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Streszczenie

Od kilku lat coraz więcej uwagi poświęca się roli zewnątrzkomórkowych nu-
kleotydów i aktywowanych przez nie receptorów purynergicznych P2 w regula-
cji funkcji komórek śródbłonka naczyniowego. Celem projektu finansowanego 
przez Naukową Fundację Polpharmy było zbadanie roli receptorów purynergicz-
nych P2 w migracji komórek śródbłonka. Wyniki badań zostały opublikowa-
ne w 2005 roku w czasopiśmie Thrombosis and Haemostasis (93(4): 735–42). 
Była to pierwsza ilustracja roli, jaką w komórkach śródbłonka pełnią nukle-
otydy, które aktywując szlaki przekazywania sygnału prowadzą do przebudowy 
cytoszkieletu, aktywacji integryn, adhezji i nasilenia ruchliwości komórek. Są 
to odpowiedzi komórkowe warunkujące angiogenezę. Receptorami indukujący-
mi te zjawiska są prawdopodobnie receptory P2Y2 i P2Y4. Uzyskane wyniki 
umożliwiły uznanie śródbłonkowych receptorów P2Y za nową grupę receptorów 
uczestniczących w angiogenezie.

Słowa kluczowe: komórki śródbłonka • receptory P2Y • nukleotydy ze-
wnątrzkomórkowe • 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 In this article we present some of our published and unpublished 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.
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WSTĘP

W 1996 roku zespół naukowców z Uniwersytetu 
Harvarda zidentyfikował CD39, już wcześniej zna-
ny marker aktywacji limfocytów, jako związaną z ze-
wnętrzną błoną komórek śródbłonka ATP difosfo-
hydrolazę (ATPDazę, NTPDazę-11), najważniejszy 
naczyniowy enzym hydrolizujący zewnątrzkomór-
kowe nukleotydy. Scharakteryzowanie NTPDazy-1 
wywołało gwałtowny wzrost zainteresowania rolą, 
jaką zewnątrzkomórkowe nukleotydy pełnią w re-
gulacji funkcji komórek krwi oraz komórek ściany 
naczynia krwionośnego, w tym zwłaszcza komórek 
śródbłonka. Niektóre reakcje naczyniowe na stymu-
lację nukleotydami, np. skurcz mięśni gładkich na-
czyń krwionośnych po stymulacji ATP [1,2] czy ak-
tywacja i agregacja płytek krwi aktywowanych ADP, 
były powszechnie znane od lat, natomiast moleku-
larne mechanizmy pozostawały nieznane. Do zna-
czącego postępu w ich zrozumieniu przyczyniło się, 
oprócz zidentyfikowania  NTPDazy-1, także sklono-
wanie receptorów purynergicznych P2, scharaktery-
zowanie związanych z nimi szlaków przekazywania 
sygnału w różnych typach komórek i tkanek oraz ba-
dania na myszach pozbawionych funkcjonalnych ge-
nów kodujących receptory P2. Wyniki opublikowa-
nych w ostatnich latach prac pozwalają stwierdzić, 
że efektem aktywacji komórek śródbłonka przez 
zewnątrzkomórkowe nukleotydy jest odpowiedź ko-
mórkowa podobna do tej, jaką wywołują klasyczne 
już związki regulujące funkcje tych komórek, np. 
śródbłonkowy czynnik wzrostu (ang. vascular endo-
thelial growth factor; VEGF) i trombina [3–5].

Zewnątrzkomórkowe ATP i ADP oraz tri- i difos-
forany innych nukleozydów pojawiają się w osoczu 
w następstwie uszkodzenia tkanek i śmierci komórek, 
są także uwalniane do przestrzeni okołokomórkowej 
w wyniku działania mechanizmów nielitycznych. Do 
najważniejszych z nich zalicza się egzocytozę ziarni-
stości zawierających nukleotydy [6], aktywny trans-
port przez błonę komórkową (np. poprzez transpor-
tery kasetowe wiążące ATP) [7,8], wydzielanie przez 
semi-kanały koneksynowe i paneksynowe [9–13], 
a także przez kanały jonowe zależne od potencjału 
błonowego [14,15]. Na stężenie nukleotydów zewną-
trzkomórkowych ma także wpływ aktywność enzy-
mów znajdujących się na powierzchni komórek, hy-
drolizujących je do nukleozydów. Zalicza się do nich 
NTPDazy, syntazę ATP, kinazę difosfonukleozydową, 
kinazę adenylową i 5’- nukleotydazę (CD73) [16–19].

Nukleotydy zewnątrzkomórkowe nie przechodzą 
przez błonę komórkową, lecz przekazują sygnał za 

pośrednictwem receptorów purynergicznych P2. Są to 
specyficzne białka receptorowe, które ze względu na 
budowę i sposób przekazywania sygnału dzieli się na 
dwie grupy: P2X i P2Y. Receptory P2X są kanałami 
jonowymi dla Na+, K+ i Ca2+ i aktualnie znanych jest 
siedem ich typów: P2X1 – P2X7. Z kolei osiem dotych-
czas opisanych receptorów P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, 
P2Y6, P2Y11 - P2Y14), to receptory związane z biał-
kiem G (Gq lub Gi) [20,21]. Kolejną istotną cechą od-
różniającą te dwie grupy receptorów jest specyficzność 
ich ligandów: receptory P2X aktywowane są przez 
ATP, natomiast P2Y odpowiadają zarówno na stymu-
lację ATP i ADP czyli nukleotydów purynowych, jak 
i UTP, UDP i UDP-glukozy czyli nukleotydów pirymi-
dynowych. Ponadto, poszczególne receptory P2Y róż-
nią się między sobą powinowactwem do nukleotydów 
i tak ATP jest agonistą dla receptorów P2Y2 i P2Y11, 
UDP dla receptora P2Y6, a UDP-glukoza dla receptora 
P2Y14 [22] (Tabela 1). Wreszcie, różny jest efekt akty-
wacji receptorów P2Y w zależności od tego, czy są one 
związane z białkiem Gq czy białkiem Gi. Przyłączenie 
ligandu do receptorów P2Y związanych z białkiem Gq, 
czyli P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, prowadzi do 
aktywacji fosfolipazy C i w konsekwencji do wzrostu 
stężenia 1,4,5-trifosforanu inozytolu i uwolnienia Ca2+ 
z zasobów wewnątrzkomórkowych [23]. W przypad-
ku receptorów P2Y11 dodatkowo stwierdza się zwięk-
szenie aktywności cyklazy adenylowej i w efekcie na-
siloną syntezę cAMP. Natomiast aktywacja receptorów 
P2Y związanych z białkiem Gi, czyli P2Y12, P2Y13 
i P2Y14 hamuje cyklazę adenylową i prowadzi do 
spadku stężenia cAMP [24].

Aktywacja receptorów P2 utrzymuje się do czasu 
zhydrolizowania nukleotydów przez wspomniane 
powyżej enzymy i/lub desensytyzacji lub internali-
zacji receptora. Degradacja nukleotydów prowadzi 
nie tylko do obniżenia stężenia ligandu dla specy-
ficznego receptora P2, ale także do pojawienia się 

1.  Zgodnie z aktualnie przyjętymi zasadami nazewnictwa, poprawną nazwą ATPDazy (EC 3.6.1.5) określanej w piśmiennictwie także 
jako ekto-apyraza, ATPaza, ADPaza lub ekto-ATPDaza, jest difosfohydrolaza trifosforanów nukleozydów – 1 (NTPDaza 1).

Receptor Agonista
P2X1-P2X7 ATP

P2Y1 ADP

P2Y2 UTP, ATP

P2Y4 UTP

P2Y6 UDP

P2Y11 ATP

P2Y12 ADP

P2Y13 ADP

P2Y14 UDP-glukoza

Tabela 1. Receptory purynergiczne P2 i ich agoniści.
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nowego agonisty i możliwej aktywacji kolejnego re-
ceptora (np. ADP powstający w wyniku hydrolizy 
ATP ma powinowactwo do innych receptorów niż 
ATP). Enzymy hydrolizujące nukleotydy mogą mo-
dyfikować reakcje indukowane przez receptory P2 
nie tylko poprzez hydrolizę nukleotydów, ale tak-
że pośrednio, przyczyniając się do zmiany stężenia 
adenozyny, która jest kolejnym produktem katalizy 
ATP i ADP. Aktywacja receptorów adenozynowych 
P1 (A1, A2, A3) indukuje w komórkach szlaki prze-
kazywania sygnału prowadzące do odpowiedzi ko-
mórkowej zwykle przeciwstawnej zjawiskom indu-
kowanych pobudzeniem receptorów P2. Stymulacja 
receptorów P2 prowadzi na przykład do proliferacji 
komórek mięśni gładkich, podczas gdy adenozyna 
działająca poprzez receptory P1 hamuje ten pro-
ces [25]. Ponadto, wolne nukleozydy (np. adeno-
zyna) mogą być związane i przetransportowane do 
komórki przez wyspecjalizowane, błonowe białka 
transportowe. Ten szlak odzyskiwania puryn umoż-
liwia m.in. uzupełnienie zapasów ATP w komórce.

Złożoność układu purynergicznego wynika nie tyl-
ko z istnienia kilkunastu receptorów P2 i P1 i kilku 
enzymów metabolizujących nukleotydy. Należy pa-
miętać również o tym, że różne typy komórek cha-
rakteryzują się specyficznym dla siebie zestawem 
tych receptorów i enzymów. Dzięki temu możliwe 
jest ogromne zróżnicowanie odpowiedzi komórko-
wych wywoływanych działaniem nukleotydów.

Celem projektu finansowanego przez Naukową Fun-
dację Polpharmy było zbadanie roli receptorów pury-
nergicznych w migracji komórek śródbłonka. Bezpo-
średnią przyczyną podjęcia tych badań była ważna 
obserwacja dokonana podczas analizy fenotypu my-
szy, których komórki nie syntetyzują cd39 (cd39–/–). 
Stwierdzono wówczas silne upośledzenie powstawa-
nia nowych naczyń krwionośnych w nowotworach 
in vivo u tych zwierząt oraz nieprawidłowości w an-
giogenezie ocenianej in vitro [26]. Prawdopodobną 
przyczyną obserwowanych aberracji było zaburzenie 
przekazywania sygnału przez śródbłonkowe recep-
tory purynergiczne, co sugerowało związek między 
aktywnością ATPDazy i stężeniem zewnątrzkomórko-
wych nukleotydów we krwi a powstawaniem naczyń 
krwionośnych.

METODYKA I WYNIKI

Wszystkie doświadczenia przeprowadzone były 
na ludzkich komórkach śródbłonka izolowanych 
z żyły pępowinowej (HUVEC). Oceny zmian stę-
żenia wewnątrzkomórkowych jonów wapnia do-
konywano metodą fluorescencyjną po inkubacji 
komórek z barwnikiem fluo-3 AM. Do oceny fos-
forylacji białek przekaźnikowych oraz ekspresji 

integryn zastosowano metodę Western blot i spe-
cyficzne przeciwciała. Migrację komórek badano 
w kamerze Boydena z zastosowaniem membran 
o średnicy porów 8 µm. Cytoszkielet komórek oce-
niano w mikroskopie konfokalnym po wybarwieniu 
włókien aktynowych falloidyną. Ekspresja genów 
kodujących receptory P2 w komórkach śródbłonka 
oceniana była metodą PCR w czasie rzeczywistym 
z wykorzystaniem sond Taqman.

Ekspresja genów kodujących receptory P2 
w komórkach śródbłonka w zależności od pasażu

Przeprowadzona przez nas analiza ekspresji ge-
nów kodujących wybrane receptory purynergiczne 
(P2Y1, P2Y2 i P2Y4) w komórkach śródbłonka 
w młodych (pasaż 0) i starzejących się (pasaż 4) 
hodowlach ujawniła istotne różnice w nasileniu eks-
presji receptora P2Y4 i niewielkie zmiany ekspresji 
receptorów P2Y1 i P2Y2 (Tabela 2). W komórkach 
pasażu 4 ekspresja receptora P2Y4 była prawie pię-
ciokrotnie wyższa niż w komórkach pasażu 0. Na 
tej podstawie możemy przypuszczać, że z wiekiem 
hodowli zwiększa się wrażliwość komórek na UTP.

Zmiana stężenia wewnątrzkomórkowych jonów 
wapnia

Z informacji dostępnych w literaturze wynikało, że 
wiele typów komórek odpowiada na zewnątrzkomór-
kowe nukleotydy wzrostem stężenia wewnątrzkomór-
kowego, wolnego wapnia ([Ca2+]i). Podobne zjawisko 
zaobserwowaliśmy w komórkach śródbłonka stymu-
lowanych ATP i UTP. W celu ustalenia źródła [Ca2+]i, 
tj. określenia, czy jony wapnia uwalniane są z organelli 
wewnątrzkomórkowych czy pochodzą ze środowiska 
zewnątrzkomórkowego, komórki były poddane działa-
niu związku chelatującego wewnątrzkomórkowe jony 
wapnia BAPTA-AM lub tapsigarginy, która prowadzi 
do opróżnienia wewnątrzkomórkowych jonów wapnia 
poprzez selektywne zablokowanie pompy wapniowej 
w siateczce śródplazmatycznej lub były umieszczone 
w pożywce bez jonów wapnia, zawierającej dodatko-
wo związek chelatujący jony wapnia, EGTA.

Relatywna 
ekspresja genu 
P2Y1 (zakres)

Relatywna 
ekspresja genu 
P2Y2 (zakres)

Relatywna 
ekspresja genu 
P2Y4 (zakres)

pasaż 0 1 (0,51–1,96) 1 (0,47–2,13) 1 (0,36–2,79)

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

Tabela 2.  Relatywna ekspresja wybranych P2 receptorów 
w komórkach śródbłonka. Zakres odpowiada ekspresji 
mRNA receptorów P2Y1, P2Y2 i P2Y4 stwierdzony 
w sześciu różnych populacjach HUVEC w pasażu 0 i 4.
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W efekcie działania BAPTA-AM i tapsigarginy nie 
dochodziło do wzrostu stężenia [Ca2+]i, w komór-
kach śródbłonka stymulowanych nukleotydami ze-
wnątrzkomórkowymi (ATP, ADP i UTP), natomiast 
EGTA nie miał zasadniczego wpływu na zmiany 
stężenia [Ca2+]i indukowane przez ATP i UTP.

UDP nie prowadził do zmian w stężeniu wewnątrz-
komórkowego wapnia, a zmiany w odpowiedzi 
na ADP i 2-metyltio-ADP były znacząco słabsze 
w porównaniu do ATP i UTP. Stymulacja HUVEC 
przez a,b-metylen-ATP, agonistę receptorów P2X, 
nie prowadziła do żadnych zmian w stężeniu we-
wnątrzkomórkowych jonów wapnia, co potwierdza-
ło poprzednie wyniki wskazujące, że receptory P2X 
nie odgrywają ważnej roli w odpowiedzi wapniowej 
komórek śródbłonka.

Ta farmakologiczna analiza wskazywała na udział 
P2Y receptorów, a zwłaszcza P2Y2 i P2Y1 oraz 
prawdopodobnie P2Y4, w odpowiedzi śródbłonka 
na aktywację nukleotydami zewnątrzkomórkowymi.

Fosforylacja FAK, paksyliny i p130cas

Zmiana stężenia [Ca2+]i aktywuje różne szlaki 
przekazywania sygnału. Pod wpływem ATP i UTP 
w HUVEC dochodziło do fosforylacji kilku białek. 
Białka o masie cząsteczkowej około 68, 125 i 130 
kDa zidentyfikowaliśmy jako kinazę adhezji ogni-
skowej p125 (focal adhesion kinase, FAK), p130cas 
i paksylinę. Największa intensywność fosforylacji 
obserwowana była w ciągu 1–2 minut po stymulacji 
komórek.

Indukowana przez nukleotydy aktywacja FAK mogła 
być następstwem aktywacji integryn lub/i wzrostu 

[Ca2+]i. Preinkubacja HUVEC z BAPTA-AM i na-
stępująca po niej stymulacja komórek przez ATP 
i UTP nie prowadziła do fosforylacji FAK.

Przebudowa cytoszkieletu

Aktywacja FAK może prowadzić do zmiany kształ-
tu komórek i migracji. Pod wpływem ATP i UTP 
w HUVEC obserwowano wyraźne rozpłaszczanie 
się komórek i tworzenie włókienek naprężenio-
wych. Zmiany obserwowane w cytoszkielecie pod 
wpływem ATP i UTP były znacznie mniej wyrażo-
ne w komórkach śródbłonka, które preinkubowano 
z BAPTA-AM, co sugeruje udział jonów wapnia 
w tych zmianach.

Migracja komórek

Zarówno ATP, jak i UTP znacząco nasilały migra-
cję HUVEC. Efektu tego nie zaobserwowaliśmy po 
aktywacji komórek przez ADP, co wskazuje na to, 
że receptory P2Y1 specyficzne dla ADP nie biorą 
udziału w migracji HUVEC (w modelu chemotak-
sji). Inhibitory kinazy PI3, wortmanina i LY294002, 
znacząco ograniczały migrację w odpowiedzi na 
UTP. Te wyniki dowodzą, że aktywacja kinazy PI3 
reguluje proces migracji wywołany przez nukleotydy 
zewnątrzkomórkowe. Preinkubacja komórek z BAP-
TA-AM również znacząco zmniejszyła migrację pod 
wpływem UTP, co wskazuje na udział jonów wapnia 
w migracji.

Nasilenie ekspresji integryny av

Udział receptorów dla witronektyny (avb3) w ad-
hezji komórek do białek macierzy zewnątrzkomór-
kowej, w migracji i angiogenezie jest dobrze udo-
kumentowany. Wiadomo również, że kolokalizacja 
receptorów P2Y2 z integryną avb3 prowadzi do na-
silenia migracji komórek [27]. Z naszych obserwacji 
wynika, że stymulacja HUVEC przez UTP i ATP 
zwiększa ekspresję av nie wpływając jednocześnie na 
ekspresję integryny a5. Wyniki te sugerują istnienie 
mechanizmu wiążącego nasilenie ekspresji integryn 
z działaniem nukleotydów na migrację komórek.

DYSKUSJA

Przedstawione powyżej wyniki stanowiły pierwszą 
ilustrację roli, jaką w komórkach śródbłonka peł-
nią nukleotydy, aktywując szlaki przekazywania 
sygnału prowadzące do aktywacji integryn, przebu-
dowy cytoszkieletu, adhezji i nasilenia ruchliwości 
komórek.

W komórkach śródbłonka izolowanych z ludzkiej 
żyły pępowinowej (HUVEC) stwierdzono obecność 

Rycina 1.  Schemat szlaków przekazywania sygnału 
zainicjowanych przez nukleotydy zewnątrzkomórkowe 
w komórkach śródbłonka, prowadzący do zmian 
cytoszkieletu i migracji.
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10 typów receptorów P2: pięciu receptorów P2X 
(P2X1, P2X2, P2X4, P2X6, P2X7) oraz pięciu re-
ceptorów P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11) 
([28–30], nasze nieopublikowane dane). Jednak tyl-
ko trzy z tych receptorów, P2Y1, P2Y2 i P2Y4, wy-
stępują w znaczących ilościach w HUVEC. Z prze-
prowadzonej przez nas analizy młodych (pasaż 0) 
i starzejących się hodowli (pasaż 4) wynika, że wraz 
z pasażowaniem dochodzi do znacznego, prawie 
pięciokrotnego nasilenia ekspresji genu kodującego 
receptor P2Y4. Takie zmiany w ekspresji i aktywno-
ści P2 receptorów mogą prowadzić do modyfikacji 
wrażliwości komórek na nukleotydy i w efekcie do 
indukowania w nich odmiennych odpowiedzi ko-
mórkowych. Wyjaśnienie związku między zmiana-
mi ekspresji genów P2 w młodych i starzejących się 
hodowlach może mieć kluczowe znaczenie w zrozu-
mieniu fizjologicznych i patofizjologicznych zjawisk 
związanych ze starzeniem się organizmu. Aktywacja 
receptorów purynergicznych w wielu typach komó-
rek prowadzi do wzrostu stężenia wewnątrzkomór-
kowego, wolnego wapnia ([Ca2+]i). Jest to wczesna 
odpowiedź komórkowa, a wapń pełni w tym przy-
padku klasyczną rolę przekaźnika drugorzędowego. 
Poprzez zapoczątkowanie wielu kaskad przekazywa-
nia sygnału reguluje on szereg procesów komórko-
wych, a od oscylacji stężeń [Ca2+]i zależy także eks-
presja niektórych genów [31]. Przeprowadzone przez 
nas doświadczenia wykazały, że ATP, ADP, UTP oraz 
oporne na hydrolizę analogi nukleotydów (ATPgS 
oraz ADPbS) wywołują w komórkach HUVEC silny 
wzrost stężenia [Ca2+]i. Natomiast żadnych zmian 
w stężeniu [Ca2+]i nie wywoływała aktywacja komó-
rek przez UDP (ligand receptora P2Y6), BzATP (2’ 
i 3’-O-(4-benzoylbenzoyl)-ATP, selektywny agoni-
sta receptorów P2X7 i P2Y11) i a-b-metyleno-ATP 
(a-b-meATP, selektywny agonista receptorów P2X) 
w szerokim zakresie analizowanych przez nas stężeń 
(1–200 mM). Ta obserwacja pozwala przypuszczać, 
że w HUVEC funkcjonalne są tylko receptory P2Y1, 
P2Y2 i P2Y4. Zablokowanie indukowanego przez 
nukleotydy wzrostu stężenia [Ca2+]i obserwowaliśmy 
po zastosowaniu BAPTA – związku chelatującego we-
wnątrzkomórkowe jony wapnia, a także tapsigarginy, 
która prowadzi do opróżnienia wewnątrzkomórko-
wych jonów wapnia poprzez selektywne zablokowa-
nie pompy wapniowej w siateczce śródplazmatycz-
nej. Żadnego wpływu na odpowiedź komórkową nie 
miał EGTA – związek chelatujący zewnątrzkomór-
kowe jony wapnia. Z naszych badań wynika więc, 
że zależne od ATP, ADP i UTP zmiany w stężeniu 
[Ca2+]i są następstwem uwalniania tych jonów z za-
sobów wewnątrzkomórkowych i że spowodowane 
jest to aktywacją receptorów P2Y, a nie P2X.

Tezę o tym, że w komórkach śródbłonka recep-
tory P2X nie są funkcjonalne potwierdzają także 

doniesienia innych autorów [32]. W literaturze nie 
brak jednak doniesień przeczących temu twierdze-
niu. Dotyczą one przede wszystkim udziału recep-
torów P2X4 w odpowiedzi komórkowej na działanie 
siły ścinającej. W komórkach śródbłonka izolowa-
nych z tętnicy płucnej i poddanych działaniu takiej 
siły obserwuje się wzrost stężenia wewnątrzkomór-
kowego [Ca2+]i. Jest to efekt działania ATP uwalnia-
nego w takich warunkach z komórek do środowiska 
zewnątrzkomórkowego. Zgodnie z przewidywania-
mi, zastosowanie w takim układzie doświadczalnym 
związku chelatującego zewnątrzkomórkowy wapń 
lub apyrazy – enzymu hydrolizującego ATP i ADP, 
blokuje odpowiedź wapniową [33]. O roli receptorów 
P2X w funkcji śródbłonka świadczą też wyniki ana-
liz fenotypu myszy pozbawionych funkcjonalnych 
genów kodujących receptory p2x1 i p2x4 [34–36].

Jednym z receptorów P2X, którego obecność stwier-
dza się w komórkach śródbłonka jest P2X7 [37,38]. 
Nasze badania potwierdziły jego ekspresję na pozio-
mie mRNA [39] i białka (dane nieopublikowane). 
Ujawniliśmy jego obecność nie tylko w błonie ko-
mórkowej, ale także w błonie jądrowej. W literatu-
rze opisywano już wcześniej ekspresję P2X7 w bło-
nie jądrowej neuronów, komórek mięśni gładkich 
i komórek nabłonkowych narządów jamy brzusznej 
świnki morskiej [40,41]. Dotychczas nie wiadomo 
jednak, jaką funkcję pełnią znajdujące się tam re-
ceptory. Można jedynie przypuszczać, że otwarcie 
kanałów jonowych w błonie jądrowej spowodowane 
aktywacją receptorów P2X7 prowadzi do zwiększe-
nia stężenia [Ca2+]i w jądrze komórkowym i w ten 
sposób wpływa na zachodzące tam procesy. Nie 
wiadomo jednak, dlaczego aktywacja komórek śród-
błonka BzATP – swoistym, syntetycznym agonistą 
receptorów P2X7, a także zastosowanie agonistów 
pozostałych śródbłonkowych receptorów P2X nie 
wywołuje ich aktywacji i odpowiedzi wapniowej. 
Wyjaśnienie tych zjawisk wymaga dalszych badań.

Aktywacja receptorów P2Y1, P2Y2 i P2Y4 obec-
nych w komórkach ściany naczynia krwionośnego 
wiąże się z ich udziałem w bardzo zróżnicowanych 
zjawiskach. Żadnych wątpliwości nie budzi rola 
tych receptorów w angiogenezie [42], regulacji na-
pięcia ścian naczyń krwionośnych [43], migracji 
[27,44] i proliferacji komórek [45,46].

W literaturze znaleźć można także dobrze udoku-
mentowane dane potwierdzające obecność recepto-
ra P2Y6 w różnych typach naczyń krwionośnych. 
Wprawdzie nasze badania nie potwierdziły obec-
ności funkcjonalnego receptora P2Y6 w  HUVEC, 
nie stwierdziliśmy bowiem zmian w stężeniu 
[Ca2+]i w odpowiedzi na UDP, to obecność funk-
cjonalnego receptora P2Y6 potwierdzona jest m.in. 
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w śródbłonku aorty myszy [47]. Obserwowany 
u tych zwierząt rozkurcz aorty następujący po po-
daniu UDP nie występuje, jeśli doświadczenie także 
przeprowadzi się u myszy pozbawionych funkcjo-
nalnego genu kodującego receptor P2Y6/p2y6 [47].

