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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2002 roku przyznata zespotowi pracujacemu pod
kierunkiem prof. Katarzyny Koziak grant na realizacje projektu badawczego pt.
Regulacja procesu migracji komdrek Srodblonka naczyn przez receptory P2 purynergiczne.

Streszczenie

Od Kkilku lat coraz wigcej uwagi poswigca si¢ roli zewngtrzkomoérkowych nu-
kleotydéw i aktywowanych przez nie receptoréw purynergicznych P2 w regula-
¢ji funkgji komoérek $rédblonka naczyniowego. Celem projektu finansowanego
przez Naukowa Fundacj¢ Polpharmy byto zbadanie roli receptoréw purynergicz-
nych P2 w migracji komoérek $rodbtonka. Wyniki badan zostaly opublikowa-
ne w 2005 roku w czasopi§mie Thrombosis and Haemostasis (93(4): 735-42).
Byla to pierwsza ilustracja roli, jaka w komoérkach §rédbtonka pelnig nukle-
otydy, ktére aktywujac szlaki przekazywania sygnatu prowadza do przebudowy
cytoszkieletu, aktywacji integryn, adhezji i nasilenia ruchliwosci komoérek. Sg
to odpowiedzi komérkowe warunkujace angiogeneze. Receptorami indukujacy-
mi te zjawiska sg prawdopodobnie receptory P2Y2 i P2Y4. Uzyskane wyniki
umozliwity uznanie §rédblonkowych receptoréw P2Y za nowa grupe receptoréw
uczestniczacych w angiogenezie.

Stowa kluczowe: komorki §rédblonka ¢ receptory P2Y ¢ nukleotydy ze-
wnatrzkomoérkowe * angiogeneza

Summary

In recent years, there has been a rapidly growing interest in defining the role
of extracellular nucleotides and their respective purinergic P2 receptors in the
endothelium. The aim of the project funded in part by Polpharma Scientific
Foundation was to determine the role of purinergic P2 receptors in endothelial
cell angiogenic responses. The results of the study were published in 2005 in
Thrombosis and Haemostasis (93(4): 735-42). It was shown for the first time
that through the activation of P2 receptors, particularly P2Y2 and P2Y4, nucle-
otides induce cytoskeletal rearrangements, activation of integrins, and adhesion
kinases, and increase endothelial cell migration. These responses are characte-
ristics of angiogenic phenotype, therefore we propose that endothelial P2Y re-
ceptors represent a new group of receptors that are involved in the regulation of
angiogenesis. In this article we present some of our published and unpublished
data and discuss them in the context of other reports.

Key words: endothelial cells ® P2Y receptors ¢ extracellular nucleotides
* angiogenesis

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2011 | 1(1) | 7-16 7



Kaczmarek E. i Koziak K. — Nukleotydy zewnatrzkomérkowe i indukowana przez nie odpowiedZ komérek §rodblonka

WSTEP

Tabela 1. Receptory purynergiczne P2 i ich agonisci.

W 1996 roku zespét naukowcéw z Uniwersytetu
Harvarda zidentyfikowal CD39, juz wczes$niej zna-
ny marker aktywacji limfocytéw, jako zwiazang z ze-
wnetrzng blong komorek $rédbtonka ATP difosfo-
hydrolaze (ATPDaze, NTPDazeg-1'), najwazniejszy
naczyniowy enzym hydrolizujacy zewnatrzkomor-
kowe nulleotydy. Scharakteryzowanie NTPDazy-1
wywolalo gwaltowny wzrost zainteresowania rola,
jaka zewnatrzkomérkowe nukleotydy pelnig w re-
gulacji funkeji komérek krwi oraz komoérek Sciany
naczynia krwiono$nego, w tym zwlaszcza komorek
§rodbtonka. Niektore reakcje naczyniowe na stymu-
lacje nukleotydami, np. skurcz migsni gladkich na-
czyh krwionos$nych po stymulacji ATP [1,2] czy ak-
tywacja i agregacja plytek krwi aktywowanych ADP,
byly powszechnie znane od lat, natomiast moleku-
larne mechanizmy pozostawaly nieznane. Do zna-
czgcego postepu w ich zrozumieniu przyczynito sie,
oprocz zidentyfikowania NTPDazy-1, takze sklono-
wanie receptoréw purynergicznych P2, scharaktery-
zowanie zwigzanych z nimi szlakéw przekazywania
sygnatu w réznych typach komoérek i tkanek oraz ba-
dania na myszach pozbawionych funkcjonalnych ge-
néw kodujacych receptory P2. Wyniki opublikowa-
nych w ostatnich latach prac pozwalaja stwierdzic,
ze efektem aktywacji komoérek S$rédblonka przez
zewnatrzkomoérkowe nukleotydy jest odpowiedz ko-
morkowa podobna do tej, jaka wywolujg klasyczne
juz zwiazki regulujace funkcje tych komérek, np.
$rédbtonkowy czynnik wzrostu (ang. vascular endo-
thelial growth factor; VEGF) i trombina [3-5].

Zewnatrzkomorkowe ATP i ADP oraz tri- i difos-
forany innych nukleozydéw pojawiaja si¢ w osoczu
w nastepstwie uszkodzenia tkanek i $mierci komorek,
sg takze uwalniane do przestrzeni okotokomoérkowej
w wyniku dziatania mechanizméw nielitycznych. Do
najwazniejszych z nich zalicza si¢ egzocytoze ziarni-
stosci zawierajacych nukleotydy [6], aktywny trans-
port przez blong komérkowa (np. poprzez transpor-
tery kasetowe wigzace ATP) [7,8], wydzielanie przez
semi-kanaty koneksynowe i paneksynowe [9-13],
a takze przez kanaly jonowe zalezne od potencjalu
blonowego [14,15]. Na stezenie nukleotydéw zewna-
trzkomoérkowych ma takze wplyw aktywno$¢ enzy-
moéw znajdujacych si¢ na powierzchni komorek, hy-
drolizujacych je do nukleozydéw. Zalicza si¢ do nich
NTPDazy, syntaze ATP, kinaze difosfonukleozydowa,
kinaze adenylowa i 5’- nukleotydaze (CD73) [16-19].

Nukleotydy zewnatrzkomérkowe nie przechodza
przez blone komorkowa, lecz przekazuja sygnal za

Receptor Agonista
P2X1-P2X7 ATP
P2Y1 ADP
P2Y2 UTP, ATP
P2Y4 UTP
P2Y6 UDP
P2Y11 ATP
P2Y12 ADP
P2Y13 ADP
P2Y14 UDP-glukoza

posrednictwem receptoréw purynergicznych P2. Sa to
specyficzne biatka receptorowe, ktére ze wzgledu na
budowe i sposéb przekazywania sygnatu dzieli si¢ na
dwie grupy: P2X i P2Y. Receptory P2X sa kanatami
jonowymi dla Na*, K* i Ca?* i aktualnie znanych jest
siedem ich typow: P2X1 - P2X7. Z kolei osiem dotych-
czas opisanych receptoréw P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4,
P2Y6, P2Y11 - P2Y14), to receptory zwigzane z bial-
kiem G (Gq lub Gi) [20,21]. Kolejng istotna cecha od-
rézniajaca te dwie grupy receptoréw jest specyficznosé
ich ligandéw: receptory P2X aktywowane sg przez
ATP, natomiast P2Y odpowiadaja zaréwno na stymu-
lacje ATP i ADP czyli nulkleotydéw purynowych, jalk
i UTP, UDP i UDP-glukozy czyli nukleotydéw pirymi-
dynowych. Ponadto, poszczegélne receptory P2Y 16z-
nig si¢ migdzy soba powinowactwem do nukleotydéw
i tak ATP jest agonista dla receptoréw P2Y2 i P2Y11,
UDP dla receptora P2Y6, a UDP-glukoza dla receptora
P2Y14 [22] (Tabela 1). Wreszcie, rézny jest efekt akty-
wagji receptoréw P2Y w zaleznosci od tego, czy sa one
zwiazane z biatkiem Gq czy biatkiem Gi. Przylaczenie
ligandu do receptoréw P2Y zwigzanych z biatkiem Gq,
czyli P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, prowadzi do
aktywaciji fosfolipazy C i w konselwencji do wzrostu
stezenia 1,4,5-trifosforanu inozytolu i uwolnienia Ca?*
z zasob6w wewnatrzkomoérkowych [23]. W przypad-
ku receptoréw P2Y11 dodatkowo stwierdza si¢ zwigk-
szenie aktywnosci cyklazy adenylowej i w efekcie na-
silong synteze cAMP. Natomiast aktywacja receptorow
P2Y zwiazanych z biatkiem Gi, czyli P2Y12, P2Y13
i P2Y14 hamuje cyklaze adenylowa i prowadzi do
spadku stezenia cAMP [24].

Aktywacja receptorow P2 utrzymuje si¢ do czasu
zhydrolizowania nukleotydéw przez wspomniane
powyzej enzymy i/lub desensytyzacji lub internali-
zacji receptora. Degradacja nukleotydéw prowadzi
nie tylko do obnizenia stezenia ligandu dla specy-
ficznego receptora P2, ale takze do pojawienia si¢

1. Zgodnie z aktualnie przyjetymi zasadami nazewnictwa, poprawng nazwa ATPDazy (EC 3.6.1.5) okre$lanej w pismiennictwie takze
jako ekto-apyraza, ATPaza, ADPaza lub ekto-ATPDaza, jest difosfohydrolaza trifosforanow nukleozydow - 1 (NTPDaza 1).
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nowego agonisty i mozliwej aktywacji kolejnego re-
ceptora (np. ADP powstajacy w wyniku hydrolizy
ATP ma powinowactwo do innych receptoréw niz
ATP). Enzymy hydrolizujace nukleotydy moga mo-
dyfikowa¢ reakcje indukowane przez receptory P2
nie tylko poprzez hydrolize nukleotydéw, ale talk-
ze poérednio, przyczyniajac si¢ do zmiany stezenia
adenozyny, ktéra jest kolejnym produktem katalizy
ATP i ADP. Aktywacja receptoréw adenozynowych
P1 (Al, A2, A3) indukuje w komoérkach szlaki prze-
kazywania sygnalu prowadzace do odpowiedzi ko-
morkowej zwykle przeciwstawnej zjawiskom indu-
kowanych pobudzeniem receptoréw P2. Stymulacja
receptoréw P2 prowadzi na przykiad do proliferacji
komérek migsni gladkich, podczas gdy adenozyna
dzialajaca poprzez receptory Pl hamuje ten pro-
ces [25]. Ponadto, wolne nukleozydy (np. adeno-
zyna) moga by¢ zwigzane i przetransportowane do
komérki przez wyspecjalizowane, blonowe bialka
transportowe. Ten szlak odzyskiwania puryn umoz-
liwia m.in. uzupelnienie zapaséw ATP w komorce.

Ztozonos¢ ukiadu purynergicznego wynika nie tyl-
ko z istnienia kilkunastu receptoréw P2 i P1 i kilku
enzyméw metabolizujacych nukleotydy. Nalezy pa-
migta¢ réwniez o tym, ze r6zne typy komorek cha-
rakteryzujg si¢ specyficznym dla siebie zestawem
tych receptoréw i enzyméw. Dzigki temu mozliwe
jest ogromne zréznicowanie odpowiedzi komoérko-

wych wywotywanych dziatlaniem nukleotydéw.

Celem projektu finansowanego przez Naukows Fun-
dacje Polpharmy byto zbadanie roli receptoréw pury-
nergicznych w migracji komérek srédbtonka. Bezpo-
$rednig przyczyna podjecia tych badan byla wazna
obserwacja dokonana podczas analizy fenotypu my-
szy, ktorych komorki nie syntetyzuja cd39 (cd39-/-).
Stwierdzono wéwczas silne uposledzenie powstawa-
nia nowych naczyn krwionosnych w nowotworach
in vivo u tych zwierzat oraz nieprawidlowosci w an-
giogenezie ocenianej in vitro [26]. Prawdopodobna
przyczyna obserwowanych aberracji byto zaburzenie
przekazywania sygnatu przez $rédblonkowe recep-
tory purynergiczne, co sugerowalo zwigzek miedzy
aktywnoscig ATPDazy i stezeniem zewnatrzkomoérko-
wych nukleotydéw we krwi a powstawaniem naczyf
krwionos$nych.

METODYKA I WYNIKI

Wszystkie do$wiadczenia przeprowadzone byly
na ludzkich komérkach srédbionka izolowanych
z zyty pepowinowej (HUVEC). Oceny zmian ste-
zenia wewnatrzkomorkowych jonéw wapnia do-
konywano metoda fluorescencyjna po inkubacji
komoérek z barwnikiem fluo-3 AM. Do oceny fos-
forylacji biatek przekaznikowych oraz ekspresji

Tabela 2. Relatywna ekspresja wybranych P2 receptorow
w komorkach srodbtonka. Zakres odpowiada ekspresji
mRNA receptoréw P2Y1, P2Y2 i P2Y4 stwierdzony
w sze$ciu réznych populacjach HUVEC w pasazu 0 i 4.

Relatywna Relatywna Relatywna
ekspresja genu  ekspresja genu  ekspresja genu
P2Y1 (zakres) P2Y2 (zakres) P2Y4 (zakres)
pasaz0 1(0,51-1,96) 1(0,47-2,13) 1(0,36-2,79)

pasaz4 1,16 (0,88-1,54) 0,98 (0,77-1,23) 4,83 (2,89-8,09)

integryn zastosowano metode Western blot i spe-
cyficzne przeciwciala. Migracj¢ komérek badano
w kamerze Boydena z zastosowaniem membran
o $rednicy poréw 8 um. Cytoszkielet komérek oce-
niano w mikroskopie konfokalnym po wybarwieniu
wldékien aktynowych falloidyna. Ekspresja genéw
kodujacych receptory P2 w komérkach srédblonka
oceniana byla metoda PCR w czasie rzeczywistym
z wykorzystaniem sond Tagman.

Ekspresja genéw kodujacych receptory P2
w komorkach §rédblonka w zalezno$ci od pasazu

Przeprowadzona przez nas analiza ekspresji ge-
néw kodujgcych wybrane receptory purynergiczne
(P2Y1, P2Y2 i P2Y4) w komérkach srédblonka
w mlodych (pasaz 0) i starzejacych si¢ (pasaz 4)
hodowlach ujawnila istotne réznice w nasileniu eks-
presji receptora P2Y4 i niewielkie zmiany ekspresji
receptorow P2Y1 i P2Y2 (Tabela 2). W komérkach
pasazu 4 ekspresja receptora P2Y4 byta prawie pig-
ciokrotnie wyzsza niz w komoérkach pasazu 0. Na
tej podstavvie mozemy przypuszczac, Ze z wiekiem
hodowli zwigksza si¢ wrazliwos¢ komoérek na UTP.

Zmiana stezenia wewnatrzkomoérkowych jonéw
wapnia

Z informacji dostgpnych w literaturze wynikato, ze
wiele typow komorek odpowiada na zewnatrzkomoér-
kowe nuldeotydy wzrostem stezenia wewnatrzkomor-
kowego, wolnego wapnia ([Ca**],). Podobne zjawisko
zaobserwowaliSmy w komoérkach srédblonka stymu-
lowanych ATP i UTP. W celu ustalenia Zrédta [Ca**],
tj. okreslenia, czy jony wapnia uwalniane sa z organelli
wewnatrzkomérkowych czy pochodza ze Srodowiska
zewnatrzkomoérkowego, komérki byty poddane dziata-
niu zwiazku chelatujacego wewnatrzkomérkowe jony
wapnia BAPTA-AM lub tapsigarginy, ktéra prowadzi
do oproznienia wewnatrzkomorkowych jonéw wapnia
poprzez selektywne zablokowanie pompy wapniowej
w siateczce $rodplazmatycznej lub byly umieszczone
w pozywce bez jondw wapnia, zawierajacej dodatko-
wo zwigzek chelatujacy jony wapnia, EGTA.
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Integryna
axPus JUERTES 1t P2Y2

+

Migracja Zmiany cytoszkieletu

Rycina 1. Schemat szlakéw przekazywania sygnatu
zainicjowanych przez nukleotydy zewnatrzkomorkowe
w komorkach $rodbtonka, prowadzacy do zmian
cytoszkieletu i migracji.
W efekcie dziatania BAPTA-AM i tapsigarginy nie
dochodzilo do wzrostu stezenia [Ca**],, w komor-
kach §r6dbtonka stymulowanych nukleotydami ze-
wnatrzkomérkowymi (ATP, ADP i UTP), natomiast
EGTA nie mial zasadniczego wplywu na zmiany
stezenia [Ca**], indukowane przez ATP i UTP.

UDP nie prowadzit do zmian w stezeniu wewnatrz-
komérkowego wapnia, a zmiany w odpowiedzi
na ADP i 2-metyltio-ADP byly znaczaco stabsze
w poréwnaniu do ATP i UTP. Stymulacja HUVEC
przez o,p-metylen-ATP, agonist¢ receptorow P2X,
nie prowadzita do zadnych zmian w steZeniu we-
wnatrzkomérkowych jonéw wapnia, co potwierdza-
to poprzednie wyniki wskazujace, ze receptory P2X
nie odgrywaja waznej roli w odpowiedzi wapniowej
komorek §rodbtonka.

Ta farmakologiczna analiza wskazywala na udzial
P2Y receptoréw, a zwlaszcza P2Y2 i P2YI oraz
prawdopodobnie P2Y4, w odpowiedzi §rédbtonka
na aktywacje nukleotydami zewnatrzkomoérkowymi.

Fosforylacja FAK, paksyliny i p130<*

Zmiana stezenia [Ca**] aktywuje rézne szlaki
przekazywania sygnatu. Pod wptywem ATP i UTP
w HUVEC dochodzilo do fosforylacji kilku biatek.
Biatka o masie czasteczkowej okolo 68, 125 i 130
kDa zidentyfikowalismy jako kinaze¢ adhezji ogni-
skowej pl125 (focal adhesion kinase, FAK), p130
i paksyling. Najwieksza intensywno$¢ fosforylacji
obserwowana byta w ciagu 1-2 minut po stymulacji
komoérek.

Indukowana przez nukleotydy aktywacja FAK mogta
by¢ nastepstwem aktywacji integryn lub/i wzrostu

[Ca**].. Preinkubacja HUVEC z BAPTA-AM i na-
stepujaca po niej stymulacja komorek przez ATP
i UTP nie prowadzila do fosforylacji FAK.

Przebudowa cytoszkieletu

Aktywacja FAK moze prowadzi¢ do zmiany ksztat-
tu komorek i migracji. Pod wptywem ATP i UTP
w HUVEC obserwowano wyrazne rozplaszczanie
sic komoérek i tworzenie widkienek naprezenio-
wych. Zmiany obserwowane w cytoszkielecie pod
wplywem ATP i UTP byly znacznie mniej wyrazo-
ne w komoérkach §rédbtonka, ktére preinkubowano
z BAPTA-AM, co sugeruje udzial jonéw wapnia
w tych zmianach.

Migracja komorek

Zaréwno ATP, jak i UTP znaczaco nasilaly migra-
cje HUVEC. Efektu tego nie zaobserwowalismy po
aktywacji komoérek przez ADP, co wskazuje na to,
ze receptory P2Y1 specyficzne dla ADP nie biorg
udzialu w migracji HUVEC (w modelu chemotak-
sji). Inhibitory kinazy PI3, wortmanina i LY294002,
znaczaco ograniczaly migracje w odpowiedzi na
UTP. Te wyniki dowodzg, ze aktywacja kinazy PI3
reguluje proces migracji wywolany przez nukleotydy
zewnatrzkomorkowe. Preinkubacja komoérek z BAP-
TA-AM réwniez znaczaco zmniejszyta migracje pod
wplywem UTP, co wskazuje na udzial jonéw wapnia
W migraciji.

Nasilenie ekspresji integryny o,

Udzial receptoréw dla witronektyny (o f,) w ad-
hezji komérek do biatek macierzy zewnatrzkomoér-
kowej, w migracji i angiogenezie jest dobrze udo-
kumentowany. Wiadomo réwniez, ze kolokalizacja
receptoréw P2Y2 z integryng o f3, prowadzi do na-
silenia migracji komérek [27]. Z naszych obserwacji
wynika, ze stymulacja HUVEC przez UTP i ATP
zwigksza ekspresje o nie wptywajac jednoczesnie na
ekspresje integryny o... Wyniki te sugerujg istnienie
mechanizmu wiazacego nasilenie ekspresji integryn
z dzialaniem nukleotydéw na migracje komoérek.

Dyskusja

Przedstawione powyzej wyniki stanowily pierwsza
ilustracje roli, jaka w komoérkach $réodbtonka pet-
nig nukleotydy, aktywujac szlaki przekazywania
sygnatu prowadzace do aktywacji integryn, przebu-
dowy cytoszkieletu, adhezji i nasilenia ruchliwosci
komorek.

W komérkach $rédblonka izolowanych z ludzkiej
zyly pepowinowej (HUVEC) stwierdzono obecnos¢

10
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10 typow receptoréw P2: pieciu receptoréw P2X
(P2X1, P2X2, P2X4, P2X6, P2X7) oraz pigciu re-
ceptorow P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11)
([28-30], nasze nieopublikowane dane). Jednak tyl-
ko trzy z tych receptoréw, P2Y1, P2Y2 i P2Y4, wy-
stepuja w znaczacych ilosciach w HUVEC. Z prze-
prowadzonej przez nas analizy miodych (pasaz 0)
i starzejacych si¢ hodowli (pasaz 4) wynika, ze wraz
z pasazowaniem dochodzi do znacznego, prawie
pigciokrotnego nasilenia ekspresji genu kodujacego
receptor P2Y4. Takie zmiany w ekspresji i aktywno-
$ci P2 receptoréw mogg prowadzi¢ do modyfikacji
wrazliwosci komérek na nukleotydy i w efekcie do
indukowania w nich odmiennych odpowiedzi ko-
morkowych. Wyjasnienie zwigzku migdzy zmiana-
mi ekspresji genéw P2 w miodych i starzejacych sig
hodowlach moze mie¢ kluczowe znaczenie w zrozu-
mieniu fizjologicznych i patofizjologicznych zjawisk
zwigzanych ze starzeniem si¢ organizmu. Aktywacja
receptoréw purynergicznych w wielu typach komo-
rek prowadzi do wzrostu stgzenia wewnatrzkomor-
kowego, wolnego wapnia ([Ca®*]). Jest to wczesna
odpowiedz komoérkowa, a wapn pelni w tym przy-
padku klasyczng role przekaznika drugorzedowego.
Poprzez zapoczatkowanie wielu kaskad przekazywa-
nia sygnalu reguluje on szereg proceséw komorko-
wych, a od oscylacji stezen [Ca®*], zalezy takze eks-
presja niektérych genéw [31]. Przeprowadzone przez
nas doswiadczenia wykazaty, ze ATP, ADP, UTP oraz
oporne na hydrolize analogi nukleotydéw (ATPyS
oraz ADPBS) wywoluja w komérkach HUVEC silny
wzrost stezenia [Ca®*]. Natomiast zadnych zmian
w stezeniu [Ca**], nie wywolywala aktywacja komo-
rek przez UDP (ligand receptora P2Y6), BzATP (2’
i 3’-O-(4-benzoylbenzoyl)-ATP, selektywny agoni-
sta receptoréw P2X7 i P2Y11) i o-B-metyleno-ATP
(0-B-meATDP, selektywny agonista receptorow P2X)
w szerokim zakresie analizowanych przez nas stgzef
(1-200 uM). Ta obserwacja pozwala przypuszczaé,
ze w HUVEC funkcjonalne sg tylko receptory P2Y1,
P2Y2 i P2Y4. Zablokowanie indukowanego przez
nukleotydy wzrostu stezenia [Ca”*]. obserwowalismy
po zastosowaniu BAPTA — zwigzku chelatujacego we-
wnatrzkomorkowe jony wapnia, a takze tapsigarginy,
ktéra prowadzi do opréznienia wewnatrzkomérko-
wych jonéw wapnia poprzez selektywne zablokowa-
nie pompy wapniowej w siateczce $rédplazmatycz-
nej. Zadnego wptywu na odpowiedz komérkows nie
mial EGTA - zwiazek chelatujacy zewnatrzkomor-
kowe jony wapnia. Z naszych badan wynika wiec,
ze zalezne od ATP, ADP i UTP zmiany w stezeniu
[Ca’*]. s3 nastepstwem uwalniania tych jonéw z za-
sob6w wewnatrzkomoérkowych i ze spowodowane
jest to aktywacja receptorow P2Y, a nie P2X.

Teze o tym, ze w komoérkach $rédblonka recep-
tory P2X nie sg funkcjonalne potwierdzajg takze

doniesienia innych autoréw [32]. W literaturze nie
brak jednak doniesieri przeczacych temu twierdze-
niu. Dotycza one przede wszystkim udziatu recep-
tor6w P2X4 w odpowiedzi komoérkowej na dziatanie
sily $cinajacej. W komoérkach $rédbtonka izolowa-
nych z tetnicy plucnej i poddanych dziataniu takiej
sily obserwuje sie wzrost stezenia wewnatrzlkkomor-
kowego [Ca**].. Jest to efekt dzialania ATP uwalnia-
nego w takich warunkach z komoérek do srodowiska
zewnatrzkomorkowego. Zgodnie z przewidywania-
mi, zastosowanie w takim uldadzie doswiadczalnym
zwigzku chelatujacego zewnatrzkomoérkowy wapn
lub apyrazy — enzymu hydrolizujacego ATP i ADP,
blokuje odpowiedZ wapniowsg [33]. O roli receptoréw
P2X w funkeji srédblonka swiadczg tez wyniki ana-
liz fenotypu myszy pozbawionych funkcjonalnych
genéw kodujacych receptory p2x1 i p2x4 [34-36].

Jednym z receptoréw P2X, ktérego obecnos¢ stwier-
dza si¢ w komorkach §rédbtonka jest P2X7 [37,38].
Nasze badania potwierdzily jego ekspresje na pozio-
mie mRNA [39] i biatka (dane nieopublikowane).
Ujawnilismy jego obecnos¢ nie tylko w blonie ko-
morkowej, ale takze w blonie jadrowej. W literatu-
rze opisywano juz wczesniej ekspresje P2X7 w bto-
nie jadrowej neuronéw, komoérek migsni gtadkich
i komérek nablonkowych narzadéw jamy brzusznej
$winki morskiej [40,41]. Dotychczas nie wiadomo
jednak, jaka funkcje petnia znajdujace si¢ tam re-
ceptory. Mozna jedynie przypuszczaé, ze otwarcie
kanal6éw jonowych w blonie jadrowej spowodowane
aktywacja receptorow P2X7 prowadzi do zwigksze-
nia stezenia [Ca**], w jadrze komérkowym i w ten
sposéb wplywa na zachodzace tam procesy. Nie
wiadomo jednak, dlaczego aktywacja komoérek §rod-
btonka BzATP — swoistym, syntetycznym agonista
receptoréw P2X7, a takze zastosowanie agonistow
pozostalych §rédbtonkowych receptorow P2X nie
wywoluje ich aktywacji i odpowiedzi wapniowej.
Wyijasnienie tych zjawisk wymaga dalszych badan.

Aktywacja receptoréw P2Y1, P2Y2 i P2Y4 obec-
nych w komoérkach $ciany naczynia krwionosnego
wigze si¢ z ich udzialem w bardzo zréznicowanych
zjawiskach. Zadnych watpliwosci nie budzi rola
tych receptoréw w angiogenezie [42], regulacji na-
piecia $cian naczyn krwiono$nych [43], migracji
[27,44] i proliferacji komorek [45,46].

W literaturze znalez¢é mozna takze dobrze udoku-
mentowane dane potwierdzajace obecnos¢ recepto-
ra P2Y6 w réznych typach naczyn krwionosnych.
Wprawdzie nasze badania nie potwierdzily obec-
nosci funkcjonalnego receptora P2Y6 w HUVEC,
nie stwierdzilismy bowiem zmian w stezeniu
[Ca’*], w odpowiedzi na UDP, to obecnos¢ funk-
cjonalnego receptora P2Y6 potwierdzona jest m.in.
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w $rédblonku aorty myszy [47]. Obserwowany
u tych zwierzat rozkurcz aorty nastepujacy po po-
daniu UDP nie wystepuje, jesli doswiadczenie takze
przeprowadzi si¢ u myszy pozbawionych funkcjo-
nalnego genu kodujacego receptor P2Y6/p2y6 [47].

Jednym z najciekawszych wynikéw naszych badan
nad indukowang przez nuldeotydy zmiang stezenia
[Ca**], w HUVEC bylo ujawnienie znacznej hete-
rogennosci reakcji pojedynczych komérek. Podczas
stymulacji ADP, UTP i ATP komérki nie zawsze re-
agowaly na wszystkie trzy nukleotydy: cz¢$¢ z nich
odpowiadala na dwoch, a czgs¢ tylko na jednego
agoniste. Komoérki réznila takze liczba oraz nasilenie
pikow skiadajacych si¢ na odpowiedZ wapniows. Na-
sza uwage zwrocila rowniez stabnaca wraz z pasazow-
niem (od pasazu 1 do 4) odpowiedz HUVEC na ADP.
Poniewaz przeprowadzona przez nas analiza ekspre-
sji genu kodujacego ten receptor nie wykazuje istot-
nej r6znicy miedzy pasazem 1 a pasazem 4 (Tabela
2), sugeruje to, ze w kolejnych pokoleniach komérek
spada funkcjonalno$¢ tego receptora. W przeciwien-
stwie do HUVEC, pojedyncze komoérki §rédbton-
kowej linii komérkowej EAhy926 odpowiadaja na
nukleotydy dokladnie tak samo, jak cala populacja.
Heterogenno$¢ odpowiedzi pojedynczych komdrek
na stymulacje nukleotydami wynika ze zréznicowa-
nej ekspresji poszczegélnych typéw receptorow. Zo-
stalo to jednoznacznie potwierdzone przez barwienie
immunohistochemiczne HUVEC przeprowadzone
z wykorzystaniem aktualnie dostepnych przeciwciat
rozpoznajacych receptory P2. Hipoteza sformulo-
wana przez nas na podstawie uzyskanych wynikéw
zalklada, ze komorki srédblonka sa heterogenne za-
réwno pod wzgledem ekspresji, jak i funkcjonalnosci
receptoréw P2. Fizjologiczne znaczenie tego zjawi-
ska nadal pozostaje nie do korica wyjasnione, cho¢
opisana jest przynajmniej jedna analiza dotyczaca
zr6znicowanej ekspresji receptoréw P2Y w pepowi-
nie, naczyniach krwiono$nych kosméwki i w pla-
tach tozyska u czlowieka [48]. Autorzy publikacji
dowiedli nie tylko nier6wnomiernego rozmieszczenia
receptoréw P2Y1 i P2Y2 w fozyskowych naczyniach
krwionosnych. Z ich pracy jednoznacznie wynika,
ze aktywacja receptorow P2 obecnych w naczyniach
krwionosnych pepowiny i kosméwki nie aktywuje
tych samych szlakéw przekazywania sygnatu co ak-
tywacja lozyskowych receptorow P2. W efekcie akty-
wacja tych samych receptoréw wywoluje w réznych
obszarach odmienng odpowiedZ naczynioruchows.

Przeprowadzone przez nas badania wykazaly, ze pod
wptywem ATP i UTP w HUVEC dochodzi do fos-
forylacji trzech biatek przekaznikowych regulujacych
adhezje komorkows i migracje: FAIC, p130° i paksy-
liny [49,50]. FAK jest cytoplazmatyczng kinazg ty-
rozynowa, ktorej ekspresja jest charalterystyczna dla

komorek wytwarzajacych polaczenia z macierza ze-
wnatrzlkkomérkowsa lub z innymi komoérkami. Jest to
bialko zaangazowane m.in. w adhezj¢, migracje, fos-
forylacje bialek cytoszkieletu oraz apoptoze [49,50].
Dwa pozostale bialka, ktére ulegaja fosforylacji w od-
powiedzi na nukleotydy, p130* oraz palksylina, sta-
nowig element cytoszkieletu i razem z FAK wchodza
w sklad ogniskowych kontaktéw adhezyjnych.

W toku dalszych prac potwierdzilismy, ze ATP i UTP
indukuja wyrazne rozplaszczanie komérek i two-
rzenie wldkienek naprezeniowych, a takze nasilaja
migracje komoérek [44]. Ani do fosforylacji biatek
przekaznikowych, ani do zmian w cytosziielecie i do
migracji komoérek nie dochodzilo po zastosowaniu
BAPTA, chelatora wewngtrzkomérkowego wapnia.
Moglismy wiec stwierdzi¢, ze ujawniona odpowiedz
komérkowa zalezna jest od wewnatrzkomérkowych
zasobow Ca’* i wywolana jest aktywacja receptorow
P2Y2 i prawdopodobnie P2Y4. Aktywacja HUVEC
przez ADP, ktory jest agonista receptora P2Y1, wy-
wolywala znacznie mniej nasilong reakcje¢ komoérek.
Z naszych badan wynika tez, ze jednym z bialek prze-
kazywania sygnatu regulujacym migracje jest kinaza
fosfatydylo-3-inozytolu (PI3K). Jej inhibitory, wort-
manina i LY294002, blokuja efekt nukleotydéw. Do-
niesienia innych badaczy wskazujg jednak talkze na
udzial receptoréw P2Y1 w odpowiedzi prowadzacej
do migracji komorek, a kinaza regulujaca ten proces
sg kinazy aktywowane mitogenami (MAPK) [51].

Innym, stwierdzonym przez nas zjawiskiem charakte-
rystycznym dla HUVEC stymulowanych przez UTP
i ATP jest nasilenie ekspresji jednej z czasteczek adhe-
zyjnych, integryny o, Udzial integryny o 3, w adhe-
zji komorek do biatek macierzy zewnatrzkomorkowej,
w migracji i angiogenezie jest dobrze udokumentowa-
ny [52]. Wiadomo réwniez, ze kolokalizacja recepto-
réw P2Y2 z integryng o, 8, prowadzi do nasilenia fos-
forylacji FAK przez UTP. Wynilki te sugerujq istnienie
mechanizmu, ktéry wigze nasilenie ekspresji integryn
wywolane dziataniem nukleotydéw z migracja ko-
morek i sa spojne z wezesniejszymi doniesieniami na
temat udzialu integryn w aktywacji szlaku przekazy-
wania sygnatu zwigzanego z FAKC [53]. Wiadomo tez,
ze do zapoczatlkowania interakeji integryn z cytosz-
kieletem niezbedny jest wzrost stezenia [Ca®*] [54].
Wireszcie, obecnos¢ w receptorze P2Y2 motywu RGD
(selwencji aminokwasowej Arg-Gly-Asp) ma wplyw
na kolokalizacje tego receptora z integryna o f3,. Mo-
tyw RGD rozpoznawany jest przez integryny jako
specyficzne miejsce wigzania i w ten sposéb dochodzi
do interakgji receptora P2Y2 i integryny, a w konse-
kwencji do aktywacji szlakéw przekazywania sygna-
tu powigzanych z integrynami, przebudowa cytosz-
Ideletu i migracja komorek [27,55,56]. Mechanizm,
ktory wyjasniatby nasilenie ekspresji integryny o po
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stymulacji komorek przez nukleotydy zewnatrzko-
morkowe, nadal pozostaje nieznany.

