 w dużym stopniu zależy od indukcji produkcji tych 
chemokin [77]. Palmer i wsp. [57] udowodnili, że doguzowe podanie wektorów 
adenowirusowych przenoszących geny dla chemokin IP-10 lub MIG (AdIP-10, 
AdMIG) w połączeniu z wektorami zawierającymi gen dla IL-12 (AdIL-12) daje efekt 
synergistyczny, prowadząc do regresji nowotworów. Jednocześnie, kombinacja AdlL- 
12 z AdIP-10 odznaczała się znacznie większą skutecznością. Także w badaniach 
prowadzonych przez Narvaiza i wsp. [53], terapia AdlP-10 synergizowała z AdlL-12, 
powodując całkowite wyleczenie z nowotworów nastrzykiwanych oraz dystalnych.

Część badaczy postanowiła zwiększyć skutki terapeutyczne adenowirusowego 
transferu genu kodującego IL-12 za pomocą wektorów adenowirusowych przenoszących 
równocześnie geny cząsteczek kostymulujących. Hull i wsp. [34] uzyskali znacznie 
lepsze efekty lecznicze podając doguzowo AdIL-12/B7.1 niż wówczas, gdy podawano 
tylko AdIL-12 [54]. 4-1BB jest cząsteczką kostymulującą, obecną na powierzchni 
aktywowanych limfocytów T, a jej interakcja z naturalnym ligandem (4-1BBL) wzmaga 
odporność zależną od limfocytów T. Martinet i wsp. [42] zastosowali wektor AdlL- 
12/4-1BB w celu leczenia przerzutów wątrobowych raka jelita grubego. Wówczas 
znacznie wzrosła przeżywalność myszy, a także pobudzono systemową odporność 
przeciwko następczej zmianie nowotworowej. Nie zaobserwowano tego efektu przy 
podawaniu wektora AdlL-12.

Mazzolini i wsp. [44] wykazali natomiast synergizm terapii genowej genem dla IL- 
12 z terapią adoptywną, zarówno na etapie indukcji jak też w fazie efektorowej 
odpowiedzi limfocytów cytotoksycznych (CTL). Terapia za pomocąCTL uzyskanych 
od myszy, których guzy nowotworowe nastrzykiwane były wektorem adenowirusowym, 
przenoszącym geny dla IL-12 (A dlL-12), pozwoliła wyleczyć małe, wewnątrz- 
wątrobowe ogniska przerzutowe raka jelita grubego. W innym doświadczeniu, transfer 
CTL w połączeniu z doguzowym podaniem AdlL-12 wywierał efekt synergistyczny 
przeciwko dużym podskórnym zmianom nowotworowym także, gdy AdlL-12 podawane 
były w dawkach suboptymalnych. Najprawdopodobniej lokalne wydzielanie IL-12
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wpływało na cząsteczki adhezyjne na komórkach śródbłonka naczyń nowotworu, co 
umożliwiło łatwiejsze naciekanie zmienionej tkanki przez podawane limfocyty [47].

Innymi wektorami wirusowymi, stosowanymi dotychczas w terapii genem IL-12 
były wirusy Vaccinia (W ). Mają one szereg zalet jako wektor, m.in. dużą pojemność, 
dzięki czemu mogą prowadzić do ekspresji ogromnej liczby genów. Do 40% z 200 
własnych genów W  może zostać zastąpione obcymi. Umożliwia to łączenie w jednym 
wektorze różnych genów terapeutycznych. W  zaraża szerokie spektrum komórek 
nowotworowych ludzkich i mysich, a obce geny zawarte w tym wektorze są poddawane 
wydajnej ekspresji. Meko i wsp. [45] jako pierwsi skonstruowali wektor W  przenoszący 
geny dla IL-12, wykazując jego znaczną aktywność terapeutyczną. Wykorzystując 
powyższe właściwości wirusa W , skonstruowano też wektor przenoszący geny zarówno 
IL-12, cząsteczek kostymulujących B7.1, jak i modelowego antygenu nowotworowego 
[14]. Ich podanie i.v. w znacznym stopniu zahamowało wzrost przerzutów w płucach. 
Dalszą poprawę osiągnięto podając równocześnie systemowo IL-12.

Benett i wsp. [8] postanowili połączyć terapię genem dla IL-12 z właściwościami 
onkolitycznymi wirusa opryszczki (HSV). W tym celu stworzono wektor HSV/IL-12. 
Wykazano, że same wektory HSV podawane w wysokich dawkach mają silny potencjał 
onkolityczny i niszczą komórki nowotworowe. Dodatkowa ekspresja IL-12 pozwala 
na obniżenie dawek wirusa w terapii wirusowej, bez utraty aktywności przeciw- 
nowotworowej.

3.2. Niewirusowy transfer genu dla IL -12

Spośród niewirusowych metod transferu genu kodującego IL-12, najprostszą metodą 
wydaje się być podawanie szczepionki DNA, czyli wolnego plazmidu zawierającego 
ten gen. Już w 1990 r. Wolff i wsp. [81] bezpośrednio wstrzyknęli do mięśni szkie
letowych i sercowego u myszy wolny plazmid DNA, przenoszący gen znacznikowy. 
Następnie, zaobserwowali jego efektywną ekspresję w tych tkankach. Także wielu 
innych badaczy potwierdziło, że niektóre tkanki mogą przejmować i wykazywać 
ekspresję wolnego plazmidu DNA po jego bezpośrednim wstrzyknięciu. W 1996 r. 
Yang i wsp. [82] wprowadzili bezpośrednio plazmid DNA do komórek rosnącego 
nowotworu. W badanym modelu transgen zmniejszał swoją ekspresję w komórkach 
nowotworowych po 5 dniach, to jest znacznie szybciej niż w komórkach mięśnia 
szkieletowego -  odpowiednio po 19 miesiącach [80], prawdopodobnie ze względu na 
większą stabilność w komórkach niedzielących się. Jednak poziom ekspresji transgenu 
różni się znacznie pomiędzy różnymi nowotworami. Powstało wiele prac dotyczących 
terapii nowotworów za pomocą plazmidów DNA przenoszących gen dla IL-12. 
Plazmidy podawane były domięśniowo, do komórek skóry lub bezpośrednio w miejsce 
rosnącego nowotworu.

3.2.1. Niewirusowy transfer genu dla IL-12 do mięśnia szkieletowego
Mięsień szkieletowy jest tkanką atrakcyjną dla strategii wprowadzania genów, 

ponieważ charakteryzuje się dużą masą, ma duże zdolności syntezy białek, jest łatwo 
osiągalny przez wstrzyknięcie i.m. oraz może przejmować plazmid po jego wstrzy
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knięciu. W doświadczeniu Schultza i wsp. [68], po domięśniowym wstrzyknięciu DNA 
kodującego IL-12, przeciwprzerzutowy potencjał tej cytokiny utrzymywał się przez 
ponad miesiąc, z najwyższymi jej stężeniami w 20. dniu od rozpoczęcia terapii. Aby 
zwiększyć efektywność transferu nagiego DNA dla IL-12 do mięśni, Hanna i wsp. 
[32] posłużyli się elektroporacją. Jest to wysoce efektywna metoda, działająca przez 
przejściowe tworzenie porów w błonie komórkowej, przez które plazmid może dostać 
się do komórki.

3.2.2. Niewirusowy transfer genu dla IL-12 do skóry 
Inni badacze wykorzystali możliwość transferu genów do komórek skóry. Fakt, że 

podlegają one intensywnej wymianie, umożliwia jedynie przejściową obecność i 
ekspresję transgenu, co znacznie zmniejsza ryzyko tej terapii. Tan i wsp. [75] wykazali, 
że wstrzyknięcie plazmidu DNA kodującego IL-12 do skóry indukuję systemową 
odpowiedź immunologiczną charakterystyczną dla IL-12, włączając efekty przeciw- 
nowotworowe. Rakhmilevich i wsp. [61] posługiwali się metodą „wstrzeliwania” DNA, 
aby zwiększyć efektywność transfekcji. Polega ona na dostarczaniu genów do wnętrza 
wybranych komórek „wstrzeliwując” cząstki złota oplaszczone fragmentami DNA. 
Używając submikrogramowe ilości DNA, metodą „wstrzeliwania” DNA można 
wprowadzać do wnętrza komórek tysiące kopii genu, czego wynikiem jest wysoka 
ekspresja transgenu. Przy użyciu tej metody wprowadzano gen dla IL-12 do skóry 
pokrywającej guzy nowotworowe. Osiągano całkowite regresje leczonych w ten sposób 
nowotworów, a strategia ta, połączona z resekcją guza macierzystego, znacznie 
hamowała powstawanie systemowych przerzutów. Efekt leczniczy w stosunku do 
rosnących nowotworów zależał jednak od ich typu. Nie zaobserwowano go np. w 
słabo immunogennym nowotworze 4T1 [59], jakkolwiek wykazano w tym przypadku 
efekt przeciwprzerzutowy. Udowodniono jednocześnie, że o ile w leczeniu zmian 
miejscowych pożądane było wprowadzanie genów w pokrywającą je skórę, to efekt 
przeciwprzerzutowy wywierała także modyfikacja skóry genem dla IL-12 w miejscu 
dystalnym [56]. Rakhmilevich i wsp. [60] udowodnili jednocześnie, że podobne efekty 
co przy terapii miejscowej przy pomocy „wstrzeliwania” DNA można osiągnąć podając 
systemowo wysokie dawki IL-12, lecz towarzyszy temu znaczna toksyczność.

3.2.3. Niewirusowy transfer genu dla IL-12 do tkanki nowotworowej 
Inne strategie obejmują nie wirusowe dostarczanie genu dla IL-12 bezpośrednio do 

komórek rosnącego nowotworu. Nagie DNA dla IL-12 było wprowadzane m.in. do 
guza Renca [12], osiągając umiarkowany efekt leczniczy. Za to, bezpośredni transfer 
tych genów do przerzutów czerniaka na modelu koni (rasy ,gray horses”), powodował 
widoczną regresję zmian [33]. Song i wsp. [71] wykorzystali wolny plazmid zawierający 
gen dla IL-12 w celu wzmocnienia efektów szczepionki DNA, kodującej antygen 
nowotworowy CEA, osiągając znaczną poprawę.

Mendiratta i wsp. [48], w celu wprowadzenia genu dla IL-12 do komórek nowo
tworowych in vivo, wykorzystali metodę „polymeric, interactive, non-condensing” 
(PINC) dostarczania genów, o której było wiadomo, że zapewnia wyższy poziom
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ekspresji genu w mięśniach niż same plazmidy DNA. Stwierdzili, że ten sposób terapii 
jest dobrze tolerowany i powoduje powstanie silnej odpowiedzi przeciwko rosnącym 
nowotworom, prowadząc do ich remisji oraz chroniąc przed wzrostem podanych 
następczo komórek.

W ostatnim czasie zastosowano bardzo ciekawe podejście terapeutyczne, w którym 
gen dla IL-12 podawany był doustnie [83]. Wykorzystano w nim jako nośnik genów 
żywe, atenuowane bakterie Salmonella typhimurium. Po podaniu doustnym, bakterie 
te mogą penetrować epitelialne komórki M, wnikając do kępek Peyera. Podczas 
zachodzącej tam fagocytozy bakterii, plazmid zawierający gen dla IL-12 jest uwalniany 
do cytoplazmy oraz integrowany w jądrze. Może to prowadzić do ekspresji genu dla 
IL-12 w komórkach takich narządów, jak: wątroba, śledziona, jelito, nerki oraz w 
nowotworze. Terapia ta pozwoliła zabezpieczyć badane zwierzęta przed wzrostem 
dwóch różnych linii nowotworowych. Wyniki wskazują że może być ona prostą 
efektywną i bezpieczną strategią w walce z nowotworami.

4. PODSUMOWANIE

Terapia genowa nowotworów przy pomocy genu dla IL-12 okazała się metodą 
wysoce efektywną na modelu zwierzęcym. Podjęte zostały więc pierwsze próby 
kliniczne. W 1998 r. ukazały się wyniki I fazy próby klinicznej dotyczącej terapii za 
pomocą szczepionki z autologicznych komórek czerniaka modyfikowanych genami 
dla IL-12. Nawet w grupie terminalnie chorych pacjentów szczepionka indukowała 
mechanizmy immunologiczne, które mogą być interpretowane jako istotne w odpowiedzi 
przeciwnowotworowej, nie powodując jednocześnie istotnych działań toksycznych [72]. 
Podobne efekty zaobserwowano w opisanych wcześniej badaniach fazy I, obejmujących 
zastosowanie modyfikowanych genetycznie fibroblastów zawierających gen dla IL- 
12 [35]. Aktualnie, planuje się także rozpoczęcie I fazy badań nad doguzowym 
podawaniem genu dla IL-12 u pacjentów ze spontanicznymi przerzutami nowo
tworowymi do skóry. Dzięki licznym strategiom mającym na celu wzmożenie 
skuteczności tego kierunku terapii genowej można oczekiwać, że zwiększy ona 
skuteczność leczenia wielu nowotworów u człowieka.
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ROLA BIAŁEK Z RODZINY RcI/NFkB/IkB 
W  PATOGENEZIE NO W O TW O RÓ W

THE ROLE OF RcI/NFkB/IkB PROTEINS 
IN THE PATHOGENESIS OF CANCER 

Andrzej DEPTAŁA1, Daria NURZYŃSKA1, Zbigniew DARŻYNKIEWICZ2, 
Wiesław Wiktor JĘDRZEJCZAK1 

1 Katedra i Klinika Hematologii, Onkologii i Chorób Wewnętrznych AM, 
Warszawa. 

2Brander Cancer Research Institute, New York Medical College, Hawthorne, NY.

Streszczenie; Rodzina białek transkrypcyjnych Rei/ NFkB/IkB pełni ważną rolę w regulacji szeregu 
procesów związanych z odpowiedzią immunologiczną i zapalną oraz w kontroli wzrostu komórek pra
widłowych i nowotworowych. W prezentowanej pracy poglądowej przedstawiono budowę białek 
Rel/NFKB/lKB, mechanizmy ich działania, znaczenie fizjologiczne oraz omówiono ich rolę w patoge
nezie nowotworów indukowanych retrowirusami i w rozwoju innych ludzkich nowotworów, głównie 
białaczek i chłoniaków. Przedstawiono też metody przeciwdziałania zaburzeniom aktywności białek 
tej rodziny prowadzących do nowotworzenia.

Słowa kluczowe: czynniki transkrypcyjne, Rel/NFKB, białka IkB, transformacja nowotworowa.