Jednym z najciekawszych wyników naszych badań 
nad indukowaną przez nukleotydy zmianą stężenia 
[Ca2+]i w HUVEC było ujawnienie znacznej hete-
rogenności reakcji pojedynczych komórek. Podczas 
stymulacji ADP, UTP i ATP komórki nie zawsze re-
agowały na wszystkie trzy nukleotydy: część z nich 
odpowiadała na dwóch, a część tylko na jednego 
agonistę. Komórki różniła także liczba oraz nasilenie 
pików składających się na odpowiedź wapniową. Na-
szą uwagę zwróciła również słabnąca wraz z pasażow-
niem (od pasażu 1 do 4) odpowiedź  HUVEC na ADP. 
Ponieważ przeprowadzona przez nas analiza ekspre-
sji genu kodującego ten receptor nie wykazuje istot-
nej różnicy między pasażem 1 a pasażem 4 (Tabela 
2), sugeruje to, że w kolejnych pokoleniach komórek 
spada funkcjonalność tego receptora. W przeciwień-
stwie do HUVEC, pojedyncze komórki śródbłon-
kowej linii komórkowej EAhy926 odpowiadają na 
nukleotydy dokładnie tak samo, jak cała populacja. 
Heterogenność odpowiedzi pojedynczych komórek 
na stymulację nukleotydami wynika ze zróżnicowa-
nej ekspresji poszczególnych typów receptorów. Zo-
stało to jednoznacznie potwierdzone przez barwienie 
immunohistochemiczne  HUVEC przeprowadzone 
z wykorzystaniem aktualnie dostępnych przeciwciał 
rozpoznających receptory P2. Hipoteza sformuło-
wana przez nas na podstawie uzyskanych wyników 
zakłada, że komórki śródbłonka są heterogenne za-
równo pod względem ekspresji, jak i funkcjonalności 
receptorów P2. Fizjologiczne znaczenie tego zjawi-
ska nadal pozostaje nie do końca wyjaśnione, choć 
opisana jest przynajmniej jedna analiza dotycząca 
zróżnicowanej ekspresji receptorów P2Y w pępowi-
nie, naczyniach krwionośnych kosmówki i w pła-
tach łożyska u człowieka [48]. Autorzy publikacji 
dowiedli nie tylko nierównomiernego rozmieszczenia 
receptorów P2Y1 i P2Y2 w łożyskowych naczyniach 
krwionośnych. Z ich pracy jednoznacznie wynika, 
że aktywacja receptorów P2 obecnych w naczyniach 
krwionośnych pępowiny i kosmówki nie aktywuje 
tych samych szlaków przekazywania sygnału co ak-
tywacja łożyskowych receptorów P2. W efekcie akty-
wacja tych samych receptorów wywołuje w różnych 
obszarach odmienną odpowiedź naczynioruchową.

Przeprowadzone przez nas badania wykazały, że pod 
wpływem ATP i UTP w HUVEC dochodzi do fos-
forylacji trzech białek przekaźnikowych regulujących 
adhezję komórkową i migrację: FAK, p130cas i paksy-
liny [49,50]. FAK jest cytoplazmatyczną kinazą ty-
rozynową, której ekspresja jest charakterystyczna dla 

komórek wytwarzających połączenia z macierzą ze-
wnątrzkomórkową lub z innymi komórkami. Jest to 
białko zaangażowane m.in. w adhezję, migrację, fos-
forylację białek cytoszkieletu oraz apoptozę [49,50]. 
Dwa pozostałe białka, które ulegają fosforylacji w od-
powiedzi na nukleotydy, p130cas oraz paksylina, sta-
nowią element cytoszkieletu i razem z FAK wchodzą 
w skład ogniskowych kontaktów adhezyjnych.

W toku dalszych prac potwierdziliśmy, że ATP i UTP 
indukują wyraźne rozpłaszczanie komórek i two-
rzenie włókienek naprężeniowych, a także nasilają 
migrację komórek [44]. Ani do fosforylacji białek 
przekaźnikowych, ani do zmian w cytoszkielecie i do 
migracji komórek nie dochodziło po zastosowaniu 
BAPTA, chelatora wewnątrzkomórkowego wapnia. 
Mogliśmy więc stwierdzić, że ujawniona odpowiedź 
komórkowa zależna jest od wewnątrzkomórkowych 
zasobów Ca2+ i wywołana jest aktywacją receptorów 
P2Y2 i prawdopodobnie P2Y4. Aktywacja HUVEC 
przez ADP, który jest agonistą receptora P2Y1, wy-
woływała znacznie mniej nasiloną reakcję komórek. 
Z naszych badań wynika też, że jednym z białek prze-
kazywania sygnału regulującym migrację jest kinaza 
fosfatydylo-3-inozytolu (PI3K). Jej inhibitory, wort-
manina i LY294002, blokują efekt nukleotydów. Do-
niesienia innych badaczy wskazują jednak także na 
udział receptorów P2Y1 w odpowiedzi prowadzącej 
do migracji komórek, a kinazą regulującą ten proces 
są kinazy aktywowane mitogenami (MAPK) [51].

Innym, stwierdzonym przez nas zjawiskiem charakte-
rystycznym dla HUVEC stymulowanych przez UTP 
i ATP jest nasilenie ekspresji jednej z cząsteczek adhe-
zyjnych, integryny av. Udział integryny avb3 w adhe-
zji komórek do białek macierzy zewnątrzkomórkowej, 
w migracji i angiogenezie jest dobrze udokumentowa-
ny [52]. Wiadomo również, że kolokalizacja recepto-
rów P2Y2 z integryną avb3 prowadzi do nasilenia fos-
forylacji FAK przez UTP. Wyniki te sugerują istnienie 
mechanizmu, który wiąże nasilenie ekspresji integryn 
wywołane działaniem nukleotydów z migracją ko-
mórek i są spójne z wcześniejszymi doniesieniami na 
temat udziału integryn w aktywacji szlaku przekazy-
wania sygnału związanego z FAK [53]. Wiadomo też, 
że do zapoczątkowania interakcji integryn z cytosz-
kieletem niezbędny jest wzrost stężenia [Ca2+]i [54]. 
Wreszcie, obecność w receptorze P2Y2 motywu RGD 
(sekwencji aminokwasowej Arg-Gly-Asp) ma wpływ 
na kolokalizację tego receptora z integryną avb3. Mo-
tyw RGD rozpoznawany jest przez integryny jako 
specyficzne miejsce wiązania i w ten sposób dochodzi 
do interakcji receptora P2Y2 i integryny, a w konse-
kwencji do aktywacji szlaków przekazywania sygna-
łu powiązanych z integrynami, przebudowa cytosz-
kieletu i migracja komórek [27,55,56]. Mechanizm, 
który wyjaśniałby nasilenie ekspresji integryny av po 
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stymulacji komórek przez nukleotydy zewnątrzko-
mórkowe, nadal pozostaje nieznany.

Po raz pierwszy fosforylację FAK i paksyliny w ko-
mórkach śródbłonka opisano po stymulacji tych 
komórek śródbłonkowym czynnikiem wzrostu 
(VEGF) [57,58]. Stosunkowo niedawne doniesie-
nia ujawniają transaktywację receptora dla VEGF 
(VEGFR-2) przez receptory P2Y2 [42,59,60]. Na-
dal do wyjaśnienia pozostaje, czy opisane powyżej 
zjawiska indukowane w HUVEC po stymulacji nu-
kleotydami są zależne od VEGFR-2.

Receptorami indukującymi opisane w pracy zjawiska 
są prawdopodobnie P2Y2 i P2Y4, dlatego w oparciu 
o uzyskane wyniki śródbłonkowe receptory P2Y zo-
stały uznane za nową grupę receptorów uczestni-
czących w procesach zapalnych i angiogenezie.

PERSPEKTYWY

Przedstawione powyżej wyniki opisują odpowiedź ko-
mórek śródbłonka indukowaną przez nukleotydy ze-
wnątrzkomórkowe prowadzącą do migracji komórek 
i tłumaczą mechanizm tego zjawiska poprzez szlak 
przekazywania sygnału prowadzący do aktywacji 
FAK/p130cas/paksyliny, regulację ekspresji integryny 
av i zmiany cytoszkieletu. Ponieważ nasilenie migra-
cji komórek śródbłonka odgrywa ważną rolę w angio-
genezie, dalsze badania powinny pójść w kierunku 
określenia roli receptorów P2 w powstawaniu naczyń 
krwionośnych, ważnym w przebiegu wielu chorób, 
takich jak cukrzyca czy choroby nowotworowe.

FAK nie jest jedynym białkiem przekaźnikowym 
uczestniczącym w odpowiedzi na aktywację śród-
błonkowych receptorów P2Y. Zarówno z informacji 
literaturowych, które ukazały się już po zakończeniu 

projektu finansowanego przez Naukową Funda-
cję Polpharmy, jak i z naszych nieopublikowanych 
danych, wynika, że szlaki purynergiczne prowadzą 
także do aktywacji kinaz aktywowanych mitogena-
mi (kinazy MAP, MAPK, ang. mitogen-activated 
protein kinases): kinaz regulowanych sygnałem ze-
wnątrzkomórkowym, ang. extracellular signal-re-
gulated kinases – ERK, p38 i kinazy fosforylującej 
N-terminalną część białka Jun – JNK, a także kinazy 
białkowej aktywowanej przez AMP (AMPK) [61] 
i śródbłonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS) [62]. 
Wszystkie te kinazy są niezwykle ważne w biologii 
komórek śródbłonka, ponieważ regulują ekspresję 
wielu genów związanych z proliferacją, apoptozą 
i metabolizmem komórek. Jest to kolejny powód, 
dla którego badania nad rolą zewnątrzkomórkowych 
nukleotydów w utrzymaniu funkcji śródbłonka (np. 
poprzez stymulację produkcji odpowiedniej ilości 
tlenku azotu, ważnego czynnika naczynioprotekcyj-
nego) powinny być kontynuowane.

Nie ulega wątpliwości, że mimo powszechnego wy-
stępowania receptorów P2 w komórkach, są one do-
brym celem dla farmakologicznej interwencji w od-
powiedź na purynergiczną aktywację. Może warto 
przypomnieć, że już od wielu lat jednym z najlepiej 
sprzedawanych leków na światowym rynku jest 
Clopidogrel, antagonista receptora P2Y12, skutecz-
nie hamujący aktywację płytek krwi.

PODZIĘKOWANIA

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

Ramka 1. Stan wiedzy w chwili rozpoczęcia projektu.

1.  Od lat powszechnie znane były niektóre reakcje naczyniowe na stymulację nukleotydami, np. 
skurcz mięśni gładkich naczyń krwionośnych po stymulacji ATP czy agregacja płytek krwi akty-
wowanych ADP.

2.  Znaczący postęp w wyjaśnianiu molekularnego podłoża tych zjawisk nastąpił po sklonowaniu 
receptorów purynergicznych P2, scharakteryzowaniu związanych z nimi szlaków przekazywania 
sygnału w różnych typach komórek i tkanek oraz badaniach na myszach pozbawionych funkcjo-
nalnych genów kodujących receptory P2. Stało się jasne, że efektem aktywacji komórek śródbłon-
ka przez zewnątrzkomórkowe nukleotydy jest odpowiedź komórkowa podobna do tej, jaką wywo-
łują klasyczne już związki regulujące funkcje tych komórek, np. środbłonkowy czynnik wzrostu 
(VEGF) i trombina.

3.  Bezpośrednią przyczyną podjęcia badań była obserwacja sugerująca związek między stężeniem 
zewnątrzkomórkowych nukleotydów we krwi a powstawaniem naczyń krwionośnych. 
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Piśmiennictwo:

Ramka 2. Co przyniosła realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy.

1.  Uznanie śródbłonkowych receptorów P2Y za nową grupę receptorów uczestniczących w procesach 
zapalnych i angiogenezie.

2.  Odkrycie, iż nukleotydy zewnątrzkomórkowe aktywują w komórkach śródbłonka szlaki przeka-
zywania sygnału prowadzące do aktywacji integryn, przebudowy cytoszkieletu, adhezji i nasilenia 
ruchliwości komórek.

1.  Kontynuowane są badania nad rolą receptorów P2 w powstawaniu naczyń krwionośnych, procesie 
ważnym w przebiegu wielu chorób, takich jak cukrzyca czy choroby nowotworowe, a także w pa-
tologicznej przebudowie naczyń (stenozie i restenozie) np. po zabiegach angioplastyki.

2.  Kolejne opisywane purynergiczne szlaki przekazywania sygnału ujawniają związek nukleotydów 
z aktywnością kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK), które regulują ekspresję wielu genów 
związanych z proliferacją, apoptozą i metabolizmem komórek. Wskazuje to na ważną rolę zewną-
trzkomórkowych nukleotydów w utrzymaniu prawidłowej funkcji komórek śródbłonka.

3.  Receptory P2 są dobrym celem dla farmakologicznej interwencji, m.in. poprzez nasilenie degrada-
cji nukleotydów. Znany jest już sposób uzyskiwania rozpuszczalnej formy najważniejszego naczy-
niowego enzymu hydrolizującego nukleotydy zewnątrzkomórkowe, NTPDazy-1. Prowadzone są 
badania nad stworzeniem stentów uwalniających NTPDazę-1.

Ramka 3. Dalsze kierunki badań.

Przebudowa cytoszkieletu komórek śródbłonka 
po stymulacji nukleotydami. (A) kontrola (B) 
stymulacja ATP (1 minuta). Barwienie włókien 
aktynowych barwnikiem fluorescencyjnym 
Alexa Fluor 488 skoniugowanym z falloidyną.

A B

Ramka 1 c.d. Stan wiedzy w chwili rozpoczęcia projektu.
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Streszczenie

Białko hnRNPK (białko K) dzięki modułowej budowie stanowi „platformę do-
kującą”, umożliwiającą oddziaływanie między jego partnerami molekularnymi, 
białkami i kwasami nukleinowymi. Wysoka interaktywność białka K jest regu-
lowana poprzez jego modyfikacje potranslacyjne. Białko K wykazuje konstytu-
tywną ekspresję i jest niezbędne dla prawidłowego funkcjonowania komórki. 
Lokalizuje się w jądrze komórkowym, cytoplazmie, błonach i organellach ko-
mórkowych. Spośród licznych funkcji przypisywanych białku K najlepiej udo-
kumentowane dotyczą procesów regulacji ekspresji genów.

Słowa kluczowe: białko K • ekspresja genów • mitochondria • choroba nowo-
tworowa • zespół 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

Białko hnRNPK – wielofunkcyjna platforma integrująca sygnalizację 
komórkową

hnRNPK protein – multifunctional platform which integrates cellular signaling

Adres do korespondencji:
prof. dr hab. med. Jerzy 
Ostrowski, Centrum Onkologii, 
ul. Roentgena 5, 
02-781 Warszawa, e-mail: 
jostrow@warman.com.pl

Wpłynęło: 01-12-2010 
Zaakceptowano: 12-01-2011 
Opublikowano: 30-03-2011

Jerzy Ostrowski1,2,
Michał Mikula2

1  Klinika Gastroenterologii i  Hepatologii, Centrum Medyczne Kształcenia 
Podyplomowego, Warszawa

2  Zakład Genetyki Onkologicznej, Centrum Onkologii – Instytut im. Marii 
Skłodowskiej-Curie, Warszawa

Naukowa Fundacja Polpharmy w  2002 roku przyznała zespołowi pracującemu pod 
kierunkiem prof. Jerzego Ostrowskiego grant na realizację projektu badawczego pt. 
Wpływ insuliny na metabolizm mitochondriów: rola białka K.



© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2011 | 1(1) | 17–23

Ostrowski J. i Mikula M. – Białko hnRNPK – wielofunkcyjna platforma integrująca sygnalizację komórkową

18

WSTĘP

Pierwotne transkrypty komórek eukariotycznych 
związane są z kompleksami białkowymi hnRNP 
(ang. heterogenous nuclear ribonucleoproteins), co 
umożliwia ich dojrzewanie, eksport mRNA z jądra 
komórkowego do cytoplazmy i translację. W skład 
kompleksu hnRNP wchodzi 20 białek jądrowych 
[1]; jednym z nich jest białko K (hnRNPK). Re-
prezentuje ono, wraz z wykazującym podobień-
stwo funkcjonalne białkiem SAM68 (ang. 68-kDa 
Src substrate associated during mitosis) [2], osob-
ną klasę czynników wiążących kwasy nukleinowe, 
regulujących ekspresję genów i zaangażowanych 
w przekazywanie sygnałów komórkowych [3,4].

Białko K może być uznane za składnik metaboli-
zmu podstawowego o konstytutywnej ekspresji: 
1) występuje w cytoplazmie, jądrze komórkowym, 
błonach i organellach komórkowych, 2) lokalna 
struktura chromatyny w obrębie promotora genu 
hnRNPK wykazuje właściwości charakterystyczne 
dla promotorów genów metabolizmu podstawowe-
go (ang. housekeeping genes) [5], a jego ekspresja 
pozostaje na względnie stałym poziomie, 3) jest nie-
zbędne dla prawidłowego funkcjonowania komórki, 
a transgeniczne myszy pozbawione białka K giną 
na wczesnych etapach embriogenezy. Homologi 
białka K są odnajdywane w organizmach owadów, 
robaków i drożdży. Wykazują one podobieństwo 
w sekwencji i są kodowane przez geny o podobnej 
długości do genu ludzkiego białka K [6,7].

Blisko 10 lat temu – w pierwszym konkursie na gran-
ty naukowe, rozpisanym przez Naukową Fundację 
Polpharmy – zyskałem możliwość realizacji projek-
tu badawczego zatytułowanego “Wpływ insuliny na 
metabolizm mitochondriów: rola białka K”. W pro-
jekcie tym przedstawiłem hipotezy badawcze sfor-
mułowane na podstawie wyników własnych badań 
nad rolą białka K, trwających już wówczas od ponad 
10 lat. Początkowo moje prace prowadziłem w labo-
ratorium dra Karola Bomsztyka, w szpitalu uniwer-
syteckim Uniwersytetu Washingtona (Seattle, USA), 
a następnie w Pracowni Biologii i Gastroenterolo-
gii Molekularnej Kliniki Gastroenterologii CMKP 
i Centrum Onkologii-Instytutu w Warszawie. Zapro-
szenie do podsumowania wyników badań sfinanso-
wanych ze środków Fundacji stało się podstawą do 
szerszego przedstawienia roli białka K w metaboli-
zmie komórki.

MODUŁOWA BUDOWA DETERMINUJE FUNKCJE 
BIAŁKA K

Białko K stanowi „platformę dokującą” dla mole-
kularnych składników sygnalizacji komórkowej, 

umożliwiającą oddziaływania pomiędzy komplek-
sującymi z nim kwasami nukleinowymi i białkami 
[3,4]. W modułowej budowie białka K występuje 
sygnalna sekwencja lokalizacji jądrowej, odpowie-
dzialna za transport białka do jądra komórkowego, 
brak natomiast sekwencji, z udziałem której byłoby 
ono importowane do mitochondriów.

Za kompleksowanie RNA przez białko K odpo-
wiadają domeny wiążące kwasy nukleinowe: RNP 
(motyw rozpoznający RNA), cztery powtórzenia 
GRGG, domena palca cynkowego i 3 ewolucyjnie 
konserwowane domeny KH [8,9]. Domena KH, 
która wykazuje niemal całkowitą zgodność pomię-
dzy X. laevis i ssakami, składa się z około 70 amino-
kwasów i jest najczęściej występującym motywem 
wiążącym RNA. Została zidentyfikowana w ponad 
100 białkach, z których większość zawiera 2–4 do-
meny KH [10]. Dwa drożdżowe homologi białka 
K (Hek1 i Hek2) zawierają w swej strukturze trzy 
domeny KH, wiążące się do sekwencji poliC i poliU 
RNA [11]. Mutacja w obrębie domeny KH2 ludz-
kiego białka FMR1 jest przyczyną zespołu łamli-
wego chromosomu X, prowadzącą do genetycznie 
uwarunkowanego upośledzenia umysłowego.

Białko K wiąże RNA oraz jedno- i dwuniciowe DNA 
poprzez sekwencje homopirymidynowe/homopu-
rynowe (GGGG/CCCC) obecne między innymi 
w promotorze P1 c-myc, w sekwencji kB, w regionie 
regulacyjnym genu kinazy tymidynowej i w wielu 
innych genach (3). W badaniach z użyciem metody 
SELEX (ang. Systematic Evolution of Ligands by 
EXponential Amplification) [12] białko K wiązało 
pojedyncze 6–7 nukleotydowe sekwencje RNA bo-
gate w cytozyny (ang. C-rich patches). Z kolei wy-
niki badań własnych wskazują, że interakcje białka 
K z RNA zachodzą dzięki obecności trzech konsen-
susowych sekwencji nukleotydowych: CCAUCN 2–7 
wCCCwN 7–18 UCAYC, gdzie „w” reprezentuje ade-
ninę lub uracyl, a „Y” cytozynę lub uracyl, odpo-
wiadających prawdopodobnie za wiązanie RNA do 
trzech domen KH białka K [13]. RNA jest wiązane 
przez 3 domeny KH silniej niż przez pojedyncze 
domeny KH [14,15].

Badania wiązania RNA przez białko K prowadzili-
śmy trzema uzupełniającymi się metodami: z uży-
ciem koimmunoprecypitacji RNA, systemu trójhy-
brydowego i metody SAGE (Serial Analysis of Gene 
Expression). Wykazaliśmy, że białko K wiąże setki 
transkryptów, pośrednio lub bezpośrednio. Zna-
czący odsetek wiązanego RNA stanowiły niekodu-
jące transkrypty z nici lekkiej genomu mitochon-
drialnego oraz antysensowne transkrypty genomu 
jądrowego [13,14,16]. Z kolei wiązanie mRNA 
zachodzi głównie poprzez sekwencje z regionów 
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niekodującego końca 3’ (3’UTR – ang. 3’ untran-
slated region) oraz kodonu stop, które zawierają 
m.in. motywy odpowiedzialne za stabilność, trans-
lację i obróbkę mRNA. Przypuszczalnie taka lokali-
zacja wiązanych sekwencji odpowiada za transport 
mRNA do subkompartmentów komórkowych.

Interakcje białka K z innymi białkami zachodzą 
w obrębie interaktywnej domeny KI (ang. K protein 
interactive domain), pozbawionej trzeciorzędowej 
struktury przestrzennej [17]. Rejon domeny KI wią-
że m.in. PKCd, kinazy z rodziny Src, protoonkopro-
teinę Vav, Zik1, Eed, YB-1, a także białka wiruso-
we (HCV i HSV) [3,4,16]. Zawiera on trzy bogate 
w proliny powtórzenia wiążące domeny SH3 oraz 
miejsce wiązania kinazy białkowej fosforylującej 
białko K (KPK), które nie pokrywa się z domenami 
SH3 [17,18]. Spośród ponad 114 białek wiązanych 
przez białko K [19], 22 białka były wcześniej ziden-
tyfikowane jako składowe kompleksu Grb2, a 29 bia-
łek znaleziono w kompleksach białkowych tworzą-
cych komórkowe centra inicjacji rozprzestrzeniania.

Białko K jest fosforylowane in vitro przez kinazy 
serynowo-treoninowe, w tym kinazę białkową C 
(PKC) i kinazę kazeinową 2 (CK2) oraz kinazy ty-
rozynowe Scr i Lck. Zawiera 73 potencjalne miejsca 
fosforylacji (32 seryny, 24 treoniny i 17 tyrozyn), 
a modelowanie białka K wskazuje, że większość 
z nich lokalizuje się na powierzchni cząsteczki i wy-
stępuje w otoczeniu sekwencji konsensusowych dla 
kinazy białkowej II zależnej od Ca2+/kalmoduliny, 
CK1 i CK2, kinazy syntazy glikogenowej-3, kina-
zy cyklinozależnej 1, kinazy rybosomalnej S6, PKC 
[20]. Badania własne zidentyfikowały 13 miejsc 
fosforylowanych in vivo i wykazały, że CK 1 i 2 
fosforylują in vitro łącznie 20 seryn lub treonin 
w sekwencji białka K [20]. Tyrozynową fosforyla-
cję białka K w hodowlach komórkowych aktywują 
m.in. interleukina-1, estry forbolu, stres oksyda-
cyjny oraz insulina. Podobny efekt obserwowano 
w wątrobie myszy po wstrzyknięciu insuliny do żyły 
wrotnej [21,22].

Białko K dzięki wielu domenom umożliwia wza-
jemne oddziaływanie i komunikowanie jego mole-
kularnych partnerów, pozostając jednocześnie pod 
kontrolą własnych potranslacyjnych modyfikacji, 
generowanych przez związane enzymy. Kinaza 
c-Src związana przez białko K aktywuje pozostają-
cą w kompleksie kinazę KPK. Fosforylacja tyrozyn 
w pozycji 75, 220, 230, 234, 380 nasila wiązanie 
przez białko K kinazy Lck, protoonkoproteiny Vav 
oraz PKCd, która fosforyluje serynę 302, zlokali-
zowaną w środku domeny KI białka K [3,4,18]. 
Białko K może także modulować globalną aktyw-
ność kinaz szlaku MAPK w odpowiedzi na sygnały 

proliferacyjne, a tym samym regulować odpowiedź 
komórkową na sygnały mitotyczne [23].

UDZIAŁ BIAŁKA K W REGULACJI EKSPRESJI 
GENÓW

Białko K może zarówno aktywować, jak i hamować 
ekspresję genów na poziomie remodelowania chro-
matyny, transkrypcji, wycinania intronów, regulacji 
stabilności RNA i translacji [3,4].

W komórkach eukariotycznych synteza pre-mRNA 
i większości krótkich nuklearnych snRNA zachodzi 
z udziałem polimerazy RNA II (RNAPII), a w skład 
kompleksów transkrypcyjnych wchodzą m.in. biał-
ka z rodziny hnRNP, w tym białko K. Własne, jesz-
cze niepublikowane badania wykazały, że białko 
K wiąże się do loci licznych genów, w tym bezpo-
średnio wczesnych oraz U1 i U2 snRNA, funkcjo-
nalnie powiązanych z procesem składania mRNA. 
Nagromadzenie białka K w obrębie promotorów 
tych genów koreluje z ilością związanej RNAPII. 
Eksperymentalne wyciszenie ekspresji białka K 
z użyciem siRNA hamuje indukowaną ekspresję ge-
nów wczesnych i zmienia stabilność oraz składanie 
transkryptu genu wczesnego EGR-1 w trakcie odpo-
wiedzi na sygnały mitotyczne [24,25].

Działając synergistycznie z białkiem TBP (ang. TA-
TA-binding protein) białko K zwiększa transkrypcję 
genu c-myc [3], natomiast poprzez wiązanie do 3 po-
wtórzeniowych sekwencji w obrębie promotora genu 
receptora lipoproteiny o niskiej gęstości (LDLR) ak-
tywuje jego ekspresję [26]. Białko K wspólnie z biał-
kiem C/EBP hamuje transkrypcję genu agp z biał-
kiem Pura – ekspresję genu CD43 [3].

Struktura chromatyny w obrębie loci danego genu 
decyduje o poziomie jego ekspresji. Białko K oraz 
jego drożdżowe homologi (białka Hek1 i Hek2) 
należą do czynników modyfikujących chromatynę. 
Drożdżowe homologi białka K współuczestniczą 
w regulacji funkcjonowania telomerów i są stałym 
elementem składowym chromatyny [27]. W jądrze 
komórkowym białko K oddziałuje z białkiem Eed, 
z grupy białek Polycomb, odpowiedzialnych za re-
modelowanie chromatyny [27]. Eed w kompleksie 
z metylotyransferazą histonową, Ezh2, metyluje 
lizynę 9 i 27 histonu 3. W systemie dwuhybrydo-
wym białko K reaguje z białkiem rusztowaniowym 
SAF-B (ang. scaffold attachment factor-B) [28], ko-
lejnym składnikiem macierzy jądrowej.