Po raz pierwszy fosforylacje FAK i paksyliny w ko-
morkach $rédblonka opisano po stymulacji tych
komoérek srodbfonkowym czynnikiem wzrostu
(VEGF) [57,58]. Stosunkowo niedawne doniesie-
nia ujawniajg transaktywacje receptora dla VEGF
(VEGFR-2) przez receptory P2Y2 [42,59,60]. Na-
dal do wyjasnienia pozostaje, czy opisane powyzej
zjawiska indukowane w HUVEC po stymulacji nu-
kleotydami sg zalezne od VEGFR-2.

Receptorami indukujacymi opisane w pracy zjawiska
sg prawdopodobnie P2Y2 i P2Y4, dlatego w oparciu
o uzyskane wyniki srodbtonkowe receptory P2Y zo-
staly uznane za nowa grupe receptoréw uczestni-
czacych w procesach zapalnych i angiogenezie.

PERSPEKTYWY

Przedstawione powyzej wyniki opisuja odpowiedz ko-
morek $rédbtonka indukowana przez nukleotydy ze-
wnatrzkomoérkowe prowadzgca do migracji komérelk
i ttumacza mechanizm tego zjawiska poprzez szlak
przekazywania sygnatu prowadzacy do aktywacji
FAK/p130%/paksyliny, regulacje ekspresji integryny
o, i zmiany cytoszkieletu. Poniewaz nasilenie migra-
cji komoérek srodblonka odgrywa wazng role w angio-
genezie, dalsze badania powinny p6js¢ w kierunku
okreslenia roli receptoréw P2 w powstawaniu naczyn
krwiono$nych, waznym w przebiegu wielu choréb,
takich jak cukrzyca czy choroby nowotworowe.

FAK nie jest jedynym biatkiem przekaznikowym
uczestniczacym w odpowiedzi na aktywacje $rod-

btonkowych receptoréw P2Y. Zaréwno z informacji
literaturowych, ktére ukazaly si¢ juz po zakonczeniu

Ramka 1. Stan wiedzy w chwili rozpoczecia projektu.

projektu finansowanego przez Naukowa Funda-
cje Polpharmy, jak i z naszych nieopublikowanych
danych, wynika, ze szlaki purynergiczne prowadza
takze do aktywacji kinaz alktywowanych mitogena-
mi (kinazy MAP, MAPK, ang. mitogen-activated
protein kinases): kinaz regulowanych sygnatem ze-
wnatrzkomoérkowym, ang. extracellular signal-re-
gulated kinases — ERK, p38 i kinazy fosforylujacej
N-terminalng cz¢s$¢ biatka Jun — JNK, a takze kinazy
biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK) [61]
i srodblonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS) [62].
Wszystkie te kinazy sg niezwykle wazne w biologii
komoérek srédblonka, poniewaz regulujg ekspresje
wielu genéw zwiazanych z proliferacja, apoptoza
i metabolizmem komorek. Jest to kolejny powdd,
dla ktérego badania nad rolg zewnatrzkomoérkowych
nukleotydéw w utrzymaniu funkcji srédblonka (np.
poprzez stymulacje produkcji odpowiedniej ilosci
tlenku azotu, waznego czynnika naczynioprotekeyj-
nego) powinny by¢ kontynuowane.

Nie ulega watpliwosci, Zze mimo powszechnego wy-
stepowania receptoréw P2 w komérkach, s3 one do-
brym celem dla farmakologicznej interwencji w od-
powiedz na purynergiczng aktywacje. Moze warto
przypomnie¢, ze juz od wielu lat jednym z najlepiej
sprzedawanych lekéw na Swiatowym rynku jest
Clopidogrel, antagonista receptora P2Y12, skutecz-
nie hamujgcy aktywacje ptytek krwi.

PODZIEKOWANIA

Przedstawione wyniki uzyskano m. in. dzigki
funduszom z National Institutes of Health (EK,
#HL66167), Juvenile Diabetes Research Founda-
tion (EK, #5-2007-736) oraz Naukowej Fundacji
Polpharmy.

wowanych ADP.

(VEGF) i trombina.

1. Od lat powszechnie znane byly niektére reakcje naczyniowe na stymulacje nukleotydami, np.
skurcz mig$ni gladkich naczyn krwionosnych po stymulacji ATP czy agregacja plytek krwi akty-

2. Znaczacy postep w wyjasnianiu molekularnego podloza tych zjawisk nastapit po sklonowaniu
receptoréw purynergicznych P2, scharakteryzowaniu zwigzanych z nimi szlakéw przekazywania
sygnalu w r6znych typach komoérek i tkanek oraz badaniach na myszach pozbawionych funkcjo-
nalnych genéw kodujacych receptory P2. Stato si¢ jasne, ze efektem aktywacji komérek srédbton-
ka przez zewnatrzkomoérkowe nukleotydy jest odpowiedz komdrkowa podobna do tej, jaka wywo-
tuja klasyczne juz zwiazki regulujace funkcje tych komérels, np. §rodbtonkowy czynnik wzrostu

3. Bezposrednig przyczyna podjecia badan byla obserwacja sugerujaca zwiazek miedzy stezeniem
zewnatrzkomoérkowych nukleotydéw we krwi a powstawaniem naczyn krwiono$nych.
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Ramka 1 c.d. Stan wiedzy w chwili rozpoczecia projektu.

Przebudowa cytoszkieletu komorek $rédblonka
po stymulacji nukleotydami. (A) kontrola (B)
stymulacja ATP (1 minuta). Barwienie wiokien
aktynowych barwnikiem fluorescencyjnym
Alexa Fluor 488 skoniugowanym z falloidyna.

Ramka 2. Co przyniosta realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy:

1. Uznanie $rédblonkowych receptoréw P2Y za nows grupe receptoréw uczestniczacych w procesach
zapalnych i angiogenezie.

2. Odkrycie, iz nukleotydy zewngtrzkomérkowe aktywuja w komérkach srédbtonka szlaki przeka-
zywania sygnatu prowadzgce do aktywacji integryn, przebudowy cytoszkieletu, adhezji i nasilenia
ruchliwo$ci komérek.

Ramka 3. Dalsze kierunki badan.

1. Kontynuowane s badania nad rolg receptoréw P2 w powstawaniu naczyn krwiono$nych, procesie
waznym w przebiegu wielu choréb, takich jak cukrzyca czy choroby nowotworowe, a takze w pa-
tologicznej przebudowie naczyn (stenozie i restenozie) np. po zabiegach angioplastyki.

2. Kolejne opisywane purynergiczne szlaki przekazywania sygnatu ujawniaja zwigzek nukleotydéw
z aktywnoscia kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK), ktore regulujg ekspresje wielu genow
zwiazanych z proliferacja, apoptoza i metabolizmem komérek. Wskazuje to na wazna role zewna-
trzkomoérkowych nukleotydéw w utrzymaniu prawidlowej funkeji komérek srodbionka.

3. Receptory P2 s3 dobrym celem dla farmakologicznej interwencji, m.in. poprzez nasilenie degrada-
cji nulkdeotydéw. Znany jest juz spos6b uzyskiwania rozpuszczalnej formy najwazniejszego naczy-
niowego enzymu hydrolizujacego nukleotydy zewnatrzkomoérkowe, NTPDazy-1. Prowadzone s3
badania nad stworzeniem stentéw uwalniajacych NTPDazg-1.
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kierunkiem prof. Jerzego Ostrowskiego grant na realizacj¢ projektu badawczego pt.
Wplyw insuliny na metabolizm mitochondriéw: rola biatka K.

Streszczenie

Biatko hnRNPK (biatko K) dzigki modutowej budowie stanowi ,platforme do-
kujaca”, umozliwiajaca oddzialywanie migdzy jego partnerami molekularnymi,
biatkami i kwasami nukleinowymi. Wysoka interaktywno$¢ biatka K jest regu-
lowana poprzez jego modyfikacje potranslacyjne. Biatko K wykazuje konstytu-
tywng ekspresj¢ i jest niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania komorki.
Lokalizuje si¢ w jadrze komérkowym, cytoplazmie, blonach i organellach ko-
moérkowych. Sposréd licznych funkeji przypisywanych biatku K najlepiej udo-
kumentowane dotyczg procesow regulacji ekspresji genéw.

Stowa kluczowe: bialko K * ekspresja genéw ¢ mitochondria ¢ choroba nowo-
tworowa * zespot metaboliczny

Summary

hnRNPK protein (K protein) contains multiple modules acting as a docking
platform which integrates cross-talk between its molecular partners, proteins
and nucleic acids. The high interactivity of protein K is regulated by posttran-
slational modifications. It reveals a constitutive expression and is essential for
the proper functioning of the cell. K protein is localized in the nucleus, cy-
toplasm, cell membranes and cellular organelles. Among the many functions
attributed to K protein, the best documented are implicated in a regulation of
gene expression.

Key words: hnRNPK protein * gene expression * mitochondria ¢ neoplastic
disease * metabolic syndrome
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WSTEP

Pierwotne transkrypty komoérek eukariotycznych
zwigzane s3 z kompleksami biatkowymi hnRNP
(ang. heterogenous nuclear ribonucleoproteins), co
umozliwia ich dojrzewanie, eksport mRNA z jadra
komoérkowego do cytoplazmy i translacje. W skiad
kompleksu hnRNP wchodzi 20 bialek jadrowych
[1]; jednym z nich jest biatko K (hnRNPK). Re-
prezentuje ono, wraz z wykazujagcym podobien-
stwo funkcjonalne biatkiem SAM68 (ang. 68-kDa
Src substrate associated during mitosis) [2], osob-
ng Iklase czynnikéw wigzacych kwasy nukleinowe,
regulujacych ekspresje genéw i zaangazowanych
w przekazywanie sygnaléw komoérkowych [3,4].

Bialko K moze by¢ uznane za skladnik metaboli-
zmu podstawowego o konstytutywnej ekspresji:
1) wystepuje w cytoplazmie, jadrze komérkowym,
blonach i organellach komoérkowych, 2) lokalna
struktura chromatyny w obregbie promotora genu
hnRNPK wykazuje wlasciwosci charakterystyczne
dla promotoréw genéw metabolizmu podstawowe-
go (ang. housekeeping genes) [5], a jego ekspresja
pozostaje na wzglednie stalym poziomie, 3) jest nie-
zbedne dla prawidtowego funkcjonowania komoérki,
a transgeniczne myszy pozbawione biatka K ging
na wczesnych etapach embriogenezy. Homologi
bialka K sa odnajdywane w organizmach owadéw;,
robakéw i drozdzy. Wykazuja one podobienistwo
w sekwengcji i sa kodowane przez geny o podobnej
dtugosci do genu ludzkiego biatka K [6,7].

Blisko 10 lat temu — w pierwszym konkursie na gran-
ty naukowe, rozpisanym przez Naukowa Fundacije
Polpharmy — zyskatem mozliwos¢ realizacji projek-
tu badawczego zatytutowanego “Wplyw insuliny na
metabolizm mitochondriéw: rola biatka IC”. W pro-
jekcie tym przedstawitem hipotezy badawcze sfor-
mulowane na podstawie wynikéw wiasnych badan
nad rolg bialka K, trwajacych juz wéwczas od ponad
10 lat. Poczatkowo moje prace prowadzilem w labo-
ratorium dra Karola Bomsztyka, w szpitalu uniwer-
syteckim Uniwersytetu Washingtona (Seattle, USA),
a nastepnie w Pracowni Biologii i Gastroenterolo-
gii Molekularnej Kliniki Gastroenterologii CMKP
i Centrum Onlkologii-Instytutu w Warszawie. Zapro-
szenie do podsumowania wynikow badan sfinanso-
wanych ze §rodkéw Fundacji stalo si¢ podstawa do
szerszego przedstawienia roli bialka K w metaboli-
zmie komorki.

MODULOWA BUDOWA DETERMINUJE FUNKCJE
BIAEKA K

Biatko K stanowi ,platforme¢ dokujaca” dla mole-
kularnych sktadnikéow sygnalizacji komorkowej,

umozliwiajaca oddziatywania pomiedzy komplek-
sujacymi z nim kwasami nukleinowymi i biatkami
[3,4]. W modutowej budowie biatka K wystepuje
sygnalna sekwencja lokalizacji jadrowej, odpowie-
dzialna za transport biatka do jadra komoérkowego,
brak natomiast sekwencji, z udziatlem ktorej bytoby
ono importowane do mitochondriéw.

Za kompleksowanie RNA przez biatko K odpo-
wiadaja domeny wiazace kwasy nulleinowe: RNP
(motyw rozpoznajacy RNA), cztery powtorzenia
GRGG, domena palca cynkowego i 3 ewolucyjnie
konserwowane domeny KH [8,9]. Domena KH,
ktéra wykazuje niemal catkowity zgodno$¢ pomig-
dzy X. laevis i ssakami, sktada si¢ z okolo 70 amino-
kwasow i jest najczesciej wystepujacym motywem
wigzacym RNA. Zostala zidentyfikowana w ponad
100 bialkach, z ktérych wigkszos¢ zawiera 2—4 do-
meny KH [10]. Dwa drozdZzowe homologi biatka
K (Hekl i Hek2) zawierajg w swej strukturze trzy
domeny KH, wigzace si¢ do sekwencji poliC i poliU
RNA [11]. Mutacja w obrgbie domeny KHZ2 ludz-
kiego biatka FMRI jest przyczyna zespolu tamli-
wego chromosomu X, prowadzacg do genetycznie
uwarunkowanego uposledzenia umystowego.

Bialko K wigze RNA oraz jedno- i dwuniciowe DNA
poprzez sekwencje homopirymidynowe/homopu-
rynowe (GGGG/CCCC) obecne migdzy innymi
w promotorze P1 c-myc, w sekwencji kB, w regionie
regulacyjnym genu kinazy tymidynowej i w wielu
innych genach (3). W badaniach z uzyciem metody
SELEX (ang. Systematic Evolution of Ligands by
EXponential Amplification) [12] bialko K wiazalo
pojedyncze 6-7 nukleotydowe sekwencje RNA bo-
gate w cytozyny (ang. C-rich patches). Z kolei wy-
niki badan wtasnych wskazuja, ze interakcje bialka
K z RNA zachodzg dzi¢ki obecnosci trzech konsen-
susowych sekwencji nukleotydowych: CCAUCN , .
wCCCwN 18 UCAYC, gdzie ,w” reprezentuje ade-
nin¢ lub uracyl, a ,Y” cytozyne lub uracyl, odpo-
wiadajacych prawdopodobnie za wigzanie RNA do
trzech domen KH bialka IC [13]. RNA jest wigzane
przez 3 domeny KH silniej niz przez pojedyncze
domeny KH [14,15].

Badania wigzania RNA przez biatko K prowadzili-
$my trzema uzupeiniajacymi sie¢ metodami: z uzy-
ciem koimmunoprecypitacji RNA, systemu trojhy-
brydowego i metody SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression). Wykazalismy, ze biatko K wiaze setki
transkryptéw, posrednio lub bezposrednio. Zna-
czacy odsetek wigzanego RNA stanowily niekodu-
jace transkrypty z nici lekkiej genomu mitochon-
drialnego oraz antysensowne transkrypty genomu
jadrowego [13,14,16]. Z kolei wigzanie mRNA
zachodzi gtéwnie poprzez sekwencje z regionow
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niekodujacego konca 3’ (3’'UTR - ang. 3’ untran-
slated region) oraz kodonu stop, ktore zawieraja
m.in. motywy odpowiedzialne za stabilnos¢, trans-
lacje i obrobke mRNA. Przypuszczalnie taka lokali-
zacja wigzanych sekwencji odpowiada za transport
mRNA do subkompartmentéw komérkowych.

Interakcje biatka K z innymi bialkami zachodza
w obrebie interaktywnej domeny Kl (ang. K protein
interactive domain), pozbawionej trzeciorzedowej
struktury przestrzennej [17]. Rejon domeny KI wia-
ze m.in. PKCS, kinazy z rodziny Src, protoonkopro-
teine Vav, Zikl, Eed, YB-1, a takze biatka wiruso-
we (HCV i HSV) [3,4,16]. Zawiera on trzy bogate
w proliny powtdrzenia wigzace domeny SHS3 oraz
miejsce wigzania kinazy biatkowej fosforylujacej
biatko K (KPK), ktére nie pokrywa si¢ z domenami
SH3 [17,18]. Sposréd ponad 114 bialek wiazanych
przez biatko K [19], 22 biatka byly wczesniej ziden-
tyfilkowane jako sktadowe kompleksu Grb2, a 29 bia-
telk znaleziono w kompleksach biatkowych tworza-
cych komoérkowe centra inicjacji rozprzestrzeniania.

Bialko K jest fosforylowane in vitro przez kinazy
serynowo-treoninowe, w tym kinaze bialkowsg C
(PKC) i kinazg kazeinowa 2 (CK2) oraz kinazy ty-
rozynowe Scr i Lck. Zawiera 73 potencjalne miejsca
fosforylacji (32 seryny, 24 treoniny i 17 tyrozyn),
a modelowanie bialka K wskazuje, ze wigkszos¢
z nich lokalizuje si¢ na powierzchni czasteczki i wy-
stepuje w otoczeniu sekwencji konsensusowych dla
kinazy bialkowej II zaleznej od Ca**/kalmoduliny,
CKl1 i CK2, kinazy syntazy glikogenowej-3, kina-
zy cyklinozaleznej 1, kinazy rybosomalnej S6, PKC
[20]. Badania wlasne zidentyfikowaly 13 miejsc
fosforylowanych in vivo i wykazaly, ze CK 1 i 2
fosforyluja in vitro tacznie 20 seryn lub treonin
w sekwencji biatka K [20]. Tyrozynows fosforyla-
cje biatka IC w hodowlach komérkowych aktywuja
m.in. interleukina-1, estry forbolu, stres oksyda-
cyjny oraz insulina. Podobny efekt obserwowano
w watrobie myszy po wstrzyknigciu insuliny do zyty
wrotnej [21,22].

Bialko K dzigki wielu domenom umozliwia wza-
jemne oddzialywanie i komunikowanie jego mole-
kularnych partneréw, pozostajac jednoczesnie pod
kontrolg wtasnych potranslacyjnych modyfikacii,
generowanych przez zwigzane enzymy. Kinaza
c-Src zwigzana przez biatko K aktywuje pozostaja-
ca w kompleksie kinaze KPK. Fosforylacja tyrozyn
w pozycji 75, 220, 230, 234, 380 nasila wigzanie
przez biatko K kinazy Lck, protoonkoproteiny Vav
oraz PKC9, ktéra fosforyluje seryne 302, zlokali-
zowang w $rodku domeny KI biatka K [3,4,18].
Biatko K moze takze modulowaé globalng altyw-
nos¢ kinaz szlaku MAPK w odpowiedzi na sygnaty

proliferacyjne, a tym samym regulowa¢ odpowiedz
komorkowa na sygnalty mitotyczne [23].

UbzIAE BIAEKA K W REGULAC)I EKSPRES]I
GENOW

Biatko K moze zaréwno aktywowac, jak i hamowac
ekspresje gendéw na poziomie remodelowania chro-
matyny, transkrypcji, wycinania intronéw, regulacji
stabilnosci RNA i translacji [3,4].

W komérkach eukariotycznych synteza pre-mRNA
i wigkszosci krotkich nuklearnych snRNA zachodzi
z udzialem polimerazy RNA II (RNAPII), a w skiad
kompleksow transkrypcyjnych wchodzg m.in. biat-
ka z rodziny hnRNP, w tym biatko K. Wtasne, jesz-
cze niepublikowane badania wykazaly, ze biatko
K wigze si¢ do loci licznych genéw, w tym bezpo-
$rednio wczesnych oraz Ul i U2 snRNA, funkcjo-
nalnie powigzanych z procesem sktadania mRNA.
Nagromadzenie bialka K w obr¢bie promotoréw
tych genéw koreluje z iloScia zwigzanej RNAPIIL
Eksperymentalne wyciszenie ekspresji biatka K
z uzyciem siRNA hamuje indukowang ekspresje ge-
néw wezesnych i zmienia stabilno$¢ oraz skiadanie
transkryptu genu wezesnego EGR-1 w trakcie odpo-
wiedzi na sygnaly mitotyczne [24,25].

Dzialajac synergistycznie z biatkiem TBP (ang. TA-
TA-binding protein) bialko KX zwigksza transkrypcje
genu c-myc 3], natomiast poprzez wigzanie do 3 po-
wtérzeniowych sekwencji w obrebie promotora genu
receptora lipoproteiny o niskiej gestosci (LDLR) ak-
tywuje jego ekspresje [26]. Bialko K wspélnie z bial-
kiem C/EBP hamuje transkrypcje¢ genu agp z bial-
kiem Puro. — ekspresje genu CD43 [3].

Struktura chromatyny w obrebie loci danego genu
decyduje o poziomie jego ekspresji. Bialko K oraz
jego drozdzowe homologi (bialka Hekl i Hek2)
naleza do czynnikéw modyfikujacych chromatyne.
Drozdzowe homologi bialka K wspétuczestnicza
w regulacji funkcjonowania telomeréw i sg statym
elementem skfadowym chromatyny [27]. W jadrze
komorkowym biatko K oddziatuje z biatkiem Eed,
z grupy bialek Polycomb, odpowiedzialnych za re-
modelowanie chromatyny [27]. Eed w kompleksie
z metylotyransferaza histonowa, Ezh2, metyluje
lizyne 9 i 27 histonu 3. W systemie dwuhybrydo-
wym biatko K reaguje z bialkiem rusztowaniowym
SAF-B (ang. scaffold attachment factor-B) [28], ko-
lejnym sldadnikiem macierzy jadrowe;.

Procesowanie prekursorowych mRNA (pre-mRNA)
prowadzi do usuwania intronéw i skiadania ekso-
néw w dojrzate mRNA. 90% ludzkich genéw podle-
ga alternatywnemu skladaniu eksonow [29]. Udziat
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bialka IC w procesie wycinania intronéw z pre-
mRNA zostal opisany dla transkryptu genu kurzej
B-tropomiozyny [3]. Zmianie poziomu bialka K
towarzysza zaburzenia procesu prawidlowego skia-
dania 50% testowanych pre-mRNA genéw, zaanga-
zowanych w proces apoptozy [30]. Biatko K petni
talkze role gtéwnego regulatora alternatywnego skla-
dania genu Bcl-x, w nast¢pstwie ktérego powstaja
dwie gtéwne izoformy o przeciwstawnym dziataniu:
proapoptotyczna Bcl-xS i antyapoptotyczna Bcl-
xL. Nadmiar biatka K hamuje syntez¢ Bcl-xS [31].
Agregacja biatka K z pentanulkleotydows sekwen-
cja mikrosatelitarng intronu 9 pre-mRNA SCAI0
powoduje utrat¢ aktywnosci bialka K i wywoluje
proces apoptozy w mechanizmie translokacji kina-
zy PKC38 do mitochondriéw i aktywacji kaspazy 3.
W nastepstwie tego procesu dochodzi do rozwoju
ataksji rdzeniowo-mézdzkowej, powodowanej eks-
pansja powtdrzen mikrosatelitarnych [32].

Biatko K jest czynnikiem wyciszajacym translacje
mRNA lipooksygenazy-15 (LOX), kluczowego en-
zymu w réznicowaniu komérek linii erytroidalnej,
poprzez zwiazanie domen KH biatka ICi hnRNPE1
do elementu DICE (ang. differentiation-control ele-
ment) w obszarze 3’UTR transkryptu genu LOX
(3). Biatko K jest inhibitorem translacji mRNA
receptora androgenowego (AR), regulujacym eks-
presje genéw androgeno-zaleznych i proliferacje ko-
morek raka stercza. Elementy wiazace biatko K zi-
dentyfikowano w obszarach 5’"UTR i 3’'UTR mRNA
AR [33]. Bialko K stabilizuje mRNA gastryny [34]
i mRNA fosforylazy tymidyny [35], a takze hamuje
translacje ludzkiego wirusa papilloma 16 L2 [3].

Biatko K A ROZROST NOWOTWOROWY

Wzér rozdzialu w elektroforezie dwulkierunkowej
izoform biatka K wskazuje na posttranslacyjne mo-
dyfikacje tego biatka oraz alternatywne skiadanie
mRNA hnRNPK w odpowiedzi na dziatanie czynni-
kéw mitogennych [36]. Monoklonalne przeciwciata
(mAB B4B6) znakowaly cztery izoformy bialka K
o diugosci 458, 459, 463 i 464 aminokwasow: izofor-
my B i D byly charakterystyczne dla komoérek spo-
czynkowych, za$ izoformy A i C - dla komoérek pro-
liferujacych [37]. Ta zréznicowana ekspresja izoform
biatka K jest by¢ moze powigzana z alternatywnym
sktadaniem mRNA hnRNP-K i odzwierciedla “nor-
malny” badz “proliferujacy” fenotyp komoérek. W ba-
daniach wlasnych wylkazalismy podwyzszona ekspre-
sje biatka IC na poziomie mRNA, zwigkszong ilos¢
samego bialka w jadrach komérkowych oraz wzrost
tyrozynowej fosforylacji biatka K w proliferujacych
komorkach szczurzych hepatocytow linii HTC-IR,
W regenerujacej watrobie myszy po zabiegu czescio-
wej reselcji oraz w guzach watroby u myszy [38].

Biatko K reguluje elspresje onkogenéw. Wiaze poli-
pirymidynowy element DNA w obrebie promotora
eilF4E alktywujac procesy jego transkrypcji, a zwiek-
szona ekspresja biatka K nasila podziaty komérkowe
zalezne od transkrypcji genu eiF4E. Podwyzszony
poziom biatka K zwigksza takze aktywno$¢ promo-
toréw c-Myc i c-Src [3], pelni role koaktywatora
ekspresji genéw zaleznych od p53 (p21 i mdm?2),
a samo podlega reakcji ubikwitynylacji przez biatko
MDM2 [39]. Tworzac kompleksy z p21-lincRNA
(ang. large intergenic noncoding RNA — lincRNA),
biatko K ,oplaszcza” chromatyne w obrebie loci ge-
néw zaleznych od p53, powodujac ich wyciszenie
[40]. Biatko K oddzialuje z i reguluje aktywnos¢
licznych kinaz biatkowych.

Powyzsze przestanki wskazuja na udzial bialka
K w procesie nowotworzenia, a jego zwigkszong
ekspresje opisano w raku jelita grubego, prostaty,
przetyku, ptuc, czerniaku [41-45]. W rakach jeli-
ta grubego mRNA hnRNPK podlega edytowaniu,
w nastgpstwie czego dochodzi do podstawienia gu-
aniny w pozycji 274 przez adening [46]. Badania
wlasne, analizujace tkankowe transkryptomy i pro-
teomy w prawidlowej blonie §luzowej, w gruczola-
kach i rakach jelita grubego wykazaly wzrost eks-
presji biatka K w tkance nowotworowej jedynie na
poziomie bialka [47]. Wykazano ponadto, Ze jest
ono istotnym skladnikiem komplekséw biatkowych
regulujacych tempo migracji komérek [48], przez
co moze mie¢ udzial w uzyskiwaniu przez komérki
nowotworowe cech zloliwosci, czyli zdolnosci do
naciekania sasiednich tkanek i tworzenia odlegtych
przerzutéw [49]. Bialko K jest uwazane za poten-
cjalny cel w farmakologicznym leczeniu choréb no-
wotworowych i infekcji wirusowych.

Biatko K A MITOCHONDRIA

Bialko K integruje kaskady sygnalizacyjne komor-
ki z procesami zachodzacymi na terenie mitochon-
driéw (mt). Lokalizuje si¢ gléwnie w wewngtrznej
btonie mt, a jego import do mt wymaga naktadu
energii, nie zalezy od potencjalu blonowego we-
wnetrznej blony mt i zachodzi prawdopodob-
nie z udzialem biatek opiekuniczych (mtHSP70
i mtHSP60) [50]. Bialtko K wiaze z duzym powi-
nowactwem transkrypty sensowne i antysensowne
genéw kodowanych przez mtDNA [12] oraz regu-
luje czas ich poéitrwania [50]. Powinowactwo bial-
ka K do kwaséw nulleinowych jest regulowane po-
ziomem fosforylacji jego reszt tyrozynowych i jest
powiazane z aktywnoscig szlakow sygnalowych, in-
dulkowanych insuling [20,51]. Insulina modyfikuje
interakcje translkryptéow z biatkiem K i aktywuje
przenoszenie jadrowych mRNA kodujacych mito-
chondrialne biatka w poblize mt, gdzie podlegaja
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translacji. Insulina aktywuje ponadto import biatka
K do mt in vitro i in vivo oraz nasila wigzanie biat-
ka K do mtDNA [51]. Tym samym biatko KK moze
pelni¢ role mediatora odpowiedzi mt na dzialanie
insuliny:

Za przemiany energetyczne w mt odpowiada pigc¢
kompleksow biatkowych, sktadajacych si¢ na tan-
cuch oddechowy. Przemianom energetycznym w mt
towarzyszy powstawanie reaktywnych form tlenu
(ROS), ktoére cho¢ potencjalnie szkodliwe, sg takze
wykorzystywane w szlakach przekazywania sygnalu
i niektoérych biogenezach. Zaburzenia energetyczne
lezg u podloza rozwoju niektérych choréb metabo-
licznych, w tym cukrzycy typu 2 i otylosci. Z kolei
otylos¢ trzewna skojarzona z hiperinsulinizmem
i insulinoopornosciag prowadzi do rozwoju zespotu
metabolicznego. Bezposrednig przyczyng insulino-
opornosci moze by¢ hamowanie przez kwasy tlusz-
czowe aktywnosci transporteréw glukozy, zaleznych
od dzialania insuliny z nastepowym wzrostem ste-
zenia trojglicerydéw w watrobie i migdniach szkiele-
towych, zmniejszong mitochondrialng aktywnoscia
oksydacyjng kwaséw tltuszczowych oraz obnizong
produkcija ATP.

Akumulacja lipidéow w watrobie, gtéwnie pod po-
stacig trojglicerydéw, prowadzi do rozwoju nie-
alkoholowej stluszczeniowej choroby watroby
(NAFLD, ang. nonalcoholic fatty liver disease),
z progresja zmian morfologicznych watroby, takich
jalc zapalenie watroby (NASH, ang. nonalcoholic

Pismiennictwo:

steatohepatitis), marsko$¢ watroby, a nawet pier-
wotny raka watroby. W hepatocytach chorych na
NAFLD stwierdzano zaburzenia homeostazy ATP
oraz obnizong aktywno$¢ enzymatyczng wszystkich
pieciu komplekséw lancucha oddechowego, czemu
towarzyszy nasilenie produlcji ROS. Z kolei wolne
rodniki moga bezposrednio uszkadza¢ kompleksy
biatkowe lancucha oddechowego oraz powodowac
mutacje mtDNA. Wyniki badan witasnych wyka-
zaly znamiennie nizsza ekspresj¢ hnRNPK w wa-
trobie chorych z NASH niz u chorych z NAFLD,
natomiast ekspresja UCP2 byla wyzsza w watrobie
chorych z NASH niz z NAFLD [52].

Biatko UCP2 nalezy do rodziny przeno$nikéw bto-
nowych, zlokalizowanych w wewng¢trznej blonie
mitochondrialnej i uczestniczy w kontroli proce-
su powstawania ROS w mt. Badania na myszach
pozbawionych genu UCPZ wykazaly podwyzszo-
ng produkcje wolnych rodnikéw. Z kolei w watro-
bie myszy z uwarunkowana genetycznie otyloscia
obserwowano zwigkszone ilosci UCP2 w hepato-
cytach, czemu towarzyszyl spadek rezerwy ATP.
Bialko K wykazuje powinowactwo do transkryptu
UCP2, poprzez wigzanie 3’-UTR mRNA i reguluje
jego insulino-zalezng ekspresje [53]. Jezeli zatem
bialko K odgrywa istotng rol¢ w regulacji ekspre-
sji genéw waznych dla utrzymania prawidlowych
czynnosci mt, a mitochondrialne dysfunkcje sa po-
wigzane z rozwojem choréb metabolicznych, zabu-
rzenia funkcji biatka I moga uczestniczy¢ w rozwo-
ju otylosci i cukrzycy typu 2.