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

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

Wykaz skrótów : ASFV (African swine fever virus) -  wirus afrykańskiej gorączki u świń, ATL (Adult T- 
cell leukemia/lymphoma) -  białaczka/chłoniak z kom. B dorosłych, DLLC (diffuse large lymphomas cell) 
-  rozlany chłoniak z dużych komórek, EBV -  wirus Epsteina-Barr, EBN A (Epstein-Barr nuclear antigen 
1) -an tygen  jądrowy wirusa EBV, G-CSF (granulocyte colony stimulating factor) -  czynnik stymulują
cy powstawanie kolonii granulocytów, GM-CSF (granulocyte/macrophage colony stimulating factor) -  
czynik stymulujący powstawanie kolonii granulocytów i makrofagów, HBV -  wirus zapalenia wątroby 
typu B, HTLV-I (Human T-cell lymphotropic virus I) -  ludzki wirus T-limfocytotropowy, ICAM
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(intercellular cell adhesion molecule) -  cząsteczka adhezji międzykomórkowej, IKK (IkBo. kinase) -  
kinaza białka IkBcc, IL -  interleukina, IL-2R -  receptor dla interleukiny 2, INF -  interferon, LMP-1 
(latent membrane protein 1) -  powolne białko błonowe 1, LPS -  lipopolisacharydy, MHC (major 
histocompatibility complex) -  główny układ zgodności tkankowej, NF-ATp (preformed nuclear factor o f  
activated T-cells) -  preformowany czynnik transkrypcyjny aktywowanych limfocytów T, NLS (nuc
lear translocation signal) -  sekwencja odpowiedzialna za translokację do jądra komórkowego, PBL-B -  
przewlekła białaczka limfatyczna z kom. B, RHD (Rei Homology Domain) -  homologiczna sekwencja 
rodziny białek Rei, TA (transcription activation domain) -  sekwencja odpowiedzialna za aktywację 
transkrypcji, TGF (transforming growth factor) -  transformujący czynnik wzrostu, TNF (tumor necro
sis factor) -  czynnik martwicy nowotworów, TRAF (TNF - Tumor necrosis factor -  Receptor Associated 
Factor) -  czynnik związany z receptorem dla TNF, u-PA -  aktywator plazminogenu typu urokinazy, 
VCAM (vascular cell adhesion molecule) -  cząsteczka adhezji komórkowej naczyń.

WSTĘP

Zdolność do przetrwania w przyrodzie wymaga od wszystkich istot żywych 
umiejętności dynamicznego reagowania na stale zmieniające się warunki otoczenia. 
Organizmy eukariotyczne rozwinęły w toku ewolucji złożone mechanizmy odpowiedzi 
obronnej na stres, uszkodzenia mechaniczne i zakażenia różnymi patogenami. Na 
poziomie genetycznym odpowiedź ta polega na kontrolowanej przez różne czynniki 
transkrypcyjne indukcji ekspresji genów specyficznych dla danego czynnika 
pobudzającego.

Do najważniejszych z tych czynników obecnych w komórkach eukariota, które 
biorą udział w regulacji procesów związanych z natychmiastową odpowiedzią 
immunologiczną i zapalną zalicza się rodzinę białek Rel/NFKB/lKB. Prowadzone 
badania, szczególnie intensywnie od roku 1986, w znacznym stopniu wyjaśniły 
molekularne mechanizmy, za pomocą których białka te regulują wymienione procesy 
[1]. Oprócz wpływu na procesy odpornościowe i zapalne, białka Rel/NFKB/lKB 
zaangażowane są w modulowanie proliferacji oraz umierania komórek prawidłowych 
i nowotworowych. Jednakże rola tych białek w tym zakresie jest jeszcze niedostatecznie 
poznana. Artykuł ten ma za zadanie przybliżyć aktualny stan wiedzy na temat budowy 
i funkcji białek z rodziny Rel/NFKB/lKB oraz ich roli w patogenezie nowotworów.

BUDOWA I FUNKCJA BIOLOGICZNA BIAŁEK 
Rel/NFKB/lKB

Nazwa tych białek wywodzi się od odkrycia dwójki badaczy, Sen i Baltimore, którzy 
w 1986 r. po raz pierwszy opisali czynnik jądrowy {nuclearfactor- NF), wiążący się 
z promotorem genu dla łańcucha kappa immunoglobulin w limfocytach B (kB). W 
wyniku intensywnych badań prowadzonych w ostatnich kilkunastu latach poznano u
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ssaków dziesięć czynników, które zaliczono do wspólnej rodziny białek transkrypcyjnych 
typu NFkB. Wśród tych białek pięć pełni rolę regulatorów (Rel/NFKB) procesów 
transkrypcyjnych, a drugie pięć ma właściwości inhibitorowe (IkB). Są to odpowiednio: 
p50/p 105 (określany także jako NFkB 1), p52/p 100 (czyli NFkB2), c-Rel (Rei), RelA 
(p65) i RelB oraz iKBa, iKBb, iKBg (p 105), iKBd (pl 00) i Bcl-3. Do tej rodziny 
dołączono odkryte ostatnio dwa inne białka, o nieznanej dostatecznie funkcji, które 
nazwano iKBe i IkBR [1,2, 34].

Każde z białek Rel/NFKB zawiera homologiczną domenę RHD {Rei Homology 
Domain), zbudowaną z ok. 300 aminokwasów, znajdującą się w N-końcowym odcinku 
łańcucha peptydowego. RHD jest odpowiedzialna za tworzenie dimerów, umożliwianie 
wnikania do jądra komórkowego i przyłączanie się cząsteczki do odpowiedniej sekwencji 
DNA. W końcowym odcinku RHD zlokalizowana jest sekwencja określana ze względu 
na swoją funkcję jako NLS {nuclear location signal), będąca miejscem przyłączenia 
białka IkB w jądrze komórkowym [2, 27].

Podrodzinę białek Rel/NFKB można podzielić na 2 klasy, różniące się sekwencjami 
w odcinku C-końcowym. Białka pierwszej klasy, do której należą p50/pl05 i p52/ 
plOO, są syntetyzowane jako białka prekursorowe (p 105 i plOO). Charakterystyczną 
cechą budowy tworzącego je łańcucha aminokwasowego jest istnienie wielu powtórzeń 
ankirynowych w odcinku C-końcowym. W wyniku proteolizy tych odcinków powstają 
formy ostateczne (odpowiednio p50, p52), które zachowują fragment RHD i mają 
zdolność do łączenia się z DNA. Białka należące do drugiej klasy, tzn. c-Rel, RelA 
(p65), RelB, nie ulegają pierwotnej obróbce proteolitycznej, a w ich C-końcowym 
odcinku znajduje się sekwencja odpowiedzialna za aktywację transkrypcji cząsteczki 
DNA (TA, transcription activation domain) [2, 9, 16, 17].

Białka obydwu tych podklas łączą się w dimery, stając się aktywnymi czynnikami 
regulującymi transkrypcję odpowiednich odcinków DNA. W warunkach fizjologicznych 
funkcję tę spełniają heterodimery. Heterodimery różniące się podjednostkami, nawet 
podobnymi strukturalnie (np. p50/p65 i p52/p65), mogą wywierać różny efekt 
biologiczny poprzez regulowanie ekspresji genów w odmienny sposób (np. poprzez 
wiązanie się z różnymi fragmentami promotorowymi) bądź też aktywowanie różnych 
genów (np. p50/p65 aktywuje gen receptora interleukiny 2 -  IL-2R, podczas gdy p52/ 
p65 nie ma takiej aktywności, mimo że może wiązać się z promotorem genu IL-2R). 
Różna jest ponadto kinetyka procesów związanych z translokacją różnych hetero- 
dimerów do jądra komórkowego (np. p50/p65 przenika do jego wnętrza znacznie 
szybciej niż p50/c-Rel, którego szczytowe stężenie w jądrze komórkowym obserwowane 
jest dopiero po kilku godzinach od zadziałania bodźca), co może mieć istotne znaczenie 
w regulacji transkrypcji genów z udziałem białek rodziny Rel/NFKB. Homodimery 
(np. p50/p50) na ogół nie mają fizjologicznie funkcji regulatorowych białek 
transkrypcyjnych, a niektóre z nich mogą pełnić funkcje represorowe [2, 9,27].

Białka inhibitorowe IkB łączą się z białkami Rel/NFKB i w ten sposób wpływają na 
ich aktywność. Różne IkB wykazują odmienne powinowactwo do dimerów Rel/NFKB 
(np. iKBa wiąże się preferencyjnie z kompleksami zawierającymi c-Rel i RelA). 
Oddziaływania pomiędzy tymi grupami poznano najlepiej na przykładzie NFkB (czyli
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p50/p65) i iKBa. W utworzonym kompleksie iKBa blokuje sekwencję NLS i zatrzymuje 
aktywne dimery p50/p65 w cytoplazmie, tworząc w ten sposób ich pulę rezerwową 
oraz hamuje wiązanie NFkB z  DNA w obrębie jądra komórkowego (poprzez interakcję 
z sekwencją RHD odpowiedzialną za łączenie z DNA), nie dopuszczając do 
zainicjowania transkrypcji [28]. Wszystkie IkB zawierają również kopie ankirynowe, 
które są niezbędne dla interakcji z fragmentami NLS w obrębie RFID białek Rel/NFKB 
[27,31,34].

Białka p 105 i p 100 również mają zdolność wiązania podjednostek Rei w cytoplazmie 
i blokowania ich translokacji i interakcji z DNA, dlatego część badaczy zalicza je 
także do grupy białek IkB (C-końcowy odcinek białka p 105 określany jest jako iKBg, 
a białka p 100 jako iKBd). Oznacza to, że są one nie tylko białkami prekursorowymi 
dla regulatorowych czynników transkrypcyjnych, ale mają również funkcje inhibitorowe 
[2, 34].

Wyjątkiem wśród białek IkB jest Bcl-3, które choć jest zaliczane do tej grupy białek 
ze względu na swą budowę, pełni odrębne funkcje. Przyłączenie Bcl-3 do p50 lub p52 
nie tylko nie hamuje ich wejścia do jądra komórkowego, lecz dzięki obecności w 
cząsteczce Bcl-3 sekwencji TA i zdolności do zmiany konformacji dimerów związanych 
z DNA, powoduje indukowanie transkrypcji [2,27].

Dla przejrzystości współczesne nazewnictwo białek Rel/NFKB iKBa opisywanych 
w tym artykule przedstawiono w tabeli 1.

Najlepiej poznanym i powszechnie występującym w komórkach białkiem z rodziny 
Rel/NFKB jest heterodimer p50/p65, określany tradycyjnie mianem NFkB [31]. Dlatego 
w dalszej części artykułu nazwa NFkB będzie stosowana zamiennie z określeniem 
Rel/NFKB.

Należy jednak zaznaczyć, że obecnie każdy dimer należący do rodziny czynników 
transkrypcyjnych Rei /NFkB można określić jako NFkB, jeżeli spełnione są następujące 
warunki:
■ białko to jest zbudowane z dwóch wzajemnie oddziałujących ze sobą monome

rów,
■ białko to ma zdolność wiązania IkB oraz interakcji z DNA.

Na rycinie 1 przedstawiono schematycznie budowę ważniejszych przedstawicieli 
wymienionej rodziny białek.

W warunkach fizjologicznych i przy braku pobudzenia komórki kompleksy p50/ 
p65/lKBa znajdują się w cytoplazmie. Po zadziałaniu na komórkę odpowiednich 
czynników pobudzających (np. TNFa, ILI, LPS, wolne rodniki, mitogeny, niektóre 
wirusy i bakterie itp.) i aktywacji szeregu przekaźników wewnątrzkomórkowych o 
właściwościach kinaz (do których należą m.in. kinazy NIK, M EKK-1, RIP i 
najprawdopodobniej także RAS), dochodzi do fosforylacji reszt serynowych N- 
końcowego odcinka iKBa przez kinazę białkową (IKK, IkB  cc kinase) zależną od 
ubikwityny [2, 14, 29]. Fosforylacja iKBa powoduje przyłączenie ubikwityny do 
sąsiadujących w cząsteczce reszt lizyny i prowadzi do degradacji IkBoc w  proteasomach 
oraz powstania aktywnych heterodimerów NFkB (p50/p65). Następuje odsłonięcie
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T A B ELA  1. Białka z rodziny Rel/NFkB i IkB NLS w P50/P65> co powoduje, ze 
(zm odyfikow ane na podstawie [22]) aktywne heterodimery NFkB wni

kają do jądra komórkowego i inicjują 
transkrypcję odpowiednich genów, 
w tym także genu ikb a , który koduje 
białko IkBoc. N o w o  zsyntetyzowana 
cząsteczka IkBoc usuwa NFkB z  

kompleksów z DNA, powodując 
ponowne magazynowanie NFkB w  

cytoplazmie, aż do następnej ak
tywacji. Do cytoplazmatycznych 
magazynów NFkB należą również 
kompleksy pl05/p65 i pl00/p65. Z 
tych kompleksów, po odpowiedniej 
obróbce enzymatycznej i przetwo
rzeniu w proteasomie, również uwal
nianie są aktywne heterodimery 
NFkB [1,2, 34].

Kompleks NFkB/IkB(3 jest regu
lowany w podobny sposób, ale jego 
aktywacja następuje wolniej [2]. 
Aktywację i regulację działania 
N FkB przedstawiono schem aty
cznie na rycinie 2.

Geny będące pod kontrolą NFkB 
(p50/p65) są zaangażowane głównie 
w procesy odpowiedzi immunolo

gicznej i procesy zapalne. Są to m.in. geny dla: TNFa, TNF(3, IL-2, GM-CSF, G-CSF, 
M-CSF, IFN(3, IFNy, TGF(32, erytropoetyny, MHC I i MHC II, łańcucha lekkiego 
immunoglobulin k, łańcucha (3 receptora limfocytów T, IL-6, IL-8, cząstek adhezyjnych 
VCAM1 i ICAM1, składnika C4 dopełniacza oraz protoonkogenu c-Myc [7, 14, 16, 
21]. NFkB pobudza także syntezę białek Rei, p 105 i IkBoc, tworząc w ten sposób 
swoistą pętlę autoregulacyjną, o której była mowa powyżej. Wszystkie z wymienionych 
genów zawierają miejsca wiązania się z dimerami NFkB, długości około 10 par zasad, 
zwane kB [27]. Bardziej szczegółowe dane dotyczące budowy, regulacji i roli białek z 
rodziny Rel/NFKB/lKB w procesach immunologicznych i zapalnych zostały opisane w 
wielu pozycjach piśmiennictwa [1,2, 14, 17,21,27,29,31,34].