Procesowanie prekursorowych mRNA (pre-mRNA) 
prowadzi do usuwania intronów i składania ekso-
nów w dojrzałe mRNA. 90% ludzkich genów podle-
ga alternatywnemu składaniu eksonów [29]. Udział 
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białka K w procesie wycinania intronów z pre-
mRNA został opisany dla transkryptu genu kurzej 
b-tropomiozyny [3]. Zmianie poziomu białka K 
towarzyszą zaburzenia procesu prawidłowego skła-
dania 50% testowanych pre-mRNA genów, zaanga-
żowanych w proces apoptozy [30]. Białko K pełni 
także rolę głównego regulatora alternatywnego skła-
dania genu Bcl-x, w następstwie którego powstają 
dwie główne izoformy o przeciwstawnym działaniu: 
proapoptotyczna Bcl-xS i antyapoptotyczna Bcl-
xL. Nadmiar białka K hamuje syntezę Bcl-xS [31]. 
Agregacja białka K z pentanukleotydową sekwen-
cją mikrosatelitarną intronu 9 pre-mRNA SCA10 
powoduje utratę aktywności białka K i wywołuje 
proces apoptozy w mechanizmie translokacji kina-
zy PKCd do mitochondriów i aktywacji kaspazy 3. 
W następstwie tego procesu dochodzi do rozwoju 
ataksji rdzeniowo-móżdżkowej, powodowanej eks-
pansją powtórzeń mikrosatelitarnych [32].

Białko K jest czynnikiem wyciszającym translację 
mRNA lipooksygenazy-15 (LOX), kluczowego en-
zymu w różnicowaniu komórek linii erytroidalnej, 
poprzez związanie domen KH białka K i hnRNPE1 
do elementu DICE (ang. differentiation-control ele-
ment) w obszarze 3’UTR transkryptu genu LOX 
(3). Białko K jest inhibitorem translacji mRNA 
receptora androgenowego (AR), regulującym eks-
presję genów androgeno-zależnych i proliferację ko-
mórek raka stercza. Elementy wiążące białko K zi-
dentyfikowano w obszarach 5’UTR i 3’UTR mRNA 
AR [33]. Białko K stabilizuje mRNA gastryny [34] 
i mRNA fosforylazy tymidyny [35], a także hamuje 
translację ludzkiego wirusa papilloma 16 L2 [3].

BIAŁKO K A ROZROST NOWOTWOROWY

Wzór rozdziału w elektroforezie dwukierunkowej 
izoform białka K wskazuje na posttranslacyjne mo-
dyfikacje tego białka oraz alternatywne składanie 
mRNA hnRNPK w odpowiedzi na działanie czynni-
ków mitogennych [36]. Monoklonalne przeciwciała 
(mAB B4B6) znakowały cztery izoformy białka K 
o długości 458, 459, 463 i 464 aminokwasów: izofor-
my B i D były charakterystyczne dla komórek spo-
czynkowych, zaś izoformy A i C – dla komórek pro-
liferujących [37]. Ta zróżnicowana ekspresja izoform 
białka K jest być może powiązana z alternatywnym 
składaniem mRNA hnRNP-K i odzwierciedla “nor-
malny” bądź “proliferujący” fenotyp komórek. W ba-
daniach własnych wykazaliśmy podwyższoną ekspre-
sję białka K na poziomie mRNA, zwiększoną ilość 
samego białka w jądrach komórkowych oraz wzrost 
tyrozynowej fosforylacji białka K w proliferujących 
komórkach szczurzych hepatocytów linii HTC-IR, 
w regenerującej wątrobie myszy po zabiegu częścio-
wej resekcji oraz w guzach wątroby u myszy [38].

Białko K reguluje ekspresję onkogenów. Wiąże poli-
pirymidynowy element DNA w obrębie promotora 
eiF4E aktywując procesy jego transkrypcji, a zwięk-
szona ekspresja białka K nasila podziały komórkowe 
zależne od transkrypcji genu eiF4E. Podwyższony 
poziom białka K zwiększa także aktywność promo-
torów c-Myc i c-Src [3], pełni rolę koaktywatora 
ekspresji genów zależnych od p53 (p21 i mdm2), 
a samo podlega reakcji ubikwitynylacji przez białko 
MDM2 [39]. Tworząc kompleksy z p21-lincRNA 
(ang. large intergenic noncoding RNA – lincRNA), 
białko K „opłaszcza” chromatynę w obrębie loci ge-
nów zależnych od p53, powodując ich wyciszenie 
[40]. Białko K oddziałuje z i reguluje aktywność 
licznych kinaz białkowych.

Powyższe przesłanki wskazują na udział białka 
K w procesie nowotworzenia, a jego zwiększoną 
ekspresję opisano w raku jelita grubego, prostaty, 
przełyku, płuc, czerniaku [41–45]. W rakach jeli-
ta grubego mRNA hnRNPK podlega edytowaniu, 
w następstwie czego dochodzi do podstawienia gu-
aniny w pozycji 274 przez adeninę [46]. Badania 
własne, analizujące tkankowe transkryptomy i pro-
teomy w prawidłowej błonie śluzowej, w gruczola-
kach i rakach jelita grubego wykazały wzrost eks-
presji białka K w tkance nowotworowej jedynie na 
poziomie białka [47]. Wykazano ponadto, że jest 
ono istotnym składnikiem kompleksów białkowych 
regulujących tempo migracji komórek [48], przez 
co może mieć udział w uzyskiwaniu przez komórki 
nowotworowe cech złośliwości, czyli zdolności do 
naciekania sąsiednich tkanek i tworzenia odległych 
przerzutów [49]. Białko K jest uważane za poten-
cjalny cel w farmakologicznym leczeniu chorób no-
wotworowych i infekcji wirusowych.

BIAŁKO K A MITOCHONDRIA

Białko K integruje kaskady sygnalizacyjne komór-
ki z procesami zachodzącymi na terenie mitochon-
driów (mt). Lokalizuje się głównie w wewnętrznej 
błonie mt, a jego import do mt wymaga nakładu 
energii, nie zależy od potencjału błonowego we-
wnętrznej błony mt i zachodzi prawdopodob-
nie z udziałem białek opiekuńczych (mtHSP70 
i mtHSP60) [50]. Białko K wiąże z dużym powi-
nowactwem transkrypty sensowne i antysensowne 
genów kodowanych przez mtDNA [12] oraz regu-
luje czas ich półtrwania [50]. Powinowactwo biał-
ka K do kwasów nukleinowych jest regulowane po-
ziomem fosforylacji jego reszt tyrozynowych i jest 
powiązane z aktywnością szlaków sygnałowych, in-
dukowanych insuliną [20,51]. Insulina modyfikuje 
interakcje transkryptów z białkiem K i aktywuje 
przenoszenie jądrowych mRNA kodujących mito-
chondrialne białka w pobliże mt, gdzie podlegają 
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translacji. Insulina aktywuje ponadto import białka 
K do mt in vitro i in vivo oraz nasila wiązanie biał-
ka K do mtDNA [51]. Tym samym białko K może 
pełnić rolę mediatora odpowiedzi mt na działanie 
insuliny.

Za przemiany energetyczne w mt odpowiada pięć 
kompleksów białkowych, składających się na łań-
cuch oddechowy. Przemianom energetycznym w mt 
towarzyszy powstawanie reaktywnych form tlenu 
(ROS), które choć potencjalnie szkodliwe, są także 
wykorzystywane w szlakach przekazywania sygnału 
i niektórych biogenezach. Zaburzenia energetyczne 
leżą u podłoża rozwoju niektórych chorób metabo-
licznych, w tym cukrzycy typu 2 i otyłości. Z kolei 
otyłość trzewna skojarzona z hiperinsulinizmem 
i insulinoopornością prowadzi do rozwoju zespołu 
metabolicznego. Bezpośrednią przyczyną insulino-
oporności może być hamowanie przez kwasy tłusz-
czowe aktywności transporterów glukozy, zależnych 
od działania insuliny z następowym wzrostem stę-
żenia trójglicerydów w wątrobie i mięśniach szkiele-
towych, zmniejszoną mitochondrialną aktywnością 
oksydacyjną kwasów tłuszczowych oraz obniżoną 
produkcją ATP.

Akumulacja lipidów w wątrobie, głównie pod po-
stacią trójglicerydów, prowadzi do rozwoju nie-
alkoholowej stłuszczeniowej choroby wątroby 
(NAFLD, ang. nonalcoholic fatty liver disease), 
z progresją zmian morfologicznych wątroby, takich 
jak zapalenie wątroby (NASH, ang. nonalcoholic 

steatohepatitis), marskość wątroby, a nawet pier-
wotny raka wątroby. W hepatocytach chorych na 
NAFLD stwierdzano zaburzenia homeostazy ATP 
oraz obniżoną aktywność enzymatyczną wszystkich 
pięciu kompleksów łańcucha oddechowego, czemu 
towarzyszy nasilenie produkcji ROS. Z kolei wolne 
rodniki mogą bezpośrednio uszkadzać kompleksy 
białkowe łańcucha oddechowego oraz powodować 
mutacje mtDNA. Wyniki badań własnych wyka-
zały znamiennie niższą ekspresję hnRNPK w wą-
trobie chorych z NASH niż u chorych z NAFLD, 
natomiast ekspresja UCP2 była wyższa w wątrobie 
chorych z NASH niż z NAFLD [52].

Białko UCP2 należy do rodziny przenośników bło-
nowych, zlokalizowanych w wewnętrznej błonie 
mitochondrialnej i uczestniczy w kontroli proce-
su powstawania ROS w mt. Badania na myszach 
pozbawionych genu UCP2 wykazały podwyższo-
ną produkcję wolnych rodników. Z kolei w wątro-
bie myszy z uwarunkowaną genetycznie otyłością 
obserwowano zwiększone ilości UCP2 w hepato-
cytach, czemu towarzyszył spadek rezerwy ATP. 
Białko K wykazuje powinowactwo do transkryptu 
UCP2, poprzez wiązanie 3’-UTR mRNA i reguluje 
jego insulino-zależną ekspresję [53]. Jeżeli zatem 
białko K odgrywa istotną rolę w regulacji ekspre-
sji genów ważnych dla utrzymania prawidłowych 
czynności mt, a mitochondrialne dysfunkcje są po-
wiązane z rozwojem chorób metabolicznych, zabu-
rzenia funkcji białka K mogą uczestniczyć w rozwo-
ju otyłości i cukrzycy typu 2.
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Streszczenie

W celu poprawy biodostępności indolochinolin o właściwościach cytotoksycz-
nych zaproponowano syntezę związków hybrydowych, złożonych z interkalu-
jącej części indolochinolinowej i elastycznego łańcucha bocznego, połączonego 
wiązaniem glikozydowym z fragmentem cukrowym lub aminocukrowym. Wyj-
ściowe hydroksyindolochinoliny, otrzymane przez deeteryfikację 2- i 9-metok-
sypochodnych, alkilowano za pomocą octanów 2-bromoetylu i 5-bromopentylu, 
następnie deacetylowano i uzyskane alkohole glikozydowano metodą Mioskow-
skiego przez przyłączenie do odpowiednio zabezpieczonych glikali. Po odbezpie-
czeniu grup funkcyjnych w przyłączonych fragmentach cukrowych i aminocu-
krowych uzyskano 27 docelowych związków, które poddano ocenie biologicznej, 
obejmującej ocenę aktywności cytotoksycznej in vitro na komórkach ludzkiego 
raka KB, specyficzności hamowania faz cyklu komórkowego i hamowania ak-
tywności topoizomerazy II. Dla niektórych związków (szczególnie posiadają-
cych podstawniki aminocukrowe), osiągnięto wysoką aktywność cytotoksycz-
ną, specyficzność hamowania cyklu komórkowego w fazie G2M i zahamowanie 
działania topoizomerazy II w stopniu znacznie przewyższającym takie związki 
referencyjne, jak m-AMSA lub daunomycyna.

Słowa kluczowe: indolochinoliny • cukry • związki hybrydowe • cytotoksycz-
ność • 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 G2M 
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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WSTĘP

Choroby nowotworowe, ich leczenie i profilaktyka 
stanowią jeden z najtrudniejszych problemów i naj-
większych wyzwań dla medycyny początku XXI 
wieku. Znaczący wzrost zachorowalności na nowo-
twory, szczególnie w krajach uprzemysłowionych, 
jest dodatkowym bodźcem do poszukiwań nowych 
sposobów zwalczania chorób nowotworowych, 
w tym także w obszarze farmakoterapii, która w od-
niesieniu do tych chorób obejmuje chemo- i hormo-
noterapię [1].

Przedmiotem licznych programów projektowania 
leku przeciwnowotworowego jest poszukiwanie 
cząsteczek zdolnych do penetracji komórek zmie-
nionych nowotworowo i do specyficznego wiązania 
z określonymi sekwencjami kwasów nukleinowych, 
zaangażowanych lub bezpośrednio odpowiedzial-
nych za określoną patologię [2]. Istnieją dwa głów-
ne sposoby, w jaki wiązanie z kwasami nukleinowy-
mi może być osiągnięte. Pierwszy z nich zakłada 
wiązanie DNA lub RNA poprzez oligonukleotydy 
tworzące potrójne helisy [3,4] oraz analogi antysen-
sownych nukleotydów [5,6]. W drugim podejściu 
bierze się pod uwagę użycie biologicznie aktyw-
nych cząsteczek o małym ciężarze cząsteczkowym, 
w większości pochodzenia naturalnego, które wiążą 
się z DNA w sposób mniej lub bardziej selektywny. 
Z powodu ogromnej różnorodności strukturalnej 
i nie mniejszej zmienności właściwości biologicz-
nych tych związków, stanowią one od lat przedmiot 
ogromnego zainteresowania badaczy.

Projektowanie nowych ligandów wiążących DNA 
wymaga rozważenia interakcji nie tylko z DNA, ale 
również z powiązanymi czynnikami komórkowymi. 
Właściwości farmakologiczne wielu przeciwnowo-
tworowych cząsteczek są bowiem prawdopodobnie 
pochodną wielu innych czynników, takich jak hamo-
wanie enzymów replikacyjnych oraz naprawczych 
DNA, generowanie wolnych rodników, czy też wią-
zanie z membranami. Szczególną rolę odgrywają tu 
enzymy należące do systemu naprawy DNA, czyli 
topoizomerazy [7], które uczestniczą w większości 
procesów przebiegających z udziałem DNA [8,9]. 
Wynika stąd ogromna rola topoizomeraz w szybko 
proliferujących komórkach nowotworowych, a co za 
tym idzie ich stężenie w tych komórkach okazuje się 
być wyjątkowo wysokie. Przyczynia się to do faktu, 
że wiele klinicznie użytecznych leków przeciwno-
wotworowych i przeciwwirusowych atakuje właśnie 
te enzymy [10–12]. Poszukiwanie leku, który połą-
czy selektywne oddziaływanie z DNA oraz interak-
cję z topoizomerazami jest jednym z obiecujących 
kierunków prac nad nowoczesnym chemoterapeu-
tykiem [2,13].

Wydaje się, że najbardziej efektywnym modelem 
potencjalnego związku cytotoksycznego o takim 
działaniu jest cząsteczka złożona z dwóch domen, 
a mianowicie części interkalującej i zaburzającej 
działanie topoizomeraz (np. płaski aromatyczny 
układ policykliczny o odpowiedniej budowie) oraz 
części oddziałującej z bruzdą helisy DNA jako 
układ rozpoznający sekwencję DNA (np. elastycz-
ny łańcuch zawierający heteroatomy) [2].

Przykładem cytostatyków o takiej właśnie budowie 
są antybiotyki antracyklinowe, znane od ponad 30 
lat i z powodzeniem stosowane (jak np. doksorubi-
cyna) w praktyce klinicznej, jako leki przeciwnowo-
tworowe. O ich aktywności decyduje nie tylko obec-
ność w cząsteczce płaskiego układu policyklicznego, 
ale również części aminocukrowej, o określonej 
konfiguracji. Wykazano, że udział części cukrowej 
w całkowitej energii wiązania kompleksu antybio-
tyku antracyklinowego z DNA wynosi około 40% 
[14] i nie jest tylko efektem oddziaływań proto-
nowej grupy aminowej aminocukru z ujemnie na-
ładowanymi resztami grup fosforanowych oligonu-
kleotydu. Nie bez znaczenia dla aktywności in vivo 
tych związków jest również ogromny wpływ części 
węglowodanowej na charakterystykę farmakokine-
tyczną i biodostępność [15,16].

Inną grupę związków wykazujących znaczną ak-
tywność in vitro jako inhibitory topoizomeraz 
i efektywne interkalatory DNA stanowią pochod-
ne indolochinolin [17,18]. Układ ten został po raz 
pierwszy otrzymany przez Gabriela i Eschenbacha 
w 1897 r. [19], a pierwszą użyteczna syntezę indo-
lochinoliny przeprowadził Robinson w 1905 r. [20]. 
Okazało się także, że układ indolochinoliny wystę-
puje w przyrodzie jako alkaloid indolowy neokryp-
tolepina (kryptotakieina) odkryty w 1996 r. w wy-
ciągu z korzeni rośliny Cryptolepis sanguinolenta 
[21] (Rycina 1).

W trakcie prowadzonych wcześniej poszukiwań 
nowych związków o działaniu przeciwnowotwo-
rowym wśród azotowych połączeń heterocyklicz-
nych zwróciliśmy uwagę na benzopochodne indo-
lu, jako potencjalne interkalatory DNA. Staranne 
badania zależności struktura-aktywność i biotrans-
formacji otrzymanych związków pozwoliły na 

N

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

N N

CH3
N
H

Rycina 1.  
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wyselekcjonowanie oryginalnego cytostatyku w po-
staci pochodnych 5,11-dimetylo-5H-indolo[2,3-b]
chinoliny (Rycina 2) [18,22]:

Związek ten z jednej strony jest analogiem natural-
nie występującej neokryptolepiny, a z drugiej przy-
pomina alkaloid eliptycynę, połączenie o właściwo-
ściach cytotoksycznych i przeciwnowotworowych 
[23] (Rycina 3.), o ile jednak synteza eliptycyny jest 
trudna i kosztowna, o tyle indolochinoliny otrzy-
muje się w sposób stosunkowo prosty i z tanich, ła-
two dostępnych surowców.

Otrzymana 5,11-dimetylo-5H-indolo[2,3-b]chi-
nolina wykazuje znamienne właściwości cyto-
toksyczne in vitro i przeciwnowotworowe in vivo 
w stosunku do mysich białaczek L1210 i P388 oraz 
czerniaka B16 [17]. Jak wykazały dalsze badania, 
indolochinoliny są interkalatorami DNA oraz two-
rzą kompleks lek-DNA-topoizomeraza II, blokujący 
działanie topoizomerazy, a w konsekwencji prowa-
dzący do rozerwania nici DNA i śmierci komórki 
[18,22]. Poważną wadą pochodnych indolochino-
liny przedstawionej na Rycinie 2 jest jednak nie-
wielka selektywność działania na cykl komórkowy 
nowotworów oraz zła biodostępność objawiona 
w niskiej aktywności przeciwnowotworowej in vivo 
i w upośledzonej wchłanialności w organizmie (ba-
dania niepublikowane).

CEL I OPIS PROJEKTU

W świetle danych literaturowych i dotychczaso-
wych własnych doświadczeń przyjęto założenie, 
że modyfikacje polegające na wprowadzeniu pod-
stawników o odpowiedniej budowie do układu 
indolo[2,3-b]chinoliny powinny doprowadzić do 
uzyskania struktur, w których stosunek oddziały-
wań pomiędzy DNA, interkalującym chromoforem 

i łańcuchem bocznym będzie odpowiedni do osią-
gnięcia regioselektywnego wiązania do polinukle-
otydu. Efekt ten powinien znaleźć odzwierciedlenie 
w zwiększeniu cytotoksyczności i selektywności 
działania w stosunku do komórek nowotworowych 
(także wykazujących oporność wielolekową) i osią-
gnięciu korzystnego indeksu terapeutycznego przez 
nowe związki hybrydowe.

W celu poprawy właściwości biologicznych in-
dolochinolin zaproponowano syntezę związków 
hybrydowych, złożonych z interkalującej części 
indolochinolinowej i elastycznego łańcucha bocz-
nego, połączonego poprzez wiązanie glikozydowe 
z fragmentem cukrowym lub aminocukrowym. Po-
zytywny wpływ podstawników węglowodanowych 
na rozpuszczalność w wodzie, a co za tym idzie 
również na biodostępność, nie ulegał wątpliwości. 
Przez analogię do antybiotyków antracyklinowych 
można się było również spodziewać korzystnego 
efektu odpowiednio dobranego podstawnika cu-
krowego na zdolność całego związku do tworzenia 
specyficznych kompleksów z DNA i topoizomera-
zą. Zgodnie z oczekiwaniami cząsteczki te powinny 
były wykazywać wyższą aktywność cytotoksyczną 
i zwiększoną selektywność działania.

Wstępna weryfikacja hipotezy odnoszącej się do 
wpływu odpowiednio dobranych podstawników 
na aktywność pochodnych indolochinoliny prze-
prowadzona została wcześniej przez syntezę sze-
regu związków złożonych z alkilowego łańcucha 
zawierającego heteroatomy i układu indolochino-
linowego zawierającej podstawnik metylowy na 
indolowym atomie azotu (A). 6-Metylo pochodną 
indolochinoliny A wybrano celowo jako składnik 
projektowanej hybrydy, bowiem – jak to zbadano 
wcześniej – jest ona praktycznie pozbawiona aktyw-
ności. Uzyskanie związków aktywnych w grupie hy-
bryd zawierających układ 6-metyloindolochinolino-
wy potwierdzałoby założenie, że wprowadzenie do 
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układu indolochinoliny podstawników modyfikuje 
aktywność cytotoksyczną w sposób istotny. Rzeczy-
wiście, badania in vitro wykazały znaczny wzrost 
aktywności cytotoksycznej pochodnych B i C (Ry-
cina 4) w porównaniu ze związkiem wyjściowym 
i wzrost specyficzności wyrażonej hamowaniem 
określonej fazy podziału komórek nowotworowych. 
Co więcej, uzyskano szereg danych dotyczących za-
leżności między strukturą i umiejscowieniem łań-
cucha w cząsteczce, a aktywnością pochodnej [24].

W oparciu o uzyskane dane zaprojektowano se-
rię pochodnych 6H-indolo[2,3-b]chinoliny i jej 
6-metylowego analogu, zawierających w pozycjach 
2- lub 9-łańcuchy alkoksyalkilowe albo w pozycji 
6-łańcuchy alkilowe o zróżnicowanej długości, po-
łączone wiązaniem glikozydowym z ugrupowania-
mi cukrowymi (D-glukozą, L-ramnozą, D-laktozą) 
i aminocukrowymi (L-akozaminą i L-daunozaminą, 
cukrami obecnymi w antybiotykach antracykli-
nowych). Wyjściowe hydroksy-indolochinoliny 
1 otrzymano przez deeteryfikację odpowiednich 

2- lub 9- metoksypochodnych. Związki 1 oraz indo-
lochinolina 2 były następnie alkilowane z użyciem 
octanów 2-bromoetylu i 5-bromopentylu (3a, 3b), 
deacetylowane, a uzyskane alkohole 4 i 5 glikozy-
dowane metodą Mioskowskiego przez przyłączenie 
wolnej grupy hydroksylowej do odpowiednio za-
bezpieczonych glikali (cukrów 1,2-nienasyconych) 
w obecności bromowodorku trifenylofosfiny, jako 
katalizatora kwasowego. Po odbezpieczeniu grup 
hydroksylowych w przyłączonych cukrach uzyskano 
27 docelowych preparatów o ogólnym wzorze 6, 7 
(Rycina 5), które przekazano do oceny biologicznej.

WYNIKI PROJEKTU

Otrzymane związki badano z punktu widzenia 
aktywności cytotoksycznej in vitro na komórkach 
ludzkiego raka KB, specyficzności hamowania faz 
cyklu komórkowego i hamowania aktywności to-
poizomerazy II. Wyniki były mocno zróżnicowane, 
jednak dla niektórych związków (szczególnie posia-
dających podstawniki aminocukrowe), osiągnięto 
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wysoką aktywność cytotoksyczną, specyficzność 
hamowania cyklu komórkowego w fazie G2M i za-
hamowanie działania topoizomerazy II w stopniu 
znacznie przewyższającym takie związki referencyj-
ne, jak m-AMSA lub daunomycyna. Z uzyskanych 
danych wynika, że wprowadzenie do nieaktywnej 
cząsteczki 6H-indolochinoliny podstawnika ami-
nocukrowego pozwala uzyskać silny inhibitor topo-
izomerazy II, o wysokiej aktywności cytotoksycz-
nej, hamujący rozwój komórek nowotworowych 
w określonej fazie, a ponadto istnieją tu bardzo 
wyraźne związki między modyfikacjami struktury, 
a mechanizmem działania nowych połączeń. Uzy-
skane wyniki były przedmiotem dwóch rozpraw 
doktorskich [25,26], dwóch publikacji [27,28] 
i zgłoszenia patentowego [29]. Prace, będące przed-
miotem projektu, stały się podstawą do dalszych 
badań obejmujących syntezę analogów zawierają-
cych układ 5-metylo-5H-indolo[2,3-b]chinoliny, 
które wykazały wysoką aktywność cytotoksyczną in 
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Streszczenie

Acyloksytriazoloakrydony stanowią nową grupę pochodnych akrydonu, otrzy-
manych w Katedrze Technologii Leków i Biochemii Politechniki Gdańskiej, 
w wyniku modyfikacji cząsteczki triazoloakrydonu w pozycji 8. Podobnie jak 
triazoloakrydony, wykazują one silne działanie cytotoksyczne w stosunku do 
wielu linii komórek nowotworowych in vitro (białaczki, nowotwory lite). W ni-
niejszej pracy, zrealizowanej w ramach projektu finansowanego przez Nauko-
wą Fundację Polpharmy wykazano, że acyloksytriazoloakrydony, podobnie jak 
triazoloakrydony, indukują apoptozę w komórkach białaczek ludzkich MOLT4 
i HL60. Komórki obu linii ulegały apoptozie w wyniku traktowania acyloksy-
triazoloakrydonami w stężeniach związków biologicznie istotnych, odpowiada-
jących wartościom EC80 i EC90. Indukcję apoptozy przez acyloksytriazoloakry-
dony w komórkach MOLT4 i HL60 zbadano w oparciu o charakterystyczne 
zmiany morfologiczne jąder komórkowych (ciałka apoptotyczne), międzynu-
kleosomalną fragmentację DNA, zmiany w budowie błony cytoplazmatycznej 
(translokacja fosfatydyloseryny do zewnętrznej warstwy błony), spadek mito-
chondrialnego potencjału błonowego ∆Ψm oraz aktywację kaspazy-3. Zdolność 
do indukcji apoptozy w komórkach nowotworowych przez acyloksytriazolo-
akrydony pozwala uznać je za potencjalne i obiecujące związki o właściwościach 
przeciwnowotworowych.

Słowa kluczowe: acyloksytriazoloakrydony • apoptoza • białaczka ludzka 
MOLT4 i HL60 • kaspazy • mitochondria
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WSTĘP

Powstawanie nowotworów przez długi czas rozpatry-
wane było jako efekt niekontrolowanej proliferacji 
komórek, które uległy transformacji nowotworowej. 
Konsekwencją takiego podejścia było poszukiwanie 
związków i leków jedynie pod kątem ich właściwości 
antyproliferacyjnych. Obecnie zagadnienie powsta-
wania i wzrostu nowotworów jest postrzegane jako 
zaburzenie równowagi pomiędzy tempem prolifera-
cji, a śmiercią komórek, które uległy transformacji 
nowotworowej [1,2]. Progresja nowotworu i wzrost 
stopnia złośliwości zależą również od zmian w po-
datności komórek do ulegania spontanicznej śmierci 
– apoptozie. Stąd też poszukuje się związków i le-
ków, które przywróciłyby komórkom nowotworo-
wym zdolność do samoeliminacji, którą zatraciły 
w wyniku wyłamania się spod kontroli mechani-
zmów decydujących o ich podziałach i lokalizacji.