1. Han SP, Tang YH, Smith R: Functional diversity of the
hnRNPs: past, present and perspectives. Biochem J, 2010;
430: 379-92

2. Taylor SJ, Shalloway D: An RNA-binding protein associa-
ted with Src through its SH2 and SH3 domains in mito-
sis. Nature, 1994; 368: 867-71

3. Bomsztyk K, Denisenko O, Ostrowski J: hnRNP K: one
protein multiple processes. BioEssays: News and Reviews
in Molecular, Cellular and Developmental Biology, 2004;
26: 629-38

4. Mikula M, Ostrowski J: Human hnRNPK | TFe. Transcrip-
tion Factor Encyclopedia. 2010 [cytowany 2010.11.27].
Dostepny pod adresem http.//burgundy.cmmt.ubc.ca/cgi-
bin/tfe/articles.pl?ttid=551

5. Mikula M, Gaj P, Dzwonek K i wsp.: Comprehensive Ana-
lysis of the Palindromic Motif TCTCGCGAGA: A Regula-
tory Element of the HNRNPK Promoter. DNA Research:
An International Journal for Rapid Publication of Reports
on Genes and Genomes, 2010; 17(4): 245-60

6. Siomi H, Matunis MJ, Michael WM i wsp.: The pre-
mRNA binding K protein contains a novel evolutionarily
conserved motif. Nucleic Acids Res, 1993; 21: 1193-98

7. Charroux B, Angelats C, Fasano L i wsp.: The Levels of the
bancal Product, a Drosophila Homologue of Vertebrate
hnRNP K Protein, Affect Cell Proliferation and Apoptosis
in Imaginal Disc Cells Mol. Cell Biol, 1999; 19: 7846-56

8. Burd CG, Dreyfuss G: Conserved structures and diversi-
ty of functions of RNA-binding proteins. Science, 1994;
265: 615-21

9. Siomi H, Matunis MJ, Michael WM i wsp.: The pre-
mRNA binding protein contains a novel evolutionary
conserved motif. Nucleic Acid Res, 1993; 21: 1193-98

10. Makeyev AV, Liebhaber S.A: Identification of two novel
mammalian genes establishes a subfamily of KH-domain
RNA-binding proteins. Genomics, 2000; 67: 301-16

11.Denisenko ON, Bomsztyk K: Yeast hnRNP K-Like Ge-
nes Are Involved in Regulation of the Telomeric Position
Effect and Telomere Length Mol. Cell Biol, 2002; 22:
286-97

12.Thisted T, Lyakhov DL, Liebhaber SA: Optimized RNA
Targets of Two Closely Related Triple KH Domain Pro-
teins, Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K and
CP-2KL, Suggest Distinct Modes of RNA Recognition. |
Biol Chem, 2001; 276: 17484-96

13. Klimek-Tomczak K, Wyrwicz LS, Sanjeev J i wsp.: Charac-
terization of hnRNP K protein-RNA interactions. Journal
of Molecular Biology, 2004; 342: 1131-41

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2011 | 1(1) | 17-23

21



Ostrowski ]. i Mikula M. — Biatko hnRNPK - wielofunkcyjna platforma integrujaca sygnalizacje komoérkowa

14. Paziewska A, Wyrwicz LS, Bujnicki JM i wsp.: Cooperati-
ve binding of the hnRNP K three KH domains to mRNA
targets. FEBS Lett, 2004; 577: 134-40

15.Paziewska A, Wyrwicz LS, Ostrowski J: The binding activi-
ty of yeast RNAs to yeast Hek2p and mammalian hnRNP
K proteins, determined using the three-hybrid system.
Cell Mol Biol Lett, 2005; 10: 227-35

16. Ostrowski J, Wyrwicz L, Rychlewski L i wsp.: The hnRNP
K protein associates with multiple mitochondrial trans-
cripts within the organelle. ] Biol Chem, 2002; 277:
6303-10

17.Van Seuningen I, Ostrowski ], Bustelo X i wsp.: The K
protein domain that recruits the IL-1-responsive K prote-
in kinase lies adjacent to a cluster of Src- and Vav-SH3-
binding sites. Implications that K protein acts as a do-
cking platform. J Biol Chem, 1995; 270: 26976-85

18.Bomsztyk K, Van Seuningen I, Suzuki H i wsp.: Diver-
se molecular interactions of the hnRNP k protein. FEBS
Lett, 1997; 403: 113-15

19.Mikula M, Dzwonek A, Karczmarski ] i wsp.: Landscape
of the hnRNP K protein-protein interactome. Proteomics,
2006; 6: 2395-406

20. Mikula M, Karczmarski J, Dzwonek A i wsp.: Casein kina-
ses phosphorylate multiple residues spanning the entire
hnRNP K length. Biochim Biophys Acta, 2006; 1764:
299-306

21.Ostrowski ], Schullery D, Denisenko ON i wsp.: Role of
tyrosine phosphorylation in the regulation of the interac-
tion of hnRNP K protein with its protein and RNA part-
ners. ] Biol Chem, 2000; 275: 3619-28

22.Ostrowski J, Kawata Y, Schullery DS i wsp.: Insulin alters
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K protein bin-
ding to DNA and RNA. Proc Natl Acad Sci USA, 2001;
98: 9044-49

23.Mikula M: 2010. Praca przygotowywana do publikacji.

24. Ostrowski ], Kawata Y, Schullery DS i wsp.: Transient re-
cruitment of the hnRNP K protein to inducibly transcri-
bed gene loci. Nucleic Acid Res, 2003; 31: 1-9

25.Mikula M, Ostrowski J: 2010. Praca przygotowywana do
publikacji

26.Li H, Jingwen L: Identification of heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K as a transactivator for human low
density lipoprotein receptor gene transcription. | Biol
Chem, 2010; 285: 17789-97

27.Denisenko ON, Bomsztyk K: Yeast hnRNP K-Like Ge-
nes Are Involved in Regulation of the Telomeric Position
Effect and Telomere Length. Mol Cell Biol, 2002; 22:
286-97

28.Shnyreva M, Schullery DS, Suzuli H i wsp.: Interaction
of two multifunctional proteins. Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K and Y-box-binding protein. ] Biol
Chem, 2000; 275: 15498-503

29.Wang ET, Sandberg R, Luo S i wsp.: Alternative isoform
regulation in human tissue transcriptomes. Nature, 2008;
456:470-76

30. Venables JP, Koh C-S, Froehlich U i wsp.: Multiple and
specific mRNA processing targets for the major human
hnRNP proteins. Mol Cell Biol, 2008; 28: 603343

31.Revil T, Pelletier J, Toutant J i wsp.: Heterogeneous nucle-
ar ribonucleoprotein K represses the production of pro-
apoptotic Bcl-xS splice isoform. J Biol Chem, 2009; 284:
21458-67

32.White MC, Gao R, Xu W i wsp.: Inactivation of hnRNP
K by expanded intronic AUUCU repeat induces apoptosis
via translocation of PKCdelta to mitochondria in spinoce-
rebellar ataxia 10. PLoS Genetics, 2010; 6: e1000984

33. Mukhopadhyay NK, Kim J, Cinar B i wsp.: Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein K is a novel regulator of andro-
gen receptor translation. Cancer Res, 2009; 69: 2210-18

34.Lee PT, Liao PC, ChangWC i wsp.: EGF increases the in-
teraction between nucleolin and heterogeneous nuclearr
ibonucleoprotein K/poly(C) binding proteinl complex to
regulate the gastrin mRNA turnover. Mol Biol Cell, 2007;
18: 5004-13

35.Chen LC, Hsueh C, Tsang NM i wsp.: Heterogeneous ri-
bonucleoprotein k and thymidine phosphorylase are inde-
pendent prognostic and therapeutic markers for nasopha-
ryngeal carcinoma. Clin Cancer Res, 2008; 14: 3807-13

36.Kimura Y, Nagata K, Suzuki N i wsp.: Characterization
of multiple alternative forms of heterogeneous nuclear ri-
bonucleoprotein K by phosphate-affinity electrophoresis.
Proteomics, 2010; 10; 3884-95

37.Dejgaard K, Leffers H, Rasmussen HH i wsp.: Identifica-
tion, molecular cloning, expression and chromosome map-
ping of a family of transformation upregulated hnRNP-K
proteins derived by alternative splicing. ] Mol Biol, 1994;
236: 33-48

38. Ostrowski J, Bomsztyk K: Nuclear shift of hnRNP K pro-
tein in neoplasms and other states of enhanced cell proli-
feration. Br ] Cancer, 2003; 89: 1493-501

39.Moumen A, Masterson P, O’Connor MJ i wsp.: hnRNP K:
an HDM2 target and transcriptional coactivator of p53 in
response to DNA damage. Cell, 2005; 123: 1065-78

40.Maite H, Guttman M, Feldser D i wsp.: A large intergenic
noncoding RNA induced by p53 mediates global gene re-
pression in the p53 response. Cell, 2010; 142: 409-19

41. Carpenter B, McKay M, Dundas SR i wsp.: Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein K is over expressed, aberrantly
localised and is associated with poor prognosis in colorec-
tal cancer. Br ] Cancer, 2006; 95: 921-27

42.Barboro P, Repaci E, Rubagotti A i wsp.: Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein K: altered pattern of expression
associated with diagnosis and prognosis of prostate can-
cer. Br ] Cancer, 2009; 100: 1608-16

43.Roychoudhury P, Chaudhuri K: Evidence for heterogene-
ous nuclear ribonucleoprotein K overexpression in oral
squamous cell carcinoma. Br ] Cancer, 2007; 97: 574-75

44.Pino I, Pio R, Toledo G i wsp.: Altered patterns of expres-
sion of members of the heterogeneous nuclear ribonuc-
leoprotein (hnRNP) family in lung cancer. Lung Cancer,
2003; 41: 131-43

45.Wen E, Shen A, Shanas R i wsp.: Higher expression of the
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein k in melanoma.

Ann Surg Oncol, 2010; 17: 2619-27

46.Klimek-Tomczak K, Mikula M, Dzwonek A i wsp.: Editing
of hnRNP K protein mRNA in colorectal adenocarcinoma
and surrounding mucosa. Br ] Cancer, 2006; 94: 586-92

47.Mikula M, Rubel T, Karczmarski ] i wsp.: Integrating pro-
teomic and transcriptomic high-throughput surveys for
search of new biomarkers of colon tumors. Funct Integr
Genomics, 2010; [E-pub ahead of print]

48.de Hoog CL, Foster L], Mann M: RNA and RNA binding
proteins participate in early stages of cell spreading thro-
ugh spreading initiation centers. Cell, 2004; 117: 649-62

22

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2011 | 1(1) | 17-23



Ostrowski J. and Mikula M. - hnRNPK protein — multifunctional platform which integrates cellular signaling

49.Inoue A, Sawata SY, Taira K i wsp.: Loss-of-function scre- 51.Ostrowski J, Kawata Y, Schullery DS i wsp.: Insulin alters
ening by randomized intracellular antibodies: identifica- heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K protein bin-
tion of hnRNP-K as a potential target for metastasis. Proc ding to DNA and RNA. Proc Natl Acad Sci USA, 2001;
Nat Acad Scien USA, 2007; 104: 8983-88 98: 9044-49

50.Dzwonek A, Mikula M, Ostrowski J: The diverse involve- 52.Bragoszewski P, Habior A, Walewska-Zielecka B i wsp.:
ment of heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K in Expression of genes encoding mitochondrial proteins can
mitochondrial response to insulin. FEBS Lett, 2006; 580: distinguish nonalcoholic steatosis from steatohepatitis.
1839-45. Publikacja powstata w wyniku realizacji grantu Na- Acta Biochim Pol, 2007; 54: 341-48

ukowej Fundacji Polpharmy 53. Ostrowski J, Klimek-Tomczak K, Wyrwicz LS i wsp.: Hete-

rogeneous nuclear ribonucleoprotein K enhances insulin-
induced expression of mitochondrial UCP2 protein. ] Biol
Chem, 2004; 279: 54599-609

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2011 | 1(1) | 17-23 23



Synteza i badania biologiczne pochodnych cukrowych

Fukasz Kaczmarek?,
Katarzyna
Badowska-Rostonek’,
Wanda Peczyriska-Czock’,

Joanna Godlewska’

Whplyneto: 10-11-2010
Zaakceptowano: 08-12-2010
Opublikowano: 30-03-2011

Adres do korespondencji:
prof. dr hab. Lukasz
Kaczmarek, Instytut
Farmaceutyczny,

ul. Rydygiera 8,

01-793 Warszawa,

e-mail: 1. kaczmarek@ifarm.eu

i aminocukrowych indolo[2,3-B]chinoliny

Synthesis and biological screening of glycoside
and aminoglycoside derivatives of indolo[2,3-b]quinoline

! Instytut Farmaceutyczny, Warszawa
? Politechnika Wroctawska, Instytut Chemii Organicznej i Biotechnologii, Wroctaw
3 Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, Wroctaw

Naukowa Fundacja Polpharmy w 2002 roku przyznata zespotowi pracujacemu pod
kierunkiem prof. Lukasza Kaczmarka grant na realizacje projektu badawczego pt.
Synteza i badania biologiczne pochodnych cukrowych i aminocukrowych indolo[2,3-b]
chinoliny.

Streszczenie

W celu poprawy biodostepnosci indolochinolin o wiasciwosciach cytotoksycz-
nych zaproponowano synteze zwigzkéw hybrydowych, ztozonych z interkalu-
jacej czesci indolochinolinowej i elastycznego taficucha bocznego, potaczonego
wigzaniem glikozydowym z fragmentem cukrowym lub aminocukrowym. Wyj-
$ciowe hydroksyindolochinoliny, otrzymane przez deeteryfikacje 2- i 9-metok-
sypochodnych, alkilowano za pomoca octanéw 2-bromoetylu i 5-bromopentylu,
nastepnie deacetylowano i uzyskane alkohole glikozydowano metoda Mioskow-
skiego przez przytaczenie do odpowiednio zabezpieczonych glikali. Po odbezpie-
czeniu grup funkeyjnych w przylaczonych fragmentach cukrowych i aminocu-
krowych uzyskano 27 docelowych zwigzkéw, ktére poddano ocenie biologicznej,
obejmujacej oceng aktywnosci cytotoksycznej in vitro na komérkach ludzkiego
raka KB, specyficzno$ci hamowania faz cyklu komérkowego i hamowania ak-
tywnosci topoizomerazy II. Dla niektérych zwiazkéw (szczegdlnie posiadaja-
cych podstawniki aminocukrowe), osiggnieto wysokg aktywno$¢ cytotoksycz-
ng, specyficzno$¢ hamowania cyklu komoérkowego w fazie G,M i zahamowanie
dzialania topoizomerazy Il w stopniu znacznie przewyzszajacym takie zwiazki
referencyjne, jak m-AMSA lub daunomycyna.

Stowa Iduczowe: indolochinoliny * cukry ¢ zwigzki hybrydowe ¢ cytotoksycz-
noé¢ ¢ topoizomeraza II

Summary

The synthesis of hybrid compounds, consisting of indoloquinoline intercalator
and an elastic chain connected by glycoside bond to the carbohydrate or amino-
carbohydrate moiety, in order to improve a bioavailability of cytotoxic indoloqu-
inolines, was proposed. The starting hydroxyindoloquinolines, obtained by de-
etherification of 2- and 9-methoxyderivatives, were alkylated with 2-bromoethyl
and 5-bromophenyl acetates, then deacetylated and the alcohols formed were
glycosylated by Mioskowski’s method by addition to the protected glycals. Final
compounds (27), obtained after deprotection of functional groups in carbohy-
drate or aminocarbohydrate moieties, were screened for their cytotoxic activity
on human cancer KB cells. The specificity of cell-cycle and topoisomerase II
activity inhibitions were also tested. Some compounds (particularly containing
aminosugar moiety) show high cytotoxicity and specific cell cycle phase G,M
inhibition. These compounds act as more potent topoisomerase II inhibitors,
than reference m-AMSA and daunomycin.

Key words: indoloquinolines * carbohydrates * hybrid compounds  cytotoxi-
city ¢ topoisomerase II
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WSTEP

Choroby nowotworowe, ich leczenie i profilaktyka
stanowig jeden z najtrudniejszych probleméw i naj-
wiekszych wyzwan dla medycyny poczatku XXI
wieku. Znaczacy wzrost zachorowalnosci na nowo-
twory, szczegélnie w krajach uprzemystowionych,
jest dodatkowym bodzcem do poszukiwafi nowych
sposobéw zwalczania choréb nowotworowych,
w tym takze w obszarze farmakoterapii, ktora w od-
niesieniu do tych choréb obejmuje chemo- i hormo-
noterapi¢ [1].

Przedmiotem licznych programéw projektowania
leku przeciwnowotworowego jest poszukiwanie
czasteczek zdolnych do penetracji komérek zmie-
nionych nowotworowo i do specyficznego wigzania
z okreslonymi sekwencjami kwaséw nukleinowych,
zaangazowanych lub bezposrednio odpowiedzial-
nych za okreslong patologie [2]. Istniejg dwa gtow-
ne sposoby, w jaki wigzanie z kwasami nukleinowy-
mi moze by¢ osiagnigte. Pierwszy z nich zaklada
wigzanie DNA lub RNA poprzez oligonukleotydy
tworzace potrojne helisy [3,4] oraz analogi antysen-
sownych nukleotydéw [5,6]. W drugim podejsciu
bierze si¢ pod uwage uzycie biologicznie aktyw-
nych czasteczek o malym cigzarze czasteczkowym,
w wigkszosci pochodzenia naturalnego, ktére wiaza
si¢ z DNA w sposéb mniej lub bardziej selektywny.
Z powodu ogromnej réznorodnodci strulkturalnej
i nie mniejszej zmiennosci wlasciwosci biologicz-
nych tych zwiazkéw, stanowig one od lat przedmiot
ogromnego zainteresowania badaczy.

Projektowanie nowych ligandéw wigzacych DNA
wymaga rozwazenia interakeji nie tylko z DNA, ale
réwniez z powigzanymi czynnikami komérkowymi.
Wiasciwosci farmalkologiczne wielu przeciwnowo-
tworowych czasteczek sa bowiem prawdopodobnie
pochodng wielu innych czynnikéw, takich jak hamo-
wanie enzymoéw replikacyjnych oraz naprawczych
DNA, generowanie wolnych rodnikéw, czy tez wia-
zanie z membranami. Szczegolng role odgrywaja tu
enzymy nalezace do systemu naprawy DNA, czyli
topoizomerazy [7], ktére uczestnicza w wigkszosci
procesow przebiegajacych z udziatem DNA [8,9].
Whynika stad ogromna rola topoizomeraz w szybko
proliferujacych komorkach nowotworowych, a co za
tym idzie ich stezenie w tych komdrkach okazuje sie
by¢ wyjatkowo wysokie. Przyczynia si¢ to do faktu,
ze wiele klinicznie uzytecznych lekéow przeciwno-
wotworowych i przeciwwirusowych atakuje wlasnie
te enzymy [10-12]. Poszukiwanie leku, ktéry pota-
czy selektywne oddziatywanie z DNA oraz interak-
cje z topoizomerazami jest jednym z obiecujacych
kierunkéw prac nad nowoczesnym chemoterapeu-
tykiem [2,13].

Wydaje si¢, ze najbardziej efeltywnym modelem
potencjalnego zwiazku cytotoksycznego o takim
dziataniu jest czasteczka ztozona z dwéch domen,
a mianowicie czesci interkalujacej i zaburzajacej
dziatanie topoizomeraz (np. plaski aromatyczny
uktad policykliczny o odpowiedniej budowie) oraz
czgéci oddzialujacej z bruzda helisy DNA jako
uktad rozpoznajacy sekwencje DNA (np. elastycz-
ny lancuch zawierajacy heteroatomy) [2].

Przykladem cytostatykow o takiej wlasnie budowie
sg antybiotyki antracyklinowe, znane od ponad 30
lat i z powodzeniem stosowane (jak np. doksorubi-
cyna) w praktyce klinicznej, jako leki przeciwnowo-
tworowe. O ich aktywnosci decyduje nie tylko obec-
no$¢ w czasteczce plaskiego uktadu policyklicznego,
ale réwniez czgSci aminocukrowej, o okreslonej
konfiguracji. Wykazano, ze udzial czgsci cukrowej
w calkowitej energii wigzania kompleksu antybio-
tyku antracyklinowego z DNA wynosi okolo 40%
[14] i nie jest tylko efektem oddzialywan proto-
nowej grupy aminowej aminocukru z ujemnie na-
tadowanymi resztami grup fosforanowych oligonu-
kleotydu. Nie bez znaczenia dla aktywnodci in vivo
tych zwigzkéw jest réwniez ogromny wplyw czesci
weglowodanowej na charakterystyke farmakokine-
tyczna i biodostepnos¢ [15,16].

Inng grupe zwigzkéw wykazujacych znaczng ak-
tywnos$¢ in vitro jako inhibitory topoizomeraz
i efeltywne interkalatory DNA stanowig pochod-
ne indolochinolin [17,18]. Uklad ten zostat po raz
pierwszy otrzymany przez Gabriela i Eschenbacha
w 1897 r. [19], a pierwszg uzyteczna synteze indo-
lochinoliny przeprowadzil Robinson w 1905 r. [20].
Okazalo si¢ takze, ze uklad indolochinoliny wyste-
puje w przyrodzie jako alkaloid indolowy neokryp-
tolepina (kryptotakieina) odkryty w 1996 r. w wy-
ciagu z korzeni rosliny Cryptolepis sanguinolenta
[21] (Rycina 1).

QTS
N/H |

6H-indolo[2,3-b]chinolina Neokryptolepina

Rycina 1.

W trakcie prowadzonych wczesniej poszukiwan
nowych zwigzkéw o dzialaniu przeciwnowotwo-
rowym wsrod azotowych polfaczen heterocylklicz-
nych zwrécilismy uwage na benzopochodne indo-
lu, jako potencjalne interkalatory DNA. Staranne
badania zaleznosci struktura-aktywnos¢ i biotrans-

formacji otrzymanych zwiazkéw pozwolily na
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wyselekcjonowanie oryginalnego cytostatyku w po-
staci pochodnych 5,11-dimetylo-5H-indolo[2,3-b]
chinoliny (Rycina 2) [18,22]:

Rycina 2.

Zwigzek ten z jednej strony jest analogiem natural-
nie wystepujacej neokryptolepiny, a z drugiej przy-
pomina alkaloid eliptycyne, polaczenie o wlasciwo-
$ciach cytotoksycznych i przeciwnowotworowych
[23] (Rycina 3.), o ile jednak synteza eliptycyny jest
trudna i kosztowna, o tyle indolochinoliny otrzy-
muje si¢ w sposob stosunkowo prosty i z tanich, ta-
two dostepnych surowcow.

Ellipticine (Ochrosia elliptoca)

Rycina 3.

Otrzymana  5,11-dimetylo-5H-indolo[2,3-b]chi-
nolina wykazuje znamienne wlasciwosci cyto-
toksyczne in vitro i przeciwnowotworowe in vivo
w stosunku do mysich bialaczek L1210 i P388 oraz
czerniaka B16 [17]. Jak wykazaly dalsze badania,
indolochinoliny sa interkalatorami DNA oraz two-
rza kompleks lek-DNA-topoizomeraza I, blokujacy
dzialanie topoizomerazy, a w konsekwencji prowa-
dzacy do rozerwania nici DNA i $mierci komorki
[18,22]. Powazna wada pochodnych indolochino-
liny przedstawionej na Rycinie 2 jest jednak nie-
wielka selektywnos¢ dziatania na cykl komérkowy
nowotworéw oraz zla biodostepnos¢ objawiona
w niskiej aktywnosci przeciwnowotworowej in vivo
i w uposledzonej wchianialnosci w organizmie (ba-
dania niepublikowane).

CEL 1 OPIS PROJEKTU

W $wietle danych literaturowych i dotychczaso-
wych wlasnych doswiadczen przyjeto zalozenie,
ze modyfikacje polegajace na wprowadzeniu pod-
stawnikéw o odpowiedniej budowie do ukiadu
indolo[2,3-b]chinoliny powinny doprowadzi¢ do
uzyskania struktur, w ktérych stosunek oddziaty-
wan pomiedzy DNA, interkalujacym chromoforem

CH;
b
e
CH;

A (nieaktywny)

B (aktywny) C (aktywny)
X=NH, CONH, NHS0,, 0

Rycina 4.

i fancuchem bocznym bedzie odpowiedni do osia-
gniecia regioselektywnego wigzania do polinukle-
otydu. Efekt ten powinien znalez¢ odzwierciedlenie
w zwigkszeniu cytotoksycznosdci i selektywnosci
dzialania w stosunku do komérek nowotworowych
(takze wykazujacych opornos¢ wielolekowa) i osig-
gnieciu korzystnego indeksu terapeutycznego przez
nowe zwiazki hybrydowe.

W celu poprawy wlasciwosci biologicznych in-
dolochinolin zaproponowano synteze zwigzkow
hybrydowych, zlozonych z interkalujacej czesci
indolochinolinowej i elastycznego aficucha bocz-
nego, polaczonego poprzez wigzanie glikozydowe
z fragmentem cukrowym lub aminocukrowym. Po-
zytywny wplyw podstawnikéw weglowodanowych
na rozpuszczalno$¢ w wodzie, a co za tym idzie
réwniez na biodostepnos$¢, nie ulegal watpliwosci.
Przez analogi¢ do antybiotykéw antracyklinowych
mozna si¢ bylo réwniez spodziewac korzystnego
efektu odpowiednio dobranego podstawnika cu-
krowego na zdolnos$¢ catego zwigzku do tworzenia
specyficznych komplekséw z DNA i topoizomera-
z3. Zgodnie z oczekiwaniami czasteczki te powinny
byty wykazywaé wyzsza aktywnos$¢ cytotoksyczna

i zwiekszong selektywnos¢ dziatania.

Wstepna weryfikacja hipotezy odnoszacej si¢ do
wplywu odpowiednio dobranych podstawnikéw
na aktywno$¢ pochodnych indolochinoliny prze-
prowadzona zostala wczesniej przez synteze sze-
regu zwigzkéw ztozonych z alkilowego tancucha
zawierajacego heteroatomy i ukladu indolochino-
linowego zawierajacej podstawnik metylowy na
indolowym atomie azotu (A). 6-Metylo pochodna
indolochinoliny A wybrano celowo jako skiadnik
projektowanej hybrydy, bowiem — jak to zbadano
wczesniej — jest ona praktycznie pozbawiona aktyw-
nosci. Uzyskanie zwiazkéw aktywnych w grupie hy-
bryd zawierajacych uklad 6-metyloindolochinolino-
wy potwierdzaloby zalozenie, ze wprowadzenie do
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Rycina 5.

uktadu indolochinoliny podstawnikéw modyfikuje
aktywnos¢ cytotoksyczng w sposob istotny. Rzeczy-
wiscie, badania in vitro wykazaly znaczny wzrost
aktywnosci cytotoksycznej pochodnych B i C (Ry-
cina 4) w poréwnaniu ze zwigzkiem wyjSciowym
i wzrost specyficznosci wyrazonej hamowaniem
okreslonej fazy podziatu komérek nowotworowych.
Co wigcej, uzyskano szereg danych dotyczacych za-
leznosci miedzy struktura i umiejscowieniem tan-
cucha w czasteczce, a aktywnoscia pochodnej [24].

W oparciu o uzyskane dane zaprojektowano se-
rie pochodnych 6H-indolo[2,3-b]chinoliny i jej
6-metylowego analogu, zawierajacych w pozycjach
2- lub 9-tanicuchy alkoksyalkilowe albo w pozycji
6-tancuchy alkilowe o zréznicowanej diugosci, po-
taczone wigzaniem glikozydowym z ugrupowania-
mi cukrowymi (D-glukoza, L-ramnoza, D-laktoza)
i aminocukrowymi (L-akozaming i L-daunozamina,
cukrami obecnymi w antybiotykach antracykli-
nowych).  Wyjsciowe hydroksy-indolochinoliny
1 otrzymano przez deeteryfikacje odpowiednich

2- lub 9- metoksypochodnych. Zwigzki 1 oraz indo-
lochinolina 2 byty nastgpnie alkilowane z uzyciem
octanéw 2-bromoetylu i 5-bromopentylu (3a, 3b),
deacetylowane, a uzyskane alkohole 4 i 5 glikozy-
dowane metoda Mioskowskiego przez przylaczenie
wolnej grupy hydroksylowej do odpowiednio za-
bezpieczonych glikali (cukréw 1,2-nienasyconych)
w obecnosci bromowodorku trifenylofosfiny, jako
katalizatora kwasowego. Po odbezpieczeniu grup
hydroksylowych w przytaczonych cukrach uzyskano
27 docelowych preparatéw o ogélnym wzorze 6, 7
(Rycina 5), ktére przekazano do oceny biologicznej.

WYNIKI PROJEKTU

Otrzymane zwiazki badano z punktu widzenia
aktywnosci cytotoksycznej in vitro na komorkach
ludzkiego raka KB, specyficznosci hamowania faz
cyklu komérkowego i hamowania aktywnosci to-
poizomerazy II. Wyniki byly mocno zréznicowane,
jednak dla niektorych zwiazkéw (szczegélnie posia-
dajacych podstawniki aminocukrowe), osiagnieto
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wysokg aktywno$¢ cytotoksyczng, specyficznosé
hamowania cyklu komoérkowego w fazie G,M i za-
hamowanie dziatania topoizomerazy II w stopniu
znacznie przewyzszajacym takie zwigzki referencyj-
ne, jak m-AMSA lub daunomycyna. Z uzyskanych
danych wynika, Ze wprowadzenie do nieaktywnej
czasteczki 6H-indolochinoliny podstawnika ami-
nocukrowego pozwala uzyskac silny inhibitor topo-
izomerazy II, o wysokiej aktywnosci cytotoksycz-
nej, hamujacy rozwéj komoérek nowotworowych
w okreslonej fazie, a ponadto istniejg tu bardzo
wyrazne zwigzki migdzy modyfikacjami struktury,
a mechanizmem dzialania nowych polaczen. Uzy-
skane wyniki byly przedmiotem dwéch rozpraw
doktorskich [25,26], dwoch publikacji [27,28]
i zgloszenia patentowego [29]. Prace, bedace przed-
miotem projektu, staly si¢ podstawa do dalszych
badan obejmujacych synteze analogéw zawieraja-
cych uklad 5-metylo-5H-indolo[2,3-b]chinoliny,
ktére wykazaty wysoka aktywnos¢ cytotoksyczng in

PiSmiennictwo:

vitro, natomiast odznaczaly sie takze wysoka tok-
sycznoscig ogélng w badaniach in vivo. Badania te
sa przedmiotem pracy magisterskiej [30], publika-
cji [31], artykutu przegladowego [32] i zgloszenia
patentowego [33]. Ostatnio prowadzone badania
nad indolochinolinami, jako potencjalnymi cyto-
statykami, ktorych korzenie siggaja omoéwionego
wyzej projektu, sa prace nad pochodnymi amino-
kwasowymi i peptydowymi. Sg one przedmiotem
kolejnej rozprawy doktorskiej [34], publikacji [35]
i zgloszenia patentowego [36]. Najwazniejszy osig-
gnieciem jest jednak uzyskanie pierwszych hybry-
dowych pochodnych indolochinolin, ktére wykazu-
ja silne dziatanie przeciwnowotworowe in vivo, przy
umiarkowanej toksycznosci ogolne;j.
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Indukcja apoptozy w komérkach biataczek ludzkich MOLT4
i HL60 przez acyloksytriazoloakrydony — nowa grupe zwigzkéw
o wlasciwosciach przeciwnowotworowych

Induction of apoptosis of human leukemia MOLT4 and HL60 cells by

acyloksytriazoloacridinones — the new class of antitumor compounds

Ewa Augustin Katedra Technologii Lekéw i Biochemii, Wydziat Chemiczny, Politechnika Gdariska,
Gdansk

Naukowa Fundacja Polpharmy w 2002 roku przyznata zespotowi pracujacemu pod
kierunkiem dr Ewy Augustin grant na realizacj¢ projektu badawczego pt. Badanie
mechanizmu  programowanej smierci komdrki (apoptozy) indukowanej przez
triazoloakrydony — nowg grupe zwigzkéw o wlasciwosciach przeciwnowotworowych.

Streszczenie

Acyloksytriazoloakrydony stanowig nowg grupe pochodnych akrydonu, otrzy-
manych w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej,
w wyniku modyfikacji czasteczki triazoloakrydonu w pozycji 8. Podobnie jak
triazoloakrydony, wykazujg one silne dziatanie cytotoksyczne w stosunku do
wielu linii komérek nowotworowych in vitro (bialaczki, nowotwory lite). W ni-
niejszej pracy, zrealizowanej w ramach projektu finansowanego przez Nauko-
wa Fundacje Polpharmy wykazano, ze acyloksytriazoloakrydony, podobnie jak
triazoloakrydony, indukuja apoptoze w komoérkach biataczek ludzkich MOLT4
i HL60. Komoérki obu linii ulegaly apoptozie w wyniku traktowania acyloksy-
triazoloakrydonami w stezeniach zwiazkéw biologicznie istotnych, odpowiada-
jacych wartosciom EC_ i EC,,. Indukcje apoptozy przez acyloksytriazoloakry-
dony w komérkach MOLT4 i HL60 zbadano w oparciu o charakterystyczne
zmiany morfologiczne jader komérkowych (ciatka apoptotyczne), miedzynu-
kleosomalng fragmentacj¢ DNA, zmiany w budowie blony cytoplazmatycznej
(translokacja fosfatydyloseryny do zewngtrznej warstwy blony), spadek mito-
chondrialnego potencjatu blonowego A¥ oraz aktywacje kaspazy-3. Zdolnos¢
do indukcji apoptozy w komorkach nowotworowych przez acyloksytriazolo-
akrydony pozwala uznac je za potencjalne i obiecujace zwiazki o wiasciwosciach
przeciwnowotworowych.
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MOLT4 i HL60 ¢ kaspazy * mitochondria
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Summary

Acyloksytriazoloacridinones are a new group of acridinone derivatives synthe-
sized and devoloped at the Department of Pharmaceutical Technology and
Biochemistry at Gdansk University of Technology, by the modification of the
triazoloacridinone at position 8. Like triazoloacridinones, they exhibit a strong
cytotoxic activity against several tumor cell lines in vitro (leukemias, solid tu-
mors). Studies carried out under the project funded by the Polpharma Scien-
tific Foundation, demonstrated that acyloksytriazoloacridinones, like triazolo-
acridinones, induced apoptosis in human leukemia MOLT4 and HL60 cells.
Cells of both lines underwent apoptosis following acyloksytriazoloacridinones
treatment at biological relevant concentrations, corresponding to EC80 and ECQO
values. Induction of apoptosis by acyloksytriazoloacridinones in MOLT4 and
HL60 cells was examined on the basis of characteristic morphological changes of
cells nuclei (the presence of apoptotic bodies), appearance of internucleosomal
DNA fragmentation, changes in the structure of the plasma membrane (trans-
location of phosphatydilserine to the outer layer of membrane), decrease of the
mitochondrial transmembrane potential A¥_ and activation of caspase-3. The
ability of acyloksytriaozoloacridinones to induce apoptosis in tumor cells allows
us to consider them as a potent and promising antitumor agents.

Key words: acyloksytriazoloacridinones ¢ apoptosis * human leukemia MOLT4

and HL60 e caspases * mitochondria
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Powstawanie nowotworéw przez diugi czas rozpatry-
wane byto jako efekt niekontrolowanej proliferacji
komorek, ktére ulegly transformacji nowotworowej.
Konsekwencjg takiego podejicia bylo poszukiwanie
zwiazkéw i lekow jedynie pod kgtem ich wiasciwosci
antyproliferacyjnych. Obecnie zagadnienie powsta-
wania i wzrostu nowotworéw jest postrzegane jako
zaburzenie réwnowagi pomigdzy tempem prolifera-
cji, a $miercig komorek, ktore ulegly transformacji
nowotworowej [1,2]. Progresja nowotworu i wzrost
stopnia ztosliwosci zaleza réwniez od zmian w po-
datnosci komérek do ulegania spontanicznej $mierci
— apoptozie. Stad tez poszukuje si¢ zwigzkéw i le-
kow;, ktore przywrécityby komérkom nowotworo-
wym zdolno$¢ do samoeliminaciji, ktéra zatracity
w wyniku wylamania si¢ spod kontroli mechani-
zmo6w decydujacych o ich podziatach i lokalizacji.

W Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Poli-
techniki Gdanskiej, w zespole kierowanym przez
prof. Jerzego Konope, od wielu lat prowadzi si¢ ba-
dania nad poszukiwaniem zwiazkéw o wlasciwo-
$ciach przeciwnowotworowych wsréd pochodnych
akrydyny. Badania te doprowadzily m.in. do otrzy-
mania pierwszego i jak dotad jedynego, oryginalne-
go polskiego leku przeciwnowotworowego o nazwie
Ledakrin (Nitracrine) [3]. Kolejng grupa zwigzkow
przeciwnowotworowych otrzymanych w Katedrze
Technologii Lekéw i Biochemii byty imidazoakrydo-
ny; sposrod ktorych najbardziej aktywna biologicznie

pochodna, zwiazek o symbolu C-1311, dotart do II
fazy badan klinicznych na pacjentkach z przerzuto-
wym rakiem piersi [4,5]. Triazoloakrydony stanowia
nastepna grupe pochodnych akrydyny zsyntetyzo-
wanych na Politechnice Gdanskiej [6]. Zwiazki te
s3 analogami strukturalnymi wspomnianych wyzej
imidazoakrydonéw. Triazoloakrydony wykazuja wy-
sokg aktywno$¢ cytotoksyczng w stosunku do komo-
rek wielu linii nowotworowych in vitro, jak réwniez
silne dzialanie przeciwnowotworowe w stosunku do
nowotworéw ludzkich przeszczepialnych u myszy,
zwlaszcza bialaczek i rakéw jelita grubego [6,7].
Najbardziej aktywna pochodna z grupy triazolo-
akrydonéw, zwiazek o symbolu C-1305 zostal wyty-
powany do rozszerzonych badan przedklinicznych.
Pochodna C-1305 jest inhibitorem topoizomerazy 11
[8], a po aktywacji metabolicznej indukuje powsta-
wanie migdzytaficuchowych wiazan sieciujacych
w komoérkach nowotworowych [9]. Na poziomie ko-
morkowym, C-1305 blokuje cykl zyciowy komorek

NH(CH,),N(CH,),

OB S
N

N—/N

Rycina 1. Ogolna struktura chemiczna
acyloksytriazoloakrydondw.
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Tabela 1. Aktywno$¢ cytotoksyczna wybranych pochodnych acyloksytriazoloakrydondéw wobec komorek biataczek ludzkich MOLT4

i HL60.
MOLT4 HL60
Zwiazek
*EC50 [uM] *EC90 [uM] *EC50 [uM] *EC80 [uM]

C-1742 (7,2+0,3)-10* 0,5+0,114 0,03+0,001 0,610,126

C-1750 (6,6+0,3)-10* 0,5+0,1 0,05+0,003 0,5+0,03

C-1764 (8,13+0,23)-10* 0,6+0,113 0,074+0,0015 0,7+0,196

C-1779 (7,7+0,2)-10* 0,840,193 0,03+0,0012 0,5+0,03
*EC., EC_, EC_: warto$ci stezen zwiazkow hamujacych proliferacje komérek MOLT4 i HL60 odpowiednio w 50%, 80% i 90%

50 T80 g0 € g jJacycn p e p

w stosunku do komorek kontrolnych (nietraktowanych badanymi zwigzkami). Wyniki s Srednia z 3 niezaleznych doswiadczen wraz

z odchyleniami standardowymi.

biataczek ludzkich w fazie G2/M i w konsekwengji
indukuje apoptoze tych komérek [10].

Ze wzgledu na wysoka aktywno$¢ przeciwnowo-
tworowg i korzystne wlasciwosci biologiczne tria-
zoloakrydonéw, podjeto prébe uzyskania nowych
pochodnych tych zwiazkéw o wlasciwosciach poten-
cjalnie korzystniejszych od wyjsciowych. W wyniku
modyfikacji chemicznej czasteczki triazoloakrydo-
nu w pozycji 8, otrzymano grupe biologicznie czyn-
nych triazoloakrydonéw II generacji — acyloksytria-
zoloakrydonéw (Rycina 1). Zwiazki te posiadaja
dwie grupy farmakoforowe, od ktérych zalezy ich
aktywnos¢ przeciwnowotworowa (ugrupowanie dia-
minoalkilowe w faiicuchu bocznym oraz potencjal-
ny uklad chinoidowy tworzony przez grupy 8-OH
i heterocykliczny atom azotu pierscienia akrydonu).
Szereg pochodnych z tej grupy wykazuje wysoka
aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komoérek biataczel
ludzkich HL60, MOLT4 oraz raka jelita grubego
HT29, jak réwniez alktywno$¢ przeciwnowotworo-
wa wobec bialaczki mysiej P388, rakéw okreznicy
Co26 i Co38, Co51, czerniaka B16 i raka ptuc Le-
wis’a u myszy. Otrzymanie nowej grupy zwigzkéw
o wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej rodzi
wazne pytanie odnosnie ich mechanizmu dziafania.
Stad tez, celem niniejszego projektu finansowanego
przez Naukowa Fundacj¢ Polpharmy byfo zbada-
nie, czy triazoloakrydony II generacji — acyloksy-
triazolakrydony, indukuja apoptoze w komorkach
biataczek ludzkich MOLT4 i HL60 oraz wyjasnie-
nie, jaki jest mechanizm tego zjawiska na poziomie
molekularnym.

METODYKA BADAN I WYNIKI

Do badan wybrano 4 pochodne z grupy acylok-
sytriazoloakrydonow: C-1742, C-1750, C-1764
i C-1779 rézniace si¢ podstawnikiem na grupie hy-
droksylowej w pozycji 8 oraz dlugoscia aminoalli-
lowego lancucha bocznego. Doswiadczenia przepro-
wadzono na komérkach biataczek ludzkich MOLT4
(biataczka limfoblastyczna) i HL60 (biataczka

mieloblastyczna), hodowanych na pozywce RPMI
1640 z 10% dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej
FBS i antybiotykami (penicylina i streptomycyna),
w standardowych warunkach (37°C, 5% CO,, 95%
wilgotnosci). Czas podwojenia komérek w tych wa-
runkach wynosit 12-14 godzin dla linii MOLT4
i 20-24 godziny dla linii HL60.

1. OZNACZANIE AKTYWNOSCI CYTOTOKSYCZNE]
POCHODNYCH ACYLOKSYTRIAZOLOAKRYDONOW

W pierwszym etapie badan oznaczono aktywnos¢
cytotoksyczna wybranych pochodnych acyloksytria-
zoloakrydonéw wobec komérek biataczek ludzkich
MOLT4 i HL60. W tym celu komoérki inkubowano
z r6znymi stezeniami badanych zwigzkéw przez 48
godzin (komérki MOLT4) i 72 godziny (komérki
HL60), a nastgpnie okreslano liczbe komoérek kon-
trolnych i traktowanych zwiazkiem w liczniku Co-
ulter-Counter, model ZBI [11]. Na podstawie krzy-
wych zahamowania wzrostu komoérek w zaleznosci
od stezenia zwigzkoéw wyznaczono wartosci EC,,
EC,, i EC,, tj. wartosci stezeni badanych zwigzkéw,
przy ktoérych proliferacja komérek nowotworowych
byta zahamowana odpowiednio w 50%, 80% i 90%
w stosunku do komérek kontrolnych. Uzyskane
wyniki pokazuja, ze badane pochodne acyloksytria-
zoloakrydonéw wykazuja wysoka aktywnos¢ cyto-
toksyczng w stosunku do komérek obu linii biata-
czek ludzkich. Komérki bialaczki limfoblastycznej
MOLT4 okazaly si¢ bardziej wrazliwe na dzialanie
acyloksytriazoloakrydonéw niz komorki biataczki
mieloblastycznej HL60. Stezenia hamujace pro-
liferacje komorek MOLT4 w 50% (wartosci EC,)
byty o dwa rzedy wielkosci mniejsze w poréwna-
niu do wartosci stezen wywolujacych ten sam efekt
w przypadku komérek HL60. Wartosci EC i EC
byty poréwnywalne dla obydwu linii komérkowych
(Tabela 1). Podkreslenia wymaga fakt, ze acyloksy-
triazoloakrydony okazaty sie bardziej cytotoksycz-
ne w stosunku do badanych linii biataczek ludzkich
niz wyjsciowe triazoloakrydony. Dla poréwna-
nia warto$¢ EC,; dla pochodnej triazoloakrydonu
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Kontrola 6godzin 12 godzin

Kontrola 6 godzin 12 godzin

A
B
o4

24 godziny 48 godzin

72 godziny

24 godziny 48 godzin 72 godziny

Rycina 2. Morfologia jader komérek MOLT4 (A) i HL60 (B), kontrolnych oraz traktowanych pochodna C-1750, barwionych DAPI
i ocenianych przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Powiekszenie x400. AP - komérki apoptotyczne.

C-1305 wynosita 0,016 uM dla komérek MOLT4
10,12 uM dla komérek HL60 [10].

Do dalszych badafi dotyczacych indukcji apopto-
zy przez acyloksytriazoloakrydony wybrano ste-
zenia zwigzkéw odpowiadajace wartosciom EC,
(dla komérek MOLT4) i EC (dla komérek HL60).
Z terapeutycznego punktu widzenia najbardziej
korzystne byloby okreslenie stezenn zwigzkéw od-
powiadajacych wartosci EC,, jednak w warunkach
eksperymentalnych sg one wlasciwie niemozliwe do
wyznaczenia. Stad dalsze badania prowadzono dla
stezen acyloksytriazoloakrydonéw odpowiadaja-
cych wartosciom EC,, i EC,.

2. BADANIE APOPTOZY W KOMORKACH
BIAEACZEK MOLT4 1 HL60 PODDANYCH
DZIAEANIU ACYLOKSYTRIAZOLOAKR YDONOW

2.1. Analiza zmian morfologicznych
w komorkach bialaczek pod wplywem
acyloksytriazoloakrydonéw

Kryterium morfologiczne jest wcigz jednym z pod-
stawowych przy badaniu $mierci komoérkowej
[12]. Stad, badanie procesu apoptozy rozpoczeto
od oceny zmian w morfologii jader komérkowych
(zmian stopnia kondensacji i fragmentacji jader)
komérek MOLT4 i HL60 poddanych dzialaniu
acyloksytriazoloakrydonéw przy uzyciu mikrosko-
pu fluorescencyjnego, po uprzednim wybarwieniu
komérek za pomoca DAPI, fluorochromu wiazace-
go sie stechiometrycznie do DNA. Dokonano kine-
tycznej analizy zmian morfologicznych, inkubujac
komorki z badanymi zwigzkami przez 6, 12, 24,
48 i 72 godziny. Po krétszych czasach inkubacji
(6, 12 godzin) obserwowano pojawianie si¢ poje-
dynczych komoérek nieco mniejszych od komérek
kontrolnych, obkurczonych, co jest najprawdopo-
dobniej wynikiem utraty wewnatrzkomorkowe;

wody i elektrolitow, prowadzacych do zageszczenia
cytoplazmy, a wigc zmian typowych dla wezesnych
etapéw procesu apoptozy. 24 godzinna inkuba-
cja z acyloksytriazoloakrydonami prowadzita do
kondensacji chromatyny, a po 48 i 72 godzinnej
inkubacji widoczna byla fragmentacja jadra, oraz
pojawialy si¢ typowe dla procesu apoptozy cialka
apoptotyczne (ang. apoptotic bodies) [13], zar6w-
no w przypadku komérek MOLTH4, jak i HL60. Na
Rycinie 2 pokazano apoptotyczne zmiany w ko-
moérkach MOLT4 i HL60, przykiadowo dla po-
chodnej C-1750.

2.2. Zmiany w blonie cytoplazmatycznej
Ikomérek biataczek MOLT4 i HL60 poddanych
dzialaniu acyloksytriazoloakrydonéw

Jedna z wcze$niejszych i charakterystycznych
zmian w komorce apoptotycznej jest utrata asyme-
trii w rozmieszczeniu fosfolipidéw w btonie cyto-
plazmatycznej, polegajaca na translokacji ujemnie
naladowanej fosfatydyloseryny z wewnetrznej do
zewnetrznej warstwy blony cytoplazmatycznej
[14]. Zmian¢ t¢ mozna wykry¢, stosujac bialko
aneksyne V, sprzezona z fluorochromem (np. z flu-
oresceing), wykazujaca wysokie powinowactwo do
fosfatydyloseryny w obecnosci jonéw wapnia. Jed-
noczesnie, stosujac kombinacje barwnikéw: anek-
syna V/FITC oraz jodek propidyny (PI), mozna
przy uzyciu cytometrii przeptywowej rozréznic¢ ko-
morki zywe (aneksyna—/PI-), wczesnoapoptotycz-
ne (aneksyna+/PI-), p6Znoapoptotyczne i nekro-
tyczne (aneksyna+/PI+) oraz typowo nekrotyczne
(aneksyna—/PI+).

Cytometryczna analiza zmian w blonie cyto-
plazmatycznej komoérek MOLI4 inkubowanych
z acyloksytriazoloakrydonami pokazata, Ze juz
po 12 godzinnej inkubacji pojawiata si¢ populacja
komoérek wezesnoapoptotycznych (barwigcych sie
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Rycina 3. Reprezentacyjna cytometryczna analiza zmian zachodzacych w blonie plazmatycznej komérek MOLT4 (A) i HL60 (B)
kontrolnych oraz traktowanych pochodng C-1742. Os X - fluorescencja pochodzaca od fluoresceiny skoniugowanej
z aneksyna V; O§ Y - fluorescencja pochodzaca od jodku propidyny. Lewy dolny kwadrant: komérki nieapoptotyczne
(A-/PI-); prawy dolny kwadrant: komorki wezesnoapoptotyczne (A+/PI-); prawy gorny kwadrant: komorki
poznoapoptotyczne i nekrotyczne (A+/PI+); lewy gorny kwadrant: komorki nekrotyczne (A-/PI+). Cytogramy

przedstawiaja jedno z 3 niezaleznych do$wiadczen.

jedynie aneksyna), jak i znacznie mniejsza popula-
cja komoérek péznoapoptotycznych (barwiacych sig
aneksyng i jodkiem propidyny). Wczesna apoptoza
jest zwykle procesem przejsciowym, totez w mia-
re uplywu czasu inkubacji z badanymi zwiazkami
dochodzi do utraty integralnosci btony komoérko-
wej, co objawia si¢ wzmozonym wnikaniem jodku
propidyny i po 72 godzinach wigkszo$¢ komoérek
to populacja pdznoapoptotyczna i nekrotyczna
(barwiaca si¢ zaré6wno aneksyna, jak i PI). Rycina 3
przedstawia reprezentatywng analize¢ cytometrycz-
na zmian zachodzacych w blonie komérkowej dla
pochodnej C-1742. Po 12 godzinnej ekspozycji na
zwiazek populacja komérek MOLT'4 wczesnoapop-
totycznych stanowita ok. 11%, po 24 godzinach
ilos¢ komorek barwigcych si¢ jedynie aneksyna
osiggala ok. 35%. Po dluzszych czasach inkubacji
ilos¢ komorek wezesnoapoptotycznych wyraznie
malata (4,5% po 72 godzinach), a wzrastata popu-
lacja komorek barwiacych si¢ aneksyng i jodkiem
propidyny; ktéra po 48 godzinach stanowita 54%
ogolnej populacji komorek, a po 72 godzinnej inku-
bacji ilos¢ komoérek péznoapoptotycznych i nekro-
tycznych stanowila ok. 85%. Razem, po uptywie
72 godzin obydwie frakcje, weczesno- i péznoapop-
totyczna stanowily ok. 90% populacji komérek, co
wskazuje, ze proces apoptozy odgrywa gléwna role
w eliminacji komoérek MOLT4 poddanych dziataniu

acyloksytriazoloakrydonéw. Nieco inaczej przedsta-
wia si¢ kinetyka zmian w blonie cytoplazmatycznej
komoérek HL60 poddanych dziataniu acyloksytria-
zoloakrydonéw. Analizujac cytogramy pokazane
na Rycinie 3 wyraznie wida¢, Ze proces apoptozy
w tych komoérkach przebiega z mniejsza intensyw-
noscig niz w komoérkach MOLTH4. Ilos¢ komorek
wczesno- i péznoapoptotycznych osiagata po 72
godzinach inkubacji z pochodng C-1742 ok. 30%.
Pojawiala si¢ natomiast frakcja komoérek nekrotycz-
nych (barwiacych si¢ jedynie jodkiem propidyny),
ktéra po 72 godzinach wynosila ok. 10%. Mozna
zatem przypuszczac, iz w komoérkach HL60 obok
apoptozy, rowniez proces nekrozy odgrywa istotna
role w odpowiedzi tych komoérek na dziatanie bada-
nych zwiazkow.

2.3. Fragmentacja DNA w komérkach
MOLT4 i HL60 inkubowanych
z acyloksytriazoloalaydonami

Kolejna, biochemiczng zmiang typowa dla $mier-
ci apoptotycznej jest degradacja DNA, zwykle na
odcinki ok. 200 par zasad, bedace wielokrotnoscia
nukleosomoéw, co daje na zelu agarozowym obraz
tzw. drabinki apoptotycznej (ang. laddering). Jak
pokazano na Rycinie 4, wyrazna oligonukleoso-
malna degradacja DNA w komoérkach MOLT4
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Rycina 4. Miedzynukleosomalna fragmentacja DNA
w komorkach MOLT4 (A) i HL60 (B) traktowanych
pochodng C-1750 przez podana ilo$¢ godzin. Jako
wzorzec (marker) uzyto DNA o wielko$ci fragmentow
od 10 do 1000 par zasad.

i pojawianie si¢ cialek apoptotycznych mialy miej-
sce rowniez po diuzszych czasach inkubacji komé-
rek z acyloksytriazoloakrydonami.

2.4. Okreslenie roli mitochondriéw w procesie
apoptozy indukowanej w komoérkach MOLT4
i HL60 przez acyloksytriazoloakrydony

Mitochondria odgrywaja kluczowe rol¢ w procesie
apoptozy [16,17]. Jednym z wazniejszych para-
metréw okreslajacych dysfunkcje mitochondriéw
podczas apoptozy jest spadek mitochondrialnego
potencjalu btonowego A¥_ na wewnetrznej bto-
nie mitochondrialnej. Jest to wydarzenie uniwer-
salne, a zarazem nieodwracalne dla §mierci apop-
totycznej [18]. W celu oznaczenia depolaryzacji
mitochondriéw zastosowano lipofilowy barwnik
kationowy JC-1. Wnika on selektywnie do mito-
chondriéw i w przypadku spolaryzowanej bto-
ny mitochondrialnej i wysokiego potencjatu A¥
tworzy agregaty (emituje fluorescencje pomaran-
czowa), a przypadku spadku potencjalu barwnik
przechodzi w form¢ monomeryczna (emituje wow-
czas fluorescencje zielong) [19]. Uzyskane wyniki
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Kontrola 6 godzin 12 g(;diin

3

|
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Rycina 5. Cytometryczna analiza zmian mitochondrialnego potencjatu blonowego w komérkach MOLT4 (A) i HL60 (B)
kontrolnych oraz traktowanych pochodna C-1750. O$ X - intensywnos¢ fluorescencji pochodzaca od monomeréw JC-1;
O$Y - intensywno$¢ fluorescencji pochodzaca od agregatow JC-1. Cytogramy przedstawiaja jedno z dwoch niezaleznych

doswiadczen.

i HL60 zachodzita po 24, 48 i 72 godzinach inku-
bacji z pochodng C-1750. W przypadku komoérek
obu linii, po 6 i 12 godzinach ekspozycji na bada-
ne zwiazki, fragmentacja DNA na odcinki oligo-
nukleosomalne nie byta widoczna, co jest zgodne
z og6lnie przyjetym pogladem, ze ten typ fragmen-
tacji nalezy zwykle do péznych etapéw S$mierci
apoptotycznej [15]. Otrzymane wyniki sg zgodne
z wczedniejszymi obserwacjami zmian w morfo-
logii jader komoérkowych, gdzie degradacja DNA

dwuparametrowej analizy cytometrycznej komo-
rek MOLT4 i HL60 traktowanych acyloksytriazo-
loakrydonami i barwionych JC-1, wyrazne $wiad-
cza o depolaryzacji mitochondriéw, postepujace;
wraz ze wzrostem czasu ekspozycji komorek na
badane zwigzki (Rycina 5). Odnoszac si¢ do ko-
morek kontrolnych, krotka 6 godzinna inkubacja
nie prowadzita do istotnych zmian w ilosci komo-
rek z niskim potencjatem mitochondrialnym. Po-
czynajac od 12 godzin, frakcja komoérek z niskim
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Rycina 6. Odsetek komorek MOLT4 i HL60 zawierajacych
aktywng kaspaze-3 w zaleznosci od czasu inkubacji
z pochodng C-1750. Wyniki przedstawiaja jedno
z dwoch niezaleznych doswiadczen.

potencjalem AW _ stopniowo rosta i efekt ten sig
wyraznie nasilal po 48 i 72 godzinach inkubacji
z acyloksytriazoloakrydonami.

Poréwnujac analize zmian AY _ i oligonukleosomal-
na fragmentacje DNA, wida¢ wyraznie, ze spadek
mitochondrialnego potencjalu blonowego poprze-
dza apoptotyczng fragmentacje DNA.

2.5. Badanie aktywno$ci kaspazy-3 w procesie
apoptozy komérek biataczek ludzkich
indukowanej przez acyloksytriazoloakrydony

Poniewaz w komérkach MOLT4 i HL60 trakto-
wanych acyloksytriazoloakrydonami doszlo do
zaburzenia funkcji mitochondriéw, nalezalo sig
spodziewa¢, ze w komoérkach tych nastgpi réwniez
uruchomienie kaskady kaspaz, a zwlaszcza efekto-
rowej kaspazy-3, zaangazowanej w tzw. egzekucyj-
na faze procesu apoptozy [20]. Technika cytometrii
przeptywowej, z zastosowaniem przeciwciala rozpo-
znajacego aktywna forme kaspazy-3, sprawdzono
czy apoptoza indukowana przez acyloksytriazolo-
akrydony przebiega w komoérkach biataczekludzkich
z udzialem tej kaspazy. Uzyskane rezultaty wskazu-
ja wyraznie, ze zarowno w komoérkach MOLTH4, jak
i HL60 doszto do aktywacji wykonawczej kaspazy-3
(Rycina 6). Wykres przedstawia kinetyke wzrostu
liczby komoérek MOLT4 i HL60 traktowanych po-
chodng C-1750 przez 6, 12, 24, 48 i 72 godziny:.
W przypadku obu linii komérkowych niewielka
frakcje komorek zawierajacych aktywng kaspaze-3
(ok. 1%) obserwowano po 6 godzinach inkubacji ze
zwiazkiem. Populacja ta znaczaco wzrosta po uply-
wie 24 godzin w komérkach MOLT4 (ok. 26%) i po
uplywie 48 godzin w komoérkach HL60 (ok. 42%).
Po 72 godzinach populacja komérek z aktywna ka-
spaza-3 byla dominujaca w komoérkach obu linii
(82% MOLT4 i 76% HL60).

PODSUMOWANIE 1 WNIOSKI

Otrzymana w Katedrze Technologii Lekéw i Bio-
chemii Politechnili Gdanskiej nowa grupa triazolo-
akrydonow II generacji — acyloksytriazoloakrydony,
wykazala wysoka aktywno$¢ cytotoksyczng wobec
komoérek biataczek ludzkich MOLT4 i HL60. Waz-
nym z terapeutycznego punktu widzenia jest fakt,
ze acyloksytriazoloakrydony wykazaly znaczaco
wyzszg aktywno$¢ cytotoksyczng wobec komorek
badanych linii niz wyjsciowe triazoloakrydony. Ba-
dajac mechanizm dzialania acyloksytriazoloakry-
donéw na poziomie komérkowym po raz pierw-
szy wykazano, ze zwigzki te indukujg apoptoze
w komoérkach biataczek ludzkich MOLT4 i HL60
w stezeniach biologicznie istotnych, odpowiadaja-
cych wartosciom EC, i EC,. W komérkach obu
linii MOLT4 i HL60 traktowanych acyloksytriazo-
loakrydonami obserwowano typowe dla apoptozy
zmiany w wygladzie jader komérkowych (konden-
sacja i fragmentacja chromatyny, prowadzace do
powstawania tzw. cialek apoptotycznych). Dalsze
badania zjawiska apoptozy w oparciu o szereg ty-
powych dla tego procesu znacznikéw biochemicz-
nych, takich jak: translokacja fosfatydyloseryny,
miedzynuklesomalna fragmentacja DNA, spadek
mitochondrialnego potencjatu btonowego, czy akty-
wacja kaspazy-3 potwierdzity, ze apoptoza odgrywa
gtéwng rol¢ w eliminacji komérek MOLT4 i HL60
poddanych dzialaniu acyloksytriazoloakrydonéw.
Ten typ $mierci komérkowej byl szczegélnie do-
minujacy w przypadku komérek MOLT4 - po 72
godzinach ok. 90% catkowitej populacji komoérelk
wykazywalo zmiany typowe dla apoptozy. Podsu-
mowujac, komérkowy mechanizm dziatania acy-
loksytriazoloakrydonéw w przypadku biataczek
ludzkich MOLT4 i HL60 jest bardzo podobny jak
w przypadku triazoloakrydonéw [10]. Obie grupy
zwiazkéw w stezeniach biologicznie istotnych indu-
kuja apoptoze w komérkach nowotworowych. Pro-
ces apoptozy komorek bialaczek MOLT4 i HL60
przebiegal wediug mitochondrialnej drogi aktywa-
cji kaspaz, obejmujacej spadek mitochondrialnego
potencjatu blonowego, aktywacje kaspazy-3, trans-
lokacje fosfatydyloseryny do zewnetrznej warstwy
btony plazmatycznej oraz fragmentacje DNA do
poziomu nukleosoméw. Co wigcej, nowa grupa
triazoloakrydonéw II generacji odznaczala si¢ zna-
czaco wyzsza aktywnoscig cytotoksyczng w stosun-
ku do komoérek biataczek ludzkich, niz wyjsciowe
triazolakrydony, co w przyszlej terapii moze by¢
podstawa do stosowania nizszych dawek lelkow
z grupy triazoloakrydonu. Uzyskane w trakcie reali-
zacji projektu finansowanego przez Naukowa Fun-
dacje Polpahrmy wyniki, dotyczace mechanizmu
dziatania nowej grupy zwiazkéw o wiasciwosciach
przeciwnowotworowych, moga w przysztosci sta¢
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sie przydatne do projektowania strulktur nowych
zwigzkéw o podobnym mechanizmie dziatania.
Poza tym wiedza o mechanizmie dzialania na po-
ziomie komoérkowym moze by¢ pomocna w selek-
cji acyloksytriazoloakrydonéw do rozszerzonych
badan przedklinicznych. Uzyskane wyniki badan
moga by¢ réwniez zastosowane w ewentualnych
przyszlych opracowaniach optymalnego schematu
dawkowania w terapii mono- i wielolekowej.
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2006 roku przyznata zespolowi pracujacemu
pod kierunkiem prof. Jozefa Kura grant na realizacje projektu badawczego pt.
Konstrukeja serologicznych zestawéw diagnostycznych rozpoznajacych i réznicujgcych
toksoplazmoze wezesng i przewleka.

Streszczenie

Toksoplazmoza jest jedng z najbardziej powszechnych choréb pasozytniczych
czlowieka i zwierzat statocieplnych. Na $wiecie jedna trzecia ludzkiej populacji
jest chronicznie zarazona Toxoplasma gondii. Mimo, iz choroba ta u zdrowych,
dorostych 0séb zazwyczaj ma charakter bezobjawowy, bardzo powazne objawy
moga wystapi¢ w przypadku wrodzonego zarazenia oraz u 0séb z niedoborem
odpornosci. Ponadto, pomimo dokladnego poznania jej etiologii nadal stanowi
bardzo powazny problem diagnostyczny. Diagnostyka toksoplazmozy jest glow-
nie oparta o wyniki badan serologicznych, w ktérych wykrywa si¢ specyficzne
przeciwciala anty-T' gondii. Specyficznos¢ i czutos¢ testow serologicznych zalezy
przede wszystkim od uzytych antygenéw. Obecnie komercyjnie dostgpne zestawy
diagnostyczne oparte sa na poliwalentnym antygenie natywnym pasozyta (TLA).
Zatem rekombinantowe biatka antygenowe T gondii moga by¢ alternatywnym
zrédtem antygenéw bardzo uzytecznym w serodiagnostyce toksoplazmozy:

W artykule przedstawiono najnowsze dane dotyczace badan nad wykorzysta-
niem antygenéw rekombinantowych pasozyta 1. gondii w serodiagnostyce tok-
soplazmozy u ludzi.

Stowa Iduczowe: Toxoplasma gondii * toksoplazmoza ¢ diagnostyka serolo-
giczna ¢ antygeny rekombinantowe

Summary

Toxoplasmosis is one of the most common parasitic diseases of humans and
warm-blooded animals. One third of the human population in the world is
chronically infected with Toxoplasma gondii. Although human toxoplasmosis in
healthy adults is usually asymptomatic, a serious disease can occur in the case
of a congenital infection and immunocompromised individuals. Furthermore,
despite the exact recognition of its etiology it is still serious diagnostic problem.
Diagnosis of toxoplasmosis is mainly based on the results of serological tests
detecting anti-1. gondii specific antibodies. The specificities and sensitivities of
serology tests depend mostly on the diagnostic antigen(s) used. The currently
available commercial serological kits are based on the Toxoplasma lysate anti-
gens (TLAs). Thus recombinant antigenic protein of 1. gondii may be the alter-
native source of antigens very useful for serodiagnosis of toxoplasmosis.

This article presents current studies on the application and the usefulness of T gondii
recombinant antigens in serological tests for the diagnosis of human toxoplasmosis.

Key words: Toxoplasma gondii * toxoplasmosis ® serological diagnosis *
recombinant antigens
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WSTEP

Toksoplazmoza jest chorobg szeroko rozpowszech-
niong na calym $wiecie, ktéra wywotuje wewnatrz-
komoérkowy pasozyt Toxoplasma gondii nalezacy
do typu Apicomplexa. Tak jak wszystkie organizmy
nalezace do tego typu, pasozyt ten charakteryzuje
si¢ zlozonym cyklem rozwojowym, ktéry przebiega
zaréwno u zywiciela ostatecznego (tj. kota domowe-
go i innych kotowatych), jak i u zywicieli posred-
nich (wielu gatunkow zwierzat, w tym u cztowieka),
gdzie namnaza si¢ tylko bezptciowo. Postacig inwa-
zyjng zaréwno dla ostatecznego, jak i posredniego
zywiciela sg oocysty przeksztalcone w sporocysty,
ktore powstaja w wyniku rozmnazania plciowego
zachodzacego w komérkach nabtonka jelita cienkie-
go kota. Ta forma rozwojowa pasozyta jest bardzo
wytrzymala na dziatanie czynnikéw zewngtrznych
i w naturalnych warunkach $§rodowiskowych moze
pozosta¢ zakazna ponad rok. Zakazne dla zywicieli
sa takze formy wegetatywne pasozyta (tachyzoity)
oraz zamkniete w cyScie tkankowej bradyzoity, ktore
powstaja w wyniku rozwoju bezplciowego [1,2]. We-
dtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia szacuje
si¢, iz nabyte zarazenie I" gondii jest udziatem okolo
'/3 ludnosci §wiata. W populacji ludzkiej czgstosc¢ za-
razenia jest uzalezniona od bardzo wielu czynnikéw
takich jak klimat, zwyczaje sanitarno-zywieniowe
oraz warunki socjalno-ekonomiczne. Zrédlem zara-
zenia jest najczesciej pokarm zanieczyszczony oocy-
stami wydalanymi przez kota lub pétsurowe migso
zwierzat hodowlanych (gtéwnie $wif, owiec i bydia)
zawierajace cysty tkankowe pasozyta (nabyta posta¢
choroby). W toksoplazmozie wrodzonej zrédiem
inwazji jest lozysko zarazonej matki [3]. Do zara-
zenia plodu dochodzi wylacznie podczas czynnej,
pierwotniej inwazji I gondii u matki. Toksoplazmo-
za u zdrowych dorostych 0s6b przebiega przewaznie
bezobjawowo i nie wymaga leczenia. Lagodne obja-
wy kliniczne, czgsto przypominajace grype, sa noto-
wane u niewielkiego odsetka pacjentéw. Choroba ta
moze mie¢ natomiast bardzo ci¢zki przebieg u plo-
doéw oraz u 0s6b z niedoborem odpornosci, przy czym
nalezy zwréci¢ uwage na fakt, iz konsekwencje inwa-
zji u zarazonych ptodéw bywaja czgsto dramatycz-
ne. Z tego wzgledu, iz ryzyko zarazenia u cigzarnych
z pierwotng toksoplazmoza, ktére nie otrzymuja le-
czenia jest bardzo wysokie, prawidlowe rozpoznanie
i leczenie inwazji w tych przypadkach jest koniecz-
ne. Czesto$¢ wystepowania pierwotnej toksopla-
zmozy u kobiet cigzarnych zalezy w duzej mierze
od prawdopodobienistwa zarazenia si¢ podczas ciazy
w danym rejonie geograficznym, natomiast na trans-
misje zarazenia na pléd ma wplyw stopief parazyte-
mii u matki, dojrzalosci fozyska oraz wiek ptodowy:.
Toksoplazmoza wrodzona moze ujawnic si¢ w szero-
kim spektrum objawéw klinicznych, ktére w duzym

stopniu zaleza od okresu zarazenia plodu podczas
ciazy. Ryzyko takie wzrasta wraz z trwaniem ciazy
i wynosi odpowiednio 17%, 25% i 65% podczas I, II
i IIl trymestru oraz ok. 90% w ostatnich tygodniach
ciazy [4], natomiast stopieni powiklan jest odwrot-
nie proporcjonalny do okresu, w ktérym nastapito
zarazenie u matki [5]. Plody zarazone w I tryme-
strze ciazy ulegaja zwykle poronieniu lub umieraja
w okresie noworodkowym z powodu réznych zmian
patologicznych. Zarazenie plodu w §rodkowym lub
ostatnim trymestrze cigzy moze mie¢ zréznicowa-
ny obraz kliniczny: od przypadkéw bezobjawowych
do przypadku tzw. triady Sabina-Pinkertona, ktéra
charakteryzuje si¢ wodogtowiem lub maloglowiem,
zapaleniem siatkéwki i naczyniéwki oraz zwapnie-
niem §rédczaszkowym. Wymienionym objawom
towarzyszy¢ moze znaczne opdznienie rozwoju
umystowego i fizycznego. Ponadto w przypadku
znacznego procenta noworodkéw nie wykazujacych
jakichkolwiek objaw6w klinicznych bezposrednio po
urodzeniu, objawy choroby moga ujawnic si¢ dopie-
ro w pézniejszym okresie zycia dziecka (dziecigcym
lub mlodzienczym) [3]. Ze wzgledu na mozliwos¢
utraty ciazy oraz trwaly lub postepujacy charak-
ter wielonarzadowych uszkodzen, a takze $mier¢
dziecka, toksoplazmoza wrodzona stanowi bardzo
powazny problem kliniczny, zwlaszcza w poloznic-
twie i pediatrii. Prawidlowe rozpoznanie choroby
jest nieodzownym warunkiem odpowiednich decy-
zji dotyczacych przede wszystkim leczenia oraz za-
pobiegania toksoplazmozie. Najwigksze znaczenie
i zarazem wyzwanie stanowi okreslenie momentu
inwazji I” gondii u kobiety cigzarnej (toksoplazmo-
za wczesna lub przewlekla), poniewaz przyjmuje
sie, iz jedynie pierwotne, aktywne zarazenie stano-
wi powazne zagrozenie dla ptodu (poronienie lub
narodziny dziecka z wadami wrodzonymi). Zatem
wlasciwe rozpoznanie fazy choroby i mozliwos¢ le-
czenia kobiety ci¢zarnej moze uchroni¢ piéd przed
zarazeniem oraz przykrymi skutkami, ktére powo-
duje toksoplazmoza wrodzona.