NFkB wydaje się też pełnić rolę głównego modulatora genów kontrolujących wzrost 
i proliferację komórek zarówno prawidłowych, jak i nowotworowych [7, 8,9]. Wbrew 
powszechnie panującym poglądom, komórki nowotworowe często dzielą się wolniej 
niż komórki prawidłowe, jednak w odróżnieniu od tych ostatnich czynią to nie
przerwanie, a ponadto często wykazują przedłużony czas życia, co łącznie prowadzi 
do zwiększania ich liczby. Jednym z głównych czynników odpowiedzialnym za

Białko Inna nazwa Gen

N FkB w komórkach ssaków:

p50 i 
p 105

NFkBI n jkb l

p52 i 
plOO

NFkB2 njkb2

RelA p65 rei a

Re IB I-Rel rei b

Rei c-Rel rei

IkB w komórkach ssaków

IkBoc MADA, pp40, ECI-6 ikb a

iKBp ikb

iKBy C-końcowy fragment p 105 nfkb l

IkB5 C-końcowy fragment plOO nfkb2

Bcl-3 bcl-3
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Białko[Gen kodujący] 

p65(RelA) [relA] 

c-Rel (Rei) [c-rel]

RelB [relB] 

p50 [ n f K b l ] I

p52 [ n f K b 2 ] _

p105 [ n f K b l ] —

p100 [ n k b 2 ]  —

kB a  [ikba]

Ik BP [ i kbb]

kBy (fragment C-końcowy p105) [n k b l ]

Bcl-3 [bcl-3]

Objaśnienia:

Legend:

•MŚiSSł

___________

|  -  Domena homologiczna Rei (Rei Homology Domain)

-  Domena aktywująca transkrypcję (TA, transcription activation domain) 

-  Kopie ankirynowe (Ankyrin Repeats)

R Y C IN A  1. B u d o w a lu d zk ich  b ia łek  z ro d z in y  R el/N FK B /lK B . D om ena R H D  o d p o w ie d z ia ln a  je s t za 
tw orzen ie  d in ie ró w  N F k B (frag m en t C -k o ń co w y  R H D ), translokację  i w iązan ie  s ię  b ia łek  z  o d p o w ied n ią  
se k w e n c ją  D N A  w  o b ręb ie  ją d ra  k o m ó rk o w eg o  o raz  p rzy łączan ie  cząs te c z e k  in h ib ito ro w y c h  Ik B 
(sek w en c ja  N L S  w  o b ręb ie  C -k o ń co w eg o  frag m en tu  R H D ). K opie an k iry n o w e  w  c z ą s teczk ach  Ik B są  
n iezb ęd n e  d la  in terakcji z  frag m en tam i N L S  w  o b ręb ie  R H D  b ia łek  R el/N FK B .

akumulację komórek nowotworowych wydaje się więc być zahamowanie ich 
obumierania w procesie apoptozy. Rzeczywiście, wiele nowotworów wykazuje 
nieprawidłowości genetyczne, które w końcowym efekcie sprzyjają zahamowaniu 
apoptozy i dysregulacji cyklu komórkowego (inaktywacja genów TP53, RB, Bax, 
MTS-1, nadmierna aktywacja Bcl-2 itp.) [7,23]. Wpływ NFkB na wzrost i proliferację 
komórek wyraża się głównie aktywowaniem genów TP53 i c-myc. NFkB działa 
antyapoptotycznie poprzez transaktywację genów białek IAP (IAP -  inhibitor o f  
apoptosis protein) oraz współdziałanie z Bcl-2 [6, 7]. Również własne badania 
dowodzą, że czynnik ten odgrywa kluczową rolę w hamowaniu apoptozy indukowanej 
chemioterapią [4]. Dlatego zaburzenia ekspresji lub regulacji białek Rel/NFKB/lKB 
mogą mieć znaczenie w patogenezie nowotworów.
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R Y C IN A  2. S ch em at ak ty w acji i regu lac ji b ia łek  z  rod z in y  R el/N FK B /lK B . Ś rodek  i część  p raw a: 
ko m pleksy  p 5 0 /p 6 5 /lK B a  zn a jd u ją  się w  cy top lazm ie. Pod w p ływ em  czynn ików  p obudzających  dochodzi 
do  fosfory lac ji Ik B cc przez  k in azę  b ia łkow ą, czego  następstw em  je s t p rzy łączen ie  u b ik w ity n y  i degradacja  
iK B a  w  p ro teaso m ach  p ro w ad ząca  do  p o w stan ia  ak ty w n y ch  h e te ro d im eró w  N F k B (p 5 0 /p 6 5 ), k tó re  
w n ik a ją  do ją d ra  k o m ó rk o w eg o  i in ic ju ją  tran sk ry p c ję  genów . N o w o  zsy n te ty zo w an a  cząs teczk a  iK B a  
u su w a  N F k B  z k o m p lek só w  z D N A , pow o d u jąc  p o n o w n e  m ag azy n o w a n ie  N F kB w  cy to p lazm ie . C zęść 
lew a: k o m p lek sy  p l0 5 /p 6 5  i p l0 0 /p 6 5  także  s ta n o w ią  cy to p lazm a ty czn e  m ag azy n y  N F k B, z  k tó ry ch  
po fosfo ry lac ji, u b ik w ity n ac ji i p rze tw o rzen iu  w  p ro teaso m ie  u w aln ian ie  są  ak ty w n e  h e te ro d im ery

W dalszej części artykułu omówiona zostanie rola tych białek w patogenezie 
nowotworów indukowanych przez wirusy oraz nowotworów niezwiązanych z 
zakażeniem wirusowym.

Jedynym czynnikiem transkrypcyjnym z rodziny białek Rei w pełni onkogennym, 
zarówno in vivo jak i in vitro, jest v-Rel, onkoproteina kodowana przez ptasiego 
retrowirusa o nazwie Rev-T. Rev-T wstrzyknięty dootrzewnowo kurczakom indukuje 
powstawanie chłoniaków o wysokim stopniu złośliwości, które bardzo szybko 
doprowadzają organizm do śmierci. Wirusy zawierające sekwencje v-Rel mają także 
zdolność do transformacji nowotworowej in vitro m.in. kurzych komórek hemato- 
poetycznych różnych linii (mieloidalnych, limfoidalnych B i T oraz dendrytycznych).

BIAŁKA Rei I NOWOTWORY INDUKOWANE 
PRZEZ WIRUSY
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Elementami aktywującymi transkrypcję i transformację nowotworową kurzych 
komórek są na ogół homodimery v-Rel (jakkolwiek kurze splenocyty mogą być 
transformowane przez heterodimery p52/v-Rel), które wnikają do jądra komórkowego 
i wiążą się z DNA. Onkoproteina v-Rel jest skróconym i zmutowanym białkiem kurzym 
c-Rel. W porównaniu do c-Rel, onkoproteina v-Rel nie zawiera dwóch aminokwasów 
z końca aminowego i 118 aminokwasów z końca karboksylowego łańcucha. Brak 
aminokwasów C-końcowych wydaje się być zasadniczą mutacją nadającą v-Rel 
właściwości transformujące i powodującą stałą ekspresję tego białka w jądrze 
komórkowym. Transformacja nowotworowa pod wpływem v-Rel może zachodzić 
poprzez:
1) bezpośredni, stały aktywujący wpływ na geny zawierające sekwencje kB, powodu

jący przewlekłą stymulację proliferacji (geny dla czynników wzrostu i ich recep
torów, np. IL-2 i IL-2R),

2) pośredni wpływ wynikający z interakcji z czynnikami zaangażowanymi w ogólną
regulację cyklu komórkowego, np. pobudzanie czynnika transkrypcyjnego CBP/ 
p300, koaktywatora m.in. cyklin [8].

Również u myszy homodimery v-Rel wydają się być kluczowymi kompleksami 
transformującymi limfoblasty (myszy z ekspresją v-Rel, będącego pod kontrolą 
promotora specyficznego dla limfocytów T, rozwijająchloniaki T-komórkowe), chociaż 
na modelu transgenicznym udowodniono, że aktywne w nowotworzeniu mogą być 
także heterodimery Rel/p50 [8].

U ludzi, białka Rel/NFKB związane są między innymi z transformacyjną rolą 
ludzkiego retrowirusa limfotropowego T (HTLV-I-H um an T-cell lymphotropic virus
I). Wirus ten wywołuje białaczkę/chłoniaka T komórkowego dorosłych {Adult T-cell 
leukemia/lymphoma -  ATL). Zapoczątkowanie przemiany białaczkowej związane 
jest z funkcją wirusowego genu tax. Białko Tax (m. cz. około 40 kDa) zlokalizowane 
jest w jądrze komórkowym i działa jako aktywator transkrypcji, poprzez modyfikowanie 
aktywności kilku komórkowych czynników transkrypcyjnych m.in. NFkB [25]. 
Przypuszczalny model transformacji zależnej od HTLV-I zakłada, że białko Tax nasila 
degradację IkBoc i IkB(3 oraz ułatwia translokację dimerów NFkB do jądra komór
kowego, co powoduje stałą aktywację miejsc kB określonych genów. Badania Hirai 
dowiodły, że Tax może również inaktywować IkBoc w  wyniku bezpośredniej interakcji 
[30]. Ponadto, Tax może przyspieszać proteolizę karboksylowych odcinków pre- 
kursorowych białek p 105 i p 100 w proteasomach, co zwiększa ilość aktywnych dimerów 
NFkB w  jądrze komórkowym [18]. Nadmiar dodatnich sygnałów związanych z 
nagromadzeniem się w jądrze komórki aktywnych NFkB powoduje zwiększenie 
produkcji IL-2 i IL-2R, co poprzez auto- i parakrynną stymulację zwiększa proliferację 
limfocytów T i sprzyja powstawaniu onkogennych białek komórkowych, które 
przyczyniają się do rozwoju białaczki [8].

Innym onkogennym wirusem u ludzi jest DNA wirus Epsteina-Barr (EBV). Bierze 
on udział w indukcji szeregu nowotworów, takich jak: chłoniak Burkitta, ziarnica złośliwa 
i rak nosogardzieli. Większość dowodów z badań in vitro przemawia za tym [8], że
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białko tego wirusa o nazwie LMP-1 (latent membrane protein 1), jest głównym 
czynnikiem transformującym komórki. Również inne białka tego wirusa mogą mieć 
podobne właściwości, czego dowodem jest rozwój chłoniaków z komórek B w 
przypadkach nadmiernej ekspresji białka EBN Al -  (Epstein-B ar r nuclear antigen 1) 
u transgenicznych myszy. LMP-1 to polipeptyd o m. cz. 42 kDa, który indukuje 
degradację IkBoc i przetwarzanie p 105, powodując translokację NFkB do jądra 
komórkowego. Baker i Reddy (1996) uważają, że indukcja aktywności NFkB przez 
LMP-1 może zachodzić przez białka należące do rodziny TRAF (TNF -  Tumor necrosis 

factor -  Receptor Associated Factor). Agregacja cząsteczek LMP-1 na błonach 
komórkowych limfocytów B mogłaby powodować gromadzenie TRAF 2 i ciągłą 
aktywację NFkB, na podobieństwo aktywowania limfocytów B przez cząsteczkę CD40 
[10]. Dalsze badania wykazały jednak, że aktywacja NFkB przez LMP-1 i prze
kazywanie sygnałów przez TRAF może zachodzić także i odrębnymi szlakami. 
Komórki, na których powierzchni znajduje się LM P-1, cechuje zwiększenie ekspresji 
genów zawierających sekwencje kB, takich jak: gen dla p53, białka antyapoptotycznego 
A20 oraz białka adhezyjne CD48. Należy jednak przypuszczać, że dla rozwinięcia się 
w pełni nowotworowego fenotypu potrzeba kilku różnych mutacji i sama obecność 
LMP-1 nie jest wystarczająca [8].

Przewlekłe zakażenie wirusem zapalenia wątroby typu B (HBV) jest związane ze 
zwiększonym ryzykiem rozwoju raka pierwotnego wątroby. W tym procesie uczestniczy 
produkt wirusowego genu X (pX), który jest polipeptydem. Białko pX może aktywować 
różne, czasami odległe miejsca regulatorowe genów promotorowych, chociaż samo 
pX nie wiąże się bezpośrednio z DNA. W tych przypadkach pX indukuje degradację 
IkBoc i p 105, powodując stałą aktywację NFkB. Ten ostatni, wiążąc się z DNA, 
powoduje pobudzenie transkrypcji odpowiednich genów. Nie do końca wiadomo, czy 
w aktywacji NFkB nie pośredniczą inne przekaźniki sygnału, takie jak: Ras, Raf, kinaza 
białkowa C czy też wolne rodniki tlenowe [8,21].

Wydaje się więc, że w indukowaniu nowotworów przez wirusy HTLV-I, EBV i 
HBV zasadniczą rolę odgrywają białka (odpowiednio Tax, LMP-1, pX), które mają 
zdolność translokacji aktywnego NFkB do jądra komórkowego, co w konsekwencji 
prowadzi do nieprawidłowej regulacji odpowiednich genów. Również wirus HIV-1 
może indukować translokację białek Rei, chociaż nie wywołuje efektu proliferacyjnego. 
Niewykluczone, że białka Tax, LMP-1 i pX, mogą dodatkowo modyfikować w jakiś 
szczególny sposób aktywność kompleksów Rei, co w bardziej bezpośredni sposób 
wpływa na proliferację komórek.

BIAŁKA Rei A NOWOTWORY 
NIEINDUKOWANE PRZEZ WIRUSY

Rearanżacje lub amplifikacje genów kodujących Rei lub IkB zachodzą w około 
1-10% ludzkich nowotworów wywodzących się z limfocytów T i B. Najczęstszym (i 
pierwszym spośród opisanych w nowotworach u ludzi) zaburzeniem wśród białek Rei
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jest rearanżacja regionu 3’ genu nfkb2 zlokalizowanego u ludzi na chromosomie 10q24 
[22]. Rearanżacja ta (obecna w komórkach nieziamiczych chłoniaków B komórkowych, 
przewlekłej białaczce limfatycznej i szpiczaku mnogim) powoduje delecję sekwencji 
kodujących kopie ankirynowe na końcach karboksylowych białka, natomiast RHD 
pozostaje nienaruszona. W ten sposób „skrócone” białko p 100 jest stale obecne w 
jądrze komórkowym, tworzy homodimery i łączy się z DNA w zupełnie inny sposób 
niż normalne białko p52, powodując aktywację transkrypcji. Najprawdopodobniej 
dołączenie do p52 jakiejkolwiek sekwencji, innej niż prawidłowe białko plOO, może 
być wystarczające do powstania białka onkogennego.

Z kolei w komórkach Reed-Stemberga i Hodgkina, charakterystycznych dla ziarnicy 
złośliwej (poza skutkami opisanej w poprzednim podrozdziale infekcji EBV stwierdzanej 
w około jednej trzeciej przypadków ziarnicy złośliwej) zaobserwowano mutacje w 
obrębie genów dla IkBoc (znajdujących się na chromosomie 14q 13), powodujące 
powstawanie białek niezdolnych do wiązania się z NFkB [3]. Chociaż w badaniach in 
vitro nie zaobserwowano transformacji fibroblastów pozbawionych obydwu alleli genu 
ikba, to najnowsze badania ludzkich nowotworów często wykazują związek nadmiernej 
aktywacji NFkB z  upośledzoną funkcją IkB [22].

Rearanżacje lub amplifikacje genu c-rel na chromosomie 2 w miejscu 2p 14—2p 15 
towarzyszą często transformacji nowotworowej komórek limfoidalnych. Dwie różne 
grupy badaczy (Brownell 1988 i Mathew 1993) obserwowały obecność 4 lub więcej 
kopii 2p 14-15 w dużych komórkach chłoniaków rozlanych (DLCL -  diffuse large cell 
lymphoma) u 23% pacjentów. Tego rodzaju mutacja c-rel związana jest ponadto w 
75-85% z pozawęzłową postacią DLCL [11,22]. Zwykle amplifikacja genów c-rel 
występowała w tych przypadkach chłoniaków, które miały również nieprawidłowości 
genetyczne w innych genach jak np. c-myc lub bcl-2 [13]. Z kolei rearanżacja genu 
RelA w ludzkich rozlanych chłoniakach B-komórkowych powoduje obecność w jądrze 
komórkowym „skróconych” białek aktywujących transkrypcję. Znaczenie tego rodzaju 
mutacji w onkogenezie potwierdzono w badaniach in vitro, przeprowadzonych na 
fibroblastach zarodków mysich z użyciem fragmentów białek p65, w których 
zaobserwowano transformację nowotworową komórek oraz w badaniach na modelach 
zwierzęcych, w których stwierdzono szybki rozwój nowotworów u kur zakażonych 
retrowirusem Rev powodującym w komórce replikację skróconej wersji genu dla Rei 
[19].

Białko Bcl-3, o budowie podobnej do grupy białek IkB, obecne jest w jądrze 
większości komórek, gdzie pełni funkcje opisane w pierwszej części artykułu. Gen dla 
tego białka został pierwotnie wykryty w przewlekłej białaczce limfatycznej (PBL) z 
translokacjąt(14;19). Miejsce jego rearanżacji znajduje się na chromosomie 19q 13.1, 
a wspomniana translokacja prowadzi do fuzji z genem dla łańcucha ciężkiego 
immunoglobulin. Skutkiem jest zwiększona ekspresja białka Bcl-3, prowadząca do 
powstania nadmiaru aktywnych kompleksów złożonych z homodimerów p52 lub p50 i 
białka Bcl-3 oraz nadmiernej aktywacji genów zawierających regulatorowe sekwencje 
kB [20]. Z badań na myszach transgenicznych wynika jednak, że nadmierna ekspresja
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Bcl-3 nie jest wystarczająca do transformacji nowotworowej komórek limfoidalnych, 
a jej wystąpienie wymaga prawdopodobnie współistnienia kilku mutacji i zmian w 
równowadze pomiędzy białkami wewnątrzkomórkowymi. Podobne wnioski wypływają 
z badań genetycznych u pacjentów z PBL, u których oprócz zaburzenia aktywności 
NFKB/Rel stwierdzano także deregulację czynników z rodziny NF-Atp, Octamer, 
AP-1 [26].