W Katedrze Technologii Leków i Biochemii Poli-
techniki Gdańskiej, w zespole kierowanym przez 
prof. Jerzego Konopę, od wielu lat prowadzi się ba-
dania nad poszukiwaniem związków o właściwo-
ściach przeciwnowotworowych wśród pochodnych 
akrydyny. Badania te doprowadziły m.in. do otrzy-
mania pierwszego i jak dotąd jedynego, oryginalne-
go polskiego leku przeciwnowotworowego o nazwie 
Ledakrin (Nitracrine) [3]. Kolejną grupą związków 
przeciwnowotworowych otrzymanych w Katedrze 
Technologii Leków i Biochemii były imidazoakrydo-
ny, spośród których najbardziej aktywna biologicznie 

pochodna, związek o symbolu C-1311, dotarł do II 
fazy badań klinicznych na pacjentkach z przerzuto-
wym rakiem piersi [4,5]. Triazoloakrydony stanowią 
następną grupę pochodnych akrydyny zsyntetyzo-
wanych na Politechnice Gdańskiej [6]. Związki te 
są analogami strukturalnymi wspomnianych wyżej 
imidazoakrydonów. Triazoloakrydony wykazują wy-
soką aktywność cytotoksyczną w stosunku do komó-
rek wielu linii nowotworowych in vitro, jak również 
silne działanie przeciwnowotworowe w stosunku do 
nowotworów ludzkich przeszczepialnych u myszy, 
zwłaszcza białaczek i raków jelita grubego [6,7]. 
Najbardziej aktywna pochodna z grupy triazolo-
akrydonów, związek o symbolu C-1305 został wyty-
powany do rozszerzonych badań przedklinicznych. 
Pochodna C-1305 jest inhibitorem topoizomerazy II 
[8], a po aktywacji metabolicznej indukuje powsta-
wanie międzyłańcuchowych wiązań sieciujących 
w komórkach nowotworowych [9]. Na poziomie ko-
mórkowym, C-1305 blokuje cykl życiowy komórek 

Summary

Acyloksytriazoloacridinones are a new group of acridinone derivatives synthe-
sized and devoloped at the Department of Pharmaceutical Technology and 
Biochemistry at Gdańsk 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 EC90 
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 ∆Ψm 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 • caspases • mitochondria
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Rycina 1.  Ogólna struktura chemiczna 
acyloksytriazoloakrydonów.
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białaczek ludzkich w fazie G2/M i w konsekwencji 
indukuje apoptozę tych komórek [10].

Ze względu na wysoką aktywność przeciwnowo-
tworową i korzystne właściwości biologiczne tria-
zoloakrydonów, podjęto próbę uzyskania nowych 
pochodnych tych związków o właściwościach poten-
cjalnie korzystniejszych od wyjściowych. W wyniku 
modyfikacji chemicznej cząsteczki triazoloakrydo-
nu w pozycji 8, otrzymano grupę biologicznie czyn-
nych triazoloakrydonów II generacji – acyloksytria-
zoloakrydonów (Rycina 1). Związki te posiadają 
dwie grupy farmakoforowe, od których zależy ich 
aktywność przeciwnowotworowa (ugrupowanie dia-
minoalkilowe w łańcuchu bocznym oraz potencjal-
ny układ chinoidowy tworzony przez grupy 8-OH 
i heterocykliczny atom azotu pierścienia akrydonu). 
Szereg pochodnych z tej grupy wykazuje wysoką 
aktywność cytotoksyczną wobec komórek białaczek 
ludzkich HL60, MOLT4 oraz raka jelita grubego 
HT29, jak również aktywność przeciwnowotworo-
wą wobec białaczki mysiej P388, raków okrężnicy 
Co26 i Co38, Co51, czerniaka B16 i raka płuc Le-
wis’a u myszy. Otrzymanie nowej grupy związków 
o wysokiej aktywności przeciwnowotworowej rodzi 
ważne pytanie odnośnie ich mechanizmu działania. 
Stąd też, celem niniejszego projektu finansowanego 
przez Naukową Fundację Polpharmy było zbada-
nie, czy triazoloakrydony II generacji – acyloksy-
triazolakrydony, indukują apoptozę w komórkach 
białaczek ludzkich MOLT4 i HL60 oraz wyjaśnie-
nie, jaki jest mechanizm tego zjawiska na poziomie 
molekularnym.

METODYKA BADAŃ I WYNIKI

Do badań wybrano 4 pochodne z grupy acylok-
sytriazoloakrydonów: C-1742, C-1750, C-1764 
i C-1779 różniące się podstawnikiem na grupie hy-
droksylowej w pozycji 8 oraz długością aminoalki-
lowego łańcucha bocznego. Doświadczenia przepro-
wadzono na komórkach białaczek ludzkich MOLT4 
(białaczka limfoblastyczna) i HL60 (białaczka 

mieloblastyczna), hodowanych na pożywce RPMI 
1640 z 10% dodatkiem płodowej surowicy bydlęcej 
FBS i antybiotykami (penicylina i streptomycyna), 
w standardowych warunkach (37°C, 5% CO2, 95% 
wilgotności). Czas podwojenia komórek w tych wa-
runkach wynosił 12–14 godzin dla linii MOLT4 
i 20–24 godziny dla linii HL60.

1. OZNACZANIE AKTYWNOŚCI CYTOTOKSYCZNEJ 
POCHODNYCH ACYLOKSYTRIAZOLOAKRYDONÓW

W pierwszym etapie badań oznaczono aktywność 
cytotoksyczną wybranych pochodnych acyloksytria-
zoloakrydonów wobec komórek białaczek ludzkich 
MOLT4 i HL60. W tym celu komórki inkubowano 
z różnymi stężeniami badanych związków przez 48 
godzin (komórki MOLT4) i 72 godziny (komórki 
HL60), a następnie określano liczbę komórek kon-
trolnych i traktowanych związkiem w liczniku Co-
ulter-Counter, model ZBI [11]. Na podstawie krzy-
wych zahamowania wzrostu komórek w zależności 
od stężenia związków wyznaczono wartości EC50, 
EC80 i EC90 tj. wartości stężeń badanych związków, 
przy których proliferacja komórek nowotworowych 
była zahamowana odpowiednio w 50%, 80% i 90% 
w stosunku do komórek kontrolnych. Uzyskane 
wyniki pokazują, że badane pochodne acyloksytria-
zoloakrydonów wykazują wysoką aktywność cyto-
toksyczną w stosunku do komórek obu linii biała-
czek ludzkich. Komórki białaczki limfoblastycznej 
MOLT4 okazały się bardziej wrażliwe na działanie 
acyloksytriazoloakrydonów niż komórki białaczki 
mieloblastycznej HL60. Stężenia hamujące pro-
liferację komórek MOLT4 w 50% (wartości EC50) 
były o dwa rzędy wielkości mniejsze w porówna-
niu do wartości stężeń wywołujących ten sam efekt 
w przypadku komórek HL60. Wartości EC80 i EC90 
były porównywalne dla obydwu linii komórkowych 
( Tabela 1). Podkreślenia wymaga fakt, że acyloksy-
triazoloakrydony okazały się bardziej cytotoksycz-
ne w stosunku do badanych linii białaczek ludzkich 
niż wyjściowe triazoloakrydony. Dla porówna-
nia wartość EC50 dla pochodnej triazoloakrydonu 

Związek
MOLT4 HL60

*EC50 [µM] *EC90 [µM] *EC50 [µM] *EC80 [µM]

C-1742  (7,2±0,3)∙10-4  0,5±0,114  0,03±0,001  0,6±0,126

C-1750  (6,6±0,3)∙10-4  0,5±0,1  0,05±0,003  0,5±0,03

C-1764  (8,13±0,23)∙10-4  0,6±0,113  0,074±0,0015  0,7±0,196

C-1779  (7,7±0,2)∙10-4  0,8±0,193  0,03±0,0012  0,5±0,03

Tabela 1.  Aktywność cytotoksyczna wybranych pochodnych acyloksytriazoloakrydonów wobec komórek białaczek ludzkich MOLT4 
i HL60.

* EC50, EC80, EC90: wartości stężeń związków hamujących proliferację komórek MOLT4 i HL60 odpowiednio w 50%, 80% i 90% 
w stosunku do komórek kontrolnych (nietraktowanych badanymi związkami). Wyniki są średnią z 3 niezależnych doświadczeń wraz 
z odchyleniami standardowymi.
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C-1305 wynosiła 0,016 mM dla komórek MOLT4 
i 0,12 mM dla komórek HL60 [10].

Do dalszych badań dotyczących indukcji apopto-
zy przez acyloksytriazoloakrydony wybrano stę-
żenia związków odpowiadające wartościom EC90 
(dla komórek MOLT4) i EC80 (dla komórek HL60). 
Z terapeutycznego punktu widzenia najbardziej 
korzystne byłoby określenie stężeń związków od-
powiadających wartości EC100, jednak w warunkach 
eksperymentalnych są one właściwie niemożliwe do 
wyznaczenia. Stąd dalsze badania prowadzono dla 
stężeń acyloksytriazoloakrydonów odpowiadają-
cych wartościom EC80 i EC90.

2. BADANIE APOPTOZY W KOMÓRKACH 
BIAŁACZEK MOLT4 I HL60 PODDANYCH 
DZIAŁANIU ACYLOKSYTRIAZOLOAKRYDONÓW

2.1. Analiza zmian morfologicznych 
w komórkach białaczek pod wpływem 
acyloksytriazoloakrydonów

Kryterium morfologiczne jest wciąż jednym z pod-
stawowych przy badaniu śmierci komórkowej 
[12]. Stąd, badanie procesu apoptozy rozpoczęto 
od oceny zmian w morfologii jąder komórkowych 
(zmian stopnia kondensacji i fragmentacji jąder) 
komórek MOLT4 i HL60 poddanych działaniu 
acyloksytriazoloakrydonów przy użyciu mikrosko-
pu fluorescencyjnego, po uprzednim wybarwieniu 
komórek za pomocą DAPI, fluorochromu wiążące-
go się stechiometrycznie do DNA. Dokonano kine-
tycznej analizy zmian morfologicznych, inkubując 
komórki z badanymi związkami przez 6, 12, 24, 
48 i 72 godziny. Po krótszych czasach inkubacji 
(6, 12 godzin) obserwowano pojawianie się poje-
dynczych komórek nieco mniejszych od komórek 
kontrolnych, obkurczonych, co jest najprawdopo-
dobniej wynikiem utraty wewnątrzkomórkowej 

wody i elektrolitów, prowadzących do zagęszczenia 
cytoplazmy, a więc zmian typowych dla wczesnych 
etapów procesu apoptozy. 24 godzinna inkuba-
cja z acyloksytriazoloakrydonami prowadziła do 
kondensacji chromatyny, a po 48 i 72 godzinnej 
inkubacji widoczna była fragmentacja jądra, oraz 
pojawiały się typowe dla procesu apoptozy ciałka 
apoptotyczne (ang. apoptotic bodies) [13], zarów-
no w przypadku komórek MOLT4, jak i HL60. Na 
Rycinie 2 pokazano apoptotyczne zmiany w ko-
mórkach MOLT4 i HL60, przykładowo dla po-
chodnej C-1750.

2.2. Zmiany w błonie cytoplazmatycznej 
komórek białaczek MOLT4 i HL60 poddanych 
działaniu acyloksytriazoloakrydonów

Jedną z wcześniejszych i charakterystycznych 
zmian w komórce apoptotycznej jest utrata asyme-
trii w rozmieszczeniu fosfolipidów w błonie cyto-
plazmatycznej, polegająca na translokacji ujemnie 
naładowanej fosfatydyloseryny z wewnętrznej do 
zewnętrznej warstwy błony cytoplazmatycznej 
[14]. Zmianę tę można wykryć, stosując białko 
aneksynę V, sprzężoną z fluorochromem (np. z flu-
oresceiną), wykazującą wysokie powinowactwo do 
fosfatydyloseryny w obecności jonów wapnia. Jed-
nocześnie, stosując kombinację barwników: anek-
syna V/FITC oraz jodek propidyny (PI), można 
przy użyciu cytometrii przepływowej rozróżnić ko-
mórki żywe (aneksyna–/PI–), wczesnoapoptotycz-
ne (aneksyna+/PI–), późnoapoptotyczne i nekro-
tyczne (aneksyna+/PI+) oraz typowo nekrotyczne 
(aneksyna–/PI+).

Cytometryczna analiza zmian w błonie cyto-
plazmatycznej komórek MOLT4 inkubowanych 
z acyloksytriazoloakrydonami pokazała, że już 
po 12 godzinnej inkubacji pojawiała się populacja 
komórek wczesnoapoptotycznych (barwiących się 

Rycina 2.  Morfologia jąder komórek MOLT4 (A) i HL60 (B), kontrolnych oraz traktowanych pochodną C-1750, barwionych DAPI 
i ocenianych przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Powiększenie ×400. AP – komórki apoptotyczne.

A

B
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jedynie aneksyną), jak i znacznie mniejsza popula-
cja komórek późnoapoptotycznych (barwiących się 
aneksyną i jodkiem propidyny). Wczesna apoptoza 
jest zwykle procesem przejściowym, toteż w mia-
rę upływu czasu inkubacji z badanymi związkami 
dochodzi do utraty integralności błony komórko-
wej, co objawia się wzmożonym wnikaniem jodku 
propidyny i po 72 godzinach większość komórek 
to populacja późnoapoptotyczna i nekrotyczna 
(barwiąca się zarówno aneksyną, jak i PI). Rycina 3 
przedstawia reprezentatywną analizę cytometrycz-
ną zmian zachodzących w błonie komórkowej dla 
pochodnej C-1742. Po 12 godzinnej ekspozycji na 
związek populacja komórek MOLT4 wczesnoapop-
totycznych stanowiła ok. 11%, po 24 godzinach 
ilość komórek barwiących się jedynie aneksyną 
osiągała ok. 35%. Po dłuższych czasach inkubacji 
ilość komórek wczesnoapoptotycznych wyraźnie 
malała (4,5% po 72 godzinach), a wzrastała popu-
lacja komórek barwiących się aneksyną i jodkiem 
propidyny, która po 48 godzinach stanowiła 54% 
ogólnej populacji komórek, a po 72 godzinnej inku-
bacji ilość komórek późnoapoptotycznych i nekro-
tycznych stanowiła ok. 85%. Razem, po upływie 
72 godzin obydwie frakcje, wczesno- i późnoapop-
totyczna stanowiły ok. 90% populacji komórek, co 
wskazuje, że proces apoptozy odgrywa główną rolę 
w eliminacji komórek MOLT4 poddanych działaniu 

acyloksytriazoloakrydonów. Nieco inaczej przedsta-
wia się kinetyka zmian w błonie cytoplazmatycznej 
komórek HL60 poddanych działaniu acyloksytria-
zoloakrydonów. Analizując cytogramy pokazane 
na Rycinie 3 wyraźnie widać, że proces apoptozy 
w tych komórkach przebiega z mniejszą intensyw-
nością niż w komórkach MOLT4. Ilość komórek 
wczesno- i późnoapoptotycznych osiągała po 72 
godzinach inkubacji z pochodną C-1742 ok. 30%. 
Pojawiała się natomiast frakcja komórek nekrotycz-
nych (barwiących się jedynie jodkiem propidyny), 
która po 72 godzinach wynosiła ok. 10%. Można 
zatem przypuszczać, iż w komórkach HL60 obok 
apoptozy, również proces nekrozy odgrywa istotną 
rolę w odpowiedzi tych komórek na działanie bada-
nych związków.

2.3. Fragmentacja DNA w komórkach 
MOLT4 i HL60 inkubowanych 
z acyloksytriazoloakrydonami

Kolejną, biochemiczną zmianą typową dla śmier-
ci apoptotycznej jest degradacja DNA, zwykle na 
odcinki ok. 200 par zasad, będące wielokrotnością 
nukleosomów, co daje na żelu agarozowym obraz 
tzw. drabinki apoptotycznej (ang. laddering). Jak 
pokazano na Rycinie 4, wyraźna oligonukleoso-
malna degradacja DNA w komórkach MOLT4 

Rycina 3.  Reprezentacyjna cytometryczna analiza zmian zachodzących w błonie plazmatycznej komórek MOLT4 (A) i HL60 (B) 
kontrolnych oraz traktowanych pochodną C-1742. Oś X – fluorescencja pochodząca od fluoresceiny skoniugowanej 
z aneksyną V; Oś Y – fluorescencja pochodząca od jodku propidyny. Lewy dolny kwadrant: komórki nieapoptotyczne 
(A–/PI–); prawy dolny kwadrant: komórki wczesnoapoptotyczne (A+/PI–); prawy górny kwadrant: komórki 
późnoapoptotyczne i nekrotyczne (A+/PI+); lewy górny kwadrant: komórki nekrotyczne (A–/PI+). Cytogramy 
przedstawiają jedno z 3 niezależnych doświadczeń.
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i HL60 zachodziła po 24, 48 i 72 godzinach inku-
bacji z pochodną C-1750. W przypadku komórek 
obu linii, po 6 i 12 godzinach ekspozycji na bada-
ne związki, fragmentacja DNA na odcinki oligo-
nukleosomalne nie była widoczna, co jest zgodne 
z ogólnie przyjętym poglądem, że ten typ fragmen-
tacji należy zwykle do późnych etapów śmierci 
apoptotycznej [15]. Otrzymane wyniki są zgodne 
z wcześniejszymi obserwacjami zmian w morfo-
logii jąder komórkowych, gdzie degradacja DNA 

i pojawianie się ciałek apoptotycznych miały miej-
sce również po dłuższych czasach inkubacji komó-
rek z acyloksytriazoloakrydonami.

2.4. Określenie roli mitochondriów w procesie 
apoptozy indukowanej w komórkach MOLT4 
i HL60 przez acyloksytriazoloakrydony

Mitochondria odgrywają kluczowę rolę w procesie 
apoptozy [16,17]. Jednym z ważniejszych para-
metrów określających dysfunkcję mitochondriów 
podczas apoptozy jest spadek mitochondrialnego 
potencjału błonowego ∆Ψm na wewnętrznej bło-
nie mitochondrialnej. Jest to wydarzenie uniwer-
salne, a zarazem nieodwracalne dla śmierci apop-
totycznej [18]. W celu oznaczenia depolaryzacji 
mitochondriów zastosowano lipofilowy barwnik 
kationowy JC-1. Wnika on selektywnie do mito-
chondriów i w przypadku spolaryzowanej bło-
ny mitochondrialnej i wysokiego potencjału ∆Ψm 
tworzy agregaty (emituje fluorescencję pomarań-
czową), a przypadku spadku potencjału barwnik 
przechodzi w formę monomeryczną (emituje wów-
czas fluorescencję zieloną) [19]. Uzyskane wyniki 

dwuparametrowej analizy cytometrycznej komó-
rek MOLT4 i HL60 traktowanych acyloksytriazo-
loakrydonami i barwionych JC-1, wyraźne świad-
czą o depolaryzacji mitochondriów, postępującej 
wraz ze wzrostem czasu ekspozycji komórek na 
badane związki (Rycina 5). Odnosząc się do ko-
mórek kontrolnych, krótka 6 godzinna inkubacja 
nie prowadziła do istotnych zmian w ilości komó-
rek z niskim potencjałem mitochondrialnym. Po-
czynając od 12 godzin, frakcja komórek z niskim 

Rycina 4.  Międzynukleosomalna fragmentacja DNA 
w komórkach MOLT4 (A) i HL60 (B) traktowanych 
pochodną C-1750 przez podaną ilość godzin. Jako 
wzorzec (marker) użyto DNA o wielkości fragmentów 
od 10 do 1000 par zasad.

A B

Rycina 5.  Cytometryczna analiza zmian mitochondrialnego potencjału błonowego w komórkach MOLT4 (A) i HL60 (B) 
kontrolnych oraz traktowanych pochodną C-1750. Oś X – intensywność fluorescencji pochodząca od monomerów JC-1; 
Oś Y – intensywność fluorescencji pochodząca od agregatów JC-1. Cytogramy przedstawiają jedno z dwóch niezależnych 
doświadczeń.

A

B



© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2011 | 1(1) | 31–38

Augustin E. – Induction of apoptosis of human leukemia MOLT4 and HL60 cells by acyloksytriazoloacridinones…

37

potencjałem ∆Ψm stopniowo rosła i efekt ten się 
wyraźnie nasilał po 48 i 72 godzinach inkubacji 
z acyloksytriazoloakrydonami.

Porównując analizę zmian ∆Ψm i oligonukleosomal-
ną fragmentację DNA, widać wyraźnie, że spadek 
mitochondrialnego potencjału błonowego poprze-
dza apoptotyczną fragmentację DNA.

2.5. Badanie aktywności kaspazy-3 w procesie 
apoptozy komórek białaczek ludzkich 
indukowanej przez acyloksytriazoloakrydony

Ponieważ w komórkach MOLT4 i HL60 trakto-
wanych acyloksytriazoloakrydonami doszło do 
zaburzenia funkcji mitochondriów, należało się 
spodziewać, że w komórkach tych nastąpi również 
uruchomienie kaskady kaspaz, a zwłaszcza efekto-
rowej kaspazy-3, zaangażowanej w tzw. egzekucyj-
ną fazę procesu apoptozy [20]. Techniką cytometrii 
przepływowej, z zastosowaniem przeciwciała rozpo-
znającego aktywną formę kaspazy-3, sprawdzono 
czy apoptoza indukowana przez acyloksytriazolo-
akrydony przebiega w komórkach białaczek ludzkich 
z udziałem tej kaspazy. Uzyskane rezultaty wskazu-
ją wyraźnie, że zarówno w komórkach MOLT4, jak 
i HL60 doszło do aktywacji wykonawczej kaspazy-3 
(Rycina 6). Wykres przedstawia kinetykę wzrostu 
liczby komórek MOLT4 i HL60 traktowanych po-
chodną C-1750 przez 6, 12, 24, 48 i 72 godziny. 
W przypadku obu linii komórkowych niewielką 
frakcję komórek zawierających aktywną kaspazę-3 
(ok. 1%) obserwowano po 6 godzinach inkubacji ze 
związkiem. Populacja ta znacząco wzrosła po upły-
wie 24 godzin w komórkach MOLT4 (ok. 26%) i po 
upływie 48 godzin w komórkach HL60 (ok. 42%). 
Po 72 godzinach populacja komórek z aktywną ka-
spazą-3 była dominująca w komórkach obu linii 
(82% MOLT4 i 76% HL60).

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Otrzymana w Katedrze Technologii Leków i Bio-
chemii Politechniki Gdańskiej nowa grupa triazolo-
akrydonów II generacji – acyloksytriazoloakrydony, 
wykazała wysoką aktywność cytotoksyczną wobec 
komórek białaczek ludzkich MOLT4 i HL60. Waż-
nym z terapeutycznego punktu widzenia jest fakt, 
że acyloksytriazoloakrydony wykazały znacząco 
wyższą aktywność cytotoksyczną wobec komórek 
badanych linii niż wyjściowe triazoloakrydony. Ba-
dając mechanizm działania acyloksytriazoloakry-
donów na poziomie komórkowym po raz pierw-
szy wykazano, że związki te indukują apoptozę 
w komórkach białaczek ludzkich MOLT4 i HL60 
w stężeniach biologicznie istotnych, odpowiadają-
cych wartościom EC80 i EC90. W komórkach obu 
linii MOLT4 i HL60 traktowanych acyloksytriazo-
loakrydonami obserwowano typowe dla apoptozy 
zmiany w wyglądzie jąder komórkowych (konden-
sacja i fragmentacja chromatyny, prowadzące do 
powstawania tzw. ciałek apoptotycznych). Dalsze 
badania zjawiska apoptozy w oparciu o szereg ty-
powych dla tego procesu znaczników biochemicz-
nych, takich jak: translokacja fosfatydyloseryny, 
międzynuklesomalna fragmentacja DNA, spadek 
mitochondrialnego potencjału błonowego, czy akty-
wacja kaspazy-3 potwierdziły, że apoptoza odgrywa 
główną rolę w eliminacji komórek MOLT4 i HL60 
poddanych działaniu acyloksytriazoloakrydonów. 
Ten typ śmierci komórkowej był szczególnie do-
minujący w przypadku komórek MOLT4 – po 72 
godzinach ok. 90% całkowitej populacji komórek 
wykazywało zmiany typowe dla apoptozy. Podsu-
mowując, komórkowy mechanizm działania acy-
loksytriazoloakrydonów w przypadku białaczek 
ludzkich MOLT4 i HL60 jest bardzo podobny jak 
w przypadku triazoloakrydonów [10]. Obie grupy 
związków w stężeniach biologicznie istotnych indu-
kują apoptozę w komórkach nowotworowych. Pro-
ces apoptozy komórek białaczek MOLT4 i HL60 
przebiegał według mitochondrialnej drogi aktywa-
cji kaspaz, obejmującej spadek mitochondrialnego 
potencjału błonowego, aktywację kaspazy-3, trans-
lokację fosfatydyloseryny do zewnętrznej warstwy 
błony plazmatycznej oraz fragmentację DNA do 
poziomu nukleosomów. Co więcej, nowa grupa 
triazoloakrydonów II generacji odznaczała się zna-
cząco wyższą aktywnością cytotoksyczną w stosun-
ku do komórek białaczek ludzkich, niż wyjściowe 
triazolakrydony, co w przyszłej terapii może być 
podstawą do stosowania niższych dawek leków 
z grupy triazoloakrydonu. Uzyskane w trakcie reali-
zacji projektu finansowanego przez Naukową Fun-
dację Polpahrmy wyniki, dotyczące mechanizmu 
działania nowej grupy związków o właściwościach 
przeciwnowotworowych, mogą w przyszłości stać 

Rycina 6.  Odsetek komórek MOLT4 i HL60 zawierających 
aktywną kaspazę–3 w zależności od czasu inkubacji 
z pochodną C-1750. Wyniki przedstawiają jedno 
z dwóch niezależnych doświadczeń.
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się przydatne do projektowania struktur nowych 
związków o podobnym mechanizmie działania. 
Poza tym wiedza o mechanizmie działania na po-
ziomie komórkowym może być pomocna w selek-
cji acyloksytriazoloakrydonów do rozszerzonych 
badań przedklinicznych. Uzyskane wyniki badań 
mogą być również zastosowane w ewentualnych 
przyszłych opracowaniach optymalnego schematu 
dawkowania w terapii mono- i wielolekowej.
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Streszczenie

Toksoplazmoza jest jedną z najbardziej powszechnych chorób pasożytniczych 
człowieka i zwierząt stałocieplnych. Na świecie jedna trzecia ludzkiej populacji 
jest chronicznie zarażona Toxoplasma gondii. Mimo, iż choroba ta u zdrowych, 
dorosłych osób zazwyczaj ma charakter bezobjawowy, bardzo poważne objawy 
mogą wystąpić w przypadku wrodzonego zarażenia oraz u osób z niedoborem 
odporności. Ponadto, pomimo dokładnego poznania jej etiologii nadal stanowi 
bardzo poważny problem diagnostyczny. Diagnostyka toksoplazmozy jest głów-
nie oparta o wyniki badań serologicznych, w których wykrywa się specyficzne 
przeciwciała anty-T. gondii. Specyficzność i czułość testów serologicznych zależy 
przede wszystkim od użytych antygenów. Obecnie komercyjnie dostępne zestawy 
diagnostyczne oparte są na poliwalentnym antygenie natywnym pasożyta (TLA). 
Zatem rekombinantowe białka antygenowe T. gondii mogą być alternatywnym 
źródłem antygenów bardzo użytecznym w serodiagnostyce toksoplazmozy.
W artykule przedstawiono najnowsze dane dotyczące badań nad wykorzysta-
niem antygenów rekombinantowych pasożyta T. gondii w serodiagnostyce tok-
soplazmozy u ludzi.