DIAGNOSTYKA TOKSOPLAZMOZY

Podstawa wspolczesnej diagnostyki toksoplazmo-
zy sa badania serologiczne, ktére polegaja na wy-
kryciu w surowicy lub plynach ustrojowych oséb
zarazonych pasozytem specyficznych przeciwcial
anty-T gondii klasy IgG, IgM oraz w niektérych
przypadkach IgA. Badania serologiczne obejmuja
rézne laboratoryjne metody diagnostyczne, ktére
cechuje wysoka czutos¢ i swoistos¢. Obecnie w ko-
mercyjnie dostepnych testach diagnostycznych, do
wykrywania specyficznych przeciwcial antytokso-
plazmozowych, wylkorzystuje si¢ roézne preparaty
antygenowe izolowane z tachyzoitéw, otrzyma-
nych z ptynu otrzewnowego zarazonych myszy lub
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Tabela 1. Kolekcja antygenéw rekombinantowych T. gondi.

Rodzina Nazwa antygenu rekombinantowego* Forma rozwojowa
Antygeny powierzchniowe SAGI1-His tachyzoit
SAG (ang. Surface Antigens) SAG2-His tachyzoit/bradyzoit
SAG4-His bradyzoit
P35-His tachyzoit
BSR4-His bradyzoit
Antygeny granul o duzej gestosci GRAI-His tachyzoit/bradyzoit
GRA (ang. Dense Granule Antigens) GRA2-His/GRA2ex2-His tachyzoit/bradyzoit
GRA4-His tachyzoit/bradyzoit
GRA5-His/GRA5-Trx tachyzoit/bradyzoit
GRAG6-His tachyzoit/bradyzoit
GRA7-His tachyzoit/bradyzoit
GRA9-His tachyzoit/bradyzoit
Antygeny roptrii ROPI1-His tachyzoit/bradyzoit
ROP (ang. Rhoptry Antigens) ROP7-His tachyzoit/bradyzoit
ROP9-His tachyzoit
Antygeny mikronem MIClex2-His/Miclex3,4-His tachyzoit/bradyzoit
MIC (ang. Microneme Antigens) MIC3-His/MIC3-Trx tachyzoit/bradyzoit
Enzymy LDHI-His tachyzoit
LDH2-His bradyzoit
Inne MAGI1-His tachyzoit/bradyzoit
BAG1-His bradyzoit

* Czlon nazwy antygenu rekombinantowego His oznacza biatko fuzyjne zawierajace dwie domeny oligohistydynowe na N- i C-koncu;
Trx - biatko fuzyjne zawierajace dodatkowo domeng tioredoksynowa na N-koncu.

z kultur tkankowych in vitro. Jest to, przygotowana
w odpowiednich proporcjach, mieszanka antygenéw
cytoplazmatycznych i blonowych. Otrzymanie tzw.
poliwalentnego antygenu natywnego (TLA, ang.
Toxoplasma lysate antygen) jest uciazliwe i trudne,
poniewaz wymaga hodowli pasozyta in vivo na my-
szach lub w hodowli tkankowej in vitro. Ponadto in-
terpretacja wynikow badan serologicznych (uzyska-
nych w niektérych przypadkach z wykorzystaniem
testow, w ktérych do wykrywania specyficznych
przeciwcial stosuje si¢ TLA), moze by¢ trudna i nie-
wystarczajaca dla rozpoznania fazy choroby. Z tego
tez powodu w licznych laboratoriach na catym $wie-
cie prowadzone sa badania, w ktérych poszukuje
sic nowych narzedzi diagnostycznych mogacych
znalez¢ zastosowanie w testach serologicznych roz-
poznajacych toksoplazmoze oraz réznicujacych jej
fazy. Obecnie duza uwage skupia si¢ na antygenach
rekombinantowych 1. gondii, otrzymywanych z wy-
korzystaniem metod inzynierii genetycznej i biolo-
gii molekularnej. Zatem rekombinantowe biatka
stanowig alternatywne zZrédlo antygenéw mogacych
zastgpi¢ poliwalentny antygen natywny pasozyta
wykorzystywany obecnie w komercyjnie dostep-
nych zestawach diagnostycznych.

ANTYGENY REKOMBINANTOWE W DIAGNOSTYCE
TOKSOPLAZMOZY

Czulos¢ i efektywnosc testow serologicznych zalezy
w glownej mierze od dwoch czynnikéw. Pierwszym

z nich jest poziom przeciwcial produkowanych
przez organizm w odpowiedzi na przebyte zara-
zenie, a drugi stanowi zastosowany w tescie anty-
gen (rozpoznajacy specyficzne immunoglobuliny).
W przypadku konstrukeji zestawéw diagnostycz-
nych wykorzystujacych metody serologiczne, o ile
nie ma si¢ wplywu na pierwszy z tych czynnikéw,
o tyle istnieje mozliwo$¢ duzego wyboru antygenéw;,
ktére zasadniczo wplywaja na czulos¢ i specyficz-
nos¢ testéw. Rozwo6j metod biologii molekularne;
oraz inzynierii genetycznej stworzyl nowe mozli-
wosci w otrzymywaniu coraz to lepszych i bardziej
skutecznych narzedzi diagnostycznych. Antygeny
rekombinantowe, produkowane w bakteryjnych
lub eukariotycznych systemach ekspresyjnych, sta-
nowiag nowa grupe odczynnikéw immunodiagno-
stycznych o bardzo wysokiej jakosci. Stosowanie
rekombinantowych biatek antygenowych, jako spe-
cyficznych markeréw rozpoznajacych przeciwciala,
jest szczegblnie wskazane do sprawdzania obecnosci
patogenéw wywolujacych rézne rodzaje odpowiedzi
immunologicznej, ktérymi zarazenie prowadzi do
przewleldych inwazji lub w przypadku patogenéw;,
ktére po inwazji ostrej przechodza w stan utajony
(tak jak w przypadku 1. gondii).

Prace dotyczace otrzymywania i zastosowania w dia-
gnostycznych testach serologicznych rekombinan-
towych biatek antygenowych T gondii prowadzone
sa przez zespol naukowy Katedry Mikrobiologii
Politechniki Gdanskiej juz od kilku lat. Dotychczas
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otrzymano ponad dwadziescia antygenoéw rekombi-
nantowych pasozyta (charakterystycznych dla for-
my rozwojowej tachyzoitu jak i bradyzoitu), ktére
wedlug naszej wiedzy sa najprawdopodobniej naj-
wiekszym zbiorem bialek antygenowych 1. gondii
na $wiecie (Tabela 1). Ponadto dzigki wsparciu fi-
nansowemu Naukowej Fundacji Polpharmy moz-
liwe bylo przeprowadzenie badan, dzigki ktérym
oszacowano przydatnos¢ diagnostyczng poszcze-
gélnych antygenéw oraz opracowano prototypy
nowych testow serologicznych do wykrywania spe-
cyficznych  przeciwcial  antytoksoplazmozowych
w surowicach chorych pacjentéw.

ROZNICOWANIE FAZ CHOROBY
Z ZASTOSOWANIEM ANTYGENOW
REKOMBINANTOWYCH

Wsréd dostepnych obecnie zestawéw  serologicz-
nych stosowanych w diagnostyce toksoplazmozy
brak techniki idealnej o uniwersalnym charakterze.
Gléwna wada wykorzystywanych testow jest brak
mozliwosci réznicowania wezesnej i przewleklej in-
wazji pasozyta oraz odréznienia pierwotnego zara-
zenia od reaktywacji zarazenia utajonego, nabytego
w przeszlodci. Precyzyjne okreslenie fazy choroby
stanowi szczegoélnie istotny problem w przypadku
kobiet cigzarnych. Przez bardzo dtugi okres czasu
uwazano, iz wykrycie w surowicy osoby zarazonej
przeciwcial klasy IgM, pojawiajacych si¢ w pierw-
szych tygodniach choroby, jest markerem wcze-
snego zarazenia T. gondii. Interpretacja wynikéw
badan serologicznych, czyli obecnosci i miana prze-
ciwcial klasy IgG i IgM, w niektérych przypadkach
moze by¢ jednak bardzo trudna. Wynika to z faktu,
ze w populacji os6b dorostych, ktére przebyly za-
razenie, przeciwciala klasy IgG moga utrzymywac
sie¢ bardzo dlugo na podwyzszonym poziomie. Na-
tomiast stgzenie przeciwcial klasy IgM moze by¢
podwyzszone wiele lat po aktywnej toksoplazmo-
zie. Przeciwciala te moga by¢ wykrywane w suro-
wicy niektérych os6b nawet do 48-72 miesigcy po
zarazeniu, a czasem utrzymuja si¢ az przez kilkana-
Scie lat [6]. Ponadto, wigkszos¢ (75%) noworodkéw
zwrodzona toksoplazmoza nie wytwarza przeciwciat
klasy IgM, co spowodowane jest immunosupresja
ukladu immunologicznego dziecka przez matczy-
ne przeciwciala Idasy IgG anty-T. gondii, przecho-
dzace przez lozysko. U dorostych na skutek obni-
zenia odpornoéci (np. leki, choroba nowotworowa,
przeszczep) dochodzi do reaktywacji przewlekiego
bezobjawowego zarazenia, przeciwciata Idasy IgM
zazwyczaj wtedy nie wystepuja, a klasy IgG moga
utrzymywac si¢ na niskim lub $§rednim poziomie,
nie wskazujac na aktywng toksoplazmoze. Tak wiec,
oznaczenie obecnoéci przeciwciat klasy IgM i steze-
nia IgG moze nie wystarczy¢ do prawidlowej oceny

stadium zarazenia pierwotniakiem 1. gondii. Z tego
tez powodu wykorzystanie w serodiagnostyce tok-
soplazmozy odpowiednio wyselekcjonowanych an-
tygenéw rekombinantowych, charakterystycznych
dla r6znych form rozwojowych pasozyta (np. ta-
chyzitow, wystepujacych na poczatku inwazji lub
bradyzoitow ukrytych w cystach tkankowych, ktore
pojawiaja si¢ w organizmie gospodarza w fazie prze-
wleklej choroby) daje zupelnie nowe mozliwosci.
W ciggu ostatniej dekady badania nad poszukiwa-
niem takich markeréw molekularnych, reagujacych
specyficznie z przeciwcialami antytoksoplazmozo-
wymi pochodzacymi z surowic pacjentéw z tokso-
plazmozg wczesng lub przewlekls, zakonczyly sig
sukcesem. Wsréd wielu badanych antygenéw wyse-
lekcjonowano gléwnie bialka, ktére sa markerami
fazy wezesnej choroby (Tabela 2). W naszych bada-
niach najlepsze rezultaty w rozpoznawaniu przeciw-
cial anty-T gondii klasy IgG, charakterystycznych
dla fazy ostrej toksoplazmozy, otrzymano dla trzech
antygenéw rekombinantowych: MAGI, ROPI,
GRA2 [12,13]. Bialka te rozpoznawaly specyficzne
IgG z czuloscig bliska lub réwna 100%, podczas gdy
czulosé testu IgG ELISA, w ktérym testowano suro-
wice pacjentéw z chroniczng fazg choroby, byta zde-
cydowanie nizsza (wynosita kilka lub kilkanascie
procent). Zidentyfikowanie takich markeréw mo-
lekularnych umozliwia rozpoznanie fazy choroby
na podstawie badania pojedynczej préby surowicy
danego pacjenta. Takiej mozliwosci nie daja obecnie
wykorzystywane testy diagnostyczne, ktére oparte
sa na TLA. Wyniki naszych badaf potwierdzity, iz
stosowany w komercyjnie dostepnych testach an-
tygen natywny 1. gondii nie réznicuje faz choroby
(Rycina 1). Preparat ten z poréwnywalna czutoscia
rozpoznaje wczesne jak i péZne przeciwciata IgG,
podczas gdy zupelnie inne rezultaty otrzymuje si¢
stosujac w teScie diagnostycznym odpowiednio
wyselekcjonowane rekombinantowe bialka anty-
genowe 1. gondii. Zatem w tym momencie mozna
mowi¢ o pewnego rodzaju rewolucji w diagnostyce
toksoplazmozy, ktéra mozliwa jest dzigki wykryciu
a nastepnie zastosowaniu do badan serologicznych
tzw. molekularnych markeréw charakterystycznych
dla poszczegdlnych faz choroby.

MIESZANKI BIALEK REKOMBINANTOWYCH

Badania nad wykorzystaniem w serodiagnostyce
toksoplazmozy nowych narzedzi diagnostycznych
(antygenow rekombinantowych) pokazaty, iz reak-
tywnos¢ niektérych z nich ze specyficznymi prze-
ciwcialami anty-1" gondii klasy IgG lub IgM jest
na bardzo niskim poziomie. Ponadto w przypad-
ku niektérych préb surowic brakuje specyficznych
przeciwcial rozpoznajacych dane biatko rekombi-
nantowe. Spowodowane jest to tym, iz pasozyty
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Tabela 2. Antygeny rekombinantowe T. gondii - molekularne markery fazy toksoplazmozy.

Wykrywane
System ekspre- przeciwciala Ilos¢ przebadanych suro- - Literatura
Antygen syjny / bialko /test diag-  wic pozytywnych (*) Wyniki #
nostyczny
P35 Produkowane  IgM ELISA 53 prob: o czulos¢ testu dla grupy surowic [7]
w E. coli, « 20 (t. wezesna) z toksoplazmoza wczesna: 90%
z domeng GST « 33 (t. przewlekta) o brak reaktywnoséci antygenu
z przeciwciatami IgM zawartymi w suro-
wicach z toksoplazmozg przewlekla
GRA4 Produkowane  IgG ELISA 36 préb: o czulos¢ testu dla grupy surowic [8]
w E. coli, « 12 (t. wezesna) z toksoplazmoza wczesna: 58,3%
z domeng His-Tag 22 (t. przewlekta) o czuto$¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmozg przewlekla: 18,2%
GRA7 o czutos¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmozg wczesng: 75%
o czutos¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmozg przewlekla: 36,3%
MIC3 Produkowane Awidno$¢ IgG 121 prob pochodzacych e niska awidnos¢ przeciwciat IgG [9]
w E. coli, od 80 kobiet ciezarnych w prébach surowic pochodzgcych od
z domeng GST pobranych w réznym czasie kobiet ciezarnych w dwoch pierwszych
od serokonwersji miesigcach zarazenia T. gondii
GRA7 Produkowane  IgG ELISA 117 préb: « czutos$¢ testu dla grupy surowic (10]
w E. coli, « 45 (t. wczesna) z toksoplazmozg wczesna: 95,9%
z domeng His-Tag o 72 (t. przewlekta) o czulos¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmozg przewlekla: 68,9 %
GRA6 Produkowane  IgG ELISA 90 préb: o czulos¢ testu dla grupy surowic [11]
w E. coli, « 33 (t. wczesna) z toksoplazmozg wczesna: 95,9%
z domeng His-Tag o 57 (t. przewlekta) o czulos¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmozg przewlekla: 68,9 %
P35 (GRAS) o czuto$¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmoza wczesna: 95,9%
o czuto$¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmozg przewlekly: 68,9 %
MAG1 Produkowane  IgG ELISA 117 préb: o czutos¢ testu dla grupy surowic [12]
w E. coli, « 37 (t. wczesna) z toksoplazmozg wczesna: 97,3%
z domeng His-Tag « 80 (t. przewlekta) o czutos¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmozg przewlekla: 7,5 %
ROP1 Produkowane  IgG ELISA 127 prob: o czulos¢ testu dla grupy surowic [13]#
w E. coli, « 37 (t. wczesna) z toksoplazmoza wczesna: 94,6%
z domeng His-Tag « 90 (t. przewlekta) o czulos¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmoza przewlekla: 15,5 %
GRA2 o czulos¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmoza wczesna: 100%
« czulos¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmozg przewlekla: 22,5 %
SAG2A Produkowane  IgG ELISA 60 préb: o czulos¢ testu dla grupy surowic [14]
w E. coli, « 30 (t. wczesna) z toksoplazmozg wczesng: 90%
z domeng His-Tag « 30 (t. przewlekta) o czutos¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmozg przewlekla: 67 %
GRA2 Produkowane  IgGELISA 59 préb pochodzacych « czulos¢ testu dla grupy surowic (15]
w E. coli, z Frangji: z toksoplazmoza wczesna: 95,8%
z domeng TRX « 24 (t. wczesna) o czuto$¢ testu dla grupy surowic

i domeng His-Tag

o 35 (t. przewlekta)

z toksoplazmoza przewlekla: 67,7 %

46 prob pochodzacych
z Iranu:

« 18 (t. wczesna)

« 28 (t. przewlekla)

o czutos¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmoza wczesng: 100%
o czulos¢ testu dla grupy surowic
z toksoplazmozg przewlekla: 71,4 %

* - faza choroby, dla ktorej charakterystyczne sg badane surowice; # - Zrodlo finansowania badan, grant Naukowej Fundacji
Polpharmy pt. ,,Konstrukeja serologicznych zestawdéw diagnostycznych do wykrywania oraz réznicowania toksoplazmozy wczesnej

i przewleklej”
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Rycina 1. Poréwnanie reaktywnosci w tescie IgG ELISA
poliwalentnego antygenu natywnego (A) oraz dwoch
antygenéw rekombinantowych: GRA2 (B) i ROP1 (C)
z pula 37 surowic pobranych od pacjentow z wczesng
faza choroby oraz pula 90 surowic przewlektych. Jasne
czesci walcow oznaczaja wyniki pozytywne uzyskane
dla kazdej puli surowic.

w organizmie zywiciela (w miar¢ rozwoju odpo-
wiedzi immunologicznej) ulegaja konwersji z form
aktywnych, szybko namnazajacych si¢ tachyzoitow
w u$pione bradyzoity, ktére gromadza si¢ w cystach
lokalizowanych np. w migéniach szkieletowych,
migsniu serca, oku czy tez mézgu. Te formy rozwojo-
we pasozyta r6znig si¢ produkowanymi antygenami
(wydzielniczymi, powierzchniowymi, cytoplazma-
tycznymi oraz enzymami), co skutkuje obecnoscia
w organizmie zywiciela ré6znych przeciwcial anty-
bialko w réznym czasie trwania choroby. Oczywi-
$cie jest to sytuacja bardzo korzystna i pozadana
w przypadku poszukiwania tzw. molekularnych
markeréw;, ktore specyficznie reaguja z immunoglo-
bulinami z wczesnej badz przewleklej fazy choroby.
Ponadto pewne antygeny, w zaleznosci od ich lo-
kalizacji w komorce pasozyta oraz pelnionej w niej
funkcji, sa bardzo stabo eksponowane ukladowi
immunologicznemu. Z tego powodu w surowicy da-
nego pacjenta specyficzne IgG, rozpoznajace dane
bialko moga wystepowa¢ na bardzo niskim pozio-
mie. Zatem aby opracowa¢ test diagnostyczny opar-
ty na metodzie ELISA, ktéry rozpoznawal bedzie

wszystkie przypadki toksoplazmozy z taka sama
czuloscig jak antygen natywny (bedacy podstawa
testow dostepnych obecnie na rynku), nalezy two-
rzy¢ odpowiednie mieszanlki biatek rekombinanto-
wych. Przeprowadzone przez nas badania wykazaty,
iz oplaszczenie jednej studzienki na ptytce ELISA
mieszankg trzech biatek antygenowych zwieksza
czuloé¢ oznaczenia w poréwnaniu do testu, w kto-
rym zastosowano jedynie pojedynczy antygen lub
mieszanke dwoch biatek rekombinantowych [16].
Stosowanie mieszanki trzech bialek przede wszyst-
kim umozliwia detekcje przeciwcial klasy IgG anty
-I gondii, ktére zawarte sa w surowicach pacjentow
z przewleklg fazg choroby. Miano specyficznych IgG
w prébach takich surowic jest najczesciej bardzo ni-
skie, przez co ich detekcja z wykorzystaniem poje-
dynczego antygenu jest utrudniona. Z tego wzgledu
zastosowanie mieszanki trzech odpowiednio dobra-
nych biafek antygenowych zwigksza znacznie czu-
tos¢ oznaczenia. Wyniki poréwnujace reaktywnosé
sze$ciu mieszanek zlozonych odpowiednio z trzech
lub dwoéch réznych biatek rekombinantowych T
gondii (MAGI1, GRA2, ROP1, SAGI oraz GRAS)
przedstawiono w Tabeli 3. Analizujac uzyskane
rezultaty mozna zaobserwowac, iz mieszanki za-
wierajace trzy antygeny (MAGI+SAGI+GRAS;
GRA2+SAG1+GRAS oraz ROP1+SAG1+GRAS)
wykazuja wigkszg czulo$¢ w teScie ELISA niz od-
powiednie koktajle dwéch biatek antygenowych.
Wigksza reaktywno$¢ mieszanek ztozonych z trzech
antygenow jest szczegdlnie widoczna w przypadku
zastosowania puli surowic pobranych od pacjentow
z przewlekla faza choroby. Reaktywno$¢ mieszan-
ki zawierajgcej dwa biatka (MAGI1+SAGI) dla tej
puli surowic po dodaniu trzeciego antygenu (GRAS)
wzrosta z 79,2% do 93%. W przypadku mieszanki
GRA2+SAG1 dodatek GRA5 spowodowal wzrost
reaktywnosci z 86,8% do 92,4%, natomiast dla
mieszanki ROP1+SAGI1 wzrost z 86,8% do 94,4%,
dzigki czemu uzyskano czulos¢ testu poréwnywalna
lub nawet wyzsza niz dla TLA.

Konstrukcja mieszanki rekombinantowych biatek
antygenowych do wykrywania przeciwcial antytok-
soplazmozowych w surowicach chorych pacjentéw,
ktéra moglaby zastapi¢ TLA, niewatpliwie wymaga
doboru odpowiednich antygenéw. TLA jest lizatem
biallkowym otrzymywanym z tachyzoitéw, w sldad
ktérego wchodzi bardzo duza pula réznych biatek
sekrecyjnych, powierzchniowych oraz cytoplazma-
tycznych pasozyta. Z tego wzgledu wsrod puli anty-
genéw rekombinantowych otrzymanych metodami
inzynierii genetycznej, konieczne jest Wyszukanie
odpowiednich biatek umozliwiajacych detekcje spe-
cyficznych przeciwcial z czuloscig poréwnywalng
jaka uzyskuje si¢ dla poliwalentnego antygenu na-

tywnego (TLA). Z tego wzgledu przy opracowywaniu
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Tabela 3. Poréwnanie reaktywnosci TLA z reaktywnosciag mieszanek ztozonych z dwdch / trzech biatek rekombinantowych T. gondii
w tescie IgG ELISA z wykorzystaniem puli 189 prob surowic pochodzacych od pacjentéw z wezesng, podostra i przewlekta

faza choroby [16].

Grupa surowic

TLA/mieszanka antygenéw

Tlosé wynikéw Wartosci absorbancji

pozytywnych (%) §rednia Zakres
Ostra toksoplazmoza TLA 26 (96,3) 1,126 0,415-2,445
=27
n MAGI1+SAGI1+GRA5 26 (96,3) 1,170 0,439-2,71
MAGI+SAGI1 26 (96,3) 0,997 0,292-2,58
GRA2+SAG1+GRA5 25 (92,6) 1,064 0,374-1,831
GRA2+SAG1 23 (85,2) 1,144 0,296-2,016
ROP1+SAG1+GRA5 25 (92,6) 1,594 0,487-3,209
ROP1+SAG1 24 (88,9) 1,380 0,441-2,677
Podostra toksoplazmoza TLA 17 (94,4) 0,932 0,443-2,454
=1
n=18 MAGI1+SAG1+GRA5 15 (83,3) 0,836 0,48-2,154
MAGI1+SAG1 15 (83,3) 0,620 0,207-1,913
GRA2+SAG1+GRA5 18 (100,0) 0,955 0,523-1,648
GRA2+SAG1 15 (83,3) 0,99 0,376-1,804
ROP1+SAG1+GRA5 17 (94,4) 1,145 0,655-2,46
ROP1+SAG1 17 (94,4) 1,173 0,0,589-2,096
Chroniczna toksoplazmoza TLA 135 (93,7) 1,356 0,312-1,78
=144
n MAGI1+SAGI1+GRA5 134 (93) 0,918 0,28-2,476
MAGI1+SAG1 114 (79,2) 0,839 0,225-2,292
GRA2+SAG1+GRA5 133 (92,4) 0,918 0,329-2,34
GRA2+SAG1 125 (86,8) 1,059 0,193-2,549
ROP1+SAGI1+GRA5 136  (94,4) 1,227 0,28-2,827
ROP1+SAG1 125 (86,8) 1,099 0,355-2,539
Razem TLA 178 (94,2) 1,288 0,382-2,488
=189
n MAGI1+SAGI1+GRA5 175 (92,6) 0,948 0,28-2,71
MAGI+SAGI1 155 (82) 0,837 0,207-2,58
GRA2+SAG1+GRA5 176 (93,1) 0,943 0,329-2,34
GRA2+SAG1 163 (86,2) 1,06 0,193-2,549
ROP1+SAG1+GRA5 178 (94,2) 1,267 0,28-3,209
ROP1+SAG1 166 (87,8) 1,143 0,355-2,677

n - ilo$¢ przebadanych surowic seropozytywnych

prototypu nowego testu diagnostycznego, opartego
na mieszance bialek rekombinantowych, nasz zesp6t
badawczy kierowal si¢ wyborem jednego antygenu,
ktéry charakteryzowal sie wysoka reaktywnoscia
z przeciwcialami zawartymi w surowicach zaréw-
no z fazy wczesnej jak i przewleklej toksoplazmo-
zy (np. SAGI, dla ktérego w badaniach uzyskano
reaktywnos$¢ prawie 100%). Kolejnym skltadnikiem
opracowanych mieszanek byl zawsze marker mole-
kularny fazy weczesnej (np. bialko MAGI, ROPI,
GRA2, P35 lub GRA7). Tak skonstruowane mie-
szanki, przetestowane na znacznej puli surowic po-
branych od pacjentéw chorych na toksoplazmoze
wczesng, czy tez przewlekla, charakteryzowaly sig
bardzo wysoka czuloscig (przekraczajaca 90%), po-
rownywalng z TLA (Tabela 4). W literaturze $wia-
towej w ciagu ostatniej dekady pojawily sie takze

doniesienia o opracowaniu innych mieszanek biatek
rekombinantowych, ktére mogtyby znaleZ¢ zastoso-
wanie w serodiagnostyce toksoplazmozy. W 2000
roku, Aubert i wsp. [18] przedstawili uzytecznos¢
mieszanki zawierajacej biatka GRA7, GRAS8 oraz
ROP1 do wykrywania przeciwcial antytoksoplazmo-
zowych Idasy IgM. W tym samym roku przebadano
takze przydatnos¢ diagnostyczng dwoéch mieszanek
antygenéw rekombinantowych: GRA7 + GRAS +
SAGI (19), GRA7 + GRAS8 + SAG2 + H4 [19] do
wykrywania specyficznych IgG.

WNIOSKI

Szybki postep w technikach rekombinacji DNA,
ktéry umozliwit konstrukeje zréznicowanych bak-
teryjnych i eukariotycznych systemow ekspresji
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Tabela 4. Mieszanki antygenow rekombinantowych T. gondii wykorzystywane w diagnostyce toksoplazmozy.

Mi System Wyl(l:yV\z‘ane Ilo$¢ przebadanych
ieszanka : przeciwciala/ p o0 .
. ekspresyjny/ g surowic Wynilki Literatura#
antygenow bialko test diag- pozytywnych (*)
nostyczny

SAG1 Produkowane = IgG ELISA 241 préby: « czulos¢ testu dla grupy surowic [10]

GRAl w E. coli, o 117 (t. wczesna) z toksoplazmozg wczesng: 100%

GRA7  zdomeng His-Tag * 124 (t. przewlekla) « czulos¢ testu dla grupy surowic

z toksoplazmozg przewlekla: 91.1%

P35 (GRA8) Produkowane IgG ELISA 72 proby surowic « czulos¢ testu: 88,9% [17]

SAG2 w E. coli, (t. przewlekta) « specyficzno$¢ testu: 100%

GRA6  zdomeng His-Tag

MIClex2 o czulos$¢ testu: 94,4%

MAG1 « specyficznos¢ testu: 100%

MIC3
MAG1 SAG1 Produkowane  IgGELISA 189 préb: « czuloé¢ testu: 92,6% [16]#

GRA5 w E. coli, « 27 (t. wezesna) « specyficzno$¢ testu: 100%

z domeng His-Tag « 18 (t. podostra) -

GRA2 « 144 (t. przewlekta) o czulo$é testu: 93,1%

SAG1 « specyficznos¢ testu: 100%

GRA5

ROP1 « czulo$¢ testu: 94,2%

SAG1 « specyficzno$¢ testu: 100%

GRA5

(*) - faza choroby, dla ktérej charakterystyczne sa badane surowice; # - Zrodlo finansowania badan, grant Naukowej Fundacji
Polpharmy pt. ,,Konstrukeja serologicznych zestawéw diagnostycznych do wykrywania oraz réznicowania toksoplazmozy wczesnej

i przewleklej”

genéw, dal mozliwos¢ otrzymywania duzej ilosci
ré6znych bialek. Obecnie na rynku dostepny jest
bardzo szeroki wybér wektoréw ekspresyjnych,
ktére dzigki wyselekcjonowanym, dobrze regulo-
wanym i bardzo silnym promotorom umozliwiaja
ogromng nadprodukcje bialek (stanowiaca od kilku
do kilkudziesigciu procent ogélnej zawartosci bia-
tek w komérce). Otworzylo to nowa droge do ta-
twej produkcji nowych narzedzi diagnostycznych,
ktoére dzigki swoim wlasciwosciom moga polepszy¢
i usprawni¢ wykrywanie wielu niebezpiecznych cho-
réb. Antygeny rekombinantowe pasozyta 1. gondii,
produkowane w bakteryjnych lub eukariotycznych
systemach ekspresyjnych, stanowia zatem nowa
grupe odczynnikéw immunodiagnostycznych. Od-
powiednio wyselekcjonowane biatka antygenowe
pasozyta staly si¢ podstawa do opracowania proto-
typoéw nowych testow diagnostycznych umozliwia-
jacych nie tylko rozpoznawanie toksoplazmozy, ale
takze (i co wazniejsze) r6znicowanie faz choroby.
Z calg pewnoscia nalezy stwierdzi¢, iz wytypowanie

PisSmiennictwo:

odpowiednich antygenéw, a nastepnie konstrukcja
nowych testéw serodiagnostycznych majg bardzo
duze znaczenie nie tylko poznawcze, ale przede
wszystkim aplikacyjne. Wprowadzenie do diagno-
styki toksoplazmozy nowych, taiszych w produkcji
oraz lepiej wystandaryzowanych zestawéw opar-
tych na bialkach rekombinantowych pasozyta moze
pozwoli¢ na upowszechnienie badan diagnostycz-
nych. Jest to szczegdlnie istotne dla kobiet cigzar-
nych, u ktérych w przypadku pierwotnego kontak-
tu z pasozytem istnieje mozliwo$¢ zarazenia plodu.
Ze wzgledu na mozliwos$¢ leczenia cigzarnej i tym
samym zapobiegania toksoplazmozie wrodzonej,
wazne jest wprowadzenie badani przesiewowych,
ktore naszym zdaniem moga by¢ bardziej dostepne
jezeli beda tansze. Reasumujac nalezy stwierdzic,
ze wyniki przeprowadzonych badan dotyczacych
zastosowania antygenéw rekombinantowych w se-
rodiagnostyce toksoplazmozy sa bardzo obiecujace,
co stwarza nadzieje na mozliwie szybkie wdrozenie
nowych testow.
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2003 roku przyznata zespotowi pracujacemu pod
kierunkiem dr hab. Joanny Dangel grant na realizacje projektu badawczego pt. Ocena
przydatnosci badania echokardiograficznego plodu w pierwszym i na poczatku
drugiego trymestru ciazy.

Streszczenie

Patologie ukladu krazenia sg najczestszymi wadami wrodzonymi, wystepujacy-
mi z czgstoscig ok. 1% wsréd zywo urodzonych noworodkéw. U plodéw 3 do 5
razy czesciej. Moga doprowadza¢ do niewydolnosci serca i by¢ przyczyna zgo-
nu wewnatrzmacicznego. Jednak wiele krytycznych wad serca nie doprowadza
do zaburzen rozwoju wewnatrzlonowego, a objawy kliniczne u noworodka sa
niejednoznaczne, co moze doprowadzi¢ do opéznienia koniecznej interwencji
lub zgonu dziecka przed podjeciem leczenia. Wszystkie te aspekty wptynely na
dynamiczny rozwdj prenatalnej diagnostyki kardiologiczne;j.

Dzi¢ki rozwojowi technicznemu obecnie mozliwa jest juz ocena budowy i funk-
¢ji plodowego ukfadu krazenia od 11 tygodnia ciazy. Przedstawione wyniki
badan sg pionierskg pracag w naszym kraju. W okresie realizowania projektu
badawczego byliSmy pierwszym zespolem, ktoéry systematycznie wdrazal dia-
gnostyke kardiologiczng ptodéw w I trymestrze cigzy. Na podstawie badan echo-
kardiograficznych ptodéw wykonanych u 1170 ptodéw stwierdzono, ze mozliwa
jest skuteczna diagnostyka ukladu krazenia od 11 tygodnia ciazy. Podstawowy
obraz 4 jam serca oceniono u 93% plodéw, a odejscie wielkich pni tetniczych
u 80%. Opracowano wlasne normy wskaznika sprawnosci mig$nia sercowego
(Tei-index) dla I trymestru ciazy. Prace rozpoczgte w ramach realizaciji projektu
badawczego sa kontynuowane przez dr Pawta Wiasienko, ktéry konczy przewéd
doktorski na ten temat. Opracowali§my wskazania do badania echokardiogra-
ficznego plodu w I trymestrze ciazy W naszym o$rodku kazdy ptéd badany
miedzy 11 a 14 tygodniem ciazy ma wstepnie oceniony uklad krazenia.

Przeprowadzone badania jednoznacznie wykazaly, ze ocena serca i ukladu kra-
zenia w I trymestrze cigzy jest mozliwa i przydatna. Pozwala na poszerzenie
diagnostyki, §ledzenie dynamiki zmian i zapewnienie dla matki i dziecka opty-
malnej opieki okoloporodowe;.