W nielicznych przypadkach stwierdzano nadmierną aktywność plOO i p 105 w 
rakach piersi, jelita grubego i płuc. Nadekspresja nfkb2 obserwowana w raku piersi 
powodowała zwiększone stężenia p 100 i p52 [22]. Skutkiem ich obecności może być 
pobudzenie genów antyapoptotycznych, na przykład Bcl-2, Bcl-XL czy c-myc. Udział 
tego ostatniego w rozwoju nowotworu potwierdzają badania, w których nadekspresja 
genu c-myc w komórkach raka piersi u pacjentek, u których nie stwierdzano 
powiększonych węzłów chłonnych, wiązała się z gorszym rokowaniem [24]. Inni 
badacze stwierdzili, że aktywacja NFkB w  komórkach raka piersi pojawia się, zanim 
dojdzie do transformacji nowotworowej, co sugeruje jej istotną rolę w progresji do 
fenotypu nowotworowego [15].

Istnieją także dowody na związek białek z rodziny Rel/NFKB z procesem tworzenia 
przerzutów odległych. Procesowi temu towarzyszy zwiększona aktywność aktywatora 
plazminogenu typu urokinazy (u-PA), co znajduje potwierdzenie w badaniach, w których 
obserwowano nadmierną ekspresję u-PA w komórkach raka trzustki i piersi in vitro. 
Wiadomo także, że stężenie u-PA stanowi czynnik prognostyczny w raku piersi, 
ponieważ u-PA bierze udział w procesach degradacji błony podstawnej komórek i 
składników macierzy pozakomórkowej. Badania Wanga przeprowadzone na 
komórkach raka gruczołowego trzustki udowodniły, że nadekspresja u-PA związana 
jest bezpośrednio z nadmierną aktywnością RelA [33], która może wynikać z deregulacji 
kinaz białkowych tworzących łańcuch przekaźników wewnątrzkomórkowych (np. RAS/ 
Raf-1/MEK/ERK)[29]. Wpływ mutacji białek RAS na przekazywanie sygnałów 
zewnątrzkomórkowych do jądra komórkowego prowadzące do nowotworowej trans
formacji komórek został omówiony szerzej w innej pracy poglądowej napisanej przez 
autorów tego artykułu [20].

Badania komórek zawierających onkogenne białka v-Rel, białka wirusa HTLV-I 
(Tax), czy EBV (LMP-1), a także mutacje genów kodujących białka z rodziny Rei/ 
NFkB/IkB, dostarczają dowodów na udział tych ostatnich w procesie onkogenezy. 
Wspólną konsekwencją różnych, wymienionych w artykule, mechanizmów za
burzających działanie czynników transkrypcyjnych jest nadmienia proliferacja komórek, 
a także zahamowanie ich różnicowania oraz obumierania w mechanizmie apoptozy.

MOŻLIWOŚCI TERAPII NOWOTWORÓW 
ZWIĄZANE Z MECHANIZMEM DZIAŁANIA Rel/NFkB/IkB

Poznanie roli białek z rodziny Rel/NFKB, mechanizmów ich aktywacji i konsekwencji 
nadmiernej ekspresji stwarza możliwość nowej terapii nowotworów, w których
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powstawaniu udowodniono bezpośredni lub pośredni ich udział. W praktyce wyko
rzystanie inhibitorów aktywacji NFkB utrudnia fakt złożoności budowy układu Rei/ 
NFkB/IkB (którego elementy stanowią hetero- i homodimery pobudzane przez różne 
czynniki i pełniące różne funkcje), istnienia wielu mechanizmów regulacyjnych i 
mnogości czynników działających na komórki za pośrednictwem tej grupy czynników 
transkrypcyjnych. Znajomość kolejnych etapów pobudzania ekspresji genów za 
pośrednictwem NFkB pozwala na wyróżnienie inhibitorów:
1) kaskady białek przekaźnikowych pobudzanych w odpowiedzi na bodźce zewnątrz-

komórkowe i prowadzących do aktywacji IKK,
2) białek biorących bezpośredni udział w regulacji puli cytoplazmatycznej NFkB,
3) translokacji NFkB do jądra komórkowego i wiązania się z odpowiednimi sekwen

cjami DNA.
Pierwszy z wymienionych etapów hamowany jest wysoce niespecyficznie przez 

powszechnie stosowane leki przeciwzapalne, przede wszystkim kwas acetylosalicylowy 
i salicylan sodu, które blokują syntezę prostaglandyn stanowiących pierwszy etap 
odpowiedzi zapalnej na bodźce zewnątrzkomórkowe. Związki te hamują ponadto 
translokacjęNFKB do jądra komórkowego poprzez blokowanie fosforylacji i degradacji 
IkB na skutek bezpośredniego wiązania się z IKK(3 i uniemożliwianie jej aktywacji. Z 
tym mechanizmem związane są także ostatnie doniesienia o próbach stosowania 
ibuprofenu w celu hamowania wzrostu raka jelita grubego u ludzi i zwiększania 
wrażliwości komórek raka prostaty na radioterapię. Również glikokortykoidy 
(deksametazon, prednizon i metylprednizolon) wywierają swoje przeciwzapalne 
działanie przynajmniej częściowo poprzez hamowanie aktywności NFkB [6].

Ostatni etap przemian prowadzących do translokacji NFkB do jądra komórkowego 
stanowi degradacja IkB w  proteasomach. Najlepiej poznanymi inhibitorami tego procesu 
są aldehydy peptydowe, hamujące jeden z pięciu enzymów proteolitycznych obecnych 
w ludzkich proteasomach, chymotrypsynę. Z uwagi na mechanizm działania cechują 
się jednak wysokim brakiem specyficzności i nie mogą być wykorzystywane w terapii. 
Blokowanie degradacji IkB osiągnięto także w badaniach in vitro pośrednio, poprzez 
hamowanie ligazy przyłączającej ubikwitynę do cząsteczki białka.

Kurkumina (diferuloylmethane), stanowiąca żółty barwnik curry (Curcuma longa), 
indukuje apoptozę wielu, choć nie wszystkich komórek nowotworowych, na skutek 
hamowania zdolności NFkB do wiązania się z  sekwencją kB w  DNA poprzez 
blokowanie fosforylacji IkB. Komórki nowotworowe, w których występuje zwiększona 
aktywność NFkB, pozostają oporne na jej działanie, co udowodniono w badaniu z 
użyciem mysich komórek fibrosarcoma transfekowanych genem rei a. Tylko komórki 
z grupy kontrolnej uległy apoptozie, natomiast w komórkach transfekowanych, 
wykazujących nadmierną aktywność NFkB, nie stwierdzono kondensacji jądra i 
fragmentacji DNA pod wpływem kurkuminy. Oporność na kurkuminę wygasała po 
dodaniu do komórek białka IkB [12].

Wyizolowane pierwotnie z oocytów lub embrionów pewnego gatunku żaby (Rana 
pipiens), a obecnie otrzymywane w drodze syntetycznej białko P-30 ma również
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zdolność hamowania aktywności NFkB. Białko to jest rybonukleazą (RNaza) o masie 
cząsteczkowej 12000 kD i wykazuje homologię z trzustkowymi rybonukleazami. W 
warunkach doświadczalnych in vitro, białko P-30 hamuje wzrost i proliferacją eks- 
ponencjalnie rosnących różnych linii nowotworowych, jak również hamuje wzrost 
niektórych guzów u myszy, a jako komercyjnie dostępny preparat o nazwie Onconase 
weszło do fazy III badań klinicznych u chorych z rakiem trzustki i międzybłoniakiem. 
Jednym z enzymów, który wydaje się podlegać wpływowi białka P-30, jest kinaza 
białkowa RNA-zależna. Enzym ten uczestniczy w aktywacji NFkB. Degradacja 
dwuniciowego RN A, pod wpływem białka P-30, hamuje aktywność tej kinazy, co 
powoduje między innymi brak aktywacji NFkB [4].

Podobnie, czyli poprzez hamowanie fosforylacji i degradacji IkB, działają białka 
produkowane w komórkach niektórych bakterii i wirusów. Właściwości takie ma białko 
YopJ powstające w komórkach Yersinia pseudotuberculosis, gliotoksyna, będąca 
metabolitem grzybów Aspergillus fumigatus, czy białko rdzeniowe wirusa zapalenia 
wątroby typu C (HCV). Ciekawy mechanizm hamowania aktywacji NFkB ma wirus 
afrykańskiej gorączki świń (ASFV), który zawiera w swym genomie sekwencje kodujące 
białka o budowie naśladującej IkB, ale nie mające reszt serynowych niezbędnych do 
procesu degradacji w proteasomach. Białka te łączą się z p65, hamująjego wiązanie z 
sekwencjami kB DNA i nie dopuszczają tym samym do aktywacji transkrypcji. Właś
ciwości IkB wykorzystano w komórkach nowotworowych poprzez powodowanie w 
nich ekspresji super-inhibitorowego zmutowanego białka, w którego cząsteczce reszty 
serynowe zastąpione są alaniną i nie podlegają fosforylacji, reszty lizynowe podlegające 
ubikwitynacji zastąpione sąprzez argininę lub też brak jest całkowicie pierwszych 40 
aminokwasów podlegających modyfikacjom odpowiedzialnym za degradacją IkB. W 
przeprowadzonych ostatnio badaniach (1999) hamowanie NFkB poprzez ekspresję w 
komórkach super-inhibitorowego IkB wykorzystano w celu wywoływania apoptozy 
pod wpływem TNFa komórek opornych na chemioterapię oraz w celu hamowania 
wzrostu in vitro i in vivo ludzkich komórek płaskonabłonkowych nowotworów głowy 
i szyi [5].

W badaniach in vitro udowodniono działanie hamujące aktywację NFkB w  

odpowiedzi na TNFa w ludzkich komórkach T i B syntetycznych związków: genisteiny 
i erbstatyny. Oporne na to działanie pozostawały jednak m.in. komórki fibrosarcoma 
[6].

Bezpośrednie hamowanie czynności kompleksów NFKB/Rel w ludzkich komórkach 
raka piersi (in vitro) poprzez dostarczanie do komórek białek iKBa, przeciwciał anty- 
p65 lub dwuniciowych oligonukleotydów zawierających fragmenty kodujące NFkB 
prowadziło do indukowania apoptozy tych komórek [28]. Z kolei antyoksydanty, takie 
jak pentoksyfilina i N-acetylocysteina, przeciwdziałają pobudzeniu czynników trans- 
krypcyjnych pod wpływem stresu oksydacyjnego wywoływanego przez nadmierną 
aktywację cytochromu p450 w odpowiedzi na ekspozycję na wiele karcynogenów 
środowiskowych.
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Zwiększona ekspresja u-PA w komórkach raka gruczołowego trzustki była 
hamowana in vitro przez podawane do komórek białka iKBa oraz przez TPCK {N- 
tosyl-L-phenylalaninechloromethylketone) i deksametazon [32, 33]. Związki te mają 
jednak małą szansę na zastosowanie w leczeniu nowotworów u ludzi ze względu na 
wysoką toksyczność (TPCK) i względnie słabą aktywność (deksametazon).

Jak wspomniano wcześniej, białko Tax powstające w komórkach ludzkich na skutek 
infekcji wirusem HTLV-1 modyfikuje aktywność czynników transkrypcyjnych NFkB. 
Dowód takiego wpływu białka Tax na komórki może stanowić obserwacja, że 
oligonukleotydy o sekwencji an ty sensowej w stosunku do rei A hamują zależne od 
aktywności Tax powstawanie nowotworów u myszy [8]. Wątpliwości budzi jednak 
fakt hamowania przez takie same oligonukleotydy antysensowne właściwości komórek 
nowotworowych różnego typu, co może wynikać z ich niespecyficznego wpływu na 
białka adhezyjne komórek.

Pomimo istnienia dowodów na zdolność NFkB do hamowania apoptozy, białka z 
tej rodziny ulegają niespodziewanie aktywacji pod wpływem związków o działaniu 
przeciwnowotworowym, takich jak: mitoksantron, winblastyna, daunomycyna czy 
paklitaksel (ten ostatni działa dwojako -  nie hamuje aktywacji NFkB zależnej od TNFa, 
natomiast hamuje aktywację wywołaną estrami forbolu). Tak więc można dom
niemywać, że skojarzenie cytostatyk + inhibitor aktywacji NFkB jest interesujące w 
sensie klinicznego zastosowania, ponieważ drugi ze związków hamując ten czynnik 
antyapoptotyczny niweluje potencjalnie niekorzystny efekt tego pierwszego [Deptała, 
2001, badania niepublikowane].

PODSUMOWANIE

Grupa białek Rel/NFKB/lKB bierze udział w regulacji mechanizmów reakcji 
immunologicznej, zapalnej, a także procesów proliferacji, obumierania i różnicowania 
się komórek. W ostatnich latach zebrano szereg dowodów na znaczenie ich aktywacji 
w procesie onkogenezy. Dzięki obserwacji nowotworowej transformacji komórek 
zwierzęcych transfekowanych wirusem zawierającym onkoproteinę v-Rel, rozpoczęto 
badania w kierunku poznania mechanizmów nowotworzenia zachodzącego pod 
wpływem innych wirusów, takich jak: HTLV-1, HBV, EBV, uzyskując potwierdzenie 
ich zależności od aktywności białek Rel/NFKB/lKB. Mutacje, dotyczące tej rodziny 
czynników transkrypcyjnych i białek regulujących ich działanie, w postaci amplifikacji 
chromosomów, nadekspresji i rearanżacji genów wykryto w wielu nowotworach 
wywodzących się z komórek hematopoetycznych oraz w komórkach guzów litych. 
Dlatego uważa się, że Rel/NFKB może służyć potencjalnie jako marker diagnostyczny 
komórek o skłonności do transformacji nowotworowej.