Słowa kluczowe: 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-T. 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 T. 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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WSTĘP

Toksoplazmoza jest chorobą szeroko rozpowszech-
nioną na całym świecie, którą wywołuje wewnątrz-
komórkowy pasożyt Toxoplasma gondii należący 
do typu Apicomplexa. Tak jak wszystkie organizmy 
należące do tego typu, pasożyt ten charakteryzuje 
się złożonym cyklem rozwojowym, który przebiega 
zarówno u żywiciela ostatecznego (tj. kota domowe-
go i innych kotowatych), jak i u żywicieli pośred-
nich (wielu gatunków zwierząt, w tym u człowieka), 
gdzie namnaża się tylko bezpłciowo. Postacią inwa-
zyjną zarówno dla ostatecznego, jak i pośredniego 
żywiciela są oocysty przekształcone w sporocysty, 
które powstają w wyniku rozmnażania płciowego 
zachodzącego w komórkach nabłonka jelita cienkie-
go kota. Ta forma rozwojowa pasożyta jest bardzo 
wytrzymała na działanie czynników zewnętrznych 
i w naturalnych warunkach środowiskowych może 
pozostać zakaźna ponad rok. Zakaźne dla żywicieli 
są także formy wegetatywne pasożyta (tachyzoity) 
oraz zamknięte w cyście tkankowej bradyzoity, które 
powstają w wyniku rozwoju bezpłciowego [1,2]. We-
dług danych Światowej Organizacji Zdrowia szacuje 
się, iż nabyte zarażenie T. gondii jest udziałem około 
1/3 ludności świata. W populacji ludzkiej częstość za-
rażenia jest uzależniona od bardzo wielu czynników 
takich jak klimat, zwyczaje sanitarno-żywieniowe 
oraz warunki socjalno-ekonomiczne. Źródłem zara-
żenia jest najczęściej pokarm zanieczyszczony oocy-
stami wydalanymi przez kota lub półsurowe mięso 
zwierząt hodowlanych (głównie świń, owiec i bydła) 
zawierające cysty tkankowe pasożyta (nabyta postać 
choroby). W toksoplazmozie wrodzonej źródłem 
inwazji jest łożysko zarażonej matki [3]. Do zara-
żenia płodu dochodzi wyłącznie podczas czynnej, 
pierwotniej inwazji T. gondii u matki. Toksoplazmo-
za u zdrowych dorosłych osób przebiega przeważnie 
bezobjawowo i nie wymaga leczenia. Łagodne obja-
wy kliniczne, często przypominające grypę, są noto-
wane u niewielkiego odsetka pacjentów. Choroba ta 
może mieć natomiast bardzo ciężki przebieg u pło-
dów oraz u osób z niedoborem odporności, przy czym 
należy zwrócić uwagę na fakt, iż konsekwencje inwa-
zji u zarażonych płodów bywają często dramatycz-
ne. Z tego względu, iż ryzyko zarażenia u ciężarnych 
z pierwotną toksoplazmozą, które nie otrzymują le-
czenia jest bardzo wysokie, prawidłowe rozpoznanie 
i leczenie inwazji w tych przypadkach jest koniecz-
ne. Częstość występowania pierwotnej toksopla-
zmozy u kobiet ciężarnych zależy w dużej mierze 
od prawdopodobieństwa zarażenia się podczas ciąży 
w danym rejonie geograficznym, natomiast na trans-
misję zarażenia na płód ma wpływ stopień parazyte-
mii u matki, dojrzałości łożyska oraz wiek płodowy. 
Toksoplazmoza wrodzona może ujawnić się w szero-
kim spektrum objawów klinicznych, które w dużym 

stopniu zależą od okresu zarażenia płodu podczas 
ciąży. Ryzyko takie wzrasta wraz z trwaniem ciąży 
i wynosi odpowiednio 17%, 25% i 65% podczas I, II 
i III trymestru oraz ok. 90% w ostatnich tygodniach 
ciąży [4], natomiast stopień powikłań jest odwrot-
nie proporcjonalny do okresu, w którym nastąpiło 
zarażenie u matki [5]. Płody zarażone w I tryme-
strze ciąży ulegają zwykle poronieniu lub umierają 
w okresie noworodkowym z powodu różnych zmian 
patologicznych. Zarażenie płodu w środkowym lub 
ostatnim trymestrze ciąży może mieć zróżnicowa-
ny obraz kliniczny: od przypadków bezobjawowych 
do przypadku tzw. triady Sabina-Pinkertona, która 
charakteryzuje się wodogłowiem lub małogłowiem, 
zapaleniem siatkówki i naczyniówki oraz zwapnie-
niem śródczaszkowym. Wymienionym objawom 
towarzyszyć może znaczne opóźnienie rozwoju 
umysłowego i fizycznego. Ponadto w przypadku 
znacznego procenta noworodków nie wykazujących 
jakichkolwiek objawów klinicznych bezpośrednio po 
urodzeniu, objawy choroby mogą ujawnić się dopie-
ro w późniejszym okresie życia dziecka (dziecięcym 
lub młodzieńczym) [3]. Ze względu na możliwość 
utraty ciąży oraz trwały lub postępujący charak-
ter wielonarządowych uszkodzeń, a także śmierć 
dziecka, toksoplazmoza wrodzona stanowi bardzo 
poważny problem kliniczny, zwłaszcza w położnic-
twie i pediatrii. Prawidłowe rozpoznanie choroby 
jest nieodzownym warunkiem odpowiednich decy-
zji dotyczących przede wszystkim leczenia oraz za-
pobiegania toksoplazmozie. Największe znaczenie 
i zarazem wyzwanie stanowi określenie momentu 
inwazji T. gondii u kobiety ciężarnej (toksoplazmo-
za wczesna lub przewlekła), ponieważ przyjmuje 
się, iż jedynie pierwotne, aktywne zarażenie stano-
wi poważne zagrożenie dla płodu (poronienie lub 
narodziny dziecka z wadami wrodzonymi). Zatem 
właściwe rozpoznanie fazy choroby i możliwość le-
czenia kobiety ciężarnej może uchronić płód przed 
zarażeniem oraz przykrymi skutkami, które powo-
duje toksoplazmoza wrodzona.

DIAGNOSTYKA TOKSOPLAZMOZY

Podstawą współczesnej diagnostyki toksoplazmo-
zy są badania serologiczne, które polegają na wy-
kryciu w surowicy lub płynach ustrojowych osób 
zarażonych pasożytem specyficznych przeciwciał 
anty-T. gondii klasy IgG, IgM oraz w niektórych 
przypadkach IgA. Badania serologiczne obejmują 
różne laboratoryjne metody diagnostyczne, które 
cechuje wysoka czułość i swoistość. Obecnie w ko-
mercyjnie dostępnych testach diagnostycznych, do 
wykrywania specyficznych przeciwciał antytokso-
plazmozowych, wykorzystuje się różne preparaty 
antygenowe izolowane z tachyzoitów, otrzyma-
nych z płynu otrzewnowego zarażonych myszy lub 
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z kultur tkankowych in vitro. Jest to, przygotowana 
w odpowiednich proporcjach, mieszanka antygenów 
cytoplazmatycznych i błonowych. Otrzymanie tzw. 
poliwalentnego antygenu natywnego (TLA, ang. 
Toxoplasma lysate antygen) jest uciążliwe i trudne, 
ponieważ wymaga hodowli pasożyta in vivo na my-
szach lub w hodowli tkankowej in vitro. Ponadto in-
terpretacja wyników badań serologicznych (uzyska-
nych w niektórych przypadkach z wykorzystaniem 
testów, w których do wykrywania specyficznych 
przeciwciał stosuje się TLA), może być trudna i nie-
wystarczająca dla rozpoznania fazy choroby. Z tego 
też powodu w licznych laboratoriach na całym świe-
cie prowadzone są badania, w których poszukuje 
się nowych narzędzi diagnostycznych mogących 
znaleźć zastosowanie w testach serologicznych roz-
poznających toksoplazmozę oraz różnicujących jej 
fazy. Obecnie dużą uwagę skupia się na antygenach 
rekombinantowych T. gondii, otrzymywanych z wy-
korzystaniem metod inżynierii genetycznej i biolo-
gii molekularnej. Zatem rekombinantowe białka 
stanowią alternatywne źródło antygenów mogących 
zastąpić poliwalentny antygen natywny pasożyta 
wykorzystywany obecnie w komercyjnie dostęp-
nych zestawach diagnostycznych.

ANTYGENY REKOMBINANTOWE W DIAGNOSTYCE 
TOKSOPLAZMOZY

Czułość i efektywność testów serologicznych zależy 
w głównej mierze od dwóch czynników. Pierwszym 

z nich jest poziom przeciwciał produkowanych 
przez organizm w odpowiedzi na przebyte zara-
żenie, a drugi stanowi zastosowany w teście anty-
gen (rozpoznający specyficzne immunoglobuliny). 
W przypadku konstrukcji zestawów diagnostycz-
nych wykorzystujących metody serologiczne, o ile 
nie ma się wpływu na pierwszy z tych czynników, 
o tyle istnieje możliwość dużego wyboru antygenów, 
które zasadniczo wpływają na czułość i specyficz-
ność testów. Rozwój metod biologii molekularnej 
oraz inżynierii genetycznej stworzył nowe możli-
wości w otrzymywaniu coraz to lepszych i bardziej 
skutecznych narzędzi diagnostycznych. Antygeny 
rekombinantowe, produkowane w bakteryjnych 
lub eukariotycznych systemach ekspresyjnych, sta-
nowią nową grupę odczynników immunodiagno-
stycznych o bardzo wysokiej jakości. Stosowanie 
rekombinantowych białek antygenowych, jako spe-
cyficznych markerów rozpoznających przeciwciała, 
jest szczególnie wskazane do sprawdzania obecności 
patogenów wywołujących różne rodzaje odpowiedzi 
immunologicznej, którymi zarażenie prowadzi do 
przewlekłych inwazji lub w przypadku patogenów, 
które po inwazji ostrej przechodzą w stan utajony 
(tak jak w przypadku T. gondii).

Prace dotyczące otrzymywania i zastosowania w dia-
gnostycznych testach serologicznych rekombinan-
towych białek antygenowych T. gondii prowadzone 
są przez zespół naukowy Katedry Mikrobiologii 
Politechniki Gdańskiej już od kilku lat. Dotychczas 

Rodzina Nazwa antygenu rekombinantowego* Forma rozwojowa 

Antygeny powierzchniowe
SAG (ang. Surface Antigens)

SAG1-His 
SAG2-His
SAG4-His
P35-His

BSR4-His

tachyzoit
tachyzoit/bradyzoit

bradyzoit
tachyzoit
bradyzoit

Antygeny granul o dużej gęstości
GRA (ang. Dense Granule Antigens)

GRA1-His
GRA2-His/GRA2ex2-His

GRA4-His
GRA5-His/GRA5-Trx

GRA6-His
GRA7-His
GRA9-His

tachyzoit/bradyzoit
tachyzoit/bradyzoit
tachyzoit/bradyzoit
tachyzoit/bradyzoit
tachyzoit/bradyzoit
tachyzoit/bradyzoit
tachyzoit/bradyzoit

Antygeny roptrii
ROP (ang. Rhoptry Antigens)

ROP1-His
ROP7-His
ROP9-His

tachyzoit/bradyzoit
tachyzoit/bradyzoit

tachyzoit

Antygeny mikronem 
MIC (ang. Microneme Antigens)

MIC1ex2-His/Mic1ex3,4-His
MIC3-His/MIC3-Trx

tachyzoit/bradyzoit
tachyzoit/bradyzoit

Enzymy LDH1-His
LDH2-His

tachyzoit
bradyzoit

Inne MAG1-His
BAG1-His

tachyzoit/bradyzoit
bradyzoit

Tabela 1. Kolekcja antygenów rekombinantowych T. gondii. 

* Człon nazwy antygenu rekombinantowego His oznacza białko fuzyjne zawierające dwie domeny oligohistydynowe na N- i C-końcu; 
Trx – białko fuzyjne zawierające dodatkowo domenę tioredoksynową na N-końcu. 
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otrzymano ponad dwadzieścia antygenów rekombi-
nantowych pasożyta (charakterystycznych dla for-
my rozwojowej tachyzoitu jak i bradyzoitu), które 
według naszej wiedzy są najprawdopodobniej naj-
większym zbiorem białek antygenowych T. gondii 
na świecie (Tabela 1). Ponadto dzięki wsparciu fi-
nansowemu Naukowej Fundacji Polpharmy moż-
liwe było przeprowadzenie badań, dzięki którym 
oszacowano przydatność diagnostyczną poszcze-
gólnych antygenów oraz opracowano prototypy 
nowych testów serologicznych do wykrywania spe-
cyficznych przeciwciał antytoksoplazmozowych 
w surowicach chorych pacjentów.

RÓŻNICOWANIE FAZ CHOROBY 
Z ZASTOSOWANIEM ANTYGENÓW 
REKOMBINANTOWYCH

Wśród dostępnych obecnie zestawów serologicz-
nych stosowanych w diagnostyce toksoplazmozy 
brak techniki idealnej o uniwersalnym charakterze. 
Główną wadą wykorzystywanych testów jest brak 
możliwości różnicowania wczesnej i przewlekłej in-
wazji pasożyta oraz odróżnienia pierwotnego zara-
żenia od reaktywacji zarażenia utajonego, nabytego 
w przeszłości. Precyzyjne określenie fazy choroby 
stanowi szczególnie istotny problem w przypadku 
kobiet ciężarnych. Przez bardzo długi okres czasu 
uważano, iż wykrycie w surowicy osoby zarażonej 
przeciwciał klasy IgM, pojawiających się w pierw-
szych tygodniach choroby, jest markerem wcze-
snego zarażenia T. gondii. Interpretacja wyników 
badań serologicznych, czyli obecności i miana prze-
ciwciał klasy IgG i IgM, w niektórych przypadkach 
może być jednak bardzo trudna. Wynika to z faktu, 
że w populacji osób dorosłych, które przebyły za-
rażenie, przeciwciała klasy IgG mogą utrzymywać 
się bardzo długo na podwyższonym poziomie. Na-
tomiast stężenie przeciwciał klasy IgM może być 
podwyższone wiele lat po aktywnej toksoplazmo-
zie. Przeciwciała te mogą być wykrywane w suro-
wicy niektórych osób nawet do 48–72 miesięcy po 
zarażeniu, a czasem utrzymują się aż przez kilkana-
ście lat [6]. Ponadto, większość (75%) noworodków 
z wrodzoną toksoplazmozą nie wytwarza przeciwciał 
klasy IgM, co spowodowane jest immunosupresją 
układu immunologicznego dziecka przez matczy-
ne przeciwciała klasy IgG anty-T. gondii, przecho-
dzące przez łożysko. U dorosłych na skutek obni-
żenia odporności (np. leki, choroba nowotworowa, 
przeszczep) dochodzi do reaktywacji przewlekłego 
bezobjawowego zarażenia, przeciwciała klasy IgM 
zazwyczaj wtedy nie występują, a klasy IgG mogą 
utrzymywać się na niskim lub średnim poziomie, 
nie wskazując na aktywną toksoplazmozę. Tak więc, 
oznaczenie obecności przeciwciał klasy IgM i stęże-
nia IgG może nie wystarczyć do prawidłowej oceny 

stadium zarażenia pierwotniakiem T. gondii. Z tego 
też powodu wykorzystanie w serodiagnostyce tok-
soplazmozy odpowiednio wyselekcjonowanych an-
tygenów rekombinantowych, charakterystycznych 
dla różnych form rozwojowych pasożyta (np. ta-
chyzitów, występujących na początku inwazji lub 
bradyzoitów ukrytych w cystach tkankowych, które 
pojawiają się w organizmie gospodarza w fazie prze-
wlekłej choroby) daje zupełnie nowe możliwości. 
W ciągu ostatniej dekady badania nad poszukiwa-
niem takich markerów molekularnych, reagujących 
specyficznie z przeciwciałami antytoksoplazmozo-
wymi pochodzącymi z surowic pacjentów z tokso-
plazmozą wczesną lub przewlekłą, zakończyły się 
sukcesem. Wśród wielu badanych antygenów wyse-
lekcjonowano głównie białka, które są markerami 
fazy wczesnej choroby (Tabela 2). W naszych bada-
niach najlepsze rezultaty w rozpoznawaniu przeciw-
ciał anty-T. gondii klasy IgG, charakterystycznych 
dla fazy ostrej toksoplazmozy, otrzymano dla trzech 
antygenów rekombinantowych: MAG1, ROP1, 
GRA2 [12,13]. Białka te rozpoznawały specyficzne 
IgG z czułością bliską lub równą 100%, podczas gdy 
czułość testu IgG ELISA, w którym testowano suro-
wice pacjentów z chroniczną fazą choroby, była zde-
cydowanie niższa (wynosiła kilka lub kilkanaście 
procent). Zidentyfikowanie takich markerów mo-
lekularnych umożliwia rozpoznanie fazy choroby 
na podstawie badania pojedynczej próby surowicy 
danego pacjenta. Takiej możliwości nie dają obecnie 
wykorzystywane testy diagnostyczne, które oparte 
są na TLA. Wyniki naszych badań potwierdziły, iż 
stosowany w komercyjnie dostępnych testach an-
tygen natywny T. gondii nie różnicuje faz choroby 
(Rycina 1). Preparat ten z porównywalną czułością 
rozpoznaje wczesne jak i późne przeciwciała IgG, 
podczas gdy zupełnie inne rezultaty otrzymuje się 
stosując w teście diagnostycznym odpowiednio 
wyselekcjonowane rekombinantowe białka anty-
genowe T. gondii. Zatem w tym momencie można 
mówić o pewnego rodzaju rewolucji w diagnostyce 
toksoplazmozy, która możliwa jest dzięki wykryciu 
a następnie zastosowaniu do badań serologicznych 
tzw. molekularnych markerów charakterystycznych 
dla poszczególnych faz choroby.

MIESZANKI BIAŁEK REKOMBINANTOWYCH

Badania nad wykorzystaniem w serodiagnostyce 
toksoplazmozy nowych narzędzi diagnostycznych 
(antygenów rekombinantowych) pokazały, iż reak-
tywność niektórych z nich ze specyficznymi prze-
ciwciałami anty-T. gondii klasy IgG lub IgM jest 
na bardzo niskim poziomie. Ponadto w przypad-
ku niektórych prób surowic brakuje specyficznych 
przeciwciał rozpoznających dane białko rekombi-
nantowe. Spowodowane jest to tym, iż pasożyty 
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Antygen System ekspre-
syjny / białko

Wykrywane 
przeciwciała 
/ test diag-
nostyczny 

Ilość przebadanych suro-
wic pozytywnych (*) Wyniki Literatura 

#

P35 Produkowane 
w E. coli, 

z domeną GST

IgM ELISA 53 prób:
• 20 (t. wczesna)
• 33 (t. przewlekła)

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 90%

•  brak reaktywności antygenu 
z przeciwciałami IgM zawartymi w suro-
wicach z toksoplazmozą przewlekłą

[7]

GRA4 Produkowane 
w E. coli, 

z domeną His-Tag

IgG ELISA 36 prób:
• 12 (t. wczesna)
• 22 (t. przewlekła)

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 58,3%

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą przewlekłą: 18,2%

[8]

GRA7 •  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 75%

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą przewlekłą: 36,3%

MIC3 Produkowane 
w E. coli, 

z domeną GST

Awidność IgG 121 prób pochodzących 
od 80 kobiet ciężarnych 
pobranych w różnym czasie 
od serokonwersji

•  niska awidność przeciwciał IgG 
w próbach surowic pochodzących od 
kobiet ciężarnych w dwóch pierwszych 
miesiącach zarażenia T. gondii 

[9]

GRA7 Produkowane 
w E. coli, 

z domeną His-Tag

IgG ELISA 117 prób:
• 45 (t. wczesna)
• 72 (t. przewlekła) 

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 95,9%

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą przewlekłą: 68,9 %

[10]

GRA6 Produkowane 
w E. coli, 

z domeną His-Tag

IgG ELISA 90 prób:
• 33 (t. wczesna)
• 57 (t. przewlekła)

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 95,9%

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą przewlekłą: 68,9 %

[11]

P35 (GRA8) •  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 95,9%

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą przewlekłą: 68,9 %

MAG1 Produkowane 
w E. coli, 

z domeną His-Tag

IgG ELISA 117 prób:
• 37 (t. wczesna)
• 80 (t. przewlekła) 

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 97,3%

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą przewlekłą: 7,5 %

[12]

ROP1 Produkowane 
w E. coli, 

z domeną His-Tag

IgG ELISA 127 prób:
• 37 (t. wczesna)
• 90 (t. przewlekła)

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 94,6%

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą przewlekłą: 15,5 %

[13]#

GRA2 •  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 100%

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą przewlekłą: 22,5 %

SAG2A Produkowane 
w E. coli, 

z domeną His-Tag

IgG ELISA 60 prób:
• 30 (t. wczesna)
• 30 (t. przewlekła)

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 90%

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą przewlekłą: 67 % 

[14]

GRA2 Produkowane 
w E. coli, 

z domeną TRX 
i domeną His-Tag

IgG ELISA 59 prób pochodzących 
z Francji:
• 24 (t. wczesna)
• 35 (t. przewlekła) 

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 95,8%

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą przewlekłą: 67,7 % 

[15]

46 prób pochodzących 
z Iranu:
• 18 (t. wczesna)
• 28 (t. przewlekła)

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 100%

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą przewlekłą: 71,4 %

Tabela 2. Antygeny rekombinantowe T. gondii – molekularne markery fazy toksoplazmozy.

* – faza choroby, dla której charakterystyczne są badane surowice; # – źródło finansowania badań, grant Naukowej Fundacji 
Polpharmy pt. „Konstrukcja serologicznych zestawów diagnostycznych do wykrywania oraz różnicowania toksoplazmozy wczesnej 
i przewlekłej”.
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w organizmie żywiciela (w miarę rozwoju odpo-
wiedzi immunologicznej) ulegają konwersji z form 
aktywnych, szybko namnażających się tachyzoitów 
w uśpione bradyzoity, które gromadzą się w cystach 
lokalizowanych np. w mięśniach szkieletowych, 
mięśniu serca, oku czy też mózgu. Te formy rozwojo-
we pasożyta różnią się produkowanymi antygenami 
(wydzielniczymi, powierzchniowymi, cytoplazma-
tycznymi oraz enzymami), co skutkuje obecnością 
w organizmie żywiciela różnych przeciwciał anty-
białko w różnym czasie trwania choroby. Oczywi-
ście jest to sytuacja bardzo korzystna i pożądana 
w przypadku poszukiwania tzw. molekularnych 
markerów, które specyficznie reagują z immunoglo-
bulinami z wczesnej bądź przewlekłej fazy choroby. 
Ponadto pewne antygeny, w zależności od ich lo-
kalizacji w komórce pasożyta oraz pełnionej w niej 
funkcji, są bardzo słabo eksponowane układowi 
immunologicznemu. Z tego powodu w surowicy da-
nego pacjenta specyficzne IgG, rozpoznające dane 
białko mogą występować na bardzo niskim pozio-
mie. Zatem aby opracować test diagnostyczny opar-
ty na metodzie ELISA, który rozpoznawał będzie 

wszystkie przypadki toksoplazmozy z taką samą 
czułością jak antygen natywny (będący podstawą 
testów dostępnych obecnie na rynku), należy two-
rzyć odpowiednie mieszanki białek rekombinanto-
wych. Przeprowadzone przez nas badania wykazały, 
iż opłaszczenie jednej studzienki na płytce ELISA 
mieszanką trzech białek antygenowych zwiększa 
czułość oznaczenia w porównaniu do testu, w któ-
rym zastosowano jedynie pojedynczy antygen lub 
mieszankę dwóch białek rekombinantowych [16]. 
Stosowanie mieszanki trzech białek przede wszyst-
kim umożliwia detekcję przeciwciał klasy IgG anty
-T. gondii, które zawarte są w surowicach pacjentów 
z przewlekłą fazą choroby. Miano specyficznych IgG 
w próbach takich surowic jest najczęściej bardzo ni-
skie, przez co ich detekcja z wykorzystaniem poje-
dynczego antygenu jest utrudniona. Z tego względu 
zastosowanie mieszanki trzech odpowiednio dobra-
nych białek antygenowych zwiększa znacznie czu-
łość oznaczenia. Wyniki porównujące reaktywność 
sześciu mieszanek złożonych odpowiednio z trzech 
lub dwóch różnych białek rekombinantowych T. 
gondii (MAG1, GRA2, ROP1, SAG1 oraz GRA5) 
przedstawiono w Tabeli 3. Analizując uzyskane 
rezultaty można zaobserwować, iż mieszanki za-
wierające trzy antygeny (MAG1+SAG1+GRA5; 
GRA2+SAG1+GRA5 oraz ROP1+SAG1+GRA5) 
wykazują większą czułość w teście ELISA niż od-
powiednie koktajle dwóch białek antygenowych. 
Większa reaktywność mieszanek złożonych z trzech 
antygenów jest szczególnie widoczna w przypadku 
zastosowania puli surowic pobranych od pacjentów 
z przewlekłą fazą choroby. Reaktywność mieszan-
ki zawierającej dwa białka (MAG1+SAG1) dla tej 
puli surowic po dodaniu trzeciego antygenu (GRA5) 
wzrosła z 79,2% do 93%. W przypadku mieszanki 
GRA2+SAG1 dodatek GRA5 spowodował wzrost 
reaktywności z 86,8% do 92,4%, natomiast dla 
mieszanki ROP1+SAG1 wzrost z 86,8% do 94,4%, 
dzięki czemu uzyskano czułość testu porównywalną 
lub nawet wyższą niż dla TLA.