Stowa kduczowe: diagnostyka prenatalna ¢ echokardiogratia plodowa * pt6d ¢
pierwszy trymestr cigzy
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Summary

Cardiovascular system abnormalities are the most common inherited defects oc-
curring in about 1% of life-born neonates, 3-5 times more often in fetuses. They
can cause a fetal heart failure and intrauterine death, however the critical heart
defects do not cause any prenatal problems. As the clinical signs and symptoms
after delivery are not obvious, neonates with critical congenital heart defects can
be discharged home as healthy babies. Diagnosis is postponed, and sometimes
children die before treatment is introduced.

High quality ultrasound machines enable to evaluate fetal cardiovascular sys-
tem from 1 1th week of pregnancy. We were the first team to start to assess fetal
cardiovascular system in the first trimester of pregnancy in the routine way. We
performed fetal echocardiography examinations in 1170 fetuses between 11 and
13.6 week of pregnancy and we proved that anatomy and function can be evalu-
ated in this period. Four chamber view was seen in 93% fetuses, great arteries in
80%. Normal values of Doppler Tei-index for the Ist trimester were established
as well. The continuation of this project is dr Pawet Wlasienko doctor’s thesis.
We prepared indications for fetal heart evaluation in the first trimester. Each
fetus examined in our center in the first trimester receives the routine evaluation
of the circulatory system.

The project showed that it is possible to visualize fetal heart anatomy and assess
function in the first trimester of pregnancy. The primary diagnosis can be esta-
blished. Additional diagnostic tests can be ordered if necessary. We can examine
the progression or regression of the pathology of the fetal cardiovascular system.
In cases of abnormalities the optimal perinatal care is organized.

Key words: prenatal diagnosis ¢ fetal echocardiography ¢ fetus ¢ first trimester

ultrasound

WSTEP

Diagnostyka prenatalna jest jedng z najszybciej roz-
wijajacych si¢ dziedzin wspélczesnej medycyny: Jed-
nym z najtrudniejszych do oceny elementéw budowy
plodu byl i pozostaje uktad krazenia, ze szczegdlnym
uwzglednieniem anatomii i funkgji serca. Jednocze-
$nie dane statystyczne wskazuja, ze to wady ukladu
krazenia odpowiadaja za najwickszy odsetek zgonow
wéréd noworodkéw i niemowlat. Czestos¢ wystepo-
wania wad serca wynosi ok. 1% Zywo urodzonych
dzieci, jednak w okresie prenatalnym jest znacznie
czgstsza, szacowane jest, ze okofo 3 do 5 razy.

Prenatalne rozpoznanie wad serca moze w istotny
spos6b poprawi¢ rokowanie dla matego pacjenta, ze
wzgledu na mozliwos¢ zaplanowania czasu, miejsca
i o$rodka porodu oraz przygotowanie zespolu me-
dycznego na narodziny pacjenta z krytyczng wada
uktadu krazenia. Ogromny postep jaki dokonal sie
od kornca lat 80. XX wieku do dnia dzisiejszego po-
zwolil na przekroczenie kolejnych diagnostycznych
barier. W chwili obecnej diagnostyka wad ukiadu
krazenia plodu odbywa si¢ najczesciej po 20 tygo-
dniu cigzy, w trakcie drugiego rutynowego badania

przesiewowego wykonywanego przez lekarzy potoz-
nikéw. W niektérych patologiach zaréwno struktu-
ralnych [1], jak i czynno$ciowych [2], istnieja moz-
liwosci skutecznego leczenia prenatalnego, réwniez
w naszym kraju.

Osrodki referencyjne kardiologii plodowej rozpo-
czety badania nad mozliwoscia wcze$niejszej oceny
ukladu krazenia ptodu, ze szczegélnym uwzglednie-
niem okresu pomiedzy 11,0 a 13,6 tygodniem ciazy,
kiedy wykonywane jest pierwsze ultrasonograficzne
badanie przesiewowe z ocena przeziernosci karku
(nuchal translucency — NT) [3-5]. W Polsce te pio-
nierskie prace rozpoczal zespo6t kierowany przez dr
hab. n. med. Joann¢ Dangel juz w 2003 roku. Byly
one mozliwe dzigki otrzymaniu funduszy na reali-
zacje projektu badawczego pt: ,Ocena przydatnosci
badania echokardiograficznego plodu w pierwszym
i na poczatku drugiego trymestru ciazy” od Nauko-
wej Fundacji Polpharmy.

Podstawowym celem projektu bylo stworzenie
powszechnego, ambulatoryjnego systemu wykry-
wania patologii plodu w pierwszym i na poczatku
drugiego trymestru cigzy. Badania mialy réwniez
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odpowiedzie¢ na pytanie o mozliwos¢ wykrywania
patologii ukladu krazenia ptodu juz na tak wcze-
snym etapie jak pierwszy trymestr cigzy. Dzigki
realizacji tego projektu ukazaly sie pierwsze prace
w Polsce poswigcone temu zagadnieniu [6,7], uzu-
peinione wkrétce do$wiadczeniami innych osrod-
kéw kardiologii ptodowej [8].

W Polsce obecnie w kazdym z referencyjnych
osrodkow kardiologii plodowej przeprowadzana jest
ocena ukladu krazenia ptodu juz od I trymestru cig-
zy. Najnowsze doniesienia ukazaly si¢ w ostatnich
latach. Pierwsza publikacja — powstala w ramach
omawianego w tej pracy projektu naukowego — wy-
kazala jednoznacznie mozliwo$¢ oceny budowy
serca ptodu w I trymestrze cigzy w referencyjnym
osrodku kardiologii ptodowej [9]. Druga praca,
z osrodka w Rudzie Slaskiej, podata zakresy war-
tosci referencyjnych parametréw ocenianych w ba-
daniu echokardiograficznym w I trymestrze ciazy
[10].

WynNIa

Realizujac projekt badawczy pt: ,Ocena przydatno-
$ci badania echokardiograficznego ptodu w pierw-
szym i na poczatku drugiego trymestru ciazy” po-
miedzy styczniem 2004 a konicem czerwca 2008
wykonano 1170 badaii echokardiograficznych

u plodéw pomiedzy 11,0 a 13,6 tygodniem cigzy,
przy dlugosci gtowowo — ciemieniowej (crown-rump
lenght CRL) od 45mm do 85 mm (Rycina 1). Bada-
nia wykonywano aparatem Seqouia 713 Siemens,
a od 2006 roku réwniez Voluson Expert 730 GE.

Rycina 1. Dlugosé¢ ciemieniowo-siedzeniowa (CRL =77,9 mm)
ptodu w 13 tygodniu ciazy.

Sredni wiek pacjentek zglaszajacych sie na badanie
echokardiograficzne w I trymestrze ciazy wynosit 30
lat (SD 4,5, Min 17, Max 43). 237 (20%) pacjentek
mialo powyzej 35 lat. Najczestszymi przyczynami
skierowan byty: wiek matki >35 lat (20%), poszerzo-
na przeziernos¢ karku (NT — nuchal translucency 8%),
wada wrodzona serca u rodzenstwa (7%), cukrzyca

insulinozalezna u matki (7%) oraz obcigzony wywiad
potozniczy (4%). W trakcie trwania badania obser-
wowano procentowy spadek liczby pacjentek z cu-
krzyca insulinozalezng oraz systematyczny wzrost
liczby pacjentek kierowanych z powodu zaobserwo-
wania nieprawidiowej wartosci przeziernosci karko-
wej (NT) w przesiewowym badaniu potozniczym.

U 155 pacjentek (na 163 skierowane) wykonane
zostaly dodatkowo biochemiczne testy przesiewo-
we | trymestru (tzw. test PAPP-A) oceniajace ste-
zenie bialka PAPP-A oraz BHCG. Byty to pierwsze
tego typu badania przeprowadzane w naszym kra-
ju, obecnie jest to zalecane badanie u kobiet z grup
podwyzszonego ryzyka w ramach Programu Badan
Prenatalnych finansowanego przez NFZ. W gru-
pie tej w 31 przypadkach oznaczono kariotyp,
stwierdzajac w 1 przypadku monosomi¢ X (zgon
wewngatrzmaciczny), w 1 przypadku 46, XY del 6q
(terminacja), oraz 4 przypadki trisomii chromoso-
mu 21 (I terminacja, 3 zywo urodzone). NT >95
centyla stwierdzono u 31 (20%) pacjentelk.

W 27 przypadkach (17%) wynik testu przesiewo-
wego I trymestru (NT + PAPP-A) byt nieprawidlo-
wy. W 18 (66%) przypadkach stwierdzono NT >95
centyla. Wsréd plodéw z nieprawidtowym karioty-
pem (u pacjentek, u ktérych wykonano test PAPP-A)
wynik badania byl nieprawidtowy w 5 przypadkach
(83%). W grupie tej byly 3 terminacje (nieprawi-
dlowy kariotyp — 2, czeSciowy zasniad groniasty
— 1) oraz 4 zgony wewngtrzmaciczne (NIHF - 3,
zgon w 16 tyg. — 1) (26%). W 2 przypadkach pa-
cjentki nie zglosily si¢ na badanie kontrolne.

Znaczace podwyzszenie ryzyka po wykonaniu
testu biochemicznego wystapilo w 18 przypad-
kach, u 16 byl nieprawidtowy wynik testu bio-
chemicznego, u 2 — graniczny (ryzyko T21 1:298
oraz 1:304). NT >95 centyla stwierdzono w tej
grupie u 7 pacjentek, byly to inne przypadki niz
te z nieprawidlowym wynikiem testu biochemicz-
nego, u ktérych pomiary NT byty prawidlowe.
W grupie tej byly 2 terminacje ciazy oraz 4 zgony
wewnatrzmaciczne.

W calej badanej grupie kariotyp oznaczono u 113
ptodéw. W 90 (79,6%) przypadkach wynik byt pra-
widlowy, w 17 (15%) nieprawidlowy, w 2 przypad-
kach nie udata si¢ hodowla komoérek, w 4 przypad-
kach nie jest znany (Wylkres 1).

Wsréd nieprawidlowych kariotypéw stwierdzono

(Wykres 2):

- w 9 przypadkach trisomi¢ chromosomu 21 (6 ter-
minacji, 3 zywo urodzone),
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Kariotyp

| prawidtowy
nieprawidtowy
M nieudana hodowla

Wykres 1. Wyniki kariotypu oznaczonego u 113 plodéw.
Nieprawidlowy u 15 ptodéw.

Nieprawidtowy kariotyp

9_
8_
7_
6_
5_
4_
3_
2_
0] || || I

Trisomia 21 45,X0 Trisomia 18 del 6q add (6)

Wykres 2. Szczegotowe wyniki nieprawidtowych kariotypow
u 15 plodow.

—-w 5 przypadkach monosomi¢ X (3 zgony we-
wnatrzmaciczne, 2 terminacje),

—-w 1 przypadku trisomi¢ chromosomu 18 (zywo
urodzony, pod opieka Warszawskiego Hospicjum
dla Dzieci),

—w 1 przypadku delecj¢ diugiego ramienia chromo-
somu 6 (del 6q) (terminacja),

—w 1 przypadku add (6) (terminacja).

Badanie w I trymestrze cigzy wykonywano zgod-
nie z zaleceniami Fundacji Medycyny Plodu (Fetal
Medicine Foundation FMF) z Londynu. Srednia
warto$¢ dlugosci ciemieniowo-siedzeniowej (CRL)
w trakcie badania wynosita 64,5 mm (SD 8,9, Min
45, Max 85), a $redni wiek cigzowy 12,5 tygodnia
cigzy. Sredni rytm serca ptodu w tym okresie wyno-
sit 159 (SD 8,6, Min 49, Max 191). W trakcie ba-
dania u wszystkich plodéw oceniano przeziernosé¢
karkowa (NT — nuchal translucency) oraz obecnos¢
Iosci nosowej. Dodatkowo w ramach oceny uktadu
krazenia oceniano przeptyw przez przewéd zylny:

W badanej grupie w 88 (7,5%) przypadkach stwier-
dzono nieprawidiowsa warto$¢ przeziernosci kar-
kowej (powyzej 95 centyla dla danego wieku cig-
zowego). Brak ko$ci nosowej w trakcie badania
stwierdzono u 11 (1%) ptodéw. Nieprawidlowy

przeplyw przez przewod zylny (wsteczna fala a)
stwierdzono w 29 (2,5%) przypadkach.

Analiza wynikéw badan i loséw ptodéw
z poszerzong przeziernoscia karkowa (NT)

Przezierno$¢ karku jest uznanym w diagnostyce pre-
natalnej markerem wskazujacym na wzrost ryzyka
wystgpienia u badanego ptodu aberracji chromoso-
mowej, wady uktadu krazenia lub innych narzadow
oraz ryzyka zgonu wewnatrzmacicznego [11-15].
Z tego wzgledu szczegétowej analizie poddano wy-
niki badan plodéw, u ktérych stwierdzono niepra-
widlowe wartosci NT przekraczajace 95 centyl dla
danego wieku cigzowego.

We wlasnym materiale w 88 przypadkach stwier-
dzono nieprawidlowg warto$¢ przeziernosci karko-
wej (NT >95 centyla dla danego wieku cigzowego).
Sredni wiek pacjentek zglaszajacych sie na badanie
echokardiograficzne w tej grupie wynosit 29 lat (SD
4,8, Min 18, Max 42). 14 (20%) pacjentek mialo
powyzej 35 lat. Dane te zblizone sg do charaktery-
styki grupy wszystkich pacjentek diagnozowanych
w trakcie tego projektu badawczego.

W wigkszosci przypadkéw przyczyna skierowania
byta nieprawidlowa warto$¢ przeziernosci karko-
wej stwierdzona w przesiewowym badaniu polozni-
czym. Drugg co do czestosci przyczyng byt niepra-
widlowy wynik badania USG w I trymestrze cigzy.

Test PAPP-A zostal wykonany u 31 pacjentek z tej
grupy, z czego w 18 (58%) przypadkach okazat
sie nieprawidtowy [16]. W grupie tej kariotyp byt
oznaczany w 52 przypadkach. W tej grupie znaj-
duja si¢ takze wszystkie przypadki ptodéw z nie-
prawidiowym kariotypem, oprécz plodu z trisomia
18, ktérego N'T miescito si¢ w granicach normy dla
wieku cigzowego.

Srednia warto§é dlugosci ciemieniowo-siedzeniowej
(CRL) w trakcie badania wynosila 65,6 mm (SD
8,5, Min 45, Max 84), a $redni wiek cigzowy 12,5
tygodnia ciazy. Sredni rytm serca ptodu w tym okre-
sie wynosit 160 (SD 16,1, Min 49, Max 190).

Srednia wartos¢ zmierzonej NT wynosita 4mm
(mediana: 3,2mm, SD 2,lmm, min 2,2mm, Max
14,3mm). W 6 (6,8%) przypadkach nie uwidocz-
niono kosci nosowej, w 13 (14,9%) przypadkach
stwierdzono wsteczng fale aw DV, orazw 16 (18,4%)
przypadkach niedomykalnos$¢ zastawki trojdzielne;.

W badanej grupie w 7 przypadkach doszio do zgo-
nu wewnatrzmacicznego, a w 14 przypadkach ciaza
zostala przerwana.
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Rycina 2. Wielkos¢ serca w 12 tygodniu ciazy, 0§ dtuga serca
=9,3 mm (St - mostek; Left L - ptuco lewe; Right L -
pluco prawe; V - kregostup).

Prenatalna ocena uktadu krazenia

W trakcie wykonywanego w I trymestrze badania

echokardiograficznego szczegoétowo analizowano:

— polozenie narzadéw w jamie brzusznej (situs),

— wielkos¢ serca (Rycina 2),

— mozliwo$¢ uwidocznienia prawidtowego obrazu 4
jam serca,

— mozliwo$¢ uwidocznienia odejicia naczyn,

— charakter przeplywu przez zastawke tréjdzielns,

— charakter przeplywu przez przewdéd zylny:

Badanie  echokardiograficzne  przeprowadzono
u 1170 ptodéw. Polozenie narzadéw zostalo oce-
nione w 96,8% przypadkow, a wielkos¢ serca zo-
stala oceniona w 96,6%. Obraz 4 jam serca zostal
uwidoczniony u 1089 ptodéw (93%) — Wykres 3,
a odejscie naczyn zostalo ocenione u 938 plodéow
(80%) Wykres 4. Mozliwo$¢ oceny anatomii serca
wzrastala wraz z wiekiem cigzowym i zwigkszaniem
wymiaréw poszczegblnych struktur serca.

4chv ]

Wykres 3. Mozliwo$¢ uwidocznienia obrazu 4 jam serca (4chV)
podczas badania w I trymestrze ciazy.

3vess |1

Wykres 4. Mozliwo$¢ oceny odejécia naczyn (3vess) podczas
badania w I trymestrze cigzy.

Rycina 3. Srednica zastawek przedsionkowo-komorowych
u plodu w 12 tygodniu ciazy (zastawka mitralna, MV
=1,9 mm; zastawka tr¢jdzielna, TV - 1,7 mm).

Rycina 4. Naptyw do dwdch komor serca u ptodu w 13 tygodniu
cigzy (LV - lewa komora; RV - prawa komora).

Srednica zastawek przedsionkowo-komorowych
wynosi w tym okresie okoto 2-3mm (Rycina 3). Nie
zawsze mozliwe jest uzyskanie satysfakcjonujacego
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Rycina 5. Droga odplywu z lewej komory u ptodu w 13
tygodniu cigzy (Ao - aorta).

Rycina 6. Droga odplywu z prawej komory u plodu w 13
tygodniu cigzy (PA - tetnica plucna).

obrazu dwuwymiarowego. Wéwczas niezmiernie
pomocne jest badanie z zastosowaniem Dopplera
znakowanego kolorem, dzigki czemu mozna pre-
cyzyjnie oceni¢ zaréwno naptyw do dwoéch komoér
przez dwie zastawki przedsionkowo — komorowe
(Rycina 4), jak i odejscie z komor wielkich pni tet-
niczych (Ryciny 5, 6). Badanie znakowane kolo-
rem umozliwia stwierdzenie skrzyzowania wielkich
pni tetniczych, co wylducza jedna z najczestszych
krytycznych wad wrodzonych serca, w ktérej pod-
stawowy obraz czterech jam serca jest prawidlowy,
przetozenie wielkich pni tetniczych. Obraz ten jest
tatwiejszy do interpretacji przy zastosowaniu ko-
lorowego Dopplera, niz jedynie stosujac badanie

Rycina 7. Srednica tuku aorty u ptodu w 12 tygodniu cigzy
(Ao =0,9 mm).

Rycina 8. Srednica pnia plucnego u ptodu w 12 tygodniu ciazy
(PA =0,9 mm).

dwuwymiarowe w czasie rzeczywistym (Ryciny
7,8).

U wigkszosci plodéw zarejestrowano jednoczaso-
wo przeplyw przez zastawke mitralng i aortalng
(Rycina 9). Jest to obraz konieczny dla obliczenia
wskaznika sprawnosci migsnia sercowego (tzw. Tei-
index), ktéry ocenia globalna, tzn. skurczows i roz-
kurczowa funkcje serca. Tei-index zaczeto obliczac¢
od konca 2004 roku, zgodnie z zasadami bezpie-
czenstwa prenatalnych badan ultrasonograficznych
— off-line, na podstawie danych uzyskanych w ba-
daniu dopplerowskim [17]. Opracowano wlasne
normy Tei-index dla plodéw w I trymestrze ciazy.
Dla lewej komory wartos¢ Tei-index zostala obli-
czona u 210, a dla prawej komory u 151 plodéw.
Wigkszo$¢ pomiaréw zostala wykonana u ptodow
w 12 1 13 tygodniu ciazy. Wyniki w poszczeg6l-
nych tygodniach nie r6znity si¢ miedzy sobg i dla-
tego przedstawiono je jako obowiazujace dla catego
I trymestru ciazy. Przedstawione s3 one w Tabeli 1.

Prawidtowy przeptyw przez zastawke trdjdzielng zo-
stal potwierdzony u 85,1% przypadkéw (Rycina 10),
a niedomykalnos¢ tej zastawki zostata stwierdzona
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Rycina 9. Rejestracja przeplywu przez zastawke mitralng (MV) oraz aortalna (Ao) u 12 tygodniowego plodu.

Tabela 1. Zakresy wartosci Tei-index u ptodow w I trymestrze cigzy dla lewej (Tei LV) i prawej (Tei RV) komory.

n 5. percentyl 50. percentyl 95. percentyl Srednia SD
Tei LV 210 0,297 0,411 0,560 0,417 0,074
Tei RV 151 0,244 0,390 0,548 0,394 0,087

Rycina 10. Prawidtowe spektrum przeptywu przez zastawke tréjdzielng plodu w 13 tygodniu cigzy.

u 4,9% ptodéw (Rycina 11). Kontrolne badanie echo- - atrezje zastawki ptucnej z ubytlkiem w przegro-
kardiograficzne zostalo wykonane u 73,8% pacjentek. dzie migdzykomorowej,

— stenoz¢ plucna u plodu z trisomig chromosomul 8
W trakcie trwania projektu wéréd patologii uktadu (w badaniu kontrolnym stwierdzono dodatkowo
krazenia wykrytych w I trymestrze cigzy stwierdzo- ubytek w przegrodzie miedzykomorowej),
no m.in.: — wspdlny kanat przedsionkowo-komorowy u ptodu
- pentalogie Cantrella, z trisomig chromosomu 21.

— zespot niedorozwoju lewego serca (HLHS),

— zespot lewego izomeryzmu z catkowitym blokiem ~ W 2 przypadkach ocena anatomiczna serca byla
przedsionkowo-komorowym, niejednoznaczna — w zaplanowanym na 16/18
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T R

Rycina 11. Masywna holosystoliczna niedomykalno$¢ zastawki trojdzielnej u ptodu ze stenoza ptucna (13 tydzien cigzy).

tydzienn badaniu kontrolnym w obu przypadkach
zdiagnozowano zesp6t Fallota.

U 2 ptodéw zaobserwowano zaburzenia rytmu ser-

ca plodu:

- blok catkowity u ptodu z zespolem lewego izome-
ryzmu — kariotyp prawidtowy

- tachykardia u ptodu z prawidiowa anatomia ukia-
du kraZenia i zespotem Turnera.

Oba ptody obumarly wewnatrzmacicznie.

Uzyskane wyniki naszych badan jednoznacznie
wskazuja na mozliwo$¢ oceny ptodowego uktadu
krazenia juz od poczatku 11 tygodnia ciazy, w refe-
rencyjnych osrodkach kardiologii ptodowej.

W celu propagowania oceny ukladu krazenia
w I trymestrze cigzy, w ramach realizacji projektu
badawczego wydano ptyte DVD z zasadami prze-
prowadzania badania w I trymestrze ciazy.

Po zakoniczeniu projektu prace nad diagnostyka
ukladu krazenia w I trymestrze ciazy sa kontynu-
owane w referencyjnym osrodku kardiologii perina-
talnej typu C w Warszawie. Na podstawie zdobytych
doswiadczen ustalono obowiazujace wskazania do
wezesnej diagnostyki uktadu krazenia, ktore przed-
stawiamy ponize;j.

Wskazania do przeprowadzenia diagnostylki
uktadu krazenia ptodu w I trymestrze ciazy:

A. Wskazania plodowe:

— poszerzona przezierno$¢ karkowa stwierdzona
podczas rutynowego badania przesiewowego,

- zaburzenia rytmu serca plodu,

— podejrzenie wady serca ptodu,

— stwierdzona wada innego narzadu,
— obrzgk uogélniony ptodu.

B. Obcigzony wywiad rodzinny:

— urodzenie poprzedniego dziecka z wada wrodzo-
ng serca,

—wada wrodzona serca wystgpujaca u jednego
z rodzicow,

— wada wrodzona serca w rodzinie.

C. Wskazania matczyne:

— cukrzyca insulinozalezna,

— fenyloketonuria,

— stosowanie w I trymestrze cigzy lekéw o znanym
dziataniu teratogennym.

Temat zapoczatkowany podczas realizacji projek-

tu badawczego finansowanego przez Fundacje jest

kontynuowany przez lek. Pawlta Wiasienke, ktéry

konczy przew6d doktorski w ramach studiéw dok-

toranckich na Warszawskim Uniwersytecie Me-

dycznym. Planowany termin obrony zaplanowano

na poczatek 2011 roku.

PODSUMOWANIE

Uzyskane wyniki realizacji projektu badawczego
finansowanego przez Fundacje na Rzecz Rozwoju
Polskiej Farmacji i Medycyny jednoznacznie wyka-
zaly mozliwo$¢ oceny ptodowego ukladu krazenia
w referencyjnych osrodkach kardiologii plodowej
juz od poczatku 11 tygodnia ciazy. Przy stwierdze-
niu nieprawidtowej budowy serca, nawet przy pra-
widlowym wyniku badan przesiewowych, tzn. NT
i kosci nosowej, nalezy wykona¢ badania inwazyj-
ne, ktére umozliwiaja poznanie przyczyny niepra-
widlfowej anatomii ptodu i umozliwiaja udzielenie
pacjentce rzetelnej konsultacji.
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Whyniki te przyczynily sie do opracowania wytycz-
nych postgpowania diagnostyczno-terapeutycznego
we wczesnej diagnostyce prenatalnej uktadu krazenia
u ptodéw; ze szczegélnym uwzglednieniem koniecz-
noéci wykonywania badan echokardiograficznych
u plodéw ze stwierdzong w badaniu przesiewowym
poszerzong przeziernoscia karkowa (NT).

W chwili obecnej w osrodku referencyjnym program
wezesnej diagnostyki prenatalnej umozliwia u ko-
biet z grup wysokiego ryzyka (np.: poprzednie dziec-
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2003 roku przyznata zespolowi pracujacemu
pod kierunkiem prof. Witolda Ruzytto grant na realizacje projektu badawczego pt.
Tcrapeutyczna angiogeneza w zaawansowanej chorobie wiericowej (,,no—option
patients”) z zastosowaniem phVEGF-A165/FGF (pVIF) podawanego metodg
przezskorng. Badanie z podwdjnie slepg préba.

Streszczenie

Pomimo rozwoju technik rewaskularyzacji i postegpu w zakresie leczenia far-
makologicznego, niektérych pacjentéw z chorobg wieficowa, ze wzgledu na
zaawansowanie zmian miazdzycowych, nie mozna skutecznie leczy¢ zadng ze
standardowych metod. W takich przypadkach nadzieje na poprawe ukrwienia
mieénia sercowego i ustapienie dolegliwosci dlawicowych wiaze si¢ z terapig
genowy. W ponizszej pracy oméwiono metody terapeutycznej angiogenezy
oraz jej dotychczasowe wykorzystanie w chorobie wieficowej ze szczegélnym
uwzglednieniem badania VIF-CAD.

Stowa Iduczowe: terapia genowa * angiogeneza * choroba wieficowa * VEGF
* bFGF « VIF-CAD

Summary

Despite constant progress in revascularization methods and pharmacotherapy,
some patients with disseminated coronary artery disease cannot be effectively
treated using standard modalities. Other, novel therapies are being investigated.
Of these, gene therapy holds great promise. It may enhance collateral circula-
tion, leading to ischemic symptom resolution. This paper describes briefly cur-
rent experience with gene therapy in refractory coronary disease, concentrating
on the design of the VIF-CAD clinical trial.

Key words: gene therapy ¢ angiogenesis ® coronary artery disease ® VEGF ¢
bFGF ¢ VIF-CAD
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WSTEP

Terapia genowa w chorobach, dla ktérych brak obec-
nie leczenia przyczynowego, budzi od szeregu lat
duze zainteresowanie badaczy [1-3]. Niestety, po-
ktadane w niej nadzieje pozostaja w duzej mierze
niespetnione. W kardiologii gtéwny nurt badan nad
terapig genowa dotyczy leczenia zaawansowanej cho-
roby niedokrwiennej serca z zastosowaniem genéw
dla czynnikéw wzrostu naczyn [4-9]. Pomimo roz-
woju technik rewaskularyzacji i postepu w zakresie
leczenia farmakologicznego, ze wzgledu na zaawanso-
wanie zmian miazdzycowych od 5 do 12% pacjentow
z chorobg wieicowg, nie mozna skutecznie leczy¢ zad-
ng ze standardowych metod [10,11]. Terapeutyczne
wzmocnienie procesu angiogenezy w obrgbie mig$nia
sercowego mogloby polepszy¢ krazenie oboczne, pro-
wadzac do ustapienia objawéw dlawicowych [1]. We
wezesniejszych probach doswiadczalnych wykazano,
ze stymulacja tkanek czynnikami wzrostu naczyn, ta-
kimi jak VEGF (ang. vaslular endothelial growth fac-
tor, naczyniowo-§rédbtonkowy czynnik wzrostu), FGF
(ang. fibroblast growth factor, czynnik wzrostu fibro-
blastow), HGF (ang. hepatocyte growth factor, czyn-
nik wzrostu hepatocytéw) indukuje proces angiogene-
zy [2,8,9]. Aktywne formy czynnikéw wzrostu naczyn
maja krotki okres péttrwania we krwi, charakteryzuja
si¢ tez nasilonymi dzialaniami niepozadanymi przy
zastosowaniu ogélnoustrojowym. Dlatego obecne ba-
dania koncentruja si¢ na prébach wywotania angioge-
nezy w wyniku transfekcji komérek migénia sercowego
genami dla czynnikéw wzrostu naczyn.

RODZAJE STOSOWANYCH SUBSTANCJI
ANGIOGENNYCH

Ze wzgledu na spodziewang skutecznos$é, w bada-
niach najczesciej wykorzystuje si¢ VEGE a zwlasz-
cza jego najaktywniejsza forme zawierajaca 165
aminokwaséw (VEGF-A165) oraz FGE a gléwnie
zasadowa forme¢ FGF (bFGE czyli FGF-2). Aby do-
szlo do transfekcji, geny podaje si¢ albo w posta-
ci plazmidu (najmniejsza skuteczno$¢ transfekeii,
ale prawdopodobnie najwigksze bezpieczenstwo),
w sprzezeniu z wektorem wirusowym lub w postaci
liposomalnej. Prowadzone sa réwniez prace nad in-
nymi, nowymi metodami transfekeji [3].

Generalnie mozna wyr6zni¢ pie¢ réznych metod
podania genéw do migénia sercowego. Pierwsza
z nich, najprostsza, to podanie dowierficowe. Druga
— poprzez uldad Zylny serca, za pomoca odwr6co-
nej perfuzji. Trzecia forma polega na bezposrednim
podaniu do mig$nia sercowego od strony nasierdzia
(najczesciej operacyjnie, ale rowniez poprzez cew-
nik z igta wprowadzony do ulktadu zylnego, z wyko-
rzystaniem naklucia miesnia od strony zewnetrznej

poprzez zyte). Czwarta, to podanie bezposrednie do
miednia od strony wsierdzia za pomoca specjalnego
cewnika. Wreszcie piata, to podanie roztworu za-
wierajacego geny do Swiatta lewej komory podczas
operacji kardiochirurgicznej, przy zamknigtym od-
ptywie krwi z lewej komory [12]. Jakkolwiek pierw-
sze proby tego typu leczenia byly zachecajace, bada-
nia kontrolowane nie wykazaly jednoznacznie jego
skutecznosci [4-9]. Ponizej przedstawiamy krotki
przeglad dotychczasowym prac.

BADANIA EKSPER YMENTALNE

Badania Idiniczne poprzedzone byty licznymi eks-
perymentami na zwierzetach lub preparatach tkan-
kowych [13-16]. Wykazano w nich, Ze stymulacja
za pomocy czynnikéw wzrostu prowadzi do rozwo-
ju drobnych naczyn krazenia obocznego lub przy-
pominajacych je struktur.

BADANIA KLINICZNE

Kolejnym krokiem w badaniach nad terapeutyczna
angiogeneza w sercu byly pierwsze préby kliniczne.
Wiekszos¢ z nich przeprowadzono bez grupy kon-
trolnej i bez randomizacji. Najwazniejsze scharakte-
ryzowano w Tabeli 1.

Kliniczne badania kontrolowane dotyczace terapii
genowej i leczenia choroby wienicowej czynnikami
wzrostu naczyn stanowia jak dotad nieliczng gru-
pe. Przedstawione ponizej podsumowanie obejmuje
wigkszos¢ z nich.

W 2001 roku Vale i wsp. opublikowali rezultaty ba-
dania, w ktérym wzigto udzial jedynie 6 pacjentéw,
ale bylo to pierwsze badanie z zastosowaniem tran-
sendokardialnego podania plazmidu u ludzi [4].

W tym samym roku Kleiman i wsp. przedstawili wyni-
ki pracy, w ktérej stosowali FGF-2 podawany dowien-
cowo u pacjentéw z chorobg wieficowa bez mozliwo-
$ci rewaskularyzacji. W ciggu 6 miesigcy obserwacji
nie wykazano réznicy w poréwnaniu do placebo [25].

W randomizowanym badaniu o akronimie FIRST,
z podwojnie slepa préba, réwniez podawano do-
wieficowo rekombinowany FGF-2. Nie wykazano
istotnych ré6znic pomiedzy grupami. Pacjenci lecze-
ni FGF-2 wykazywali tendencje do hipotensji [5].

W badaniu AGENT obejmujacym 79 pacjentow
(takze randomizowanym, z podwojnie $lepa préba)
stosowano gen dla FGF-4 polaczony z wektorem
adenowirusowym (Ad5-FGF4), podawanym do-
wieficowo [6]. W grupie badanej zaobserwowano
polepszenie tolerancji wysitku.

60
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Tabela 1. Wybrane badania kliniczne bez randomizacji, w ktorych wykazywano potencjalna skuteczno$¢ terapeutycznej angiogenezy

w chorobie niedokrwienne;j serca.