Poznanie krystalograficznej struktury białek NFkB i kompleksów NFkB/IkB, do 
którego doszło w ostatnich latach, powinno umożliwić opracowanie związków spe
cyficznie hamujących czynniki transkrypcyjne należące do tej grupy. Dotychczas żaden
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ze związków o potencjalnym działaniu przeciwnowotworowym zależnym od ingerencji 
w regulację aktywności białek Rel/NFKB/lKB nie został poddany kontrolowanym 
badaniom klinicznym na szerszą skalę. Obawy budzi najprawdopodobniej możliwość 
wywołania zaburzenia odporności i apoptozy prawidłowych komórek poprzez całkowite 
i trwałe zablokowanie aktywności NFkB. Ponieważ hamowanie aktywności tego białka 
ma potencjalną wartość terapeutyczną, w przyszłości należy więc dążyć do stworzenia 
związków blokujących wybiórczo aktywację Rel/NFKB zachodzącą pod wpływem 
określonych czynników zewnątrzkomórkowych w wybranych liniach komórek.
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S tre s zc ze n ie ; W  pracy  p rzed staw io n o  w sp ó łc zesn e  p o g ląd y  na tem at p o d sta w o w y ch  e tap ó w  rozw oju  
n aczy ń  w ień co w y c h  u zw ie rzą t d o św ia d cza ln y ch . M a teria łu  tk an k o w eg o  d la  tw o rzący ch  się  n aczyń  
w ień co w y c h  d o sta rcza  p rze jśc io w a  stru k tu ra  -  n arząd  p rzed n asie rd z io w y , k tó ry  fo rm uje  się  w  postac i 
sk u p ie ń  k o m ó rk o w y ch  na p o w ierzch n i p rzeg ro d y  po p rzeczn e j (u  ssak ó w ) lub za to k i ży lnej (u p taków ). 
N arząd  ten  je s t  b ezp o śre d n im  p rek u rso re m  n asierdzia . P ie rw sze  zaw iązk i naczy ń  w  postac i ro zp ro szo 
n y ch  w y sp  k rw io tw ó rcz y ch , a n as tęp n ie  p ączk ó w  n aczy n io w y c h  p o w sta ją  in s itu  pod n asie rd z iem  w 
m ie jscu  za to k i ży lnej o raz  bruzd : w ień co w e j, m ięd zy k o m o ro w ej i w  zag łęb ien iu  u tw o rzo n y m  m ięd zy  
fo rm u ją c ą  się  ao rtą  i pn iem  p łu cn y m  pn ia  tę tn iczeg o . Z aw iązk i te n as tęp n ie  k an a lizu ją  o raz  w  n iezn a 
ny sp o só b  z le w a ją  się  w  c iąg ły  sy s tem  naczyn iow y . P ro k sy m aln e  odc in k i tę tn ic  w ień co w y c h  p o w sta ją  
z z aw iąz k ó w  n aczy n io w y c h , z lo k a lizo w an y ch  w o k ó ł pn ia  tę tn iczeg o , k tó re  d a ją  w y p u stk i do  zatok  
ao rty  i tw o rz ą  p o łączen ie  z  je j św ia tłem , fo rm ując  d ro żn y  kanał naczyn iow y . Je d n o cześn ie  d o chodzi do  
u tw o rzen ia  d ro żn eg o  p o łączen ia  naczy ń  ży ln y ch  z  p raw y m  p rzed sio n k iem  o raz  za to k ą  w ieńcow ą . R o z
p o częc ie  p rzep ły w u  krw i w  sk a n a lizo w an y m  sy stem ie  w ień co w y m  je s t  m .in . sy g n a łem  do  ro zp o częc ia  
ró ż n ic o w a n ia  się  p rek u rso ró w  kom ó rek  m ięśn i g ład k ich  b ło n y  śro d k o w ej naczy ń . R ó ż n ic o w an ie  to  w  
w y n ik u  n ab y w an ia  p rzez  te k o m ó rk i o k reś lo n y ch  an ty g en ó w  fen o ty p u  k u rcz liw eg o  trw a do  k o ń ca  ż y 
c ia  p ło d o w eg o . C zy n n ik i w zro stu  b io rące  ud z ia ł w  an g io g en ez ie  n aczy ń , tak ie  ja k  V E G F  o raz  ang io p o - 
e ty n y  (-1 i -2 ), w y k a z u ją  e k sp res ję  w  se rcu  p ło d o w y m  i k o lo k a lizac ję  z m ie jscam i fo rm u jący ch  się  
n aczy ń  w ień co w y c h . K om órk i śró d b ło n k a  n aczyń  w ień co w y c h  p o c h o d z ą  z  re jonu  w ą tro b y  p ło d o w ej, 
p rzy leg a jące j do  fo rm u jąceg o  się narząd u  p rzed n as ie rd z io w eg o , skąd  d o c ie ra ją  p o p rzez  k rezk ę  se rca  
ja k o  an g io b la s ty  (lub  ich p rek u rso rz y ). K om órk i m ięśn i g ład k ich  b ło n y  środkow ej naczy ń  o raz  fib ro 
b las ty  p rzy d an k i p o w s ta ją  z  k o m ó rek  m eso th e liu m  n as ie rd z ia , k tó re  w  w y n ik u  tran sfo rm ac ji nab łon - 
ko w o -m ezen ch y m aln e j p o d e jm u ją  m ig rac ję  do  o d p o w ied n ich  m ie jsc  m io k ard iu m  i d a ją  p o czą tek  o d 
p o w ied n im  lin iom  k o m ó rk o w y m  (m io cy to m  g ład k im  o raz  fib ro b las to m ).

S ło w a  A /w crow eiw askulogeneza; ang iogeneza ; naczy n ia  w ieńcow e; em brio g en eza ; serce p łodow e; szczur
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Summary: T h is  p ap er p re sen ts  cu rre n t v iew s on fundam en ta l stag es o f  co ro n ary  vesse l d ev e lo p m en t in 
ex p erim en ta l an im als. T h e  tissu e  for d ev e lo p in g  v esse ls  co m es fro m  the  p ro ep ica rd ia l o rg an  w h ich  is a 
tran sien tly  o ccu rrin g  stru c tu re  and  fo rm s on the su rface  o f  the sep tu m  tran sv e rsu m  (in  m am m als)  o r o n  
sin u s v en o su s (in  b irds). P ro e p icard iu m  is a fo re ru n n e r o f  the ep ica rd iu m . T h e  firs t vesse l p rim o rd ia  a re  
fo rm ed  d e  n ovo  su b e p ica rd ia lly  as iso la ted  b lo o d  islands and  su b seq u en tly  vesse l b u d s  in the  areas o f  
sin u s v en o su s, the co ro n a ry  and  the in te rv en tricu la r  su lcu ses , and the  ao rtic o p u lm o n a ry  g roove. T h en  
the vessel p rim o rd ia  lu m en ize  and  fina lly  co a le sce  in an unk n o w n  w ay  in to  a co n tin o u s  v esse l sy s tem . 
P rox im al parts o f  the co ro n ary  arte ries  o rig in a te  from  the peritru n ca l p lex u s o f  cap illa r ie s  w h ich  p e n e tra 
te into the ao rtic  sin u ses and  form  p aten t co n n ec tio n s w ith  the ao rtic  lum en . C o n c o m itan tly  p a ten t 
co n n ec tio n s  are  fo rm ed  b e tw een  the v en u les and  the righ t a trium  and  the  co ro n a ry  sinus. A fte r the b lo o d  
flow  th ro u g h  the  pa ten t co ro n ary  sys tem  have been  e s tab lish ed  m esen ch y m al ce lls  o f  the p rim itiv e  
tun ica  m ed ia  sta rted  to d iffe ren tia te  in sm oo th  m usc le  ce lls  by  acq u is itio n  o f  co n trac tile  p h en o ty p e  
an tigens . T h is  p ro cess o f  d iffe ren tia tio n  lasts till th e  end  o f  the p ren a ta l life. T h e  e x p ress io n  o f  g row th  
fac to rs  like V E G F  and an g io p o ie tin s  (-1 , -2 ) is seen  in em b ry o n ic  hearts  in a reas o f  v esse l fo rm atio n . 
E ndo th e lia l ce lls  o f  the co ro n a ry  vesse ls  deriv e  from  an g io b las ts  o f  the  fetal liv e r  area  from  w h ere  th ey  
m ig ra te  to  the p ro ep ica rd iu m  and  then  to su b e p ica rd iu m  and  fin a lly  m y o ca rd iu m . P re cu rso rs  o f  sm o o th  
m usc le  ce lls  o f  the  co ro n ary  v esse ls  and  the adven titia l fib ro b las ts  d e riv e  from  the  ep ica rd iac  m eso th e - 
lium  th ro u g h  the ep ith e lia l-m e sen ch y m al tran sfo rm atio n . T hen  th ey  m ig ra te  to the  resp ec tiv e  m y o c a r
dial a reas and  d iffe ren tia te  into sm o o th  m u sc le  ce lls  and  f ib ro b las ts , respec tive ly .

K ey  words', v ascu lo g en esis , an g io g en es is , co ro n ary  vesse ls , e m b ry o g en esis , fe tal heart, rat

1. METODY BADAŃ NAD WASKULARYZACJĄ SERCA

Od początku lat dziewięćdziesiątych ostatniego stulecia do chwili obecnej obserwuje 
się narastający wzrost zainteresowania zagadnieniem  tworzenia się naczyń 
krwionośnych w prawidłowym sercu płodowym. Wiedzę przed tym okresem zaw
dzięczamy badaniom morfologicznym z zastosowaniem tradycyjnych metod barwienia 
skrawków tkankowych [45, 46] oraz nastrzykiwania systemu naczyń wieńcowych 
tuszem lub podobnymi materiałami kontrastowymi [8,16,69,90]. Bardziej precyzyjne 
badania stały się możliwe z chwilą zastosowania technik immuno-histochemicznych z 
użyciem swoistych znaczników komórek śródbłonka naczyniowego i ich prekursorów 
oraz miocytów gładkich tworzących ścianę naczynia. Zastosowanie monoklonalnych 
przeciwciał QH1, swoistych dla śródbłonków naczyniowych przepiórki japońskiej 
(Coturnix coturnix japonica) [57], pozwoliło na rozpoczęcie pionierskich badań nad 
rozmieszczeniem zawiązków naczyń u tego gatunku zwierzęcia [59, 91, 92, 93]. 
Podobne możliwości dało wprowadzenie przeciwciał anty-PECAM-1, które znakują 
komórki śródbłonka naczyniowego u myszy [86, 71] oraz lektyny pochodzącej z 
Griffonia simplicifolici I, która znakuje swoiście śródbłonki naczyniowe u szczura [2, 
29, 79]. Nasza wiedza na temat embriogenezy naczyń poszerzyła się znacznie dzięki 
zastosowaniu m.in. techniki chimer międzygatunkowych, np. przez wszczepianie 
komórek zarodkowych przepiórki (pochodzących z nasierdzia i zawierających fragment 
wątroby) do serca rozwijającego się zarodka kurczęcia i śledzenie ich dalszej migracji 
[59]. Komórki przepiórcze łatwo odróżnić od otaczających tkanek kurczęcia dzięki 
morfologii ich jąder komórkowych z charakterystyczną grudką chromatyny. Pomocne 
są również techniki z zastosowaniem znakowanych retrowirusami komórek, które
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można podawać do określonych miejsc serca i śledzić ich dalszą lokalizację podczas 
rozwoju embrionalnego [52,53]. Najczęściej badanymi za pomocą tych technik gatun
kami zwierząt są kura i przepiórka. Dzięki temu, że rozwój zarodkowy u tych gatunków 
odbywa się poza organizmem matki, pozwala to na powtarzanie pewnych manipulacji 
i obserwacji na sercu płodowym tego samego osobnika. Szczur i mysz są często 
badanymi gatunkami, szczególnie, jeśli idzie o techniki transgenizacji i badania rozwoju 
naczyń pod wpływem określonych genów trwale wprowadzonych do linii komórek 
zarodkowych. Metody z zastosowaniem preparatów korozyjnych, polegające na 
podawaniu do naczyń wieńcowych płynnej substancji, która po pewnym czasie 
twardnieje, dzięki czemu można otrzymać odlew naczyń i badać go w mikroskopie 
skaningowym, mają zastosowanie do badania naczyń wieńcowych w późniejszych 
etapach rozwoju. Informacje dotyczące rozwoju naczyń wieńcowych u człowieka są 
bardzo skąpe i dotyczą jedynie badań opisowych, nie mniej są dla nas bardzo istotne 
[15,36,49].

2. ODŻYWIANIE SERCA 
W RÓŻNYCH STADIACH ROZWOJU OSOBNICZEGO

Serce w czasie rozwoju embrionalnego jest zaopatrywane w tlen i substancje 
odżywcze w różny sposób:
1. Początkowo wymiana gazowa odbywa się przez zwykłą dyfuzję w poprzek ściany

serca od wsierdzia omywanego strumieniem przepływającej krwi do nasierdzia. 
Ten sposób odżywiania jest możliwy dzięki cienkiej ścianie przedsionków serca i 
specyficznej strukturze pierwotnych komór. Na te ostatnie składają się cienka ściana 
miokardium wyposażona w długie, cienkie wypustki, tzw. beleczki sterczące do 
jam serca [48]. W ten sposób tlen z omywającej wsierdzie krwi dociera do wszyst
kich komórek drogą dyfuzji. W miarę wzrostu miokardium i grubienia jego ściany 
[55], odległość od wsierdzia do nasierdzia (dla domniemanej dyfundującej czą
steczki tlenu) zwiększa się. Jest to prawdopodobnie sygnał do tworzenia pierw
szych zawiązków naczyniowych [81], które pojawiają się pod nasierdziem. Etap 
ten kończy się z chwilą utworzenia pierwotnego systemu naczyń wieńcowych w 
ścianie zatoki żylnej i wokół proksymalnej i dystalnej części truncus artehosus. 
Dopóki w tym systemie nie ma połączenia wszystkich kanałów naczyniowych 
serca z krążeniem ogólnym zarodka poprzez aortę (ze strony tętniczej) i prawy 
przedsionek (ze strony żylnej), w tym systemie nie krąży jeszcze krew, lecz płyn 
tkankowy [91].

2. W wyniku dalszego rozwoju naczyń w rozrastającej się i grubiejącej ścianie serca i
utworzenia drożnego połączenia z aortą oraz z prawym przedsionkiem poprzez 
system pierwotnych tętnic i żył rozpoczyna się przepływ krwi w naczyniach wień
cowych i możliwe staje się odżywianie serca przez kapilary systemu wieńcowego 
[92].

http://rcin.org.pl



506 A. RATAJSKA

3. SPOSOBY POWSTAWANIA NACZYŃ WIEŃCOWYCH

Waskularyzacja serca przebiega z wykorzystaniem dwu mechanizmów: tzw. 
waskulogenezy (ang. vasculogenesis), czyli powstawania naczyń in situ z zawiązków 
komórek śródbłonka -  angioblastów [14, 66] oraz angiogenezy (ang. angiogenesis), 
czyli rozrastania się sieci naczyniowej poprzez tworzenie wypustek z istniejących naczyń 
[66,67].