Konstrukcja mieszanki rekombinantowych białek 
antygenowych do wykrywania przeciwciał antytok-
soplazmozowych w surowicach chorych pacjentów, 
która mogłaby zastąpić TLA, niewątpliwie wymaga 
doboru odpowiednich antygenów. TLA jest lizatem 
białkowym otrzymywanym z tachyzoitów, w skład 
którego wchodzi bardzo duża pula różnych białek 
sekrecyjnych, powierzchniowych oraz cytoplazma-
tycznych pasożyta. Z tego względu wśród puli anty-
genów rekombinantowych otrzymanych metodami 
inżynierii genetycznej, konieczne jest wyszukanie 
odpowiednich białek umożliwiających detekcję spe-
cyficznych przeciwciał z czułością porównywalną 
jaką uzyskuje się dla poliwalentnego antygenu na-
tywnego (TLA). Z tego względu przy opracowywaniu 

Rycina 1.  Porównanie reaktywności w teście IgG ELISA 
poliwalentnego antygenu natywnego (A) oraz dwóch 
antygenów rekombinantowych: GRA2 (B) i ROP1 (C) 
z pulą 37 surowic pobranych od pacjentów z wczesną 
fazą choroby oraz pulą 90 surowic przewlekłych. Jasne 
części walców oznaczają wyniki pozytywne uzyskane 
dla każdej puli surowic.
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prototypu nowego testu diagnostycznego, opartego 
na mieszance białek rekombinantowych, nasz zespół 
badawczy kierował się wyborem jednego antygenu, 
który charakteryzował się wysoką reaktywnością 
z przeciwciałami zawartymi w surowicach zarów-
no z fazy wczesnej jak i przewlekłej toksoplazmo-
zy (np. SAG1, dla którego w badaniach uzyskano 
reaktywność prawie 100%). Kolejnym składnikiem 
opracowanych mieszanek był zawsze marker mole-
kularny fazy wczesnej (np. białko MAG1, ROP1, 
GRA2, P35 lub GRA7). Tak skonstruowane mie-
szanki, przetestowane na znacznej puli surowic po-
branych od pacjentów chorych na toksoplazmozę 
wczesną, czy też przewlekłą, charakteryzowały się 
bardzo wysoką czułością (przekraczającą 90%), po-
równywalną z TLA (Tabela 4). W literaturze świa-
towej w ciągu ostatniej dekady pojawiły się także 

doniesienia o opracowaniu innych mieszanek białek 
rekombinantowych, które mogłyby znaleźć zastoso-
wanie w serodiagnostyce toksoplazmozy. W 2000 
roku, Aubert i wsp. [18] przedstawili użyteczność 
mieszanki zawierającej białka GRA7, GRA8 oraz 
ROP1 do wykrywania przeciwciał antytoksoplazmo-
zowych klasy IgM. W tym samym roku przebadano 
także przydatność diagnostyczną dwóch mieszanek 
antygenów rekombinantowych: GRA7 + GRA8 + 
SAG1 (19), GRA7 + GRA8 + SAG2 + H4 [19] do 
wykrywania specyficznych IgG.

WNIOSKI

Szybki postęp w technikach rekombinacji DNA, 
który umożliwił konstrukcję zróżnicowanych bak-
teryjnych i eukariotycznych systemów ekspresji 

Grupa surowic TLA/mieszanka antygenów Ilość wyników 
pozytywnych (%)

Wartości absorbancji

Średnia Zakres

Ostra toksoplazmoza
n=27

TLA  26 (96,3) 1,126  0,415–2,445

MAG1+SAG1+GRA5
MAG1+SAG1

 26 (96,3)
 26 (96,3)

1,170
0,997

 0,439–2,71
 0,292–2,58

GRA2+SAG1+GRA5
GRA2+SAG1

 25 (92,6)
 23 (85,2)

1,064
1,144

 0,374–1,831
 0,296–2,016

ROP1+SAG1+GRA5
ROP1+SAG1

 25 (92,6)
 24 (88,9)

1,594
1,380

 0,487–3,209
 0,441–2,677

Podostra toksoplazmoza
n=18

TLA  17 (94,4) 0,932  0,443–2,454

MAG1+SAG1+GRA5
MAG1+SAG1

 15 (83,3)
 15 (83,3)

0,836
0,620

 0,48–2,154
 0,207–1,913

GRA2+SAG1+GRA5
GRA2+SAG1

 18 (100,0)
 15 (83,3)

0,955
0,99

 0,523–1,648
 0,376–1,804

ROP1+SAG1+GRA5
ROP1+SAG1

 17 (94,4)
 17 (94,4)

1,145
1,173

 0,655–2,46
 0,0,589–2,096

Chroniczna toksoplazmoza
n=144

TLA  135 (93,7) 1,356  0,312–1,78

MAG1+SAG1+GRA5
MAG1+SAG1

 134 (93)
 114 (79,2)

0,918
0,839

 0,28–2,476
 0,225–2,292

GRA2+SAG1+GRA5
GRA2+SAG1

 133 (92,4)
 125 (86,8)

0,918
1,059

 0,329–2,34
 0,193–2,549

ROP1+SAG1+GRA5
ROP1+SAG1

 136 (94,4)
 125 (86,8)

1,227
1,099

 0,28–2,827
 0,355–2,539

Razem
n=189

TLA  178 (94,2) 1,288  0,382–2,488

MAG1+SAG1+GRA5
MAG1+SAG1

 175 (92,6)
 155 (82)

0,948
0,837

 0,28–2,71
 0,207–2,58

GRA2+SAG1+GRA5
GRA2+SAG1

 176 (93,1)
 163 (86,2)

0,943
1,06

 0,329–2,34
 0,193–2,549

ROP1+SAG1+GRA5
ROP1+SAG1

 178 (94,2)
 166 (87,8)

1,267
1,143

 0,28–3,209
 0,355–2,677

Tabela 3.  Porównanie reaktywności TLA z reaktywnością mieszanek złożonych z dwóch / trzech białek rekombinantowych T. gondii 
w teście IgG ELISA z wykorzystaniem puli 189 prób surowic pochodzących od pacjentów z wczesną, podostrą i przewlekłą 
fazą choroby [16].

n – ilość przebadanych surowic seropozytywnych
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genów, dał możliwość otrzymywania dużej ilości 
różnych białek. Obecnie na rynku dostępny jest 
bardzo szeroki wybór wektorów ekspresyjnych, 
które dzięki wyselekcjonowanym, dobrze regulo-
wanym i bardzo silnym promotorom umożliwiają 
ogromną nadprodukcję białek (stanowiącą od kilku 
do kilkudziesięciu procent ogólnej zawartości bia-
łek w komórce). Otworzyło to nową drogę do ła-
twej produkcji nowych narzędzi diagnostycznych, 
które dzięki swoim właściwościom mogą polepszyć 
i usprawnić wykrywanie wielu niebezpiecznych cho-
rób. Antygeny rekombinantowe pasożyta T. gondii, 
produkowane w bakteryjnych lub eukariotycznych 
systemach ekspresyjnych, stanowią zatem nową 
grupę odczynników immunodiagnostycznych. Od-
powiednio wyselekcjonowane białka antygenowe 
pasożyta stały się podstawą do opracowania proto-
typów nowych testów diagnostycznych umożliwia-
jących nie tylko rozpoznawanie toksoplazmozy, ale 
także (i co ważniejsze) różnicowanie faz choroby. 
Z całą pewnością należy stwierdzić, iż wytypowanie 

odpowiednich antygenów, a następnie konstrukcja 
nowych testów serodiagnostycznych mają bardzo 
duże znaczenie nie tylko poznawcze, ale przede 
wszystkim aplikacyjne. Wprowadzenie do diagno-
styki toksoplazmozy nowych, tańszych w produkcji 
oraz lepiej wystandaryzowanych zestawów opar-
tych na białkach rekombinantowych pasożyta może 
pozwolić na upowszechnienie badań diagnostycz-
nych. Jest to szczególnie istotne dla kobiet ciężar-
nych, u których w przypadku pierwotnego kontak-
tu z pasożytem istnieje możliwość zarażenia płodu. 
Ze względu na możliwość leczenia ciężarnej i tym 
samym zapobiegania toksoplazmozie wrodzonej, 
ważne jest wprowadzenie badań przesiewowych, 
które naszym zdaniem mogą być bardziej dostępne 
jeżeli będą tańsze. Reasumując należy stwierdzić, 
że wyniki przeprowadzonych badań dotyczących 
zastosowania antygenów rekombinantowych w se-
rodiagnostyce toksoplazmozy są bardzo obiecujące, 
co stwarza nadzieje na możliwie szybkie wdrożenie 
nowych testów.

Mieszanka 
antygenów

System 
ekspresyjny/

białko

Wykrywane 
przeciwciała/ 

test diag-
nostyczny 

Ilość przebadanych 
surowic 

pozytywnych (*)
Wyniki Literatura#

SAG1
GRA1
GRA7

Produkowane 
w E. coli, 

z domeną His-Tag

IgG ELISA 241 próby:
• 117 (t. wczesna)
• 124 (t. przewlekła)

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą wczesną: 100%

•  czułość testu dla grupy surowic 
z toksoplazmozą przewlekłą: 91.1%

[10]

P35 (GRA8)
SAG2 
GRA6

Produkowane 
w E. coli, 

z domeną His-Tag

IgG ELISA 72 próby surowic 
(t. przewlekła)

• czułość testu: 88,9%
• specyficzność testu: 100%

[17]

MIC1ex2
MAG1
MIC3

• czułość testu: 94,4%
• specyficzność testu: 100%

MAG1 SAG1 
GRA5

Produkowane 
w E. coli, 

z domeną His-Tag

IgG ELISA 189 prób:
• 27 (t. wczesna)
• 18 (t. podostra)
• 144 (t. przewlekła)

• czułość testu: 92,6%
• specyficzność testu: 100%

[16]#

GRA2
SAG1
GRA5

• czułość testu: 93,1%
• specyficzność testu: 100%

ROP1
SAG1
GRA5

• czułość testu: 94,2%
• specyficzność testu: 100%

Tabela 4. Mieszanki antygenów rekombinantowych T. gondii wykorzystywane w diagnostyce toksoplazmozy.

(*) – faza choroby, dla której charakterystyczne są badane surowice; # – źródło finansowania badań, grant Naukowej Fundacji 
Polpharmy pt. „Konstrukcja serologicznych zestawów diagnostycznych do wykrywania oraz różnicowania toksoplazmozy wczesnej 
i przewlekłej”.
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Streszczenie

Patologie układu krążenia są najczęstszymi wadami wrodzonymi, występujący-
mi z częstością ok. 1% wśród żywo urodzonych noworodków. U płodów 3 do 5 
razy częściej. Mogą doprowadzać do niewydolności serca i być przyczyną zgo-
nu wewnątrzmacicznego. Jednak wiele krytycznych wad serca nie doprowadza 
do zaburzeń rozwoju wewnątrzłonowego, a objawy kliniczne u noworodka są 
niejednoznaczne, co może doprowadzić do opóźnienia koniecznej interwencji 
lub zgonu dziecka przed podjęciem leczenia. Wszystkie te aspekty wpłynęły na 
dynamiczny rozwój prenatalnej diagnostyki kardiologicznej.

Dzięki rozwojowi technicznemu obecnie możliwa jest już ocena budowy i funk-
cji płodowego układu krążenia od 11 tygodnia ciąży. Przedstawione wyniki 
badań są pionierską pracą w naszym kraju. W okresie realizowania projektu 
badawczego byliśmy pierwszym zespołem, który systematycznie wdrażał dia-
gnostykę kardiologiczną płodów w I trymestrze ciąży. Na podstawie badan echo-
kardiograficznych płodów wykonanych u 1170 płodów stwierdzono, że możliwa 
jest skuteczna diagnostyka układu krążenia od 11 tygodnia ciąży. Podstawowy 
obraz 4 jam serca oceniono u 93% płodów, a odejście wielkich pni tętniczych 
u 80%. Opracowano własne normy wskaźnika sprawności mięśnia sercowego 
(Tei-index) dla I trymestru ciąży. Prace rozpoczęte w ramach realizacji projektu 
badawczego są kontynuowane przez dr Pawła Własienko, który kończy przewód 
doktorski na ten temat. Opracowaliśmy wskazania do badania echokardiogra-
ficznego płodu w I trymestrze ciąży. W naszym ośrodku każdy płód badany 
między 11 a 14 tygodniem ciąży ma wstępnie oceniony układ krążenia.

Przeprowadzone badania jednoznacznie wykazały, że ocena serca i układu krą-
żenia w I trymestrze ciąży jest możliwa i przydatna. Pozwala na poszerzenie 
diagnostyki, śledzenie dynamiki zmian i zapewnienie dla matki i dziecka opty-
malnej opieki okołoporodowej.

Słowa kluczowe: diagnostyka prenatalna • echokardiografia płodowa • płód • 
pierwszy trymestr ciąży

Czy możliwe jest wykrywanie patologii układu krążenia płodu 
w pierwszym trymestrze ciąży?

Is it possible to identify pathology of the fetal cardiovascular system 
in the first trimester of pregnancy?
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WSTĘP

Diagnostyka prenatalna jest jedną z najszybciej roz-
wijających się dziedzin współczesnej medycyny. Jed-
nym z najtrudniejszych do oceny elementów budowy 
płodu był i pozostaje układ krążenia, ze szczególnym 
uwzględnieniem anatomii i funkcji serca. Jednocze-
śnie dane statystyczne wskazują, że to wady układu 
krążenia odpowiadają za największy odsetek zgonów 
wśród noworodków i niemowląt. Częstość występo-
wania wad serca wynosi ok. 1% żywo urodzonych 
dzieci, jednak w okresie prenatalnym jest znacznie 
częstsza, szacowane jest, że około 3 do 5 razy.

Prenatalne rozpoznanie wad serca może w istotny 
sposób poprawić rokowanie dla małego pacjenta, ze 
względu na możliwość zaplanowania czasu, miejsca 
i ośrodka porodu oraz przygotowanie zespołu me-
dycznego na narodziny pacjenta z krytyczną wadą 
układu krążenia. Ogromny postęp jaki dokonał się 
od końca lat 80. XX wieku do dnia dzisiejszego po-
zwolił na przekroczenie kolejnych diagnostycznych 
barier. W chwili obecnej diagnostyka wad układu 
krążenia płodu odbywa się najczęściej po 20 tygo-
dniu ciąży, w trakcie drugiego rutynowego badania 

przesiewowego wykonywanego przez lekarzy położ-
ników. W niektórych patologiach zarówno struktu-
ralnych [1], jak i czynnościowych [2], istnieją moż-
liwości skutecznego leczenia prenatalnego, również 
w naszym kraju.

Ośrodki referencyjne kardiologii płodowej rozpo-
częły badania nad możliwością wcześniejszej oceny 
układu krążenia płodu, ze szczególnym uwzględnie-
niem okresu pomiędzy 11,0 a 13,6 tygodniem ciąży, 
kiedy wykonywane jest pierwsze ultrasonograficzne 
badanie przesiewowe z oceną przezierności karku 
(nuchal translucency – NT) [3–5]. W Polsce te pio-
nierskie prace rozpoczął zespół kierowany przez dr 
hab. n. med. Joannę Dangel już w 2003 roku. Były 
one możliwe dzięki otrzymaniu funduszy na reali-
zację projektu badawczego pt: „Ocena przydatności 
badania echokardiograficznego płodu w pierwszym 
i na początku drugiego trymestru ciąży” od Nauko-
wej Fundacji Polpharmy.

Podstawowym celem projektu było stworzenie 
powszechnego, ambulatoryjnego systemu wykry-
wania patologii płodu w pierwszym i na początku 
drugiego trymestru ciąży. Badania miały również 

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 11th 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 1st trimester were established 
as well. The continuation of this project is dr Paweł Własienko 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
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odpowiedzieć na pytanie o możliwość wykrywania 
patologii układu krążenia płodu już na tak wcze-
snym etapie jak pierwszy trymestr ciąży. Dzięki 
realizacji tego projektu ukazały się pierwsze prace 
w Polsce poświęcone temu zagadnieniu [6,7], uzu-
pełnione wkrótce doświadczeniami innych ośrod-
ków kardiologii płodowej [8].

W Polsce obecnie w każdym z referencyjnych 
ośrodków kardiologii płodowej przeprowadzana jest 
ocena układu krążenia płodu już od I trymestru cią-
ży. Najnowsze doniesienia ukazały się w ostatnich 
latach. Pierwsza publikacja – powstała w ramach 
omawianego w tej pracy projektu naukowego – wy-
kazała jednoznacznie możliwość oceny budowy 
serca płodu w I trymestrze ciąży w referencyjnym 
ośrodku kardiologii płodowej [9]. Druga praca, 
z ośrodka w Rudzie Śląskiej, podała zakresy war-
tości referencyjnych parametrów ocenianych w ba-
daniu echokardiograficznym w I trymestrze ciąży 
[10].

WYNIKI

Realizując projekt badawczy pt: „Ocena przydatno-
ści badania echokardiograficznego płodu w pierw-
szym i na początku drugiego trymestru ciąży” po-
między styczniem 2004 a końcem czerwca 2008 
wykonano 1170 badań echokardiograficznych 
u płodów pomiędzy 11,0 a 13,6 tygodniem ciąży, 
przy długości głowowo – ciemieniowej (crown-rump 
lenght CRL) od 45mm do 85 mm (Rycina 1). Bada-
nia wykonywano aparatem Seqouia 713 Siemens, 
a od 2006 roku również Voluson Expert 730 GE.

Średni wiek pacjentek zgłaszających się na badanie 
echokardiograficzne w I trymestrze ciąży wynosił 30 
lat (SD 4,5, Min 17, Max 43). 237 (20%) pacjentek 
miało powyżej 35 lat. Najczęstszymi przyczynami 
skierowań były: wiek matki >35 lat (20%), poszerzo-
na przezierność karku (NT – nuchal translucency 8%), 
wada wrodzona serca u rodzeństwa (7%), cukrzyca 

insulinozależna u matki (7%) oraz obciążony wywiad 
położniczy (4%). W trakcie trwania badania obser-
wowano procentowy spadek liczby pacjentek z cu-
krzycą insulinozależną oraz systematyczny wzrost 
liczby pacjentek kierowanych z powodu zaobserwo-
wania nieprawidłowej wartości przezierności karko-
wej (NT) w przesiewowym badaniu położniczym.

U 155 pacjentek (na 163 skierowane) wykonane 
zostały dodatkowo biochemiczne testy przesiewo-
we I trymestru (tzw. test PAPP-A) oceniające stę-
żenie białka PAPP-A oraz bHCG. Były to pierwsze 
tego typu badania przeprowadzane w naszym kra-
ju, obecnie jest to zalecane badanie u kobiet z grup 
podwyższonego ryzyka w ramach Programu Badań 
Prenatalnych finansowanego przez NFZ. W gru-
pie tej w 31 przypadkach oznaczono kariotyp, 
stwierdzając w 1 przypadku monosomię X (zgon 
wewnątrzmaciczny), w 1 przypadku 46, XY del 6q 
(terminacja), oraz 4 przypadki trisomii chromoso-
mu 21 (1 terminacja, 3 żywo urodzone). NT >95 
centyla stwierdzono u 31 (20%) pacjentek.

W 27 przypadkach (17%) wynik testu przesiewo-
wego I trymestru (NT + PAPP-A) był nieprawidło-
wy. W 18 (66%) przypadkach stwierdzono NT >95 
centyla. Wśród płodów z nieprawidłowym karioty-
pem (u pacjentek, u których wykonano test PAPP-A) 
wynik badania był nieprawidłowy w 5 przypadkach 
(83%). W grupie tej były 3 terminacje (nieprawi-
dłowy kariotyp – 2, częściowy zaśniad groniasty 
– 1) oraz 4 zgony wewnątrzmaciczne (NIHF – 3, 
zgon w 16 tyg. – 1) (26%). W 2 przypadkach pa-
cjentki nie zgłosiły się na badanie kontrolne.

Znaczące podwyższenie ryzyka po wykonaniu 
testu biochemicznego wystąpiło w 18 przypad-
kach, u 16 był nieprawidłowy wynik testu bio-
chemicznego, u 2 – graniczny (ryzyko T21 1:298 
oraz 1:304). NT >95 centyla stwierdzono w tej 
grupie u 7 pacjentek, były to inne przypadki niż 
te z nieprawidłowym wynikiem testu biochemicz-
nego, u których pomiary NT były prawidłowe. 
W grupie tej były 2 terminacje ciąży oraz 4 zgony 
wewnątrzmaciczne.

W całej badanej grupie kariotyp oznaczono u 113 
płodów. W 90 (79,6%) przypadkach wynik był pra-
widłowy, w 17 (15%) nieprawidłowy, w 2 przypad-
kach nie udała się hodowla komórek, w 4 przypad-
kach nie jest znany (Wykres 1).

Wśród nieprawidłowych kariotypów stwierdzono 
(Wykres 2):
–  w 9 przypadkach trisomię chromosomu 21 (6 ter-

minacji, 3 żywo urodzone),

Rycina 1.  Długość ciemieniowo-siedzeniowa (CRL =77,9 mm) 
płodu w 13 tygodniu ciąży.
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–  w 5 przypadkach monosomię X (3 zgony we-
wnątrzmaciczne, 2 terminacje),

–  w 1 przypadku trisomię chromosomu 18 (żywo 
urodzony, pod opieką Warszawskiego Hospicjum 
dla Dzieci),

–  w 1 przypadku delecję długiego ramienia chromo-
somu 6 (del 6q) (terminacja),

– w 1 przypadku add (6) (terminacja).

Badanie w I trymestrze ciąży wykonywano zgod-
nie z zaleceniami Fundacji Medycyny Płodu (Fetal 
Medicine Foundation FMF) z Londynu. Średnia 
wartość długości ciemieniowo-siedzeniowej (CRL) 
w trakcie badania wynosiła 64,5 mm (SD 8,9, Min 
45, Max 85), a średni wiek ciążowy 12,5 tygodnia 
ciąży. Średni rytm serca płodu w tym okresie wyno-
sił 159 (SD 8,6, Min 49, Max 191). W trakcie ba-
dania u wszystkich płodów oceniano przezierność 
karkową (NT – nuchal translucency) oraz obecność 
kości nosowej. Dodatkowo w ramach oceny układu 
krążenia oceniano przepływ przez przewód żylny.

W badanej grupie w 88 (7,5%) przypadkach stwier-
dzono nieprawidłową wartość przezierności kar-
kowej (powyżej 95 centyla dla danego wieku cią-
żowego). Brak kości nosowej w trakcie badania 
stwierdzono u 11 (1%) płodów. Nieprawidłowy 

przepływ przez przewód żylny (wsteczna fala a) 
stwierdzono w 29 (2,5%) przypadkach.

Analiza wyników badań i losów płodów 
z poszerzoną przeziernością karkową (NT)

Przezierność karku jest uznanym w diagnostyce pre-
natalnej markerem wskazującym na wzrost ryzyka 
wystąpienia u badanego płodu aberracji chromoso-
mowej, wady układu krążenia lub innych narządów 
oraz ryzyka zgonu wewnątrzmacicznego [11–15]. 
Z tego względu szczegółowej analizie poddano wy-
niki badań płodów, u których stwierdzono niepra-
widłowe wartości NT przekraczające 95 centyl dla 
danego wieku ciążowego.

We własnym materiale w 88 przypadkach stwier-
dzono nieprawidłową wartość przezierności karko-
wej (NT >95 centyla dla danego wieku ciążowego). 
Średni wiek pacjentek zgłaszających się na badanie 
echokardiograficzne w tej grupie wynosił 29 lat (SD 
4,8, Min 18, Max 42). 14 (20%) pacjentek miało 
powyżej 35 lat. Dane te zbliżone są do charaktery-
styki grupy wszystkich pacjentek diagnozowanych 
w trakcie tego projektu badawczego.

W większości przypadków przyczyną skierowania 
była nieprawidłowa wartość przezierności karko-
wej stwierdzona w przesiewowym badaniu położni-
czym. Drugą co do częstości przyczyną był niepra-
widłowy wynik badania USG w I trymestrze ciąży.

Test PAPP-A został wykonany u 31 pacjentek z tej 
grupy, z czego w 18 (58%) przypadkach okazał 
się nieprawidłowy [16]. W grupie tej kariotyp był 
oznaczany w 52 przypadkach. W tej grupie znaj-
dują się także wszystkie przypadki płodów z nie-
prawidłowym kariotypem, oprócz płodu z trisomią 
18, którego NT mieściło się w granicach normy dla 
wieku ciążowego.

Średnia wartość długości ciemieniowo-siedzeniowej 
(CRL) w trakcie badania wynosiła 65,6 mm (SD 
8,5, Min 45, Max 84), a średni wiek ciążowy 12,5 
tygodnia ciąży. Średni rytm serca płodu w tym okre-
sie wynosił 160 (SD 16,1, Min 49, Max 190).

Średnia wartość zmierzonej NT wynosiła 4mm 
(mediana: 3,2mm, SD 2,1mm, min 2,2mm, Max 
14,3mm). W 6 (6,8%) przypadkach nie uwidocz-
niono kości nosowej, w 13 (14,9%) przypadkach 
stwierdzono wsteczną falę a w DV, oraz w 16 (18,4%) 
przypadkach niedomykalność zastawki trójdzielnej.

W badanej grupie w 7 przypadkach doszło do zgo-
nu wewnątrzmacicznego, a w 14 przypadkach ciąża 
została przerwana.

10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

Nieprawidłowy kariotyp

Trisomia 21 Trisomia 1845, XO del 6q add (6)

Wykres 2.  Szczegółowe wyniki nieprawidłowych kariotypów 
u 15 płodów.

Kariotyp

prawidłowy
nieprawidłowy
nieudana hodowla

79,6%
n=90

Wykres 1.  Wyniki kariotypu oznaczonego u 113 płodów. 
Nieprawidłowy u 15 płodów.



© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2011 | 1(1) | 49–57

Dangel J. and Własienko P. – Is it possible to identify pathology of the fetal cardiovascular system…

53

Prenatalna ocena układu krążenia

W trakcie wykonywanego w I trymestrze badania 
echokardiograficznego szczegółowo analizowano: 
– położenie narządów w jamie brzusznej (situs),
– wielkość serca (Rycina 2),
–  możliwość uwidocznienia prawidłowego obrazu 4 

jam serca,
– możliwość uwidocznienia odejścia naczyń,
– charakter przepływu przez zastawkę trójdzielną,
– charakter przepływu przez przewód żylny.

Badanie echokardiograficzne przeprowadzono 
u 1170 płodów. Położenie narządów zostało oce-
nione w 96,8% przypadków, a wielkość serca zo-
stała oceniona w 96,6%. Obraz 4 jam serca został 
uwidoczniony u 1089 płodów (93%) – Wykres 3, 
a odejście naczyń zostało ocenione u 938 płodów 
(80%) Wykres 4. Możliwość oceny anatomii serca 
wzrastała wraz z wiekiem ciążowym i zwiększaniem 
wymiarów poszczególnych struktur serca.

Średnica zastawek przedsionkowo-komorowych 
wynosi w tym okresie około 2–3mm (Rycina 3). Nie 
zawsze możliwe jest uzyskanie satysfakcjonującego 

3vess 1
2

80,2%
n=938

7%

Wykres 4.  Możliwość oceny odejścia naczyń (3vess) podczas 
badania w I trymestrze ciąży.

7%

4chV

93%
n=1089

Wykres 3.  Możliwość uwidocznienia obrazu 4 jam serca (4chV) 
podczas badania w I trymestrze ciąży.

Rycina 2.  Wielkość serca w 12 tygodniu ciąży, oś długa serca 
=9,3 mm (St – mostek; Left L – płuco lewe; Right L – 
płuco prawe; V – kręgosłup).