Czynnik Sposéb

Gléwne kryterium

Czas

R wzrostu i wektor podania wlaczenia obserwacji Wyniki
Losordo VEGF-A165, Od zewnatrz Choroba wiencowa 10 ty- Poprawa w SPECT,
[17] plazmid do miokar- bez mozliwosci re- godni spadek zapotrzebowania na
dium waskularyzacji nitraty
Rosengart VEGF 121, Od zewnatrz Choroba wiencowa 1 miesigc Poprawa w SPECT,
[18] wektor ad- do miokar- bez mozliwosci re- klasy CCS i tolerancji wysitku
enowirusowy dium waskularyzacji
Laham FGF-2 Podanie Choroba wienicowa 1-6 Poprawa tolerancji wysitku,
[19] dowiencowo bez mozliwosci re- miesiecy wzrost grubosci i lokalnej
waskularyzacji kurczliwosci mig$nia sercowego
w MR, poprawa jakosci zycia
Symes VEGF-A 165, Od zewnatrz Choroba wiencowa 3 Poprawa w SPECT,
[20] plazmid do miokar- bez mozliwosci miesigce spadek zapotrzebowania na
dium rewaskularyzacji, klasa nitraty
CCSIIilV
Hedman VEGF 121, Dowienicowo Choroba wienicowa, 6 Zmniejszenie odsetka
[21] wektor ad- podanie w czasie miesiecy restenozy w stencie
enowirusowy angioplastyki
Unger FGF-2 Dowiencowo Stabilna choroba 1 miesiac Wzrost srednicy tetnic
[22] wieicowa nasierdziowych
Schum- FGF-1 Od zewnatrz Tréjnaczyniowa Od 12 Nasilenie angiogenezy w okol-
acher [23] do miokar- choroba wiericowa tygodni icy dystalnej GPZ, poprawa
dium z istotnymi zmi- do 3 lat w SPECT, zmniejszenie zapotr-
anami w obwodowym zebowania na nitraty
odcinku GPZ
Seiler [24] GM-CSF Podskérnie Choroba wiericowa 2 tygod- Wzrost wskaznika przeptywu
i dowiencowo bez mozliwosci re- nie wiencowego; zmniejszenie

waskularyzacji

zmian w EKG po inflacji balonu
w tetnicy wiencowej

VEGF - naczyniowo-$§rodbtonkowy czynnik wzrostu; FGF - czynnik wzrostu fibroblastow; CCS - klasa czynnosciowa wg
Kanadyjskiego Towarzystwa Kardiologicznego; MR - rezonans magnetyczny; GM-CSF - czynnik wzrostu linii granulocytarnej
i mieloidalnej; GPZ - galaz przednia zstgpujaca, SPECT - badanie izotopowe metodg tomografii emisyjnej, EKG - elektrokardiogram.

Do podobnego badania — AGENT-2 — wlaczono 52
pacjentéw. Poprawe ukrwienia oceniano w badaniu
SPECT. W zakresie globalnej perfuzji nie uzyskano
istotnej statystycznie poprawy [7].

AGENT-3 i AGENT-4 to kolejne badania z wek-
torem adenowirusowym dofaczonym do FGF-4,
podawanym dowieficowo, do ktérych planowano
wlaczy¢ po kilkuset pacjentéw. Rekrutacje przerwa-
no, gdy okazalo si¢, ze nie ma szans na osiagniecie
istotnych statystycznie réznic w zakresie gtéwnych
punktéw koncowych [26].

Losordo i wsp. opublikowali badanie, w ktérym sto-
sowano plazmid VEGF-2 podawany transendokar-
dialnie [27]. Wzielo w nim udzial 19 pacjentéw.
Zaobserwowano tendencje do zmniejszenia dolegli-
wosci dlawicowych oraz wydluzenia czasu wysitku.

Euroinject One to randomizowane badanie z po-
dwojnie slepa préba, w ktorym zastosowano tran-
sendokardialne podanie plazmidu kodujacego
VEGF-A165 przy uzyciu systemu NOGA [28]. Do

badania witaczono 80 pacjentéw. Nie wykazano
istotnych statystycznie réznic w zakresie gtéwnych
punktéw koncowych, ale wykazano regionalng po-
prawe kurczliwosci w obszarze podania plazmidu.
Ponadto, zaréwno w ocenie badaniem SPECT, jak
i systemem NOGA zaobserwowano regionalng po-
prawe perfuzji migsnia sercowego [29].

VIVA, to randomizowane badanie z podwéjnie $lepa
proba, w ktérym zastosowano aktywny rekombino-
wany VEGF u 178 pacjentéw, poczatkowo podawa-
ny dowieficowo, a nastgpnie dozylnie [11]. Do 60
dnia nie zaobserwowano r6znic migdzy grupa ba-
dang a placebo. Po 120 dniach obserwacji wystapita
tendencja do poprawy w zakresie tolerancji wysitku
w grupie badanej w stosunku do grupy kontrolnej.

W niedawno opublikowanym badaniu NORTHERN
stosowano znacznie wyzsze dawki plazmidu kodu-
jacego VEGF niz w badaniu Euroinject One [30].
Mimo to w grupie badanej w poréwnaniu z kon-
trolng nie zaobserwowano poprawy ani w zakre-
sie perfuzji ocenianej w badaniu izotopowym, ani
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w zakresie objaw6w Idinicznych. Badanie to poka-
zalo jednak, Ze zastosowanie wysokich dawek pla-
zmidu kodujacego VEGF jest bezpieczne. Rodzi to
nowe mozliwosci eksperymentalne, gdyz jednym
z podstawowych probleméw terapii genowej jest
skutecznos¢ transfekcji komoérek ,in vivo”.

Z powyzszych danych wynika, Ze nie ma jak dotad
jasnej odpowiedzi na pytanie, czy terapia genowa
choroby wiencowej moze by¢ skuteczna przy uzy-
ciu obecnie stosowanych metod. Z tego wzgledu
w Instytucie Kardiologii w Warszawie zaplanowano
i przeprowadzono badanie VIF-CAD, ktérego pro-
tokot i zalozenia przedstawiono ponizej.

BabpanNie VIF-CAD

Badanie VIF-CAD bylo wspélfinansowane przez
Ministerstwo Nauki i Informatyzacji RP oraz Funda-
cje na Rzecz Wspierania Rozwoju Polskiej Farmacji
i Medycyny (obecnie Naukowa Fundacja Polphar-
my). Zastosowano w nim plazmid dwucistrono-
wy kodujacy naczyniowo-§rédbtonkowy czynnik
wzrostu (VEGF) oraz czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF) [31]. Gléwnym punktem konicowym byta
ocena perfuzji mig§nia sercowego w badaniu izoto-
powym metoda tomografii emisyjnej pojedynczego
fotonu (SPECT). Poza monitorowaniem leczenia,
metoda ta umozliwia réwniez zlokalizowanie do-
celowego obszaru migsnia sercowego dla podania
plazmidu. Dla weryfikacji wynikéw SPECT oraz
dla poszerzenia diagnostyki o ocen¢ segmentalnej
kurczliwosci lewej komory (ktéra powinna ulec
zwigkszeniu w nastgpstwie poprawy ukrwienia) za-
proponowano réwnolegla ocen¢ wymienionych pa-
rametréw metoda rezonansu magnetycznego (MR).

W badaniu zastosowano metod¢ bezposredniego
podania plazmidu do mig¢énia sercowego. Wydaje
si¢ ona najskuteczniejszym sposobem podania ge-
néw dla czynnikéw wzrostu, gdyz straty podanego
preparatu sa wtedy najmniejsze.

Jak wczesniej wspomniano, stosowane s3 trzy me-
tody transfekcji komorek: podawanie ,nagiego”
plazmidu zawierajacego odpowiedni fragment kwa-
su dezoksyrybonukleinowego (DNA), kompleksu
liposomalnego zawierajacego plazmid lub uzycie
welctora wirusowego. Pierwsze dwie metody s3 sto-
sunkowo proste technicznie, ale malto skuteczne
— przy ich uzyciu do komorek dociera ponizej 1%
podanego DNA. Jednak DNA wprowadzone w ten
sposob do komorek nie integruje sie z genomem,
co podnosi bezpieczenstwo transfekcji i sprawia,
ze wprowadzony gen dla czynnika wzrostu pod-
lega ekspresji jedynie przez pewien ograniczony
czas, z reguly 4-6 tygodni. Bardziej efektywne jest

uzycie wektora wirusowego. W przypadku komoérelk
nie proliferujacych, takich jak kardiomiocyty, w gre
wchodzi gtéwnie uzycie wektora adenowirusowego
lub AAV (ang. adeno-associated virus). Wektor ade-
nowirusowy moze jednak powodowa¢ efekt cytopa-
tyczny, reakcje zapalng i wywolywac odpowiedz im-
munologiczng. Z tego wzgledu w badaniu VIF-CAD
zdecydowano o zastosowaniu plazmidu.

Pacjenci

Do badania wlgczono 52 pacjentéw, z ktérych 33
przydzielono losowo do grupy leczonej, a 19 otrzy-
matlo plazmid placebo (grupa kontrolna). W chwili
rekrutacji wszyscy chorzy pozostawali w III lub IV
klasie CCS (bole dtawicowe przy matym wysitku lub
w spoczynku), otrzymywali optymalne leczenie far-
makologiczne zgodne z zaleceniami Europejskiego
Towarzystwa Kardiologicznego i nie kwalifikowali
si¢ do rewaskularyzacji metodami standardowymi.
Frakcja wyrzucania lewej komory u kazdego chorego
wynosita powyzej 35%, a w badaniu SPECT z dipi-
rydamolem wykazano istotne odwracalne zaburzenia
perfuzji. Charakter zmian w naczyniach wienicowych
chorych kwalifikowanych do badania wykluczal
mozliwos¢ dalszej rewaskularyzacji za pomoca an-
gioplastyki lub pomostowania naczyn wieficowych
(zapis badania angiograficznego chorych byt kazdo-
razowo oceniany przez kardiologa interwencyjnego
i kardiochirurga). Z badania wykluczano chorych
ze zla funkejg skurczowa lewej komory (EF <35%
stwierdzong w echokardiografii lub wentrykulogra-
fii), po $wiezo przebytym zawale migénia sercowego
(<3 tygodnie), pacjentéw z chorobg nowotworowa,
autoimmunologiczng lub ci¢zka chorobg ogélna, pa-
cjentki w wieku rozrodczym, jak réwniez chorych
nie wyrazajacych zgody na udziat w badaniu.

Metodyka

Gléwnym punktem koficowym badania byty zmiany
w ulkarwieniu mig$nia sercowego, oceniane w bada-
niach SPECT i MR, wykonanych po 5 miesigcach od
zabiegu, w poréwnaniu do wynikéw badan wyjscio-
wych. Niestety, na skutek niedostatecznej ilosci i ja-
kosci danych nie mozna byto w sposéb wiarygodny
oceni¢ punktu koficowego zwigzanego z oceng MR.
Oceniono poréwnawczo jedynie badania SPECT.

Drugorzedowymi punktami koncowymi badania
byty: a) zmiana wydolnosci wieficowej oceniana
w tedcie wysitkowym EKG, b) zmiana ukrwienia
miokardium lub powstanie nowych kolaterali wi-
docznych w badaniu angiograficznym, c) poprawa
kliniczna w zakresie tolerancji wysitku i jakosci zy-
cia, d) wystapienie powaznych sercowych objawow
niepozadanych (MACE), tj. zgonu, zawalu serca
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oraz hospitalizacji z powodéw kardiologicznych —
ocena wynikéw obserwacji odleglej, e) zmiana ste-
zenia FGF i VEGF w surowicy, f) monitorowanie
ewentualnych dzialan niepozadanych, zwigzanych
z podaniem plazmidu, g) monitorowanie zdarzen
mogacych mie¢ zwigzek z nadmiernym dziataniem
VEGF lub FGF w miejscu i poza miejscem podania.

Badanie perfuzji mig¢snia sercowego Tc-99m-MIBI
SPECT

Badanie technikg SPECT wykonywano w spo-
czynku (po podaniu nitrogliceryny) i w wysitku
(po podaniu i.v. dipirydamolu), stosujac protokét
2-dniowy (0,3 mCi/kg w spoczynku i 0,3 mCi/kg
w wysilku) lub I-dniowy (0,11 mCi/kg w spoczynku
i 0,3 mCi/kg w wysitku). Warunki akwizycji badan
SPECT: matryca 64X 64, kat rotacji gammakamery
— 180 stopni, liczba projekeji — 68, kolimator — ni-
skoenergetyczny wysokorozdzielczy. Czas akwizycji
jednej projekcji w protokole 2-dniowym wynosi 25
sek, w protokole 1-dniowym — 52 sek. w spoczynku
i 13 sek., w wysilku. Warunki rekonstrukcji badan
SPECT: filtr przed-rekonstrukcyjny Butterwortha
o czestotliwosci odcigcia réwnej 0,4 czestotliwosci
Nyquista i o rzedzie réwnym 7. Stosowano MIBI
produkcji OBRI-POLATOM (Swierk, Polska).

Klonowanie bicistronowego wektora pVIF

Konstrukt pVIF jest plazmidowym wektorem eks-
presyjnym kodujacym czynniki o charakterze an-
giogennym. Wklonowana kaseta jest dwucistrono-
wa. Zawiera ona: gen kodujacy VEGF165 (pubmed
X62568), sekwencje IRES (na podstawie matrycy
wklonowanej do wektora pIRES-EGFP, clontech, cat.
#6064-1) oraz sekwencje¢ kodujaca bFGF (pubmed
E02544). Sekwencja IRES pochodzi z wirusa en-
cephalomyocarditis (ECMV) i zapewnia translacje
dwdch wklonowanych genéw na bazie jednej bicistro-
nowej sekwencji mRNA. W kasecie sekwencje VEGE
jal i FGF poprzedzane sa przez sekwencje sygnalo-
we umozliwiajace sekrecje powstatych biatek VEGF
i FGE Schemat kasety ekspresyjnej w wektorze pVIF:

5.3
|CMV| ATG | Igk |VEGF| TGA |IRES| ATG | Igk |bFGF| TGA |

CMV - promotor, ATG - tréjka startowa, TGA
- trojka terminalna, Igk — seliwencja sygnatowa,
VEGF - naczyniowo $rédblonkowy czynnik wzro-
stu, bFGF - zasadowy fibroblastyczny czynnilk
wzrostu, IRES - sekwencja wigzania do rybosoméw.

Klonowanie przeprowadzono na lepkie konce, zgod-
nie z ramka odczytu od tréjki ATG, wykorzystano

odczynniki firmy Amersham, weltor amplifikowano
w bakteriach E.coli szczepu DH5aq, izolacje¢ przepro-
wadzono zestawem EndoFree Plasmid Mega Kit firmy
Qiagen. Wazniejsze cele klonowania wektora pVIF:

* wektor zaindukuje w warunkach in vivo powsta-
nie bardziej dojrzatych i ustabilizowanych naczyn
krwiono$nych w poréwnaniu z welktorem koduja-
cym tylko VEGE tym samym terapia genowa (pr6-
by na pacjentach) przyniesie bardziej efektywna
i szybsza poprawe stanu klinicznego pacjenta,
iniekcja wektora dwucistronowego wigze sie bez-
posrednio z wprowadzeniem mniejszej dawki
endotoksyn niz w sytuacji podania dwéch jedno-
genowych wektoréw, niweluje si¢ tym samym nie-
bezpieczenstwo powaznych powiklan (wstrzas,
stany gorgczkowe),

iniekcja wektora dwucistronowego to réwniez
mniejsza dawka samego DNA, cho¢ raczej nie spo-
tyka sie doniesien o toksycznosci samego DNA,
koszt uzyskania jednego wektora dwucistrono-
wego — izolacja, oczyszczanie, badanie poziomu
ednotoksyn jest mniejszy niz dwoch wektoréw

jednogenowych.

Do klonowania wektora pVIF wykorzystano dwa
wektory positkowe: pSEC/VEGF oraz pusty wektor
pSEC. Wektor pSEC/VEGF sklonowano wczesniej,
jest to ekspresyjny wektor plazmidowy kodujacy
izoform¢ VEGF165. Zawiera on sekwencje sygnato-
wa umozliwiajaca wyrzut bialka VEGF poza komor-
ke. Tok postepowania byl nastepujacy:
* subklonowanie sekwencji IRES z wektora pMIG/
IRES do wektora pSEC/VEGE
* wklonowanie sekwencji bFGF do wektora pSEC,
* subklonowanie kasety AT'G - Igk — bFGF z wekto-
ra pSEC/bFGF do wektora pSEC/VEGF/IRES.

Sekwencje IRES amplifikowano reakcja PCR na
matrycy sekwencji wklonowanej do wektora pMIG.
Startery do PCR zaprojektowano tak, aby wnosi-
ty miejsca rozpoznawalne przez restryktazy EcoRI
i Notl:

RBS-1: 5’- AAGAATTCCAATTCCGCCCCTCTCCCT -3’
RBS-2: 5’- AAGCGGCCGCTTGTGGCAAGCTTATCATC -3’

Produkt PCR oczyszczano zestawem clean-up
(DNA-Gdansk), trawiono EcoRI i Notl przez 1 h
w temp. 37°C i izolowano z zelu agarozowego ze-
stawem QIAquick Gel Extraction Kit firmy Qia-
gen. Wektor pSEC/VEGF réwniez trawiono EcoRI
i Notl, rozdzielano elektroforetycznie i izolowano
z zelu. Ligowano przez 16 h w 16°C wykorzystujac
aktywnos¢ ligazy T4 (Amersham). Liganty trans-
formowano do bakterii E. coli, przeprowadzono se-
lekcje klonéw na plytkach agarowych z ampicylina.
Wyroste Idony przepasazowano do plynnej pozyw-
ki LB z ampicyling. Hodowano przez noc w 37°C.

-
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Z Klonéw izolowano plazmidy, ktére poddano na-
stepnie analizie restrykcyjnej. Otrzymano w ten
sposob wektor pSEC/VEGF/IRES.

Sekwencje kodujaca bFGF amplifikowano na bazie
cDNA z komorek linii HUVEC (ang. human uro-
limbical vein endothelial cell). Startery zaprojekto-
wano z miejscami restrykcyjnymi dla EcoRI i Xhol:
HbF-1: 5- ATGAATTCGCCAGCATTGCCCGAGGAT -3’
HbF-2: 5- TTCTCGAGATTCAGCTCTTAGCAGACAT -3’

Produkt PCR oczyszczano zestawem clean-up (DNA-
Gdansk), trawiono EcoRI i Xhol przez 1 h w temp.
37°C i izolowano z zelu agarozowego zestawem
QIAquick Gel Extraction Kit firmy Qiagen. Wektor
pSEC réwniez trawiono EcoRI i Xhol, rozdziela-
no elektroforetycznie i izolowano z zelu. Ligowano
przez 16 h w 16°C wykorzystujac aktywnos$c¢ ligazy
T4 (Amersham). Liganty transformowano do bakte-
rii E. coli, przeprowadzono selekcje klonéw na ptyt-
kach agarowych z ampicyling. Wyroste klony prze-
pasazowano do plynnej pozywki LB z ampicylina.
Hodowano przez noc w 37°C. Z klonéw izolowano
plazmidy, ktére poddano nastgpnie analizie restryk-
cyjnej. Otrzymano w ten sposéb wektor pSEC/FGE

Z wektora pSEC/FGF przeklonowano kasete ATG
- Igk — FGF do wektora pSEC/VEGF/IRES. Frag-
ment ten amplifikowano reakcja PCR. Zaprojek-
towano nowy starter — wprowadzajacy miejsce dla
Notl oraz wykorzystano starter HbF-2. Sekwencja
startera sens:

Not_IgK: 5" - AAGCGGCCGCACCATGGAGACAGACACA -3’

Dalej postgpowano podobnie jak wczesniej: pro-
dukt PCR oczyszczano zestawem clean-up (DNA-
Gdansk), trawiono Notl i Xhol przez 1 h w temp.
37°C 1 izolowano z zelu agarozowego zestawem
QIAquick Gel Extraction Kit firmy Qiagen. Wek-
tor pSEC/VEGF/IRES réwniez trawiono enzymami
Notl i Xhol, rozdzielano elektroforetycznie i izolo-
wano z zelu. Ligowano przez 16 h w 16°C wyko-
rzystujac aktywnosc ligazy T4 (Amersham). Liganty
transformowano do bakterii E. coli, przeprowadzo-
no selekcje klonéw na ptytkach agarowych z ampi-
cyling. Wyroste klony przepasazowano do ptynnej
pozywki LB z ampicyling. Hodowano przez noc
w 37°C. Z klonéw izolowano plazmidy; ktére pod-
dano nastepnie analizie restrykcyjnej. Otrzymano
w ten spos6b wektor pSEC/VEGF/IRES/FGF (pVIF).

Pismiennictwo:

Powstaty konstrukt zostat poddany szczegétowej ana-
lizie restrykcyjnej — stosowano rézne kombinacje re-
stryktaz; przeprowadzono réwniez kilka reakcji PCR
W oparciu o rézne zestawy starteréw, jak réwniez se-
kwencjonowano konstrukt. Wszystkie analizy potwier-
dzity prawidlowe klonowanie — otrzymano wektor
z bicistronowg kaseta ekspresyjna VEGE/IRES/FGF:

5.3
|CMV| ATG | Igk |VEGF| TGA |IRES| ATG | Igk |bFGF| TGA |

Procedura podania plazmidu pVIF

Pacjentéw bioragcych udzial w badaniu, spelniaja-
cych kryteria wlgczenia i nie spelniajacych kryteriow
wylaczenia standardowo przygotowywano do zabie-
gu cewnikowania serca. Przy uzyciu systemu NOGA
wykonywano mapowanie lewej komory w celu okre-
Slenia jej geometrii oraz obszaru, do ktérego powi-
nien by¢ wstrzykniety plazmid [32]. Mapa zawierala
§rednio 77+20 punktéw. Nastgpnie cewnik mapu-
jacy wymieniano na cewnik infuzyjny MYO-STAR
z dodatkowym kanalem zakonczonym cienka wy-
suwang igla. Plazmid podawano do wyznaczonego
wczesniej obszaru w callowitej dawce 0,5 mgw 1ml,
w 5 porcjach o objetosci 0,2 ml. Jednorazowo przez
cewnik infuzyjny podawano 0,2 ml roztworu plazmi-
du. Proces pojedynczego wstrzyknigcia plazmidu do
niedokrwionego migsnia sercowego trwat od 20 do
40 sekund. Ufiksowanie igty w miokardium monito-
rowano pod kontrolg fluoroskopii oraz na podstawie
rejestracji pobudzen dodatkowych komorowych.

PODSUMOWANIE

Badanie VIF-CAD zostalo zakonczone, a jego do-

kladne wyniki oraz ich analiza zostang ogloszone

drukiem [32]. W ogélnym podsumowaniu wyni-
koéw badania nalezy stwierdzi¢, Ze:

* terapia genowa za pomoca plazmidu dwucistro-
nowego VEGF/FGF nie przyniosta poprawy w za-
kresie gléwnego punktu konicowego, czyli perfuzji
mig¢snia sercowego ocenianej metodg SPECT,

* osiggnicto istotna statystycznie poprawe w zakresie
dwoch drugorzedowych punktéw koncowych: tole-
rancji wysitku ocenianej za pomoca préby wysitko-
wej EKG oraz objawéw klinicznych choroby wien-
cowej ocenianej za pomocy skali Kanadyjskiego
Towarzystwa Kardiologicznego (CCS),

* nie stwierdzono dzialan niepozadanych zwia-
zanych z podaniem plazmidu w ciagu rocznego
oluresu obserwacji.
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2004 roku przyznata zespotowi pracujacemu pod
kierunkiem prof. Macieja Kurpisza grant na realizacje projektu badawczego pt.
Mozliwosci leczenia pozawatowej niewydolnosci krazenia przy pomocy autologicznych
komérek macierzystych i/lub genetycznie modyfikowanych — préby przedkliniczne.

Streszczenie

W trakcie minionej dekady trwaly intensywne badania zmierzajace do ograni-
czenia cywilizacyjnych choréb uktadu naczyniowo-sercowego i ich §miertelnego
oddzialywania na populacj¢ spoleczenstw rozwinigtych. Proby te obejmowaty
terapi¢ genowa, zaindukowanie terapeutycznej angiogenezy, wprowadzenie te-
rapii komérkowych z uzyciem komérek macierzystych. Wigkszo$¢ z nich wy-
kazala fiasko zauwazalnej poprawy klinicznej w prébach randomizowanych
z wlaczeniem placebo lub tez nikly efekt poprawy przejsciowej (komérki macie-
rzyste). Pobudzifo to niezwykla aktywnos¢ na catym $wiecie, w aspekcie opra-
cowania terapii genowej z nowymi wektorami, wieloma transgenami stosowa-
nymi jednoczesnie, polaczenia modyfikacji genetycznych z uzyciem komérek
macierzystych. Omawiany postep prac mozliwy byt dzigki Naukowej Fundacji
Polpharmy, w obrebie przedstawionego projektu I11/11/2004, w ktérym zasto-
sowano wszystkie najnowoczesniejsze podejscia badawcze w celu wypracowania
modelu przedklinicznej oceny efektywnosci funkcjonalnej reprogramowanych
genetycznie komérek macierzystych.

Stowa kluczowe: angiogeneza ¢ komorki macierzyste ¢ mioblasty ¢ serce
pozawalowe

Summary

In the past decade, the intensive work has been devoted to limit the mortality
of the developed societies due to the cardiovascular diseases. These attempts
included gene therapy, induction of therapeutic angiogenesis, implementation
of cellular therapies with application of stem cells. Most of the studies failed to
document statistically significant clinical improvement in double-blind rando-
mized trials (with placebo) or little transient effect of undertaken approaches
(with stem cell therapies). This stimulated unusual activity world-wide in or-
der to improve this cost-effective attempts including new vectors for transgene
transfer, multiple gene application, combination of genetic modifications with
stem cell application. This progress in Poland was also due to the initiative of
Polpharma Scientific Foundation in which sponsored project 111/11/2004 we
were able to apply all the above mentioned most modern technologies in order
to make a foundation for preclinical, functional model enabling us to assess in
situ advantages of genetic stem cell re-programming for clinical purposes.

Key words: angiogenesis * stem cells ® myoblasts  post infarction heart
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WSTEP

Angiogeneza to proces tworzenia nowych naczyn
krwiono$nych w zyciu dorostego osobnika. Nalezy
ja odr6zni¢ od innego procesu tworzenia naczyn de
novo, waskulogenezy, ktéra przebiega jedynie w okre-
sie ptodowym (organogenezy). Dodatkowo proces
angiogenezy nalezy odr6zni¢ od arteriogenezy, ktéra
polega na remodelingu (a nie na tworzeniu nowych)
malych naczyn w wyniku dzialania réznorakich
czynnikéw, m.in. fizycznych (np. ‘shear stress’, czyli
sita Scinania). Zatem angiogeneza jest skompliko-
wanym, wieloetapowym procesem, podczas ktérego
musi zaj$¢ wiele przemian. Wyréznia si¢ zwykle jej 5
podstawowych etapéw [1]. Czynnikami pobudzaja-
cymi angiogenez¢ sa zwykle niedotlenienie lub nie-
dokrwienie czy tez stan zapalny, ktére dziafaja na
cytokiny oraz podstawowe czynniki pro-angiogen-
ne, typu VEGF czy FGE Wstgpnym sygnatem jest
zwiotczenie istniejacych naczyn przez tlenek azotu.
W dalszej konsekwencji dochodzi do uruchomie-
nia enzymoéw proteolitycznych, ktére uruchamiajg
‘surowiec’” dla wytworzenia nowych struktur naczy-
niowych poprzez degradacj¢ blony podstawnej juz
istniejacych naczyn oraz macierzy pozakomoérkowej.
Nastepnie integryny ulatwiaja i reguluja adhezje
i migracje komorek $rédblonka, zag pobudzenie ko-
morek $rédblonka (zwlaszcza ich mobilnos¢ i pro-
liferacje) powoduja czasteczki uwalniane z samej
macierzy, tj. np. czynniki wzrostu fibroblastéw, zwa-
ne potocznie FGE Proliferacja komérek sré6dblonka
warunkuje wytworzenie nowych rurkowatych struk-
tur, ktére nastgpnie dojrzewaja i stabilizujg si¢ pod
wplywem angiopoetyn i odpowiednich dla nich re-
ceptoréw. Jednak liczba czynnikéw bioracych udziat
W tym procesie jest w przedstawionym zarysie dale-
ko niekompletna. Najbardziej prominentne czynniki
pro-angiogenne zamieszczono w Tabeli 1 [2].

Nalezy podkresli¢, ze angiogeneza w zyciu dorostego
osobnika ma miejsce takze w procesach fizjologicz-
nych, np. w krezce jelita czy tez przy wytwarzaniu
tozyska. Ponadto neowaskularyzacja jest czgscig ob-
razu patologicznego przewlekiych zmian zapalnych
towarzyszqcych astmie, reumatycznemu zapaleniu
stawow, tuszczycy, chorobom uktadu pokarmowego,
jak np. choroba Crohna czy wrzodziejace zapalenie
jelita grubego; moze by¢ przyczyng Slepoty w wyni-
ku przewlektych zmian zachodzacych w siatkéwce
czy rogéwece (retinopatia cukrzycowa, zwyrodnienie
plamki), odgrywa role w powstawaniu otytosci (roz-
woj tkanki tluszczowej) czy endometriozy, towarzy-
szy wytwarzaniu pecherzykéw ptucnych, zwykle we
wczesnym etapie postnatalnym. Oczywiscie niedo-
tlenienie jest silnym bodZcem angiogenezy w ukia-
dzie sercowo-naczyniowym, wystepujacym w cho-
robie niedokrwiennej serca, miazdzycy naczyin

Tabela 1. Czynniki pobudzajace i hamujace angiogeneze.

Stymulatory Inhibitory
VEGF Angiostatyna
angiopoetyna-1 anty-angiogenna anty-trombina III
B-estradiol kanstatyna
FGF endostatyna (fragment kolagenu
interleukina-8 XII1)
leptyna heparynowy fragment
MCP-1 fibronektyny
MMPs interferony-a, -B, -y
NOS interleukina 4
PDGEF-BB interleukina 12
TNF-a interleukina 18
angiogenina inhibitor aktywatora plazminogenu
TGF PEDF
16 kDa fragment prolaktyny
TSP-1
Retinoidy

Zmodyfikowane wg Pandya i wsp. [2].

Skréty: VEGF - (vascular endothelial growth factor)
naczyniowy czynnik wzrostu §rédbtonka; FGF - (fibroblast
growth factor) fibroblastowy czynnik wzrostu; MCP-1 -
(macrophage chemoattractant protein) makrofagowe biatko
chemoatrakcyjne; MMPs - (matrix metalloproteases)
metaloproteinazy macierzy; NOS - (nitric oxide synthase)
syntaza tlenku azotu; PDGF-BB - (platelet derived growth
factor-BB) czynnik BB ptytkopochodnego czynnika wzrostu;
TGF - (transforming growth factor) transformujacy czynnik
wzrostu; TNF-a - (tumor necrosis factor a) czynnik martwiczy
nowotworowy; PEDF - (pigment epithelium derived growth
factor) pigmentowy, nablonkowopochodny czynnik wzrostu;
TSP-1 - (thrombospondin-1) trombospondyna-1.

krwiono$nych, udarze, niedokrwieniu koniczyn dol-
nych (obwodowe uposledzenie unaczynienia).

Oprocz zebranych w Tabeli 1 czynnikéw regulu-
jacych angiogeneze nalezy zauwazy¢ role licznych
elementow komoérkowych, zwlaszcza makrofagéw,
komoérek dendrytycznych czy re-cyrkulujacych
komoérek pochodzenia mielomonocytarnego [3].
Oprécz tzw. pomocniczych komorek pro-angio-
gennych, najbardziej prominentna role¢ w neowa-
skularyzacji spetniaja macierzyste progenitorowe
komorki §ré6dbtonka. Precyzyjne okreslenie ich bio-
markeréw oraz podstawowe definicje komorkowe
z tego zakresu podano w Tabeli 2 [4].

METODYKA

Strategie terapii genowej w chorobach
naczyniowo-sercowych, zastosowanie czynnika
pro-angiogennego, VEGF

Jedna z najbardziej ekstensywnie wykonywanych
prob terapii genowej byla poprawa angiogenezy
w chorobach naczyniowo-sercowych, zwlaszcza
w chorobach niedokrwiennych konczyn (naczyn ob-
wodowych) oraz naczyn wieficowych i unaczynief
kolateralnych w obrebie miokardium. Pierwszym
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Tabela 2. Obowigzujaca terminologia ludzkich §rodbtonkowych komérek progenitorowych.

Terminologia
Terminologia Biomarkery wystepujaca Referencie
wlasciwa identyfikujace w dotychczasowej )
literaturze
Proangiogenne CD34*, CD31*CD309* (VEFGR2*), CD202b" (Tie2*) EPC [5,6,7,8]
komorki hemopo- CD62E*CD45*UEA-1*, AcLDL uptake, CD14~
etyczne
CD133*CD34*CD309* CEP [9]
CD31*CD309+CD202b", formujg kolonie mieloidalne in vitro  EPC/CFU [10,11]
rozréznialne od pézno proliferujacych komérek §rodbtonka
(ECFCs) poprzez brak ekspresji BMP2 i BMP4
CD45%mCD133*CD34*CD144*, CD309* EPC [12,13,14]
CD34%"CD31*CD133*CD45%CD14-CD41la-CD235a" komérki proan-  [15,16,17,18,19]
giogenne
Cyrkulujace komérki  CD146*CD34*CD31*CD45 DAPI*CD105* Zywotne, CEC
$rédblonka nieproliferujgce komérki $rédbtonkowe
Srédbtonkowe CD34"CD31*CD133-CD45"CD14-CD41a-CD235a" ECFC [14,20,21,22,23,24,25]

komorki tworzace
kolonie

zywotne, proliferujace komorki, tworzace duze 14-dniowe kol-
onie, $rédblonkowe przekraczajace klaster 50-cio komdrkowy.
Wykazuja takze ekspresje CD105 i CD146

Modyfikacja wg Watt i wsp. [4].