4. POWSTAWANIE I ROZWÓJ NARZĄDU 
PRZEDNASEERDZIOWEGO

Początek rozwoju unaczynienia serca jest przestrzennie i czasowo związany z 
rozwojem nasierdzia, zatem pomocne będzie krótkie przedstawienie etapów rozwoju 
nasierdzia, które bezpośrednio poprzedza rozpoczęcie waskularyzacji serca. Obecność 
nasierdzia warunkuje rozpoczęcie waskularyzacji: myszy pozbawione nasierdzia nie 
przejawiają też cech prawidłowego rozwoju naczyń wieńcowych [42,96]. Zawiązkiem 
nasierdzia jest tzw. narząd przednasierdziowy (ang. proepicardium), który jest tworem 
przejściowym zarówno u ptaków, jak i ssaków. Jego topografia oraz morfologia różni 
się nieco u tych grup zwierząt. U ssaków powstaje w obszarze przegrody poprzecznej 
[38,41 ], a u ptaków (u których nie ma przegrody poprzecznej, ponieważ nie powstaje 
u nich przepona) na brzusznej powierzchni obu rogów zatoki żylnej [32, 88]. W 
rezultacie są to te same miejsca, do których ściśle przylega zawiązek wątroby (ryc. 1 ). 
W obu przypadkach (u ptaków i ssaków) nabłonek pokrywający narząd przed
nasierdziowy pochodzi z sześciennych komórek powierzchni brzusznej nabłonka 
osierdziowego, przylegającego do przegrody poprzecznej (u ssaków), lub do obu rogów 
zatoki żylnej (u ptaków). Wnętrze narządu natomiast ma ciągłość anatomiczną z wątrobą 
płodową. Komórki nabłonka osierdzia przekształcają się w komórki płaskie (méso
thélium) pokrywające narząd przednasierdziowy, który sterczy w postaci wyrostków 
palczastych (u ptaków) lub pęcherzykowatych nacieków komórkowych (u ssaków) 
do jamy osierdzia w stronę grzbietowej ściany bruzdy przedsionkowo-komorowej 
zapętlającego się serca (ryc.2a,b). W ten sposób szczytowe powierzchnie wyniosłości 
przednasierdzia dotykają do grzbietowej ściany bruzdy przedsionkowo-komorowej, 
nie tworząc początkowo z nią ścisłego kontaktu [32]. Następnie wyniosłości te, pokryte 
nabłonkiem płaskim rozrastają się w określonych kierunkach na powierzchni serca 
(ryc. 2b,c). Komórki nabłonka (mésothélium) napełzają z rejonu zatoki żylnej do 
grzbietowej powierzchni tworzącej się bruzdy przedsionkowo-komorowej po mniejszej 
krzywiźnie serca, po czym w kierunku brzusznej powierzchni serca. W dalszym ciągu 
warstwa nasierdzia posuwa się w kierunku przedsionka i rejonu opuszki, z pewnym 
opóźnieniem na powierzchni brzusznej. W ten sposób powierzchnia kontaktu między 
narządem przednasierdziowym a sercem zwiększa się i skupienia komórkowe 
pełznącego przednasierdzia w zwiększonej ilości znaleźć można na bruzdach zatokowo-
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R Y C IN A  1. Z aro d ek  ssaka  ze s tad iu m  rozw oju , o d p o w iad a jący m  p ie rw szy m  e tapom  fo rm o w an ia  się 
n arząd u  p rzed n as ie rd z io w eg o , tj. w  chw ili gdy se rce  u lega  zap ę tlen iu  -  to p o g rafia  p rzestrzen n a  serca , 
o s ie rd z ia , p rz e g ro d y  p o p rz e c z n e j i z a w ią z k a  w ą tro b y : m ie jsc e  tw o rz ą c e g o  się  n a rz ą d u  p rz e d n a 
s ie rd z io w eg o  zazn a c z o n o  strza łk ą , za t żyl -  za to k a  ży lna , p rzed  -  p rzed sio n ek , kom  -  kom o ra , st -  
s to żek  se rca , pp -  p rzeg ro d a  p o p rzeczn a , w ątr -  zaw iązek  w ątroby , jo  -  ja m a  osie rd z ia , pżó ł -  p rzew ód  
ż ó łtk o w y

przedsionkowej, przedsionkowo-komorowej i międzykomorowej [94]. W miarę 
pokrywania powierzchni serca przez nasierdzie, narząd przednasierdziowy stopniowo 
zanika.

Rozwój narządu przednasierdziowego polega na wytwarzaniu znacznej ilości 
substancji międzykomórkowej przez komórki mésothélium. W związku z tym jego 
wnętrze jest wypełnione substancją międzykomórkową oraz komórkami mezen- 
chymatycznymi, zawierającymi cytokeratynę, hemocytoblastami, angioblastami, 
kapilarami oraz kanalikowymi strukturami powstałymi w wyniku wpuklania się komórek 
mésothélium do środka [88]. Funkcja tego narządu jest wieloraka: angiogeneza, 
hemopoeza, obróbka macierzy pozakomórkowej oraz dostarczanie materiału komór
kowego do tworzącego się nasierdzia (nabłonek mésothélium oraz podnasierdzie). 
Bliskość topograficzna przednasierdzia i wątroby płodowej tłumaczy właściwość 
hematopoetycznątego narządu [38,88]. W ten oto sposób komórki mezenchymatyczne 
przednasierdzia oraz inne elementy komórkowe (hemocytoblasty) mają ciągłość 
przestrzenną z tworzącym się podnasierdziem (ryc. 2c).
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R Y C IN A  2. P rzekró j p o p rzeczn y  se rca  ssaka  na p o z io m ic  n arząd u  p rz e d n a s ie rd z io w e g o ; sc h em at 
p o k azu je  p o ło żen ie  narząd u  p rzed n as ie rd z io w eg o  w zg ląd em  zap ą tla jąc eg o  się  se rca  (serce  cz ło w iek a  
około  24 dnia rozw oju); a,b  -  kolejne e tapy  rozw oju  i ro zp rzestrzen ian ia  się  n arządu  p rzednasie rdziow ego  
po pow ierzchn i m iok ard iu m ; w  ram ce (c) pokazano  p ow iększen ie  n asierdzia  i p o d n asie rd z ia  pow sta łych  
z n arząd u  p rzed n as ie rd z io w eg o ; jo  -  ja m a  osie rd z ia ; pro  -  n arząd  p rzed n as ie rd z io w y ; za t -  za toka  
ży ln a ; p -  p rz e d s io n e k ; kom  -  k o m o ra ; m ez  -  n ab ło n ek  (m é so th é liu m ) n a s ie rd z ia ; w y s -  w y sp y  
k rw io tw ó rc z e  (sk u p ie n ia  a n g io b la s tó w  i e ry tro b la s tó w ); m  -  k o m ó rk i m e z e n c h y m a ty c z n e ; m io  -  
m io k ard iu m , pod -  p o d n asie rd z ie
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5 A. ETAPY WASKULARYZACJI SERCA

Pierwsze oznaki waskularyzacji serca, niezależnie od gatunku, zaczynają być 
widoczne po jego zapętleniu, czyli utworzeniu pierwotnego, 4-jamistego serca.

Przedsionki oddzielone są od komór kanałem przedsionkowo-komorowym z 
formującymi się guzami wsierdziowymi, stożek serca i pień tętniczy są pojedynczym 
kanałem wyściełanym grzebieniami stożka i pnia, a pierwotne komory składają się z 
tzw. miokardium zbitego i są wyposażone w system beleczek mięśniowych (tzw. 
miokardium gąbczaste). Serce jest całkowicie pokryte nasierdziem (ryc. 3c). U szczurów 
etap ten odpowiada 13 dobie życia wewnątrzmacicznego (czyli drugiej połowie życia 
płodowego), u ptaków stadium rozwoju HH32 (Hamburger Hamilton stage) [27], a u 
człowieka -  32.-37. dobie życia płodowego. Wielu autorów wysuwa przypuszczenie, 
że wzrost grubości ściany miokardium jest podstawą do rozpoczęcia waskularyzacji.

W rozwoju naczyń wieńcowych wyróżnić możemy kilka procesów. Pierwszym 
jest niewątpliwie tworzenie w warstwie podnasierdziowej rozproszonych, oddzielnych 
struktur, tzw. wysp krwiotwórczych, które są zawiązkami naczyń [31, 36, 68, 80]. 
Struktury te nie mają żadnego anatomicznego połączenia z krwiobiegiem zarodka i 
składają się ze skupień dwu typów komórek: erytroblastów i angioblastów. Do tej 
pory, serce nigdy nie było traktowane jako narząd krwiotwórczy [38, 88, 89], choć 
takim pozostaje we wczesnych etapach rozwoju naczyń. Pochodzenie komórek 
wchodzących w skład wysp krwiotwórczych było przedmiotem badań [20, 53, 59]. 
Badania na chimerach międzygatunkowych wykazały, że prekursory komórek 
śródbłonka naczyniowego -  angioblasty pochodzą z rejonu wątroby płodowej, skąd 
poprzez narząd przednasierdziowy migrują do podnasierdzia, a następnie do 
miokardium, dając początek splotowi kapilar podnasierdziowych oraz naczyniom 
miokardium [59, 92]. Wyniki tych badań obaliły wcześniejsze poglądy głoszące, że 
komórki śródbłonka naczyń pochodzą z endothelium beleczek wsierdzia przez 
wpuklanie się ich do miokardium i tworzenie odgałęzień naczyniowych [17,18, 46, 
90].

Według współczesnych poglądów prekursory komórek mięśni gładkich błony 
środkowej naczyń większego kalibru oraz fibroblasty przydanki pochodzą z komórek 
mésothélium nasierdzia, poprzez ich transformację nabłonkowo-mezenchymalną, czyli 
odróżnicowanie się. Proces ten polega na utracie właściwości komórki nabłonkowej 
(mésothélium) i przekształcenie jej w komórkę mezenchymatyczną [20, 93]. Powstałe 
z nasierdzia komórki mezenchymatyczne wędrują do miejsc formowania się pierwot
nych naczyń i po ustaleniu się kontaktu ze śródbłonkiem, rozpoczynają różnicowanie 
się w miocyty gładkie błony środkowej [20, 53, 93]. W populacji komórek mezen- 
chymatycznych znajdują się też przyszłe fibroblasty, które po ustaleniu kontaktu z 
pierwotną ścianą naczynia rozpoczynają różnicowanie w fibroblasty błony zewnętrznej 
naczynia. Prekursory fibroblastów mogą też migrować do odległych miejsc i zasiedlać 
rejony przyszłych zastawek serca lub formować element składowy przyszłych pierścieni 
włóknistych.
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R Y C IN A  3. Z a w ią z k i  n a c z y ń  w  p o s ta c i  w y s p  
k rw io tw ó rczy ch  w  pn iu  tę tn iczy m  w  dn iu  14. rozw oju  
e m b r io n a ln e g o  s z c z u r a ,  w y z n a k o w a n e  le k ty n ą  
sp rz ę ż o n ą  z f lu o re s c e in ą  (G S 1 -F IT C ): a -  c z ę ść  
d y s ta ln a  p n ia  tę tn ic z e g o  z z a w ią z k a m i n a c z y ń  w  
tw orzącej się  b ru źd z ie  ao rta ln o -p łu cn e j (strza łk i); b -  
c z ę ść  p ro k s y m a ln a  p n ia  tę tn ic z e g o  z z a w ią z k a m i 
n a c z y ń  w  g rz b ie to w e j i b rz u s z n e j  b ru ź d z ie  p n ia  
tę tn iczeg o , p o ło żen ie  zaw iąz k ó w  n aczyń  o d p o w iad a  
m iejscom  najbardziej oddalonym  od strum ienia krążącej 
k rw i;  c -  s c h e m a t  s e rc a  z te g o  e ta p u  r o z w o ju ;  
z a z n a c z o n o  p ła s z c z y z n y  c ię c ia  w  czę śc i d y sta ln e j 
(poziom  a) i p ro k sy m aln e j (p o z io m  b); lg rz  -  p raw y 
gó rn y  g rzeb ień  pn ia  tę tn ic z e g o ; 2 g rz  -  lew y  do ln y  
grzebień  pnia tętn iczego; 3 g r z -  lew y b rzuszny  grzebień  
sto ż k a , 4 g rz  -  p ra w y  g rz b ie to w y  g rz e b ie ń  sto ż k a ; 
p m kom  -  p rzeg roda m ięd zy k o m o ro w a; gg  -  g ó rny  guz 
w sie rd z io w y ; dg  -  do ln y  g uz  w sie rd z io w y ; leg -  lew y 
g uz w sie rd z io w y ; p rg  -  p raw y  g uz w sie rd z io w y

5 10
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5B. LOKALIZACJA ZAWIĄZKÓW NACZYŃ WIEŃCOWYCH

Pierwsze struktury naczyniowe w postaci tzw. „wysp krwiotwórczych” powstają 
w sercu pod nasierdziem w okolicy zatoki żylnej. Innym miejscem formowania się 
zawiązków naczyń są: bruzda przedsionkowo-komorowa, bruzda międzykomorowa 
oraz tworzące się zagłębienie pnia tętniczego w czasie jego rozdzielania się na pień 
płucny i aortę (ryc. 3a,b) [62].

Struktury te następnie kanalizują, tworząc niezależne, rozproszone pączki 
naczyniowe: komórki śródbłonka układają się na zewnątrz, a erytroblasty w świetle. 
Stopniowo angioblasty różnicują się w komórki śródbłonka, a erytroblasty w erytrocyty. 
Następnie te niezależne przestrzennie, pierwotne struktury naczyniowe zlewają się w 
drożny system o wspólnym kanale. Istniejąca sieć naczyń wieńcowych rozrasta się w 
wyniku angiogenezy w system wieńcowy. Przez cały czas trwania życia płodowego 
naczynia powstają też w wyniku waskulogenezy [68].

5C. POWSTAWANIE I ROZWÓJ TĘTNICZYCH NACZYŃ 
WIEŃCOWYCH

Powstawanie zawiązków naczyń tętniczych serca odbywa się drogą wasku
logenezy. Pierwszym etapem jest formowanie się na terenie opuszki serca (ang. out- 

flow  tract) tzw. splotu kapilar podnasierdziowych [12, 95]. Tworzą się one z wysp 
krwiotwórczych i wtórnych kanałów naczyniowych, które oplatają opuszkę, a następnie

R Y C IN A  4. P ie rśc ień  k a p ila r  w o k ó ł op u szk i se rca  m y sz y  u w id o czn io n y  p rz e z  w y zn ak o w a n ie  ca łeg o  
se rca  p ło d o w e g o  p rzec iw c ia łam i an ty -P E C A M -1  (zazn aczo n o  strza łk ą), w id o czn e  ró w n ież  zaw iązk i 
innych  n aczy ń  w ie ń c o w y c h  w  p o stac i de lik a tn e j sia tk i, k tó re  zo sta ły  w y zn ak o w a n e  tą  sa m ą  te c h n ik ą
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R Y C IN A  5. P ień  tę tn ic z y  z p o c z ą tk u  15. d o b y  
życia p ło d o w e g o  sz czu ra , p rzek ró j p o p rzeczn y , 
z n a k o w a n ie  le k ty n ą  (G S 1 -F IT C ) , p e n e t r a c ja  
zaw iązk ó w  k ap ila r  do  tej sam ej za to k i ao rty  na 
dw u p o z io m a c h : d a ls z y m  (a )  i b l iż s z y m  (b ); 
zaznaczono  strza łk am i; ty lk o  je d e n  z tych  z a w ią z 
ków  po zo stan ie  p ro k sy m aln y m  o d c in k ie m  tę tn icy  
w ieńcow ej; (c) -  schem at serca z tego etapu rozw oju; 
z a z n a c z o n o  p ł a s z c z y z n y  c i ę c i a  s k r a w - k ó w  
tkankow ych: da lszą , d la  p o z io m u  (a) i b liż sz ą  dla 
p o z io m u  (b ); a -  a o rta ; p -  p ień  p łu c n y ; zp -  
zas taw k a  p ó łk s ię ż y c o w a ta  p n ia  p łu c n e g o ; pst -  
p rzeg roda stożka , z t r -  za s taw k a  tró jd z ie ln a ; zm itr 
-  za s taw k a  m itra ln a

5 12

http://rcin.org.pl



ROZWÓJ NACZYŃ WIEŃCOWYCH I JEGO REGULACJA 513

pień tętniczy serca. Początkowo kształt splotu kapilar wokół opuszki przypomina 
półksiężyc, obejmujący od strony grzbietowej (aortalnej) pień tętniczy. Stopniowo 
półksiężyc ten wydłuża swe końce i nabiera kształtu pełnego pierścienia, w miarę jak 
splot kapilar rozrasta się obejmując opuszkę od strony brzusznej (ryc. 4). Pierścień ten 
rozrasta się następnie na grubość w stronę bliższą i dalszą pnia tętniczego. Z tego 
podnasierdziowego splotu kapilar pnia tętniczego wyrastają w stronę zatok aorty (tych, 
które znajdują się naprzeciwko pnia płucnego) zawiązki naczyń, które dają początek 
proksymalnym odcinkom tętnic wieńcowych [10, 11,12,59,95]. Proksymalne odcinki 
tętnic wieńcowych powstają zatem drogą angiogenezy [62]. Opuszka, a następnie 
pień tętniczy serca są również miejscem powstawania kapilar oraz rozrastania się 
tego systemu naczyniowego. W tym czasie dochodzi do znacznego skrócenia opuszki 
serca i wpływa to na ostateczny kształt i miejsce penetracji zawiązków tętnic wień
cowych do zatok aorty [62]. Interesujące, że w czasie tego etapu rozwoju jest wiele 
prób wrastania zawiązków naczyń w stronę zatok aorty, po dwie lub nawet trzy do 
każdej zatoki, a nawet dodatkowo do trzeciej zatoki aorty [59, 62](ryc. 5a,b). 
Ostatecznie jednak tylko dwa zawiązki pozostają jako proksymalne odcinki tętnic 
wieńcowych: lewej i prawej. Taki sposób powstawania tętnic wieńcowych poprzez 
penetrację zawiązków naczyń do zatok aorty, a nie poprzez odpączkowywanie od 
aorty (według poglądu wcześniejszego) [1,36,87] tłumaczy powstawanie wrodzonych 
wad naczyń wieńcowych, jak np. nieprawidłowe odejście naczyń tętniczych w zespole 
Bland-White-Garlanda [9], lub inne zaburzenia systemu wieńcowego [3,4].