Rycina 3.  Średnica zastawek przedsionkowo-komorowych 
u płodu w 12 tygodniu ciąży (zastawka mitralna, MV 
=1,9 mm; zastawka trójdzielna, TV – 1,7 mm).

Rycina 4.  Napływ do dwóch komór serca u płodu w 13 tygodniu 
ciąży (LV – lewa komora; RV – prawa komora).
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obrazu dwuwymiarowego. Wówczas niezmiernie 
pomocne jest badanie z zastosowaniem Dopplera 
znakowanego kolorem, dzięki czemu można pre-
cyzyjnie ocenić zarówno napływ do dwóch komór 
przez dwie zastawki przedsionkowo – komorowe 
(Rycina 4), jak i odejście z komór wielkich pni tęt-
niczych (Ryciny 5, 6). Badanie znakowane kolo-
rem umożliwia stwierdzenie skrzyżowania wielkich 
pni tętniczych, co wyklucza jedną z najczęstszych 
krytycznych wad wrodzonych serca, w której pod-
stawowy obraz czterech jam serca jest prawidłowy, 
przełożenie wielkich pni tętniczych. Obraz ten jest 
łatwiejszy do interpretacji przy zastosowaniu ko-
lorowego Dopplera, niż jedynie stosując badanie 

dwuwymiarowe w czasie rzeczywistym (Ryciny 
7, 8).

U większości płodów zarejestrowano jednoczaso-
wo przepływ przez zastawkę mitralną i aortalną 
( Rycina 9). Jest to obraz konieczny dla obliczenia 
wskaźnika sprawności mięśnia sercowego (tzw. Tei-
index), który ocenia globalną, tzn. skurczową i roz-
kurczową funkcję serca. Tei-index zaczęto obliczać 
od końca 2004 roku, zgodnie z zasadami bezpie-
czeństwa prenatalnych badań ultrasonograficznych 
– off-line, na podstawie danych uzyskanych w ba-
daniu dopplerowskim [17]. Opracowano własne 
normy Tei-index dla płodów w I trymestrze ciąży. 
Dla lewej komory wartość Tei-index została obli-
czona u 210, a dla prawej komory u 151 płodów. 
Większość pomiarów została wykonana u płodów 
w 12 i 13 tygodniu ciąży. Wyniki w poszczegól-
nych tygodniach nie różniły się między sobą i dla-
tego przedstawiono je jako obowiązujące dla całego 
I trymestru ciąży. Przedstawione są one w Tabeli 1.

Prawidłowy przepływ przez zastawkę trójdzielną zo-
stał potwierdzony u 85,1% przypadków ( Rycina 10), 
a niedomykalność tej zastawki została stwierdzona 

Rycina 5.  Droga odpływu z lewej komory u płodu w 13 
tygodniu ciąży (Ao – aorta).

Rycina 7.  Średnica łuku aorty u płodu w 12 tygodniu ciąży 
(Ao =0,9 mm).

Rycina 8.  Średnica pnia płucnego u płodu w 12 tygodniu ciąży 
(PA =0,9 mm).

Rycina 6.  Droga odpływu z prawej komory u płodu w 13 
tygodniu ciąży (PA – tętnica płucna).
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u 4,9% płodów (Rycina 11). Kontrolne badanie echo-
kardiograficzne zostało wykonane u 73,8% pacjentek.

W trakcie trwania projektu wśród patologii układu 
krążenia wykrytych w I trymestrze ciąży stwierdzo-
no m.in.:
– pentalogię Cantrella,
– zespół niedorozwoju lewego serca (HLHS),
–  zespół lewego izomeryzmu z całkowitym blokiem 

przedsionkowo-komorowym,

–  atrezję zastawki płucnej z ubytkiem w przegro-
dzie międzykomorowej,

–  stenozę płucną u płodu z trisomią chromosomu18 
(w badaniu kontrolnym stwierdzono dodatkowo 
ubytek w przegrodzie międzykomorowej),

–  wspólny kanał przedsionkowo-komorowy u płodu 
z trisomią chromosomu 21.

W 2 przypadkach ocena anatomiczna serca była 
niejednoznaczna – w zaplanowanym na 16/18 

Rycina 9. Rejestracja przepływu przez zastawkę mitralną (MV) oraz aortalną (Ao) u 12 tygodniowego płodu.

Rycina 10. Prawidłowe spektrum przepływu przez zastawkę trójdzielną płodu w 13 tygodniu ciąży.

n 5. percentyl 50. percentyl 95. percentyl Średnia 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

Tabela 1. Zakresy wartości Tei-index u płodów w I trymestrze ciąży dla lewej (Tei LV) i prawej (Tei RV) komory.
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tydzień badaniu kontrolnym w obu przypadkach 
zdiagnozowano zespół Fallota.

U 2 płodów zaobserwowano zaburzenia rytmu ser-
ca płodu:
–  blok całkowity u płodu z zespołem lewego izome-

ryzmu – kariotyp prawidłowy
–  tachykardia u płodu z prawidłową anatomią ukła-

du krążenia i zespołem Turnera.

Oba płody obumarły wewnątrzmacicznie.

Uzyskane wyniki naszych badań jednoznacznie 
wskazują na możliwość oceny płodowego układu 
krążenia już od początku 11 tygodnia ciąży, w refe-
rencyjnych ośrodkach kardiologii płodowej.

W celu propagowania oceny układu krążenia 
w I trymestrze ciąży, w ramach realizacji projektu 
badawczego wydano płytę DVD z zasadami prze-
prowadzania badania w I trymestrze ciąży.

Po zakończeniu projektu prace nad diagnostyką 
układu krążenia w I trymestrze ciąży są kontynu-
owane w referencyjnym ośrodku kardiologii perina-
talnej typu C w Warszawie. Na podstawie zdobytych 
doświadczeń ustalono obowiązujące wskazania do 
wczesnej diagnostyki układu krążenia, które przed-
stawiamy poniżej.

Wskazania do przeprowadzenia diagnostyki 
układu krążenia płodu w I trymestrze ciąży:

A. Wskazania płodowe: 
–  poszerzona przezierność karkowa stwierdzona 

podczas rutynowego badania przesiewowego,
– zaburzenia rytmu serca płodu,
– podejrzenie wady serca płodu,

– stwierdzona wada innego narządu,
– obrzęk uogólniony płodu.

B. Obciążony wywiad rodzinny: 
–  urodzenie poprzedniego dziecka z wadą wrodzo-

ną serca,
–  wada wrodzona serca występująca u jednego 

z rodziców,
– wada wrodzona serca w rodzinie.

C. Wskazania matczyne:
– cukrzyca insulinozależna,
– fenyloketonuria,
–  stosowanie w I trymestrze ciąży leków o znanym 

działaniu teratogennym.

Temat zapoczątkowany podczas realizacji projek-
tu badawczego finansowanego przez Fundację jest 
kontynuowany przez lek. Pawła Własienkę, który 
kończy przewód doktorski w ramach studiów dok-
toranckich na Warszawskim Uniwersytecie Me-
dycznym. Planowany termin obrony zaplanowano 
na początek 2011 roku.

PODSUMOWANIE

Uzyskane wyniki realizacji projektu badawczego 
finansowanego przez Fundację na Rzecz Rozwoju 
Polskiej Farmacji i Medycyny jednoznacznie wyka-
zały możliwość oceny płodowego układu krążenia 
w referencyjnych ośrodkach kardiologii płodowej 
już od początku 11 tygodnia ciąży. Przy stwierdze-
niu nieprawidłowej budowy serca, nawet przy pra-
widłowym wyniku badań przesiewowych, tzn. NT 
i kości nosowej, należy wykonać badania inwazyj-
ne, które umożliwiają poznanie przyczyny niepra-
widłowej anatomii płodu i umożliwiają udzielenie 
pacjentce rzetelnej konsultacji.

Rycina 11. Masywna holosystoliczna niedomykalność zastawki trójdzielnej u płodu ze stenozą płucną (13 tydzień ciąży).
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Wyniki te przyczyniły się do opracowania wytycz-
nych postępowania diagnostyczno-terapeutycznego 
we wczesnej diagnostyce prenatalnej układu krążenia 
u płodów, ze szczególnym uwzględnieniem koniecz-
ności wykonywania badań echokardiograficznych 
u płodów ze stwierdzoną w badaniu przesiewowym 
poszerzoną przeziernością karkową (NT).

W chwili obecnej w ośrodku referencyjnym program 
wczesnej diagnostyki prenatalnej umożliwia u ko-
biet z grup wysokiego ryzyka (np.: poprzednie dziec-
ko z krytyczną wadą serca) wykluczenie istotnych 
patologii układu krążenia już ok. 12 tygodnia ciąży.

Dzięki otrzymaniu funduszy z Naukowej Funda-
cji Polpharmy nasz ośrodek był pierwszym, który 
systematycznie rozpoczął badanie układu krążenia 
płodów w I trymestrze ciąży.

Pozostałe osoby biorące udział w realizacji 
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Streszczenie

Pomimo rozwoju technik rewaskularyzacji i postępu w zakresie leczenia far-
makologicznego, niektórych pacjentów z chorobą wieńcową, ze względu na 
zaawansowanie zmian miażdżycowych, nie można skutecznie leczyć żadną ze 
standardowych metod. W takich przypadkach nadzieję na poprawę ukrwienia 
mięśnia sercowego i ustąpienie dolegliwości dławicowych wiąże się z terapią 
genową. W poniższej pracy omówiono metody terapeutycznej angiogenezy 
oraz jej dotychczasowe wykorzystanie w chorobie wieńcowej ze szczególnym 
uwzględnieniem badania VIF-CAD.

Słowa kluczowe: terapia genowa • angiogeneza • choroba wieńcowa • 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

Terapia genowa w chorobie wieńcowej. Badanie VIF-CAD
Gene therapy for coronary artery disease. VIF-CAD study
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przezskórną. Badanie z podwójnie ślepą próbą.
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WSTĘP

Terapia genowa w chorobach, dla których brak obec-
nie leczenia przyczynowego, budzi od szeregu lat 
duże zainteresowanie badaczy [1–3]. Niestety, po-
kładane w niej nadzieje pozostają w dużej mierze 
niespełnione. W kardiologii główny nurt badań nad 
terapią genową dotyczy leczenia zaawansowanej cho-
roby niedokrwiennej serca z zastosowaniem genów 
dla czynników wzrostu naczyń [4–9]. Pomimo roz-
woju technik rewaskularyzacji i postępu w zakresie 
leczenia farmakologicznego, ze względu na zaawanso-
wanie zmian miażdżycowych od 5 do 12% pacjentów 
z chorobą wieńcową, nie można skutecznie leczyć żad-
ną ze standardowych metod [10,11]. Terapeutyczne 
wzmocnienie procesu angiogenezy w obrębie mięśnia 
sercowego mogłoby polepszyć krążenie oboczne, pro-
wadząc do ustąpienia objawów dławicowych [1]. We 
wcześniejszych próbach doświadczalnych wykazano, 
że stymulacja tkanek czynnikami wzrostu naczyń, ta-
kimi jak VEGF (ang. vaslular endothelial growth fac-
tor, naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu), FGF 
(ang. fibroblast growth factor, czynnik wzrostu fibro-
blastów), HGF (ang. hepatocyte growth factor, czyn-
nik wzrostu hepatocytów) indukuje proces angiogene-
zy [2,8,9]. Aktywne formy czynników wzrostu naczyń 
mają krótki okres półtrwania we krwi, charakteryzują 
się też nasilonymi działaniami niepożądanymi przy 
zastosowaniu ogólnoustrojowym. Dlatego obecne ba-
dania koncentrują się na próbach wywołania angioge-
nezy w wyniku transfekcji komórek mięśnia sercowego 
genami dla czynników wzrostu naczyń.

RODZAJE STOSOWANYCH SUBSTANCJI 
ANGIOGENNYCH

Ze względu na spodziewaną skuteczność, w bada-
niach najczęściej wykorzystuje się VEGF, a zwłasz-
cza jego najaktywniejszą formę zawierającą 165 
aminokwasów (VEGF-A165) oraz FGF, a głównie 
zasadową formę FGF (bFGF, czyli FGF-2). Aby do-
szło do transfekcji, geny podaje się albo w posta-
ci plazmidu (najmniejsza skuteczność transfekcji, 
ale prawdopodobnie największe bezpieczeństwo), 
w sprzężeniu z wektorem wirusowym lub w postaci 
liposomalnej. Prowadzone są również prace nad in-
nymi, nowymi metodami transfekcji [3].

Generalnie można wyróżnić pięć różnych metod 
podania genów do mięśnia sercowego. Pierwsza 
z nich, najprostsza, to podanie dowieńcowe. Druga 
– poprzez układ żylny serca, za pomocą odwróco-
nej perfuzji. Trzecia forma polega na bezpośrednim 
podaniu do mięśnia sercowego od strony nasierdzia 
(najczęściej operacyjnie, ale również poprzez cew-
nik z igłą wprowadzony do układu żylnego, z wyko-
rzystaniem nakłucia mięśnia od strony zewnętrznej 

poprzez żyłę). Czwarta, to podanie bezpośrednie do 
mięśnia od strony wsierdzia za pomocą specjalnego 
cewnika. Wreszcie piąta, to podanie roztworu za-
wierającego geny do światła lewej komory podczas 
operacji kardiochirurgicznej, przy zamkniętym od-
pływie krwi z lewej komory [12]. Jakkolwiek pierw-
sze próby tego typu leczenia były zachęcające, bada-
nia kontrolowane nie wykazały jednoznacznie jego 
skuteczności [4–9]. Poniżej przedstawiamy krótki 
przegląd dotychczasowym prac.

BADANIA EKSPERYMENTALNE

Badania kliniczne poprzedzone były licznymi eks-
perymentami na zwierzętach lub preparatach tkan-
kowych [13–16]. Wykazano w nich, że stymulacja 
za pomocą czynników wzrostu prowadzi do rozwo-
ju drobnych naczyń krążenia obocznego lub przy-
pominających je struktur.

BADANIA KLINICZNE

Kolejnym krokiem w badaniach nad terapeutyczną 
angiogenezą w sercu były pierwsze próby kliniczne. 
Większość z nich przeprowadzono bez grupy kon-
trolnej i bez randomizacji. Najważniejsze scharakte-
ryzowano w Tabeli 1.

Kliniczne badania kontrolowane dotyczące terapii 
genowej i leczenia choroby wieńcowej czynnikami 
wzrostu naczyń stanowią jak dotąd nieliczną gru-
pę. Przedstawione poniżej podsumowanie obejmuje 
większość z nich.

W 2001 roku Vale i wsp. opublikowali rezultaty ba-
dania, w którym wzięło udział jedynie 6 pacjentów, 
ale było to pierwsze badanie z zastosowaniem tran-
sendokardialnego podania plazmidu u ludzi [4].

W tym samym roku Kleiman i wsp. przedstawili wyni-
ki pracy, w której stosowali FGF-2 podawany dowień-
cowo u pacjentów z chorobą wieńcową bez możliwo-
ści rewaskularyzacji. W ciągu 6 miesięcy obserwacji 
nie wykazano różnicy w porównaniu do placebo [25].

W randomizowanym badaniu o akronimie FIRST, 
z podwójnie ślepą próbą, również podawano do-
wieńcowo rekombinowany FGF-2. Nie wykazano 
istotnych różnic pomiędzy grupami. Pacjenci lecze-
ni FGF-2 wykazywali tendencję do hipotensji [5].

W badaniu AGENT obejmującym 79 pacjentów 
(także randomizowanym, z podwójnie ślepą próbą) 
stosowano gen dla FGF-4 połączony z wektorem 
adenowirusowym (Ad5-FGF4), podawanym do-
wieńcowo [6]. W grupie badanej zaobserwowano 
polepszenie tolerancji wysiłku.
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Do podobnego badania – AGENT-2 – włączono 52 
pacjentów. Poprawę 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 dołączonym do FGF-4, 
podawanym dowieńcowo, do których planowano 
włączyć po kilkuset pacjentów. Rekrutację przerwa-
no, gdy okazało się, że nie ma szans na osiągnięcie 
istotnych statystycznie różnic w zakresie głównych 
punktów końcowych [26].

Losordo i wsp. opublikowali badanie, w którym sto-
sowano plazmid VEGF-2 podawany transendokar-
dialnie [27]. Wzięło w nim udział 19 pacjentów. 
Zaobserwowano tendencję do zmniejszenia dolegli-
wości dławicowych oraz wydłużenia czasu wysiłku.

Euroinject One to randomizowane badanie z po-
dwójnie ślepą próbą, w którym zastosowano tran-
sendokardialne podanie plazmidu kodującego 
VEGF-A165 przy użyciu systemu NOGA [28]. Do 

badania włączono 80 pacjentów. Nie wykazano 
istotnych statystycznie różnic w zakresie głównych 
punktów końcowych, ale wykazano regionalną po-
prawę kurczliwości w obszarze podania plazmidu. 
Ponadto, zarówno w ocenie badaniem SPECT, jak 
i systemem NOGA zaobserwowano regionalną po-
prawę perfuzji mięśnia sercowego [29].

VIVA, to randomizowane badanie z podwójnie ślepą 
próbą, w którym zastosowano aktywny rekombino-
wany VEGF u 178 pacjentów, początkowo podawa-
ny dowieńcowo, a następnie dożylnie [11]. Do 60 
dnia nie zaobserwowano różnic między grupą ba-
daną a placebo. Po 120 dniach obserwacji wystąpiła 
tendencja do poprawy w zakresie tolerancji wysiłku 
w grupie badanej w stosunku do grupy kontrolnej.

W niedawno opublikowanym badaniu  NORTHERN 
stosowano znacznie wyższe dawki plazmidu kodu-
jącego VEGF niż w badaniu Euroinject One [30]. 
Mimo to w grupie badanej w porównaniu z kon-
trolną nie zaobserwowano poprawy ani w zakre-
sie perfuzji ocenianej w badaniu izotopowym, ani 

Badanie Czynnik 
wzrostu i wektor

Sposób 
podania

Główne kryterium 
włączenia

Czas 
obserwacji Wyniki

Losordo 
[17]

VEGF-A165, 
plazmid

Od zewnątrz 
do miokar-

dium

Choroba wieńcowa 
bez możliwości re-

waskularyzacji

10 ty-
godni

Poprawa w SPECT, 
spadek zapotrzebowania na 

nitraty

Rosengart 
[18]

VEGF 121, 
wektor ad-

enowirusowy

Od zewnątrz 
do miokar-

dium

Choroba wieńcowa 
bez możliwości re-

waskularyzacji

1 miesiąc Poprawa w SPECT, 
klasy CCS i tolerancji wysiłku

Laham 
[19]

FGF-2 Podanie 
dowieńcowo

Choroba wieńcowa 
bez możliwości re-

waskularyzacji

1-6 
miesięcy

Poprawa tolerancji wysiłku, 
wzrost grubości i lokalnej 

kurczliwości mięśnia sercowego 
w MR, poprawa jakości życia

Symes 
[20]

VEGF-A 165, 
plazmid

Od zewnątrz 
do miokar-

dium

Choroba wieńcowa 
bez możliwości 

rewaskularyzacji, klasa 
CCS III i IV

3 
miesiące

Poprawa w SPECT, 
spadek zapotrzebowania na 

nitraty

Hedman 
[21]

VEGF 121, 
wektor ad-

enowirusowy

Dowieńcowo Choroba wieńcowa, 
podanie w czasie 

angioplastyki

6 
miesięcy

Zmniejszenie odsetka 
restenozy w stencie

Unger 
[22]

FGF-2 Dowieńcowo Stabilna choroba 
wieńcowa

1 miesiąc Wzrost średnicy tętnic 
nasierdziowych

Schum-
acher [23]

FGF-1 Od zewnątrz 
do miokar-

dium

Trójnaczyniowa 
choroba wieńcowa 
z istotnymi zmi-

anami w obwodowym 
odcinku GPZ

Od 12 
tygodni 
do 3 lat

Nasilenie angiogenezy w okol-
icy dystalnej GPZ, poprawa 

w SPECT, zmniejszenie zapotr-
zebowania na nitraty

Seiler [24] GM-CSF Podskórnie 
i dowieńcowo

Choroba wieńcowa 
bez możliwości re-

waskularyzacji

2 tygod-
nie

Wzrost wskaźnika przepływu 
wieńcowego; zmniejszenie 

zmian w EKG po inflacji balonu 
w tętnicy wieńcowej

Tabela 1.  Wybrane badania kliniczne bez randomizacji, w których wykazywano potencjalną skuteczność terapeutycznej angiogenezy 
w chorobie niedokrwiennej serca.

VEGF – naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu; FGF – czynnik wzrostu fibroblastów; CCS – klasa czynnościowa wg 
Kanadyjskiego Towarzystwa Kardiologicznego; MR – rezonans magnetyczny; GM-CSF – czynnik wzrostu linii granulocytarnej 
i mieloidalnej; GPZ – gałąź przednia zstępująca, SPECT – badanie izotopowe metodą tomografii emisyjnej, EKG – elektrokardiogram.
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w zakresie objawów klinicznych. Badanie to poka-
zało jednak, że zastosowanie wysokich dawek pla-
zmidu kodującego VEGF jest bezpieczne. Rodzi to 
nowe możliwości eksperymentalne, gdyż jednym 
z podstawowych problemów terapii genowej jest 
skuteczność transfekcji komórek „in vivo”.

Z powyższych danych wynika, że nie ma jak dotąd 
jasnej odpowiedzi na pytanie, czy terapia genowa 
choroby wieńcowej może być skuteczna przy uży-
ciu obecnie stosowanych metod. Z tego względu 
w Instytucie Kardiologii w Warszawie zaplanowano 
i przeprowadzono badanie VIF-CAD, którego pro-
tokół i założenia przedstawiono poniżej.

BADANIE VIF-CAD

Badanie VIF-CAD było współfinansowane przez 
Ministerstwo Nauki i Informatyzacji RP oraz Funda-
cję na Rzecz Wspierania Rozwoju Polskiej Farmacji 
i Medycyny (obecnie Naukowa Fundacja Polphar-
my). Zastosowano w nim plazmid dwucistrono-
wy kodujący naczyniowo-śródbłonkowy czynnik 
wzrostu (VEGF) oraz czynnik wzrostu fibroblastów 
(bFGF) [31]. Głównym punktem końcowym była 
ocena perfuzji mięśnia sercowego w badaniu izoto-
powym metodą tomografii emisyjnej pojedynczego 
fotonu (SPECT). Poza monitorowaniem leczenia, 
metoda ta umożliwia również zlokalizowanie do-
celowego obszaru mięśnia sercowego dla podania 
plazmidu. Dla weryfikacji wyników SPECT oraz 
dla poszerzenia diagnostyki o ocenę segmentalnej 
kurczliwości lewej komory (która powinna ulec 
zwiększeniu w następstwie poprawy ukrwienia) za-
proponowano równoległą ocenę wymienionych pa-
rametrów metodą rezonansu magnetycznego (MR).

W badaniu zastosowano metodę bezpośredniego 
podania plazmidu do mięśnia sercowego. Wydaje 
się ona najskuteczniejszym sposobem podania ge-
nów dla czynników wzrostu, gdyż straty podanego 
preparatu są wtedy najmniejsze.

Jak wcześniej wspomniano, stosowane są trzy me-
tody transfekcji komórek: podawanie „nagiego” 
plazmidu zawierającego odpowiedni fragment kwa-
su dezoksyrybonukleinowego (DNA), kompleksu 
liposomalnego zawierającego plazmid lub użycie 
wektora wirusowego. Pierwsze dwie metody są sto-
sunkowo proste technicznie, ale mało skuteczne 
– przy ich użyciu do komórek dociera poniżej 1% 
podanego DNA. Jednak DNA wprowadzone w ten 
sposób do komórek nie integruje się z genomem, 
co podnosi bezpieczeństwo transfekcji i sprawia, 
że wprowadzony gen dla czynnika wzrostu pod-
lega ekspresji jedynie przez pewien ograniczony 
czas, z reguły 4–6 tygodni. Bardziej efektywne jest 

użycie wektora wirusowego. W przypadku komórek 
nie proliferujących, takich jak kardiomiocyty, w grę 
wchodzi głównie użycie wektora adenowirusowego 
lub AAV (ang. adeno-associated virus). Wektor ade-
nowirusowy może jednak powodować efekt cytopa-
tyczny, reakcję zapalną i wywoływać odpowiedź im-
munologiczną. Z tego względu w badaniu VIF-CAD 
zdecydowano o zastosowaniu plazmidu.

Pacjenci

Do badania włączono 52 pacjentów, z których 33 
przydzielono losowo do grupy leczonej, a 19 otrzy-
mało plazmid placebo (grupa kontrolna). W chwili 
rekrutacji wszyscy chorzy pozostawali w III lub IV 
klasie CCS (bóle dławicowe przy małym wysiłku lub 
w spoczynku), otrzymywali optymalne leczenie far-
makologiczne zgodne z zaleceniami Europejskiego 
Towarzystwa Kardiologicznego i nie kwalifikowali 
się do rewaskularyzacji metodami standardowymi. 
Frakcja wyrzucania lewej komory u każdego chorego 
wynosiła powyżej 35%, a w badaniu SPECT z dipi-
rydamolem wykazano istotne odwracalne zaburzenia 
perfuzji. Charakter zmian w naczyniach wieńcowych 
chorych kwalifikowanych do badania wykluczał 
możliwość dalszej rewaskularyzacji za pomocą an-
gioplastyki lub pomostowania naczyń wieńcowych 
(zapis badania angiograficznego chorych był każdo-
razowo oceniany przez kardiologa interwencyjnego 
i kardiochirurga). Z badania wykluczano chorych 
ze złą funkcją skurczową lewej komory (EF <35% 
stwierdzoną w echokardiografii lub wentrykulogra-
fii), po świeżo przebytym zawale mięśnia sercowego 
(<3 tygodnie), pacjentów z chorobą nowotworową, 
autoimmunologiczną lub ciężką chorobą ogólną, pa-
cjentki w wieku rozrodczym, jak również chorych 
nie wyrażających zgody na udział w badaniu.

Metodyka

Głównym punktem końcowym badania były zmiany 
w ukrwieniu mięśnia sercowego, oceniane w bada-
niach SPECT i MR, wykonanych po 5 miesiącach od 
zabiegu, w porównaniu do wyników badań wyjścio-
wych. Niestety, na skutek niedostatecznej ilości i ja-
kości danych nie można było w sposób wiarygodny 
ocenić punktu końcowego związanego z oceną MR. 
Oceniono porównawczo jedynie badania SPECT.

Drugorzędowymi punktami końcowymi badania 
były: a) zmiana wydolności wieńcowej oceniana 
w teście wysiłkowym EKG, b) zmiana ukrwienia 
miokardium lub powstanie nowych kolaterali wi-
docznych w badaniu angiograficznym, c) poprawa 
kliniczna w zakresie tolerancji wysiłku i jakości ży-
cia, d) wystąpienie poważnych sercowych objawów 
niepożądanych (MACE), tj. zgonu, zawału serca 
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oraz hospitalizacji z powodów kardiologicznych – 
ocena wyników obserwacji odległej, e) zmiana stę-
żenia FGF i VEGF w surowicy, f) monitorowanie 
ewentualnych działań niepożądanych, związanych 
z podaniem plazmidu, g) monitorowanie zdarzeń 
mogących mieć związek z nadmiernym działaniem 
VEGF lub FGF w miejscu i poza miejscem podania.