Skroty: UEA-1 - (Ulex europaeus agglutinin 1) Kolcolist zachodni, aglutynina o powinowactwie skierowanym do flukozy; AcLDL

- (acetylated low density lipoprotein) acetylowane lipoproteiny o matej gestosci; BMP-2, 4 - (bone morphogenetic protein 2,

4) morfogenetyczne biatko kosci; EPC - (endothelial progenitor cells) progenitorowe komorki srédblonka; CEP - (circulating
endothelial presursors) krazace progenitorowe komorki srodbtonkowe; EPC/CFU (endothelial progenitor cells/colony forming
unit); $srodblonkowe komérki progenitorowe formujace kolonie; CEC - (circulating endothelial cells) krazace prekursorowe komorki
srédblonka; ECFC - (endothelial colony forming cells) komérki §rédblonka formujace kolonie.

z zastosowanych czynnikéw byt sklonowany w roku
1989 naczyniowy czynnik wzrostu srédbtonka VEG-
F-A, popularnie znany jako VEGF [26]. Obecnie
w rodzinie VEGF rozréznia sie 6 izoform (VEGF
A-F), przy czym przynalezy do niej takze czynnik
lozyskowy, znany pod nazwg PIGE Ligandami tego
czynnika sa trzy receptory, opisywane w literaturze
jako VEGFR-1-3, ktore sa sygnalowymi strukturami
kinaz tyrozynowych. Najbardziej potentnym czyn-
nikiem pro-angiogennym wydaje si¢ by¢ izoforma
VEGF-A, stad jej najszersze stosowanie w ponad
15-letniej literaturze w badaniach o charakterze
przedklinicznym (na zwierzgtach do$wiadczalnych),
jalk i w probach klinicznych. Rola zaréwno PIGF jak
i VEGEF-B pozostaje trudna do zdefiniowania, sa one
stosunkowo stabymi mitogenami dla komorek $r6d-
blonka, nie sg silnymi induktorami przepuszczalno-
$ci naczyn (w odréznieniu do VEGF-A) i dopiero
dluga ekspozycja in vivo na PIGF lub VEGF-B pro-
muje angiogeneze wlaczajac w to nie do kornca wyja-
$niong ich role posrednig w stymulowaniu czynnika
VEGF-A. Czynniki VEGF C i D formuja podrodzi-
ne czynnikéw VEGE odpowiedzialng za wtasciwo-
$ci limfoangiogenne, natomiast VEGF E i E bedace
homologami wirusowymi i/lub jadu Zmiji sg stosun-
kowo najmniej scharakteryzowane, jednak réwniez
wykazuja silne wtasciwosci pro-angiogenne. W bada-
niach przedklinicznych z zastosowaniem tylko jedne-
go czynnika pro-angiogennego (VEGF) wykazano, ze

efekty jego wprowadzenia (badZ jako genu lub pro-
duktu bialkowego) sa silnie zalezne od st¢zenia lo-
kalnego; stosunkowo niskie stezenia odpowiedzialne
s3 za homeostaze naczyn krwiono$nych, przetrwanie
komérek srédbtonka, produkcje NO i prostacyklin,
co objawia si¢ dzialaniem naczynio-rozszerzajacym,
antykrzepliwym i supresorowym wobec prolifera-
cji migsniowki gladkiej (naczynia), za$ stosunko-
wo wysokie jego stezenia sg odpowiedzialne wobec
efeltu angio- i waskulogennego. Wnioski wynikajace
z ponad dekady trwajacych préb przedklinicznych,
sa miedzy innymi takie, ze nadekspresja sekwen-
cji genowych izoform VEGF A, C i D wywotywata
dzialanie prewencyjne wobec restenoz objawiajacych
si¢ po zaindukowanym urazie naczyniowym (mysz,
szczur, krolik), jednak nie zaobserwowano pozytyw-
nego efektu na sama (uformowang juz) restenoze, co
sugerowalo, ze najlepszym celem dla terapii genowej
z uzyciem VEGF wydaja si¢ by¢ stany niedokrwien-
ne zardbwno w migsniu sercowym jak i na obwodzie
(np. koniczyny dolne). W badaniach z uzyciem zwie-
rzat doswiadczalnych odrzucono tez pierwotne hipo-
tezy, ze przejSciowa a nawet dlugotrwala nadekspre-
sja. VEGF moze powodowac progresje miazdzycy
naczyn (zaréowno u myszy jak i cztowieka), jaldol-
wiek nie mozna tego wykluczy¢ przy diugo utrzy-
mujacych sie wysokich stezeniach VEGE zwlaszcza
za§ w tolku przemiany blaszki miazdzycowej. Na

rok 2007 (projekt naukowy Naukowej Fundacji
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Tabela 3. Biezace problemy préb Klinicznych w zakresie terapeutycznej angiogenezy z zastosowaniem czynnika VEGE

Problem

Przyczyna

Potencjalne rozwiazanie

Brak wyraznej klinicznej poprawy

w randomizowanych prébach klinicznych
z uzyciem placebo stosujac nadekspresje
genu lub rekombinowane biatko VEGF

w grupie pacjentow ‘no-option’

go biatka VEGF

genowej

Trudna populacja pacjentéw

Brak przekonujacego udokumentowania
zwigkszonej perfuzji tkankowej (2-6
mies. po interwencji) w klinicznych
proébach z uzyciem VEGE, pomimo
przekonujacych dowodéw uzyskiwanych
w probach przedklinicznych z uzyciem
zwierzat do$wiadczalnych

nowego

Obrzek tkankowy zwigzany z proba
efektywnej angiogenezy o znaczeniu
klinicznym

Szybki potokres rozpadu rekombinowane-

Niska efektywno$¢ transferu genowego
Zbyt niska dawka (ekspresja) sekwencji

Zbyt niska efektywno$¢ transferu ge-

Regresja niedojrzatych naczyn
w przedziale 2 tygodni po procedurze
przejsciowej transfekcji genu

Czynnik VEGF sam w sobie powoduje
zwigkszong przepuszczalnosé naczyn
Zwiekszona perfuzja, ci$nienie kapilarne
i proliferacja komoérek w $cianie naczyn
powoduje przeciek biatek

Optymalizacja wektora i sposobu poda-
nia.

Interwencja z uzyciem wiekszych
objetosci dawki transgenu i wielokrotnych
podan.

Uzycie VEGF jako czynnika dodatkowego
w terapii skojarzonej z innymi proce-
durami.

Pomiar perfuzji w 5-6 dni po podaniu
wektora z sekwencjg dla udowodnie-

nia koncepcji o zwiekszonej obecnosci
produktu genowego.

Uzycie innych wektoréw o lepszej
efektywnosci zapewniajacej nadekspresje
transgenu.

Dalsza optymalizacja wektorow

z wlgczeniem mozliwosci regulacji
ekspresji transgenu.

Wprowadzenie kombinacji kilku czyn-
nikéw pro-angiogennych.
Wprowadzenie opcji dlugotrwalej
nadekspresji genu.

Polpharmy wykonywano w latach 2005-2008) zano-
towano okoto 10 préb klinicznych z uzyciem VEGF
(préby Kkliniczne fazy II/III) dla wywolania terapeu-
tycznej angiogenezy w chorobie wieficowej czy tez
naczyn obwodowych naczyn tetniczych, PAD — pe-
ripheral artery disease. W przeciwienstwie do badan
nierandomizowanych, w ktérych zaobserwowano
silny efekt placebo, w znalkomitej wigkszosci badan
randomizowanych w obu jednostkach chorobowych
nie zanotowano statystycznie istotnych réznic w po-
prawie klinicznego stanu pacjentéw w grupie pod-
danej terapii wobec grupy kontrolnej [27]. Jedynym
efelctem prob terapii z zastosowaniem VEGE wydaje
si¢ by¢ zatem na dzien dzisiejszy brak wyraznych
efelktéw ubocznych (poza miejscowym, przejscio-
wym obrzgkiem w miejscu podania VEGF). Nie
ma wystarczajaco udokumentowanych raportow
w aspekcie indukeji powstawania guza nowotwo-
rowego, neowaskularyzcji w innych narzadach nie
poddanych terapii (teoria przecieku) czy tez naczy-
niowych deformacji i/lub zwigkszonej miazdzycy czy
niestabilnosci blaszki miazdzycowej. Najwazniejsze
kontrowersje dotyczace préb klinicznych z wywota-
niem terapeutycznej angiogenezy z uzyciem VEGF
zebrano w Tabeli 3.

Strategie z uzyciem komoérek macierzystych

dla regeneracji mig¢$nia sercowego w modelu
pozawalowym, ze szczegbélnym uwzglednieniem
komorek pochodzenia miogennego

Dotychczas ukazalo si¢ kilka zaledwie meta-analiz do-
tyczacych kilkudziesieciu jak dotad przeprowadzonych

prob klinicznych w migsniu sercowym z najbardziej
popularnymi populacjami komérek macierzystych, tj.
gléwnie z komoérkami o potencjale progenitorowym
(ukierunkowanym) lub co najwyzej mulitpotencjalnym
(komorki mezenchymalne), a takze unipotencjalnym
(mioblasty, macierzyste komérki pochodzenia miogen-
nego) [28]. Z grubsza przyczyny kliniczne wprowadza-
nia komoérek macierzystych (najczgsciej pochodzacych
ze szpiku kostnego oraz miogennych) mozna podzieli¢
na: a) przeprowadzane w zawatach ostrych, b) w prze-
wleklym niedokrwieniu miokardium, c) w zastoinowej
niewydolnosci serca. W podsumowaniu nalezy stwier-
dzi¢, ze w stanach kardiomiopatii niedokrwiennej (obej-
muje zaréwno interwencje z mieszaninami jednojadrza-
stych komoérek szpiku, mezenchymalnymi komérkami
szpikowymi czy tez separowanymi komoérkami CD
133) obserwuje si¢ przejsciowa poprawe parametrow
hemodynamicznych serca (ocenianych wobec frakeji
wyrzutowej serca, czy tez objetosci koficowo-systolicz-
nej lub konicowo diastolicznej), przy czym poprawa wy-
stepuje po ok. 3-6 mies. od momentu podania komo-
rek i zanika w okoto 18 miesigcy od momentu podania.
Obserwowano takze poprawienie regionalnej i callcowi-
tej perfuzji miesnia sercowego, co zwlaszcza przyjeto za
wskaznik pro-angiogennego dzialania (na drodze auto-
i/lub parakrynowej) niektérych subpopulacji komérek
szpikowych (zaréwno z linii hematopoetycznych jal
i pro-srodbtonkowych wg biomarkeréw wskazanych
w Tabeli 2). Srednie uzyskane z tych interwencji wy-
nosza ok. 3-5% w odniesieniu do poprawy frakeji wy-
rzutowej (EF), a wigc nie r6znig si¢ dramatycznie od
efektywnosci stosowania np. popularnych beta blo-
keréw. W aspekcie podawania komoérek pochodzenia
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miogennego (mioblasty) wykazano po ponad 20 pro-
bach Idinicznych [29], brak istotnoéci statystycznej we
wszczepianiu tych komorek przy okazji pomostowania
aortalno-wiencowego, natomiast w wiekszosci stosowa-
nych podan przezskérmych (jakkolwiek nie randomi-
zowanych) wykazano niekiedy spektakularne poprawy
frakeji wyrzutowej serca (EF >10%). Mioblasty nie sa
z reguly wszczepiane w zawalach ostrych, a jedynie
odlegtych, a poprawa frakcji wyrzutowej serca réwniez
wystepuje dopiero po ok. 3 mies. od podania komo-
rel i nie trwa zwykle dluzej niz 2 lata. O ile komérki
pochodzenia szpikowego majg potencjalnie niezwykla
zdolnos¢ wymigrowywania z miokardium (najczesciej
podaje si¢ je kateterami do naczynia wieficowego za-
opatrujacego region zawalu), o tyle mioblasty musza
by¢ podawane intramiokardialnie (system NOGA),
co skutkuje to znamiennie wickszym potencjatem do
retencji w obrebie miokardium. Posrednie wnioski su-
geruja zatem zanik poprawy indukowanej macierzy-
stymi komorkami szpikowymi poprzez zanik efektu
auto/parakrynowego, za$§ w przypadku mioblastow ich
malg zdolnoscia przezycia w warunkach patogennych
(okolice blizny pozawalowej), niskim potencjalem pa-
rakrynowym oraz bardzo ograniczonym (jesli w ogéle)
potencjalem pro-angiogennym. Mozna, zatem wnosi¢
o zaniku przezywalnosci mioblastow w trakcie ich prze-
bywania na terenie miokardium, co wiaze si¢ ze stop-
niowym zanikiem poprawy w obserwowanych parame-
trach klinicznych. W tym aspekcie, ze wzgledu na bral
dowodéw u czlowieka dla procesu transdyferencjacji
komoérek macierzystych (zaréwno szpikowych jak i po-
chodzenia miogennego) powstala idea wprowadzania
modyfikacji genetycznych stosowanych komoérek ma-
cierzystych (co zrealizowano w obrebie proponowane-
go grantu Naukowej Fundacji Polpharmy), zwlaszcza
w aspekcie poprawienia potencjatu pro-angiogennego
mioblastéw ludzkich i przez to zwigkszenia mozliwosci
ich adaptacji w narzadzie docelowym.

ProjexT NAUKOWE] FUNDAC)T POLPHARMY

— ,,MoOZLIWOSCI LECZENIA POZAWAEOWE]
NIEWYDOLNOSCI KRAZENIA PRZY POMOCY
KOMOREK MACIERZYSTYCH GENETYCZNIE
MODYFIKOWANYCH — PROBY PRZEDKLINICZNE”

Projekt zawart w sobie wszystkie najnowoczesniej-
sze trendy zmierzajace do aplikacji procedur me-
dycznych z uzyciem leku biologicznego (komorki
macierzyste) i obejmowat lata 2005-2008. W po-
czatkach realizacji projektu bylo oczywistym, Ze ani
terapia genowa z uzyciem jednego tylko z czynni-
kéw pro-angiogenezy, ani wektory dotychczas zasto-
sowane, ani terapia z uzyciem natywnych komoérelk
macierzystych (w tym mioblastow) nie jest w stanie
odpowiedzie¢ na wyzwanie srodowiska patogennego
narzadu. Nie podlegajace transdyferencjacji ludzkie
komoérki macierzyste, pomimo szerokiego wachlarza

kandydatow ze strony komoérek multipotencjalnych
lub ukierunkowanych progenitoréw wyraznie nie za-
chowywaly stabilnosci ekspresji wyjsciowego profilu
genetycznego, co ujawniono przy pomocy techniki
mikromacierzy. Fakt ten musial zaklada¢ podjecie
w najblizszej przyszlosci modyfikacji genetycznych
komérek. W' obliczu narzadéw stabo ulawionych
(rejon serca pozawalowego) nie budzilo najmniej-
szych watpliwosci, ze implantowane komoérki ma-
cierzyste winny by¢ obdarzone wysoka ekspresja
czynnikéw pro-angiogennych (i/lub cytoprotekeyj-
nych) dla zapobiezenia ich szybkiego ubytku na
drodze intensywnej apoptozy towarzyszacej pierw-
szej fazie implantacji i/lub potencjalu do namnaza-
nia si¢ w warunkach in situ, w narzadzie biorczym.
W tym okresie zaczely ukazywac sie pierwsze prace
z uzyciem wektoréw bicistronowych, uwzgledniaja-
cych pod jednym promotorem ekspresji, co najmniej
dwoch czynnikéw pro-angiogennych, ktére dostar-
czaly nie tylko impulsu do tworzenia naczyn (jak
VEGF), ale takze ich p6Zniejszej stabilizacji. W wek-
torach tych uzywano sekwencji VEGF i angiopoety-
ny-1 lub VEGF i bFGE Wydawalo si¢ bezspornym,
przy poréwnaniu dziatania obu tych czynnikéw
rozdzielnie, ze dzialaja one oba w warunkach chro-
nicznego niedotlenienia narzadu, jednak ich syner-
gistyczny wspdlny efekt przekraczal wptyw kazdego
z nich oddzielnie [30]. Dlatego tez w przedstawio-
nym do Fundacji projekcie zalozono: a) modyfikacje
genetyczng dotad uzywanych ‘natywnych’ komoérelk
macierzystych (mioblastéw), b) wprowadzenie wek-
tora bicistronowego, zawierajacego sekwencje VEGF
i FGF-4 o prawdopodobnym efekcie synergistycznym
na angiogeneze [31], ¢) jednocze$nie potraktowano
mioblasty jako potencjalne wektory wprowadzajace
czynniki pro-angiogenne do narzadu docelowego
(serca pozawalowego). Aby badanie to postuzylo do
formuly badan przedklinicznych, zastosowano dwa
uktady komorkowe — a) ustalonych linii mioblastow
mysich genetycznie modyfikowanych, b) pilotowe
wprowadzenie genetycznie modyfikowanych mio-
blastow do serca po zawale (indukowanym doswiad-
czalnie) w zwierzetach immunokompromisowanych.
Jednoczesnie przygotowano caty cykl modelowy (dla
prob przedidinicznych) od operacji mikrochirurgicz-
nych na myszach SCID poczawszy na interwencjach
komoérkowych i prébach ich oceny w echokardiogra-
fii serca myszy, rezonansie magnetycznym oraz pla-
nimetrii, skoﬁczywszy.

OCENA WYNIKOW BADANIA W PROJEKCIE
Naukowg) Funpacyr Porepaarmy 111/11/2004

W omawianym projekcie Naukowej Fundacji
Polpharmy wykonano szereg dziatan znacznie prze-
kraczajacych zaréwno merytorycznie jak i finan-
sowo oryginalne zadania badawcze, postulowane
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w powyzej wymienionym Projekcie [32]. Przede
wszystkim zoptymalizowano warunki dla dokony-
wania transfelcji, wektorem bicistronowym (kon-
strukcja pTRUF uzyczona dla celéw projektu przez
prof. J. Dulaka i A. Jézkowicz z Instytutu Biotech-
nologii U] w Krakowie). Pozostate geny (NOS3
i cytoprotekcyjne) wklonowano do plazmidu pCi-
Neo (Promega), zapewniajacego ekspresje w ko-
morkach eukariotycznych. Wykorzystano plazmid
zawierajacy bialko GFP (pEGFP-C1) dla optyma-
lizacji warunkow transfekcji. Konstrukcje wprowa-
dzano do mioblastéw mysich (a nastgpnie zawiesin
komérek ludzkich, w elssperymentach pilotujacych)
z zastosowaniem lipofekcji. Wydajnos¢ oceniano
przy uzyciu cytometru przeptywowego, oceniajac
odsetek komérek wykazujacych obecno$¢ biatka
GFP. Testowano czynniki (FugeneHD-Roche, Pri-
meFect-LONZA, Nanofectamina-PAA, Turbofect-
Fermentas) wykazujac zréznicowana efektywnosé
transfekcji od 0-35%. W zaleznosci od stosunku
DNA/odczynnik Fugene, uzyskano w transfekcji
przejéciowej (mierzona po 48 godzinach) odsetek
ok. 60% pozytywnych komérek (dotyczylo to réw-
niez wektora bicistronowego). Stosujac testy oce-
niajgce intensywnos¢ proliferacji komoérkowej przy
pomocy inkorporacji BrdU w populacjach komérek
po transfekcji stwierdzono zwigkszong jej efektyw-
noé¢ wobec komoérek nietransfekowanych, jednal
bez uzyskania znamiennosci statystycznej. Za to
w tedcie oceniajacym szybkos¢ proliferacji (S+G2.
S+G0/G1+G2) mioblastow mysich przy pomo-
cy fluorymetru przeptywowego (test NIM-DAPI)
stwierdzono znamiennie wyzsze tempo proliferacji
zaréwno w przypadku komoérek transfekowanych
przejsciowo jak i stabilnie, w stosunku do komoérek
z populacji kontrolnych (zwlaszcza w przypadku
komorek transfekowanych plazmidem bicistrono-
wym pTRUF-22-FGF-ires-VEGF). Wykonano oce-
n¢ wplywu transfekcji na funkcjonalny test pro-an-
giogenny (z uzyciem proliferacji komérek HUVEC
oraz ‘paczkowania’ kapilar). W wyniku testu pro-
liferacji komérek HUVEC zaobserwowano wzrost
proliferacji komorek $rédbtonka, wskutek oddzia-
tywania medium kondycjonowanego znad komoérek
transfekowanych wobec standardowego medium
dla mioblastéow mysich, jednak nie ponad poziom
obserwowany dla optymalnego medium uzywane-
go dla proliferacji komérek HUVEC. Wydaje sie,
zatem, ze wydzielane czynniki stymulujace proli-
feracje komorek HUVEC osiagnety stan wysycenia
wobec parametréw ocenianych w tym wlagnie tescie
dla obu typéw poréwnywanych mediéw. Natomiast
kondycjonowane medium (uzyskane po trans-
fekeji przejsciowej czynnikami pro-angiogennymi
w spos6b znamienny zwiekszato produkcije kapilar
w agregatach komérek HUVEC w poréwnaniu ze
wszystkimi innymi populacjami komoérek (takze

transfekowanymi biatkiem eGFP). Podobnej zna-
miennodci statystycznej nie uzyskano w przypad-
ku mioblastéow mysich transfekowanych stabilnie.
Sprawdzano ekspresje genéw procesu miogenezy
(zwlaszcza uczestniczacych w niej czynnikow trans-
krypcyjnych) i stwierdzono, ze zaréwno przejsciowa
jal stabilna transfekcja mioblastéw mysich nie od-
dziatywaly na ekspresje genow wezesnej fazy mioge-
nezy (Myf5, MyoD, Mef2), natomiast transfekcja
przejsciowa czynnikami pro-angiogennymi obni-
zala ekspresje niektérych genéw péznych stadiow
miogenezy (np. gen Myf6). W przypadku obserwo-
wanych zjawisk apoptozy/nekrozy mioblastéw my-
sich stwierdzono podwyzszone poziomy apoptozy
(jednak nie statystycznie znamienne) po transfek-
cji przejsciowej i brak réznic w poziomach nekro-
zy poréownywanych populacji mioblastéw (transfe-
kowane vs nietransfekowane). W odniesieniu do
transfekeji stabilnych nie zidentyfikowano w ogéle
apoptozy w populacjach transfekowanych czynni-
kami pro-angiogennymi komérek, natomiast w sy-
tuacji zaindukowanego stresu oksydacyjnego wobec
mioblastéw, w zadnym z badanych wariantéw nie
zaobserwowano réznic statystycznie znamiennych
w poziomie apoptozy/nekrozy, jakkolwiek poziomy
apopotozy/nekrozy w warunkach standardowych
réznily si¢ statystycznie znamiennie wobec tych
w warunkach stresu zaindukowanego (przy braku
istotnych réznic w zywotnosci ocenianych komo-
rek, w kazdym z badanych wariantow).

W projekcie Naukowej Fundacji Polpharmy wypra-
cowano model dla oceny przedklinicznej modyfi-
kowanych genetycznie mioblastéw. W tym celu
wystandaryzowano warunki zaindukowania zawa-
tu serca w myszach szczepéw immunokompromiso-
wanych (SCID oraz NOD/SCID), umozliwiajac to-
lerogennos¢ tych zwierzat wobec wszelkich innych
wszczepianych mioblastéw, zaréwno pochodzenia
od innych gryzoni (mysz, szczur), jak i czlowieka.
Zawal indukowano poprzez podwiazanie tetni-
cy wiencowej wstepujacej. Operacje odbywaly si¢
w warunkach myszy zaintubowanej (z uzyciem spe-
cjalistycznych respiratoréw mysich) i znieczulenia
wziewnego (system parowniczek ze znieczulajacym
$rodkiem wziewnym z domieszka tlenu). Nastep-
nie prowadzono interwencje z komodrkami (gene-
tycznie modyfikowanymi lub nie) — jednoczasowo
z wywolaniem zawalu ostrego, jak i w przypadkach
zawalu p6Znego (po miesigcu od zaindukowanego
zawatu). Model zawalu péznego byl szczegélnie
starannie testowany dla modyfikacji mioblastow
posrednimi czynnikami pro-angiogennymi (eNOS)
i genami cytoprotekcyjnymi, natomiast model za-
walu $wiezego wykorzystywany byl gtéwnie dla
czynnikéw pro-angiogennych VEGF/FGF-4. Popra-
we lub jej brak w parametrach hemodynamicznych/
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funkcjonalnych serca oceniano przy pomocy a)
echokardiografu mysiego z sonda 100 MHz, b)
rezonansu magnetycznego we wspolpracy z In-
stytutem Fizyki Jadrowej PAN w Krakowie oraz
¢) planimetrii z celowanym barwieniem na proces
wiéknienia miokardium w okolicy pozawalowej.
Udokumentowano r6znice istotne statystycznie,
zwlaszcza po interwencjach komoérkowych mio-
blastami mysimi do okolicy pozawalowej (w zawa-
le p6Znym) modyfikowanymi genami NOS3 oraz
sekwencjami cytoprotekcyjnymi, objawiajacymi
si¢ poprzez zwigkszenie frakcji wyrzutowej serca
(echokardiograf, rezonans magnetyczny) w po-
réwnaniu z komoérkami niemodyfikowanymi gene-
tycznie lub w poréwnaniu do operacji typu ‘sham’.
Obecnos¢ komoérek wprowadzanych do okolicy
pozawalowej dokumentowana byla poprzez zna-
kowanie implantowanych komoérek tlenkami zelaza
(preparat Endorem), ujawnianych w nastgpstwie
odczynu histochemicznego na skrawkach histolo-
gicznych. W tych przypadkach obserwowano tez
obnizony poziom wiéknienia w migéniu sercowym
(planimetria). Reasumujac, w omawianym projek-
cie dokonano zaréwno dokumentacji in vitro jak
i oceny funkcjonalnej in situ korzystnego wptywu
genetycznych modyfikacji mioblastéw na regene-
racje pozawalowego migsnia sercowego u myszy,
opracowujac uktad modelowy dla przeprowadza-
nia badan przedklinicznych z uzyciem mioblastow
ludzkich oraz dalszych modyfikacji genetycznych
z pdézniejszym celem klinicznym.

IKKONTYNUACJA BADAN

Badania przeprowadzone w obrebie projektu
Naukowej Fundacji Polpharmy I111/11/2004 staly
si¢ podwaling dla bardzo silnego nurtu badawcze-
go, obecnie rozwijanego w obrebie Zakladu Biologii
Rozrodu i Komoérek Macierzystych Instytutu Gene-
tyki Cztowieka PAN w dwoch gléwnych aspektach,
a) stanowia kanwe dla badan nad modyfikacjami
genetycznymi mioblastéow ludzkich (komoérko-
wych zawiesin pierwotnych), zaréwno w aspekcie
badan in vitro jak i testéw funkcjonalnych in situ,
b) zaprowadzony model testéw funkcjonalnych na
pozawalowym migéniu sercowym myszy stal si¢

Pismiennictwo:

podstawa obecnie prowadzonej oceny przedklinicz-
nej. Mozna $miato powiedzie¢, ze ZBRiKM stal si¢
jednym z nielicznych w Polsce o$rodkéw tego typu,
ktéry szeroko wspdtpracuje w zakresie badan tera-
pii genowej z wlaczeniem komoérek macierzystych.
Obecnie wspélpraca ta jest kontynuowana zaréwno
w kierunku choréb degeneracyjnych osrodkowego
uktadu nerwowego (z Instytutem Chemii Bioor-
ganicznej PAN) oraz z macierzystymi komoérkami
nowotworowymi (z Uniwersytetem Medycznym
w Poznaniu), w aspekcie zaréwno badan przed-
klinicznych oraz pdzniejszych prob klinicznych.
Obecnie wypracowany model serca pozawalowego
bedzie stuzyl do oceny efektywnosci reprogramowa-
nia komoérek ludzkich, do uzyskania ich ograniczo-
nej multipotentnosci (plastycznosci), a co najwaz-
niejsze kontynuowane sg intensywnie modyfikacje
genetyczne mioblastéw dla polepszenia kontaktu
elektrofizjologicznego pomigdzy wszczepianymi ko-
moérkami macierzystymi a kardimiocytami narzadu
biorczego. Uzyskano zadowalajacg ekspresje i two-
rzenie polaczen szczelinowych w mioblastach mo-
dyfikowanych genetycznie, przez co zdecydowano
si¢ na pierwsze w §wiecie proby kliniczne z uzyciem
genetycznie modyfikowanych mioblastéw ludzkich
(genem koneksyny 43) we wspdtpracy z Instytutem
Kardiologii w Warszawie oraz Klinika Kardiologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Préby te
rozpoczna si¢ w roku 2011. Jednoczesnie, zaklada-
jac wymiang wektoréw w przypadku podejmowa-
nych préb z uzyciem czynnikéw pro-angiogennych,
kontynuowane sg badania dla polepszenia warun-
kéw macierzystych komorek implantowanych do
pozawatowego miokardium w aspekcie polepszenia
perfuzji okolicy pozawalowej, a tym samym stopnia
przezycia i funkcji implantowanych komérek. Pro-
jekt Polpharmy, realizowany w latach 2005-2008
stal sie¢ niezwykle istotnym dla calego cyklu prac
i projektéw badawczych, a zwlaszcza obecnie reali-
zowanego Projektu Rozwojowego, bedacego w pro-
stej linii kontynuacja wczesniej podjetych badan
w zakresie immunobiologii komérek macierzystych
pochodzenia miogennego i ich praktycznego stoso-
wania we wspo6lczesnej medycynie.

1. Zielonka TM: Angiogeneza — Cz¢$¢ 1. Mechanizm powsta-
wania nowych naczyin krwiono$nych. Alerg Astma Im-
mun, 2003; 8: 169-74

2. Pandya NM, Dhalla NS, Santani DD: Angiogenesis —
a new target for future therapy. Vascul Pharmacol, 2006;
44(5): 265-74

3. David Dong ZM, Aplin AC, Nicosia RF: Regulation of
angiogenesis by macrophages, dendritic cells, and circu-
lating myelomonocytic cells. Curr Pharm Des, 2009; 15:
365-79

4. Watt SM, Athanassopoulos A, Harris AL i wsp.: Human
endothelial stem/progenitor cells, angiogenic factors and
vascular repair. ] R Soc Interface, 2010; 7(Suppl.6):
S731-51

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2011 | 1(1) | 67-74

73



Kurpisz M - Badania przedkliniczne i préby kliniczne z zastosowaniem czynnikéw pro-angiogennych...

5. Asahara T, Murohara T, Sullivan A i wsp.: Isolation of pu-
tative progenitor endothelial cells for angiogenesis. Scien-
ce, 1997; 275: 964-67

6. Shi Q, Rafii S, Wu MH i wsp.: Evidence for circulating
bone marrow-derived endothelial cells. Blood, 1998;
92(2): 362-67

7. Kalka C, Masuda H, Takahashi T i wsp.: Transplantation
of ex vivo expanded endothelial progenitor cells for thera-
peutic neovascularization. Proc Natl Acad Sci USA, 2000;
97:3422-27

8. Takahashi T, Kalka C, Masuda H i wsp.: Transplantation
of ex vivo expanded endothelial progenitor cells for thera-
peutic neovascularization. Nat Med., 1999; 5: 434-38

9. Peichev M, Naiyer AJ, Pereira D i wsp.: Expression of
VEGFR-2 and ACI33 by circulating human CD34(+)
cells identifies a population of functional endothelial pre-
cursors. Blood, 2000; 95: 952-58

10.Hill JM, Zalos G, Halcox JP i wsp.: Circulating endothe-
lial progenitor cells, vascular function, and cardiovascular

risk. N Engl ] Med., 2003; 348: 593-600

11.Smadja DM, Bieche I, Silvestre JS i wsp.: Bone morpho-
genetic proteins 2 and 4 are selectively expressed by late
outgrowth endothelial progenitor cells and promote neo-
angiogenesis. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2008; 28:
2137-43

12.Fox A, Smythe ], Fisher N i wsp.: Mobilization of endo-
thelial progenitor cells into the circulation in burned pa-
tients. Br J Surg, 2008b; 95: 244-51

13.Smythe ], Fox A, Fisher N i wsp.: Measuring angiogenic
cytokines, circulating endothelial cells, and endothelial
progenitor cells in peripheral blood and cord blood: VEGF
and CXCLI2 correlate with the number of circulating en-
dothelial progenitor cells in peripheral blood. Tissue Eng
Part C Methods, 2008; 14: 59-67

14.Estes ML, Mund JA, Ingram DA i wsp.: Case J. Identifi-
cation of endothelial cells and progenitor cell subsets in
human peripheral blood. Curr Protoc Cytom, 2010; 52:
9.33.1-11

15.Mancuso P, Bertolini F: Circulating endothelial cells as
biomarkers in clinical oncology. Microvasc Res, 2010; 79:
224-28

16. Erdbruegger U, Dhaygude A, Haubitz M i wsp.: Circula-
ting endothelial cells: markers and mediators of vascular
damage. Curr Stem Cell Res Ther, 2010; 5: 294-302

17.Rowand JL, Martin G, Doyle GV i wsp.: Endothelial cells
in peripheral blood of healthy subjects and patients with
metastatic carcinomas. Cytometry A, 2007; 71: 105-13

18. Strijbos MH, Gratama JW, Kraan ] i wsp.: Circulating en-
dothelial cells in oncology: pitfalls and promises. Br ] Can-
cer, 2008; 98: 1731-35

19. Strijbos MH, Verhoef C, Gratama JW i wsp.: On the origin
of (CD105+) circulating endothelial cells. Thromb Ha-
emost, 2009; 102: 347-51

20.Case ], Mead LE, Bessler WK i wsp.: Human CD34+A-
CI133+VEGFR-2+ cells are not endothelial progenitor
cells but distinct, primitive hematopoietic progenitors.
Exp Hematol, 2007; 35: 1109-18

21.Ingram DA, Mead LE, Tanaka H i wsp.: Identification of
a novel hierarchy of endothelial progenitor cells using hu-
man peripheral and umbilical cord blood. Blood, 2004;
104: 2752-60

22.Melero-Martin JM, Bischoff J: Chapter 13. An in vivo
experimental model for postnatal vasculogenesis. Me-
thods Enzymol, 2008; 445: 303-29

23.Reinisch A, Hofmann NA, Obenauf AC i wsp.: Humani-
zed large-scale expanded endothelial colony-forming cells
function in vitro and in vivo. Blood, 2009; 113: 6716-25

24. Timmermans E Van Hauwermeiren E De Smedt M i wsp.:
Endothelial outgrowth cells are not derived from CD133+
cells or CD45+ hematopoietic precursors. Arterioscler
Thromb Vasc Biol, 2007; 27: 1572-79

25.Zhang Y, Fisher N, Newey SE i wsp.: The impact of pro-
liferative potential of umbilical cord-derived endothelial
progenitor cells and hypoxia on vascular tubule formation
in vitro. Stem Cells Dev, 2009; 18: 359-75

26.Yla-Herttuala S, Rissanen TT, Vajanto I i wsp.: Vascular
endothelial growth factors: biology and current status of
clinical applications in cardiovascular medicine. ] Am Coll
Cardiol, 2007; 49: 1015-26

27.Cao Y: Therapeutic angiogenesis for ischemic disorders:
what is missing for clinical benefits? Discov Med., 2010;
9: 179-84

28.Kurpisz M: Préby przedkliniczne i kliniczne zastosowania
komoérek macierzystych do regeneracji mig$nia sercowego.

Postepy Biol Komérki, 2010; 37: 209-23

29.Seidel M, Borczynska A, Rozwadowska N, Kurpisz M:
Cell-based therapy for heart failure: skeletal myoblasts.
Cell Transplant, 2009; 18(7): 695-707. Publikacja powsta-
la w wyniku realizacji grantu Naukowej Fundacji Polpharmy

30.Hughes GC, Biswas SS, Yin B i wsp.: Therapeutic angioge-
nesis in chronically ischemic porcine myocardium: com-
parative effects of bFGF and VEGE Ann Thorac Surg,
2004; 77: 812-18

31.Malecki M, Kolsut P, Proczka R: Angiogenic and antian-
giogenic gene therapy. Gene Ther, 2005; 12: S159-69

32.Bialas M, Krupka M, Janeczek A i wsp.: Transient and sta-
ble transfections of mouse myoblasts with genes coding
for pro-angiogenic factors. ] Physiol Pharmacol, 2010
[Epub ahead of print]. Publikacja powstata w wyniku realiza-
¢ji grantu Naukowej Fundacji Polpharmy

74

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2011 | 1(1) | 67-74