Wytwarzanie splotu podnasierdziowego kapilar oraz wrastanie zawiązków naczyń 
tętniczych do aorty odbywa się na etapie rozwoju serca, kiedy dochodzi do podziału 
stożka serca i pnia tętniczego na dwa kanały za pomocą rosnących w określonych 
kierunkach -  skośnie i spiralnie grzebieni stożka. Dystalna część opuszki (pień tętniczy) 
ulega podziałowi na aortę i pień płucny, kiedy pierwsze zawiązki naczyń penetrują w 
stronę odpowiednich zatok aorty. W chwili, kiedy dochodzi do pełnego połączenia z 
aortą i utworzenia światła w proksymalnym odcinku tętnicy wieńcowej, część bliższa 
opuszki (stożek serca) zostaje podzielona w pełni na dwa odrębne ujścia dla lewej i 
prawej komory (ryc. 5c).

W ciągu następnych etapów rozwoju długość pierwotnych tętnic wieńcowych (i 
ich odgałęzień) wzrasta w postępie geometrycznym, wydłużając się w stronę koniuszka 
serca. W tym czasie długość komory serca wzrasta liniowo w miarę upływu kolejnych 
dni rozwoju embrionalnego [64].

Formowanie się błony środkowej odbywa się poprzez dołączanie się komórek 
mezenchymalnych do pierwotnej ściany naczynia utworzonego przez komórki 
śródbłonka. Proces ten rozpoczyna się przed utworzeniem drożnego systemu wień
cowego, tzn. zanim zawiązki obu tętnic wieńcowych wytworzą połączenia ze światłem 
aorty [62]. Udrożnienie systemu wieńcowego z prawym przedsionkiem (od strony 
żylnej) wykazano u przepiórki japońskiej w tym samym czasie, kiedy dochodzi do 
udrożnienia z aortą, tj. HH32 (Hamburger & Hamilton stage 32)[ 27, 91]. Z chwilą 
powstania drożnego połączenia naczyń wieńcowych od strony tętniczej i od strony

http://rcin.org.pl



514 A. RATAJSKA

żylnej z krążeniem ogólnym zarodka rozpoczyna się przepływ krwi w systemie 
wieńcowym. Ta zmiana hemodynamiczna może mieć wpływ na rozpoczęcie różni
cowania się błony środkowej i błony zewnętrznej ściany naczyń tętniczych, ponieważ 
z tą chwilą obserwuje się pojawianie się pierwszych cech fenotypu kurczliwego vv 
różnicujących się komórkach mięśni gładkich błony środkowej naczyń [62].

Różnicowanie się komórek błony środkowej ściany naczynia rozpoczyna się od 
końca bliższego tętnic wieńcowych i postępuje w stronę koniuszka serca. Na podstawie 
własnych badań na szczurach oraz publikowanych prac nad innymi gatunkami zwierząt 
[33, 65, 92] stwierdzono, że pierwszym białkiem kurczliwym miocytów gładkich 
wieńcowych naczyń tętniczych jest a-aktyna miocytów gładkich (a-SM A). W 
miocytach naczyń żylnych a-SMA pojawia się po kilku dniach, (u szczura od ED18). 
Następnie (u szczura) pojawia się odmiana miozyny miocytów gładkich (SM- 
MHC)(ED17) (ryc 6a,b) i w kolejnych etapach rozwoju postępuje w dół, w stronę 
koniuszka serca. Innym często badanym antygenem jest 1E 12 — należący do rodziny 
a-aktynin. Antygen ten pojawia się w systemie tętnic wieńcowych po raz pierwszy w 
dobie 18. (ED 18). Antygen 1E 12 zanika w naczyniach wieńcowych w miarę zwiększaria 
odległości od aorty, wykazując nieciągły charakter w błonie środkowej dalszych 
odcinków tętnic wieńcowych. Podobnie jak a-SMA, antygen 1E 12 nie jest specyficzny 
dla embrionalnych miocytów gładkich, ponieważ występuje też na terenie cytoplazrny 
kardiomiocytów. U przepiórki i kury antygen 1E 12 pojawia się przed SM-MHC [35, 
56,92]. Poza tym 1E 12 nie występuje w błonie środkowej wieńcowych naczyń żylnych 
embrionów szczura, w przeciwieństwie do naczyń żylnych przepiórki, gdzie ulega 
ekspresji [91,92]. Te różnice w czasowo-przestrzennej ekspresji białek systemu 
kurczliwego i/lub cytoszkieletu mogą wskazywać na dużą zmienność odmim 
fenotypowych i aktywności miocytów gładkich, związaną z różnicami między- 
gatunkowymi.

Rola smudeliny -  niedawno opisanego białka komórek mięśni gładkich, wysy
pującego w trzech odmianach nie jest dokładnie poznana. Wydaje się, że białko to 
występuje w komórkach w pełni przystosowanych do aktywnego skurczu [39,40,83, 
84]. Wyniki badań nad rozmieszczeniem smudeliny w sercach płodowych szczera 
potwierdzają rolę tego białka: pojawia się ono najpóźniej w rozwoju embrionalnym w 
porównaniu z innymi badanymi białkami oraz w tych fragmentach proksymalnych 
odcinków tętnic wieńcowych, które składają się z kilku do kilkunastu warstw miocytc w 
gładkich (ED 19 u szczura) (ryc. 6c,d). Wyniki wskazują, że smudelina ulega ekspresji 
w najbardziej dojrzałych częściach drzewa wieńcowego od strony tętniczej [65]. vV 
błonie środkowej wielkich tętnic serca smudelina nie występuje we wszystkich komór
kach miocytów gładkich. Zróżnicowana ekspresja trzech odmian smudeliny [21,40] 
podczas rozwoju embrionalnego innych narządów odzwierciedla także istnienie różny:h 
fenotypów miocytów gładkich, tych które występują w ścianie naczyń oraz tych ktcre 
są składnikiem ściany jelita, macicy, żołądka.

Wyniki badań nad pojawianiem się poszczególnych białek w ścianie naczyń u szczira 
potwierdzają dynamiczność procesu rozwojowego oraz różnorodność fenotypów ni o-
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R Y C IN A  7. a -  T ę tn ic a  w ień co w a  lew a (o d c in ek  b liższy ) i je j o d g a łęz ien ia  u 2 0 -d o b o w eg o  plo lu  
szczu ra  p o k azan a  te c h n ik ą  ko rozy jną: w id o czn e  p o d łużne w zg lęd em  k ieru n k u  p rzep ły w u  krw i „o d c is li” 
k o m ó rek  śró d b ło n k a  n aczy n io w eg o  na pow ierzchni preparatu  korozy jnego ; b -  P raw o-ty lna  p ow ierzchna 
se rca  z 19. d o b y  ży c ia  p ło d o w eg o  szczu ra ; p rep ara t ko ro zy jn y  p o k azu je  uk ład  ży ł w ień co w y c h  la 
p o w ie rzch n i p raw ej i lew ej k o m o ry  o raz  sieć k ap ila r serca , p rzed sio n k i u su n ię to
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cytów gładkich w poszczególnych odcinkach systemu wieńcowego. Należy zaznaczyć, 
że proces rozwoju naczyń wieńcowych nie kończy się z chwilą zakończenia życia 
płodowego. U szczura rozwój trwa co najmniej do 3-4. tygodnia po urodzeniu [5, 82].

6. PRZEBIEG DUŻYCH NACZYŃ WIEŃCOWYCH 
(ŻYŁ I TĘTNIC) U RÓŻNYCH GATUNKÓW ZWIERZĄT

Badania na tym polu na zwierzętach doświadczalnych są fragmentaryczne. 
Ograniczają się jedynie do niewielu prac w piśmiennictwie światowym [7, 16].

U gryzoni praktycznie istnieją dwie tętnice wieńcowe, które w początkowym odcinku 
przebiegu (w ścianie miokardium) dają odgałęzienia na gałęzie potomne oraz biegną w 
ścianie miokardium, a nie podnasierdziowo. Lewa, daje cztery (najczęściej) lub trzy 
odgałęzienia, które biorą początek z dwu gałęzi (ryc 7a). Te potomne gałęzie unaczyniają 
brzeżną część przedniej ściany lewej komory, a gałęzie głębokie (w ilości 1 lub 2) 
unaczyniają przednią część przegrody międzykomorowej. Prawa tętnica wieńcowa 
daje 4 lub 5 odgałęzień, które unaczyniają miokardium prawej komory oraz wędrują w 
stronę bocznej i przedniej części miokardium prawej komory. Na temat powstawania 
żył wieńcowych nie ma praktycznie danych w piśmiennictwie światowym. Jedyne 
informacje dotyczą badań u przepiórki japońskiej [91]. U gryzoni (szczur) położenie 
żył i ich przebieg jest zlokalizowany podnasierdziowo. Żyły większego kalibru biegną 
na tylnej powierzchni serca w środkowej części prawej i lewej komory (ryc. 7b). Żyły 
z tej części serca wpadają do zatoki wieńcowej. Tylko w niektórych odcinkach przebiegu 
żyły wieńcowe towarzyszą odpowiednim gałęziom tętnic, przy czym tętnice wieńcowe 
biegną w miokardium, podczas gdy odpowiadające im odcinki żył -  podnasierdziowo. 
Na przedniej powierzchni serca duże żyły wieńcowe są krótkie, sięgają do podstawy 
stożka prawej komory. U szczura nie ma praktycznie odpowiednika żyły wielkiej serca, 
która u ludzi biegnie od koniuszka serca w bruździe międzykomorowej przedniej i 
wpada do zatoki wieńcowej.

7. MECHANIZMY WASKULARYZACJI SERCA

Nasza wiedza na temat mechanizmów regulacji rozwoju naczyń oraz kształtowania 
się i dojrzewania ściany naczynia jest coraz większa, choć nadal wiele zagadnień 
pozostaje bez odpowiedzi. Wśród czynników regulujących angiogenezę śródbłonkowy 
czynnik wzrostu naczyń (VEGF) oraz ostatnio opisane angiopoetyny (Ang-1 i Ang-2) 
wydają się być najbardziej specyficzne. Specyficzność działania tych czynników jest 
związana z obecnością odpowiednich receptorów jedynie na powierzchni komórek 
śródbłonka (lub ich prekursorów -  angioblastów). Dla VEGF są to flt-1  (VEGFR1) 
oraz KDR lubflk-1 (VEGFR2) [22, 54, 77]. Dla angiopoetyn -  Tie-2 (zwany dawniej 
tek)[23, 60, 70]. YEGF został opisany [24, 25, 76] jako substancja parakrynna
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stymulująca wzrost naczyń, ich pączkowanie oraz proliferację komórek śródbłonka. 
VEGF jest znany również jako substancja stymulująca wzrost przepuszczalności ściany 
naczynia [73]. VEGF występuje w kilku odmianach, które są wynikiem alternatywnego 
składania transkryptu [44].

W embrionalnym sercu VEGF ulega ekspresji przed rozpoczęciem formowania się 
pierwszych zawiązków naczyniowych. Jego bezpośredni wpływ na powstawanie naczyń 
wieńcowych wykazaliśmy na modelu hodowli serca in vitro w obecności tego czynnika 
w podłożu hodowlanym [61]. Embrionalne serce kurczęcia można utrzymywać w 
hodowli przez kilka lub kilkanaście dni na specjalnie przygotowanym podłożu 
kolagenowym w obecności pożywki. Dzięki automatyzmowi serce pracuje oraz może 
być utrzymywane przy życiu i zachodzą w nim zmiany morfogenetyczne, które można 
badać poza organizmem żywym. W takim samym modelu in vitro udało się hodować 
serca szczura. Egzogenny VEGF powoduje, że z zawiązków naczyń serca płodowego 
(ED I4) wyrastają naczyniopodobne struktury, zagłębione w żelu kolagenowym, 
tworzące światło. W podłożu hodowlanym oraz endogennie (w hodowanym sercu 
płodowym) wykryto obecność białka VEGF metodą Western biot oraz wykazano, że 
zasadowy czynnik wzrostu (bFGF) stymuluje ekspresję VEGF w sercach hodowanych 
in vitro. Zasadowy FGF dodany do podłoża wpływa na migrację komórek, która jest 
jedną z aktywności komórkowych podczas angiogenezy i staje się tym samym 
niezbędnym składnikiem waskularyzacji serca. Zasadowy FGF stymuluje migrację 
komórek mezenchymalnych w hodowli serca 12-dobowego (awaskulamego) oraz działa 
synergistycznie z VEGF na migrację komórek w tym modelu eksperymentalnym [61]. 
Nie wpływa natomiast na tworzenie struktur naczynio-podobnych in vitro. Wykazano 
również ekspresję genu VEGF, obecność oraz lokalizację VEGF w rozwijającym się 
sercu płodowym [79]. Początkowo gen VEGF ulega ekspresji pod nasierdziem tam, 
gdzie powstają pierwsze zawiązki naczyń. Taką lokalizację VEGF można wytłumaczyć 
działaniem czynnika stymulującego gen dla VEGF, jakim jest względna hipoksja [72, 
74]. Wydaje się, że pod nasierdziem, odległym od omywanego krwią wsierdzia występuje 
pewien niedosyt tkankowego stężenia tlenu, powodując wzmożenie ekspresji genu 
VEGF poprzez czynnik transkrypcyjny HIF (ang. hypoxia inducible factor) [30, 
43].

Angiopoetyny (1 i 2) są znane jako czynniki stabilizujące ścianę tworzącego się 
naczynia [19, 47, 76] oraz regulujące oddziaływanie komórek śródbłonka z 
nieśródbłonkowymi elementami komórkowymi ściany naczynia (pericyty, miocyty 
gładkie). Ang-1 jest ligandem aktywującym receptor Tie-2, Ang-2 jest jego antagonistą. 
Ponadto, Ang-2, w zależności od obecności lub braku w otoczeniu komórkowym VEGF 
może działać stymulująco na angiogenezę, poprzez rozluźnienie oddziaływań 
międzykomórkowych, lub odpowiednio hamować ją, przez uszczelnienie oddziaływań 
międzykomórkowych [6,58]. Wyniki te pochodzą z badań nad hodowanymi komórkami 
śródbłonka w systemie in vivo pod rogówką oka. Ostatnio opisano Ang-3 i Ang-4 
[85]. Potwierdzono również obecność odmian Ang-1 i Ang-2 w związku z alter
natywnym składaniem transkryptu obu genów [34, 51]. Wykazano ponadto, że mRNA 
dla Ang-2 ulega regulacji pozytywnej w warunkach hipoksji [50].
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Na temat udziału angiopoetyn w rozwoju naczyń w różnych narządach płodowych 
ukazały się prace wykorzystające model zwierząt transgenicznych. Angiopoetyny są 
niezbędne do życia, ponieważ myszy pozbawione genu dla Ang-1 lub Ang-2 giną w 
okresie płodowym [47].

W sercach płodowych szczura angiopoetyna 1 (Ang-1) występuje przed wasku- 
laryzacją(EDl 2) i jest obecna podczas poszczególnych etapów angiogenezy płodowej 
(ED13-ED21), podobnie jak Ang-2. Występowanie obu angiopoetyn jest szczególnie 
silne w beleczkach serca, w miokardium gąbczastym podczas ED 13 i 14. W beleczkach 
nie powstają wówczas żadne zawiązki naczyń. Same beleczki podlegają w ciągu 
następnych dni rozwoju silnej przebudowie (skracaniu się) przy równoczesnym 
pogrubianiu się ściany miokardium zbitego. Ang-1 i Ang-2 są obecne na terenie komórek 
w sercu 13-dobowym. W następnych dniach rozwoju embrionalnego (ED I5-16) 
immunohistochemiczne rozmieszczenie angiopoetyn pojawia się na terenie miokardium 
komór i przedsionków w postaci punktowych i/lub plamkowatych skupień (ryc. 8a,b). 
Skupienia te są charakterystycznym obrazem lokalizacji angiopoetyn w sercu do końca 
życia płodowego. Angiopoetyny nie występują w ścianie naczyń wieńcowych dużego 
kalibru, z rozwiniętą warstwą błony środkowej. Nie wykrywa się też angiopoetyn w 
ścianie pierwotnych naczyń zatokowych podnasierdzia, które w tym okresie rozwoju 
nie wytwarzają błony środkowej (ryc. 8a,b,c,d). Badania ultrastrukturalne w mikro
skopie elektronowym z użyciem techniki immunocytochemicznej wykazują, że 
angiopoetyna 1 jest obecna w przestrzeniach międzykomórkowych tworzącej się ściany 
naczynia w chwili przyłączania się nieśródbłonkowego składnika komórkowego 
(prekursora pericytu?, prekursora miocytu gładkiego?) do komórki śródbłonka. Z chwilą 
powstania ściślejszego połączenia między komórkami nie wykrywa się angiopoetyn w 
przestrzeni międzykomórkowej [63].

Każda z dwu angiopoetyn (Ang-1 i Ang-2) migruje w żelu poliakrylamidowym 
(12%) w warunkach redukujących jako dwie odmiany o masach cząsteczkowych 
około 55 i około 70 kDa. Istnienie dwu odmian angiopoetyn jest prawdopodobnie uwa
runkowane różnym stopniem modyfikacji tych białek po translacji (np. różnice w ilości 
przyłączonych grup glikozylowych) [63].

Lokalizacja VEGF oraz jego ekspresja wykazuje zbieżność czasowo-przestrzenną 
z pojawianiem się zawiązków oraz właściwych naczyń wieńcowych. VEGF jest 
nieobecny w ścianie poduszeczek wsierdziowych serca tam, gdzie nie powstają naczynia. 
Podobnie, Ang-1 i -2. Oba typy czynników wzrostu: Ang i VEGF mają podobną 
lokalizację w sercu embrionalnym, pokrywającą się z miejscami formowania się naczyń. 
Wydaje się jednak, że na poziomie submikroskopowym (molekularnym) wspomniane 
czynniki wzrostu działają w ściśle określonych przestrzennie i czasowo warunkach.

Zasadowy czynnik wzrostu (bFGF) odgrywa rolę pobudzającą na angiogenezę, 
lecz działa również stymulująco na wzrost innych typów komórek [13, 25], nie tylko 
komórek śródbłonka. Zbadano, że w systemie komórek śródbłonka hodowanych in 
vitro VEGF i bFGF działają synergistycznie na angiogenezę i tworzenie tub na
czyniowych w żelu kolagenowym [26]. Udział tych czynników w rozwoju naczyń
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wieńcowych nie jest do końca poznany, choć był przedmiotem niektórych badań [79, 
81].

Ostatnie dane z badań nad rozwojem naczyń wieńcowych w modelu in vitro 
wskazują na udział wielu czynników wzrostu w regulacji tego procesu [82].

CZYNNIKI HEMODYNAMICZNE

Rozpoczęcie przepływu krwi w systemie wieńcowym nie jest warunkiem niezbęd
nym do formowania się błony środkowej ściany naczynia w zawiązkach tętnic 
wieńcowych [62]. Początek przepływu krwi w naczyniach wieńcowych po udrożnieniu 
z aortą zwiększa naprężanie ścinające (ang. shear stress) komórek śródbłonka, co 
indukuje wyzwalanie pewnych substancji przez komórki śródbłonka naczyniowego 
[28, 37]. Substancje te modulują różnicowanie sięmiocytów gładkich błony środkowej 
oraz wpływają na ich proliferację [75]. Zwiększone naprężenie ścinające od strony 
tętniczych naczyń wieńcowych w porównaniu z naprężeniem w systemie naczyń 
żylnych (mniejsze ciśnienie krwi w naczyniach zatokowych żylnych naczyń wień
cowych) tłumaczy wcześniejsze różnicowanie się komórek mięśni gładkich tętnic 
wieńcowych w porównaniu z błoną środkową żył wieńcowych. W granicach spekulacji 
pozostaje natomiast sposób, w jaki jest indukowane powstawanie naczyń lub ich wzrostu 
do określonych miejsc w sercu przez przepływ krwi w jamach serca. Nie wiemy, czy 
np. tworzące się dwa strumienie krwi w jamach rozwijającego się serca mają wpływ 
na powstawanie i indukowanie wzrostu naczyń lub ich zawiązków w określonych 
miejscach serca.
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ERRATA

Errata do artykułu: Kucia M., Drukała J.: Postęp w metodach hodowli komórek 
dla transplantologii Komórki macierzyste. PostBiol Kom 2002; 29: 257-268.

Zdanie umieszczone na str, 261 w. 3 od góry w brzmieniu:
Maksymalnie cztery dni po zapłodnieniu i kilku cyklach podziałowych totipotencjalne 

komórki zaczynają procesy specjalizacji prowadzące do utworzenia kulistej blastocysty, 
w której można wyróżnić zewnętrzną warstwę komórek tworzących blastodermę i 
grupę komórek nazywaną węzłem zarodkowym lub wewnętrzną masą komórkową 
(ICM -  ang. inner celi mass). Komórki węzła zarodkowego biorą udział w tworzeniu 
łożyska oraz tkanek wspomagających rozwój zarodka.

Powinno brzmieć następująco:

Maksymalnie cztery dni po zapłodnieniu i kilku cyklach podziałowych totipotencjalne 
komórki zaczynają procesy specjalizacji prowadzące do utworzenia kulistej blastocysty, 
w której można wyróżnić zewnętrzną warstwę komórek i grupę komórek nazywaną 
węzłem zarodkowym lub wewnętrzną masą komórkową (ICM -  ang. inner celi 
mass). Komórki blastocysty biorą udział w tworzeniu łożyska oraz tkanek zarodka.
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Wskazówki przygotowania rysunków i streszczeń do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny być napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub wcześniejsza, 
bez przeniesień. Jeśli w tekst zostały wstawione rysunki, powinny one zostać umieszczone osobno na 
dyskietce. Powinny to być albo mapy bitowe (TIF, .PCX), albo pliki z Corela, wersja 5,0 lub wcześniej
sza. Każda wersja Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wcześniejszej. 
Rysunki, schematy zdjęcia i wykresy w podpisach i w powołaniach w tekście powinny nosić nazwę 
rycina (Ryc.) i być numerowane kolejno.

Streszczenie ma mieć następującą strukturę;

j. polski j. angielski

Podstawy zagadnienia; jedno zdanie Background:
Podtytuły: do każdego podtytułu 3-5 zdań Subtitles:
Wnioski: 2 zdania Conclusions:
Słowa kluczowe: do 8 słów Key words:

Takie streszczenia standardowe mogą być ważne, gdyż obecnie czyta się je  komputerowo. Treść 
streszczenia zachęca bądź nie zachęca do przeczytania całego artykułu.

Prosimy również Autorów o podawanie adresów e-mail, o ile je  mają.
Cennik odbitek prac dla Autorów w 2002 r.

Liczba odbitek 50 100 200 400
Cena zł 100,00 120,00 150,00 200,00

Zamówienie na odbitki musi być złożone wraz z przesłaną korektą pracy

Warunki prenumeraty kwartalnika PBK

P renum era ta  na  rok  2003
Redakcja przyjm uje opłatę prenum eraty za rok 2003 pod adresem:
FU NDACJA BIOLOGII KOM ÓRKI I BIOLOGII M OLEKULARNEJ,
ul. M arymoncka 99,01-813 Warszawa; tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkaw iak@ cm kp.edu.pl
na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOM ÓRKI I BIOLOGII M OLEK ULA RN EJ,
ul. M arym oncka 99, 01-813 W arszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,
IV O/W arszawa 12401053-40006576-2700-401112-001.
Cena prenum eraty rocznika na rok 2003: 

dla instytucji (bibliotek) wynosi 150 zł, 
dla odbiorców  indyw idualnych 50 zł.

Subscription orders fo r  POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI for 2003 
should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board o f  
PO STĘPY  BIOLOGII K OM Ó RKI, M arym oncka str. 99, 01-813 W arszawa /Poland, 
tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkaw iak@ cm kp.edu.pl:
On account: FU ND ACJA  BIOLOGII K OM Ó RKI I BIOLOGII M O LEK ULA RN EJ, 
ul. M arym oncka 99, 01-813 W arszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,
IV O/Warszawa, No 12401053-40006576-2700-401112-001.
Price per year 20 dollars USA
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INFORMACJE DLA AUTORÓW

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe z zakresu najnowszych osiągnięć biologii 
kom órki, niepublikow ane dotąd w innych w ydaw nictw ach. A utorzy odpow iadają za ścisłość podaw anych 
inform acji. O bow iązuje term inologia zgodna z polskim  m ianow nictw em  biochem icznym , histologicznym , 
anatom icznym  i em briologicznym . Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOM ÓRKI nie m ogą 
być bez zgody redakcji publikowane w innych periodykach. Prosimy Autorów o nadsyłanie prac bezpośrednio 
do Redaktorów odpow iedniej specjalności (adresy na 2 str. okładki), a do Redakcji w W arszawie tylko te 
artykuły, które nie odpow iadają żadnej z w ym ienionych specjalności.

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają
1) artykuły przeglądowe nie przekraczające 15 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z 

ostatnich 5 lat (natomiast wcześniejsze prace mogą być pracami przeglądowymi);
2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi z ostatniego 

roku (licząc od daty wysłania do redakcji);
3) listy do redakcji (do 1 strony maszynopisu).
Tekst pracy i załączniki należy przesyłać w dw óch egzem plarzach. M aszynopis pow inien być pisany 

jednostronnie na papierze form atu A4 w układzie norm alnym  1800 znaków  na stronie. O stateczna w ersja 
tekstu i rysunki (wskazów ki s. 160) powinna być przysłana na dyskietce 3,5" jako plik (file) W indows lub 
ASCII. Pierwsza strona nienum erowana przeznaczona dla redakcji winna zawierać: imiona, nazwiska, tytuły 
naukow e autorów  i adresy: w pracy, dom owy w raz z telefonem  i e-m ail, ty tuł pracy w języku  polskim  i 
angielskim  oraz liczbę stron m aszynopisu, liczbę tabel i rycin. Na pierwszej (num erowanej) stronie należy 
podać kolejno tytuł pracy w języku polskim i angielskim, imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska autorów, 
nazwęzakładu naukowego, nazwisko i adres autora prowadzącego korespondencję, informację o dofinansowa
niu pracy oraz skrót tytułu (do 40 znaków). Następna strona powinna zawierać w języku polskim i angielskim 
streszczenie (do 1 str.) oraz słowa kluczowe 3 do 10 słów zgodnych z terminami w M edical Subject Headings 
{Index M edicus), o ile są tam zawarte. W tytule i streszczeniu można stosować jedynie powszechnie przyjęte 
skróty, np. DNA. Tekst artyku łu  należy  rozpocząć od nowej strony. W tekście  nie zam ieszczać tabel, 
schematów lub rycin, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich lokalizację (np. tab. 1, ryc. 1 itp.). Dla 
przejrzystości tekst m ożna podzielić na tytułow ane i num erow ane rozdziały oraz podrozdziały. Od nowej 
strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism  podaw ać należy w edług Index M edicus (listy 
czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym). Powołanie w tekście następuje przez podanie 
kolejnego num eru pozycji w spisie litera tury  w naw iasie kw adratow ym  (np. [5]). Spis litera tury  należy 
zestawić alfabetycznie według następującego wzoru:

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

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

Tabele, opisy schem atów  i rycin powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schem aty i rysunki 
muszą być wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane 
na błyszczącym  papierze. B a rw ne ryciny  i zd jęc ia  są płatne.W ym iary  poszczególnych rycin, schematów 
i fotografii nie m ogą przekraczać 125 x 180 mm lub ich połowy. Jeżeli załączniki są zapożyczone z innych 
źródeł, należy podać, skąd zostały zaczerpnięte i dołączyć zgodę autora i wydawnictwa na reprodukcję, jeżeli 
materiały te zamieszcza się w niezmienionej formie. W szystkie załączniki, np. wykaz skrótów, muszą mieć na 
odwrocie nazwisko 1. autora i oznaczenie góry i dołu ilustracji. Jednostki miar muszą być zgodne z układem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. A utor zobowiązany jest 
do w ykonania korekty autorskiej i zw rócenia jej w ciągu doby. K oszt publikacji artykułu w „Postępach 
wynosi 300,- zł za artykuł. A utorzy otrzym ują bezpłatnie 1 egz. zeszytu PBK z opublikow aną pracą oraz 
mogą zamówić odbitki odpłatnie odsyłając korektę. Redakcja prosi o propozycję do 5 osób (nazwisko, imię, 
adres, fax), które byłyby odpowiednimi recenzentami maszynopisu, nie powinny jednak być pracownikami 
instytucji, w której pracuje autor, ani jego współpracownikami. Poprawioną po recenzji wersję pracy należy 
zwrócić do redakcji koniecznie w ciągu 30 dni. Redakcja zrezygnuje z publikacji m aszynopisu, którego 
autorzy do 30 dni nie odpowiedzą na list redaktora.

Redakcja prosi także o dołączenie tytułu artykułu i podpisanej odpowiedzi na następujące pytania:
Dołączono 2 kopie maszynopisu, tabel Treść pracy nie była uprzednio publikowana,
i rycin tak nie nie została wysłana do innej redakcji tak nie
Wszyscy Autorzy znają i akceptują pracę tak nie Dołączono kopię pracy wraz z rycinami na dyskietce z
Jest zgodaosób, których informacje nie- podaniem nazwy pliku i użytego programu edycyjnego
publikowane są zamieszczone w tekście tak nie z komputera IBM tak nie
Odpowiadam za całość pracy tak nie Wyrażam zgodę na to, że artykuł po przyjęciu do druku w
„Postępach Biologii Komórki” przechodzi na własność Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej i jego 
reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpisy wszystkich autorów
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