Badanie perfuzji mięśnia sercowego Tc-99m-MIBI 
SPECT

Badanie techniką SPECT wykonywano w spo-
czynku (po podaniu nitrogliceryny) i w wysiłku 
(po podaniu i.v. dipirydamolu), stosując protokół 
2-dniowy (0,3 mCi/kg w spoczynku i 0,3 mCi/kg 
w wysiłku) lub 1-dniowy (0,11 mCi/kg w spoczynku 
i 0,3 mCi/kg w wysiłku). Warunki akwizycji badań 
SPECT: matryca 64×64, kąt rotacji gammakamery 
– 180 stopni, liczba projekcji – 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 wysiłku. Warunki rekonstrukcji badań 
SPECT: filtr przed-rekonstrukcyjny Butterwortha 
o częstotliwości odcięcia równej 0,4 częstotliwości 
Nyquista i o rzędzie równym 7. Stosowano MIBI 
produkcji OBRI-POLATOM (Świerk, Polska).

Klonowanie bicistronowego wektora pVIF

Konstrukt pVIF jest plazmidowym wektorem eks-
presyjnym kodującym czynniki o charakterze an-
giogennym. Wklonowana kaseta jest dwucistrono-
wa. Zawiera ona: gen kodujący VEGF165 (pubmed 
X62568), sekwencję IRES (na podstawie matrycy 
wklonowanej do wektora pIRES-EGFP, clontech, cat. 
#6064-1) oraz sekwencję kodującą bFGF (pubmed 
E02544). Sekwencja IRES pochodzi z wirusa en-
cephalomyocarditis (ECMV) i zapewnia translację 
dwóch wklonowanych genów na bazie jednej bicistro-
nowej sekwencji mRNA. W kasecie sekwencje VEGF, 
jak i FGF poprzedzane są przez sekwencje sygnało-
we umożliwiające sekrecję powstałych białek VEGF 
i FGF. Schemat kasety ekspresyjnej w wektorze pVIF:

5’- -3’

CMV ATG Igκ VEGF TGA IRES ATG Igκ bFGF TGA

CMV – promotor, ATG – trójka startowa, TGA 
– trójka terminalna, Igk – sekwencja sygnałowa, 
VEGF – naczyniowo śródbłonkowy czynnik wzro-
stu, bFGF – zasadowy fibroblastyczny czynnik 
wzrostu, IRES – sekwencja wiązania do rybosomów.

Klonowanie przeprowadzono na lepkie końce, zgod-
nie z ramką odczytu od trójki ATG, wykorzystano 

odczynniki firmy Amersham, wektor amplifikowano 
w bakteriach E.coli szczepu DH5a, izolację przepro-
wadzono zestawem EndoFree Plasmid Mega Kit firmy 
Qiagen. Ważniejsze cele klonowania wektora pVIF:
•  wektor zaindukuje w warunkach in vivo powsta-

nie bardziej dojrzałych i ustabilizowanych naczyń 
krwionośnych w porównaniu z wektorem kodują-
cym tylko VEGF, tym samym terapia genowa (pró-
by na pacjentach) przyniesie bardziej efektywną 
i szybszą poprawę stanu klinicznego pacjenta,

•  iniekcja wektora dwucistronowego wiąże się bez-
pośrednio z wprowadzeniem mniejszej dawki 
endotoksyn niż w sytuacji podania dwóch jedno-
genowych wektorów, niweluje się tym samym nie-
bezpieczeństwo poważnych powikłań (wstrząs, 
stany gorączkowe),

•  iniekcja wektora dwucistronowego to również 
mniejsza dawka samego DNA, choć raczej nie spo-
tyka się doniesień o toksyczności samego DNA,

•  koszt uzyskania jednego wektora dwucistrono-
wego – izolacja, oczyszczanie, badanie poziomu 
ednotoksyn jest mniejszy niż dwóch wektorów 
jednogenowych.

Do klonowania wektora pVIF wykorzystano dwa 
wektory posiłkowe: pSEC/VEGF oraz pusty wektor 
pSEC. Wektor pSEC/VEGF sklonowano wcześniej, 
jest to ekspresyjny wektor plazmidowy kodujący 
izoformę VEGF165. Zawiera on sekwencję sygnało-
wą umożliwiającą wyrzut białka VEGF poza komór-
kę. Tok postępowania był następujący:
•  subklonowanie sekwencji IRES z wektora pMIG/

IRES do wektora pSEC/VEGF,
• wklonowanie sekwencji bFGF do wektora pSEC,
•  subklonowanie kasety ATG – Igk – bFGF z wekto-

ra pSEC/bFGF do wektora pSEC/VEGF/IRES.

Sekwencję IRES amplifikowano reakcją PCR na 
matrycy sekwencji wklonowanej do wektora pMIG. 
Startery do PCR zaprojektowano tak, aby wnosi-
ły miejsca rozpoznawalne przez restryktazy EcoRI 
i NotI:
RBS-1: 5’- AAGAATTCCAATTCCGCCCCTCTCCCT -3’
RBS-2: 5’- AAGCGGCCGCTTGTGGCAAGCTTATCATC -3’

Produkt PCR oczyszczano zestawem clean-up 
(DNA-Gdańsk), trawiono EcoRI i NotI przez 1 h 
w temp. 37°C i izolowano z żelu agarozowego ze-
stawem QIAquick Gel Extraction Kit firmy Qia-
gen. Wektor pSEC/VEGF również trawiono EcoRI 
i NotI, rozdzielano elektroforetycznie i izolowano 
z żelu. Ligowano przez 16 h w 16°C wykorzystując 
aktywność ligazy T4 (Amersham). Liganty trans-
formowano do bakterii E. coli, przeprowadzono se-
lekcję klonów na płytkach agarowych z ampicyliną. 
Wyrosłe klony przepasażowano do płynnej pożyw-
ki LB z ampicyliną. Hodowano przez noc w 37°C. 
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Z klonów izolowano plazmidy, które poddano na-
stępnie analizie restrykcyjnej. Otrzymano w ten 
sposób wektor pSEC/VEGF/IRES.

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

Produkt PCR oczyszczano zestawem clean-up (DNA-
Gdańsk), trawiono EcoRI i XhoI przez 1 h w temp. 
37°C i izolowano z żelu agarozowego zestawem 
QIAquick Gel Extraction Kit firmy Qiagen. Wektor 
pSEC również trawiono EcoRI i XhoI, rozdziela-
no elektroforetycznie i izolowano z żelu. Ligowano 
przez 16 h w 16°C wykorzystując aktywność ligazy 
T4 (Amersham). Liganty transformowano do bakte-
rii E. coli, przeprowadzono selekcję klonów na płyt-
kach agarowych z ampicyliną. Wyrosłe klony prze-
pasażowano do płynnej pożywki LB z ampicyliną. 
Hodowano przez noc w 37°C. Z klonów izolowano 
plazmidy, które poddano następnie analizie restryk-
cyjnej. Otrzymano w ten sposób wektor pSEC/FGF.

Z wektora pSEC/FGF przeklonowano kasetę ATG 
– Igk – FGF do wektora pSEC/VEGF/IRES. Frag-
ment ten amplifikowano reakcją PCR. Zaprojek-
towano nowy starter – wprowadzający miejsce dla 
NotI oraz wykorzystano starter HbF-2. Sekwencja 
startera sens:
Not_IgK: 5’ - AAGCGGCCGCACCATGGAGACAGACACA - 3’

Dalej postępowano podobnie jak wcześniej: pro-
dukt PCR oczyszczano zestawem clean-up (DNA-
Gdańsk), trawiono NotI i XhoI przez 1 h w temp. 
37°C i izolowano z żelu agarozowego zestawem 
QIAquick Gel Extraction Kit firmy Qiagen. Wek-
tor pSEC/VEGF/IRES również trawiono enzymami 
NotI i XhoI, rozdzielano elektroforetycznie i izolo-
wano z żelu. Ligowano przez 16 h w 16°C wyko-
rzystując aktywność ligazy T4 (Amersham). Liganty 
transformowano do bakterii E. coli, przeprowadzo-
no selekcję klonów na płytkach agarowych z ampi-
cyliną. Wyrosłe klony przepasażowano do płynnej 
pożywki LB z ampicyliną. Hodowano przez noc 
w 37°C. Z klonów izolowano plazmidy, które pod-
dano następnie analizie restrykcyjnej. Otrzymano 
w ten sposób wektor pSEC/VEGF/IRES/FGF (pVIF).

Powstały konstrukt został poddany szczegółowej ana-
lizie restrykcyjnej – stosowano różne kombinacje re-
stryktaz; przeprowadzono również kilka reakcji PCR 
w oparciu o różne zestawy starterów, jak również se-
kwencjonowano konstrukt. Wszystkie analizy potwier-
dziły prawidłowe klonowanie – otrzymano wektor 
z bicistronową kasetą ekspresyjną VEGF/IRES/FGF:

5’- -3’
CMV ATG Igκ VEGF TGA IRES ATG Igκ bFGF TGA

Procedura podania plazmidu pVIF

Pacjentów biorących udział w badaniu, spełniają-
cych kryteria włączenia i nie spełniających kryteriów 
wyłączenia standardowo przygotowywano do zabie-
gu cewnikowania serca. Przy użyciu systemu NOGA 
wykonywano mapowanie lewej komory w celu okre-
ślenia jej geometrii oraz obszaru, do którego powi-
nien być wstrzyknięty plazmid [32]. Mapa zawierała 
średnio 77±20 punktów. Następnie cewnik mapu-
jący wymieniano na cewnik infuzyjny MYO-STAR 
z dodatkowym kanałem zakończonym cienką wy-
suwaną igłą. Plazmid podawano do wyznaczonego 
wcześniej obszaru w całkowitej dawce 0,5 mg w 1ml, 
w 5 porcjach o objętości 0,2 ml. Jednorazowo przez 
cewnik infuzyjny podawano 0,2 ml roztworu plazmi-
du. Proces pojedynczego wstrzyknięcia plazmidu do 
niedokrwionego mięśnia sercowego trwał od 20 do 
40 sekund. Ufiksowanie igły w miokardium monito-
rowano pod kontrolą fluoroskopii oraz na podstawie 
rejestracji pobudzeń dodatkowych komorowych.

PODSUMOWANIE

Badanie VIF-CAD zostało zakończone, a jego do-
kładne wyniki oraz ich analiza zostaną ogłoszone 
drukiem [32]. W ogólnym podsumowaniu wyni-
ków badania należy stwierdzić, że:
•  terapia genowa za pomocą plazmidu dwucistro-

nowego VEGF/FGF nie przyniosła poprawy w za-
kresie głównego punktu końcowego, czyli perfuzji 
mięśnia sercowego ocenianej metodą SPECT,

•  osiągnięto istotną statystycznie poprawę w zakresie 
dwóch drugorzędowych punktów końcowych: tole-
rancji wysiłku ocenianej za pomocą próby wysiłko-
wej EKG oraz objawów klinicznych choroby wień-
cowej ocenianej za pomocą skali Kanadyjskiego 
Towarzystwa Kardiologicznego (CCS),

•  nie stwierdzono działań niepożądanych zwią-
zanych z podaniem plazmidu w ciągu rocznego 
okresu obserwacji.
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Streszczenie

W trakcie minionej dekady trwały intensywne badania zmierzające do ograni-
czenia cywilizacyjnych chorób układu naczyniowo-sercowego i ich śmiertelnego 
oddziaływania na populację społeczeństw rozwiniętych. Próby te obejmowały 
terapię genową, zaindukowanie terapeutycznej angiogenezy, wprowadzenie te-
rapii komórkowych z użyciem komórek macierzystych. Większość z nich wy-
kazała fiasko zauważalnej poprawy klinicznej w próbach randomizowanych 
z włączeniem placebo lub też nikły efekt poprawy przejściowej (komórki macie-
rzyste). Pobudziło to niezwykłą aktywność na całym świecie, w aspekcie opra-
cowania terapii genowej z nowymi wektorami, wieloma transgenami stosowa-
nymi jednocześnie, połączenia modyfikacji genetycznych z użyciem komórek 
macierzystych. Omawiany postęp prac możliwy był dzięki Naukowej Fundacji 
Polpharmy, w obrębie przedstawionego projektu III/11/2004, w którym zasto-
sowano wszystkie najnowocześniejsze podejścia badawcze w celu wypracowania 
modelu przedklinicznej oceny efektywności funkcjonalnej reprogramowanych 
genetycznie komórek macierzystych.

Słowa kluczowe: angiogeneza • komórki macierzyste • mioblasty • serce 
pozawałowe

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 III/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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WSTĘP

Angiogeneza to proces tworzenia nowych naczyń 
krwionośnych w życiu dorosłego osobnika. Należy 
ją odróżnić od innego procesu tworzenia naczyń de 
novo, waskulogenezy, która przebiega jedynie w okre-
sie płodowym (organogenezy). Dodatkowo proces 
angiogenezy należy odróżnić od arteriogenezy, która 
polega na remodelingu (a nie na tworzeniu nowych) 
małych naczyń w wyniku działania różnorakich 
czynników, m.in. fizycznych (np. ‘shear stress’, czyli 
siła ścinania). Zatem angiogeneza jest skompliko-
wanym, wieloetapowym procesem, podczas którego 
musi zajść wiele przemian. Wyróżnia się zwykle jej 5 
podstawowych etapów [1]. Czynnikami pobudzają-
cymi angiogenezę są zwykle niedotlenienie lub nie-
dokrwienie czy też stan zapalny, które działają na 
cytokiny oraz podstawowe czynniki pro-angiogen-
ne, typu VEGF czy FGF. Wstępnym sygnałem jest 
zwiotczenie istniejących naczyń przez tlenek azotu. 
W dalszej konsekwencji dochodzi do uruchomie-
nia enzymów proteolitycznych, które uruchamiają 
‘surowiec’ dla wytworzenia nowych struktur naczy-
niowych poprzez degradację błony podstawnej już 
istniejących naczyń oraz macierzy pozakomórkowej. 
Następnie integryny ułatwiają i regulują adhezję 
i migrację komórek śródbłonka, zaś pobudzenie ko-
mórek śródbłonka (zwłaszcza ich mobilność i pro-
liferację) powodują cząsteczki uwalniane z samej 
macierzy, tj. np. czynniki wzrostu fibroblastów, zwa-
ne potocznie FGF. Proliferacja komórek śródbłonka 
warunkuje wytworzenie nowych rurkowatych struk-
tur, które następnie dojrzewają i stabilizują się pod 
wpływem angiopoetyn i odpowiednich dla nich re-
ceptorów. Jednak liczba czynników biorących udział 
w tym procesie jest w przedstawionym zarysie dale-
ko niekompletna. Najbardziej prominentne czynniki 
pro-angiogenne zamieszczono w Tabeli 1 [2].

Należy podkreślić, że angiogeneza w życiu dorosłego 
osobnika ma miejsce także w procesach fizjologicz-
nych, np. w krezce jelita czy też przy wytwarzaniu 
łożyska. Ponadto neowaskularyzacja jest częścią ob-
razu patologicznego przewlekłych zmian zapalnych 
towarzyszących astmie, reumatycznemu zapaleniu 
stawów, łuszczycy, chorobom układu pokarmowego, 
jak np. choroba Crohna czy wrzodziejące zapalenie 
jelita grubego; może być przyczyną ślepoty w wyni-
ku przewlekłych zmian zachodzących w siatkówce 
czy rogówce (retinopatia cukrzycowa, zwyrodnienie 
plamki), odgrywa rolę w powstawaniu otyłości (roz-
wój tkanki tłuszczowej) czy endometriozy, towarzy-
szy wytwarzaniu pęcherzyków płucnych, zwykle we 
wczesnym etapie postnatalnym. Oczywiście niedo-
tlenienie jest silnym bodźcem angiogenezy w ukła-
dzie sercowo-naczyniowym, występującym w cho-
robie niedokrwiennej serca, miażdżycy naczyń 

krwionośnych, udarze, niedokrwieniu kończyn dol-
nych (obwodowe upośledzenie unaczynienia).

Oprócz zebranych w Tabeli 1 czynników regulu-
jących angiogenezę należy zauważyć rolę licznych 
elementów komórkowych, zwłaszcza makrofagów, 
komórek dendrytycznych czy re-cyrkulujących 
komórek pochodzenia mielomonocytarnego [3]. 
Oprócz tzw. pomocniczych komórek pro-angio-
gennych, najbardziej prominentną rolę w neowa-
skularyzacji spełniają macierzyste progenitorowe 
komórki śródbłonka. Precyzyjne określenie ich bio-
markerów oraz podstawowe definicje komórkowe 
z tego zakresu podano w Tabeli 2 [4].

METODYKA

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

Jedną z najbardziej ekstensywnie wykonywanych 
prób terapii genowej była poprawa angiogenezy 
w chorobach naczyniowo-sercowych, zwłaszcza 
w chorobach niedokrwiennych kończyn (naczyń ob-
wodowych) oraz naczyń wieńcowych i unaczynień 
kolateralnych w obrębie miokardium. Pierwszym 

Stymulatory Inhibitory

VEGF
angiopoetyna-1
β-estradiol
FGF
interleukina-8
leptyna
MCP-1
MMPs
NOS
PDGF-BB
TNF-α
angiogenina
TGF

Angiostatyna
anty-angiogenna anty-trombina III
kanstatyna
endostatyna (fragment kolagenu 
XIII)
heparynowy fragment
fibronektyny
interferony-α, -β, -γ
interleukina 4
interleukina 12
interleukina 18
inhibitor aktywatora plazminogenu
PEDF
16 kDa fragment prolaktyny
TSP-1
Retinoidy

Tabela 1. Czynniki pobudzające i hamujące angiogenezę.

Zmodyfikowane wg Pandya i wsp. [2]. 
Skróty: VEGF – (vascular endothelial growth factor) 
naczyniowy czynnik wzrostu śródbłonka; FGF – (fibroblast 
growth factor) fibroblastowy czynnik wzrostu; MCP-1 – 
(macrophage chemoattractant protein) makrofagowe białko 
chemoatrakcyjne; MMPs – (matrix metalloproteases) 
metaloproteinazy macierzy; NOS – (nitric oxide synthase) 
syntaza tlenku azotu; PDGF-BB – (platelet derived growth 
factor-BB) czynnik BB płytkopochodnego czynnika wzrostu; 
TGF – (transforming growth factor) transformujący czynnik 
wzrostu; TNF-α – (tumor necrosis factor α) czynnik martwiczy 
nowotworowy; PEDF – (pigment epithelium derived growth 
factor) pigmentowy, nabłonkowopochodny czynnik wzrostu; 
TSP-1 – (thrombospondin-1) trombospondyna-1.
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z zastosowanych czynników był sklonowany w roku 
1989 naczyniowy czynnik wzrostu śródbłonka VEG-
F-A, popularnie znany jako VEGF [26]. Obecnie 
w rodzinie VEGF rozróżnia się 6 izoform (VEGF 
A-F), przy czym przynależy do niej także czynnik 
łożyskowy, znany pod nazwą PlGF. Ligandami tego 
czynnika są trzy receptory, opisywane w literaturze 
jako VEGFR-1-3, które są sygnałowymi strukturami 
kinaz tyrozynowych. Najbardziej potentnym czyn-
nikiem pro-angiogennym wydaje się być izoforma 
VEGF-A, stąd jej najszersze stosowanie w ponad 
15-letniej literaturze w badaniach o charakterze 
przedklinicznym (na zwierzętach doświadczalnych), 
jak i w próbach klinicznych. Rola zarówno PlGF jak 
i VEGF-B pozostaje trudna do zdefiniowania, są one 
stosunkowo słabymi mitogenami dla komórek śród-
błonka, nie są silnymi induktorami przepuszczalno-
ści naczyń (w odróżnieniu do VEGF-A) i dopiero 
długa ekspozycja in vivo na PlGF lub VEGF-B pro-
muje angiogenezę włączając w to nie do końca wyja-
śnioną ich rolę pośrednią w stymulowaniu czynnika 
VEGF-A. Czynniki VEGF C i D formują podrodzi-
nę czynników VEGF, odpowiedzialną za właściwo-
ści limfoangiogenne, natomiast VEGF E i F, będące 
homologami wirusowymi i/lub jadu żmiji są stosun-
kowo najmniej scharakteryzowane, jednak również 
wykazują silne właściwości pro-angiogenne. W bada-
niach przedklinicznych z zastosowaniem tylko jedne-
go czynnika pro-angiogennego (VEGF) wykazano, że 

efekty jego wprowadzenia (bądź jako genu lub pro-
duktu białkowego) są silnie zależne od stężenia lo-
kalnego; stosunkowo niskie stężenia odpowiedzialne 
są za homeostazę naczyń krwionośnych, przetrwanie 
komórek śródbłonka, produkcję NO i prostacyklin, 
co objawia się działaniem naczynio-rozszerzającym, 
antykrzepliwym i supresorowym wobec prolifera-
cji mięśniówki gładkiej (naczynia), zaś stosunko-
wo wysokie jego stężenia są odpowiedzialne wobec 
efektu angio- i waskulogennego. Wnioski wynikające 
z ponad dekady trwających prób przedklinicznych, 
są między innymi takie, że nadekspresja sekwen-
cji genowych izoform VEGF A, C i D wywoływała 
działanie prewencyjne wobec restenoz objawiających 
się po zaindukowanym urazie naczyniowym (mysz, 
szczur, królik), jednak nie zaobserwowano pozytyw-
nego efektu na samą (uformowaną już) restenozę, co 
sugerowało, że najlepszym celem dla terapii genowej 
z użyciem VEGF wydają się być stany niedokrwien-
ne zarówno w mięśniu sercowym jak i na obwodzie 
(np. kończyny dolne). W badaniach z użyciem zwie-
rząt doświadczalnych odrzucono też pierwotne hipo-
tezy, że przejściowa a nawet długotrwała nadekspre-
sja VEGF może powodować progresję miażdżycy 
naczyń (zarówno u myszy jak i człowieka), jakkol-
wiek nie można tego wykluczyć przy długo utrzy-
mujących się wysokich stężeniach VEGF, zwłaszcza 
zaś w toku przemiany blaszki miażdżycowej. Na 
rok 2007 (projekt naukowy Naukowej Fundacji 

Terminologia 
właściwa

Biomarkery 
identyfikujące

Terminologia 
występująca 

w dotychczasowej 
literaturze

Referencje

Proangiogenne 
komórki hemopo-
etyczne

Cyrkulujące komórki 
śródbłonka

Śródbłonkowe 
komórki tworzące 
kolonie

CD34+, CD31+CD309+ (VEFGR2+), CD202b+ (Tie2+)
CD62E+CD45+UEA-1+, AcLDL uptake, CD14–

CD133+CD34+CD309+

CD31+CD309+CD202b+, formują kolonie mieloidalne in vitro 
rozróżnialne od późno proliferujących komórek śródbłonka 
(ECFCs) poprzez brak ekspresji BMP2 i BMP4
CD45dimCD133+CD34+CD144+, CD309+

CD34brightCD31+CD133+CD45dimCD14−CD41a−CD235a−

CD146+CD34+CD31+CD45−DAPI+CD105+ żywotne, 
 nieproliferujące komórki śródbłonkowe

CD34brightCD31+CD133−CD45−CD14−CD41a−CD235a− 
żywotne, proliferujące komórki, tworzące duże 14-dniowe kol-
onie, śródbłonkowe przekraczające klaster 50-cio komórkowy. 
Wykazują także ekspresję CD105 i CD146

EPC

CEP

EPC/CFU

EPC
komórki proan-
giogenne
CEC

ECFC

[5,6,7,8]

[9]

[10,11]

[12,13,14]
[15,16,17,18,19]

[14,20,21,22,23,24,25]

Tabela 2. Obowiązująca terminologia ludzkich śródbłonkowych komórek progenitorowych.

Modyfikacja wg Watt i wsp. [4].
Skróty: UEA-1 – (Ulex europaeus agglutinin 1) Kolcolist zachodni, aglutynina o powinowactwie skierowanym do flukozy; AcLDL 
– (acetylated low density lipoprotein) acetylowane lipoproteiny o małej gęstości; BMP-2, 4 – (bone morphogenetic protein 2, 
4) morfogenetyczne białko kości; EPC – (endothelial progenitor cells) progenitorowe komórki śródbłonka; CEP – (circulating 
endothelial presursors) krążące progenitorowe komórki śródbłonkowe; EPC/CFU (endothelial progenitor cells/colony forming 
unit); śródbłonkowe komórki progenitorowe formujące kolonię; CEC – (circulating endothelial cells) krążące prekursorowe komórki 
śródbłonka; ECFC – (endothelial colony forming cells) komórki śródbłonka formujące kolonie.
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Polpharmy wykonywano w latach 2005–2008) zano-
towano około 10 prób klinicznych z użyciem VEGF 
(próby kliniczne fazy II/III) dla wywołania terapeu-
tycznej angiogenezy w chorobie wieńcowej czy też 
naczyń obwodowych naczyń tętniczych, PAD – pe-
ripheral artery disease. W przeciwieństwie do badań 
nierandomizowanych, w których zaobserwowano 
silny efekt placebo, w znakomitej większości badań 
randomizowanych w obu jednostkach chorobowych 
nie zanotowano statystycznie istotnych różnic w po-
prawie klinicznego stanu pacjentów w grupie pod-
danej terapii wobec grupy kontrolnej [27]. Jedynym 
efektem prób terapii z zastosowaniem VEGF, wydaje 
się być zatem na dzień dzisiejszy brak wyraźnych 
efektów ubocznych (poza miejscowym, przejścio-
wym obrzękiem w miejscu podania VEGF). Nie 
ma wystarczająco udokumentowanych raportów 
w aspekcie indukcji powstawania guza nowotwo-
rowego, neowaskularyzcji w innych narządach nie 
poddanych terapii (teoria przecieku) czy też naczy-
niowych deformacji i/lub zwiększonej miażdżycy czy 
niestabilności blaszki miażdżycowej. Najważniejsze 
kontrowersje dotyczące prób klinicznych z wywoła-
niem terapeutycznej angiogenezy z użyciem VEGF 
zebrano w Tabeli 3.

Strategie z użyciem komórek macierzystych 
dla regeneracji mięśnia sercowego w modelu 
pozawałowym, ze szczególnym uwzględnieniem 
komórek pochodzenia miogennego

Dotychczas ukazało się kilka zaledwie meta-analiz do-
tyczących kilkudziesięciu jak dotąd przeprowadzonych 

prób klinicznych w mięśniu sercowym z najbardziej 
popularnymi populacjami komórek macierzystych, tj. 
głównie z komórkami o potencjale progenitorowym 
(ukierunkowanym) lub co najwyżej mulitpotencjalnym 
(komórki mezenchymalne), a także unipotencjalnym 
(mioblasty, macierzyste komórki pochodzenia miogen-
nego) [28]. Z grubsza przyczyny kliniczne wprowadza-
nia komórek macierzystych (najczęściej pochodzących 
ze szpiku kostnego oraz miogennych) można podzielić 
na: a) przeprowadzane w zawałach ostrych, b) w prze-
wlekłym niedokrwieniu miokardium, c) w zastoinowej 
niewydolności serca. W podsumowaniu należy stwier-
dzić, że w stanach kardiomiopatii niedokrwiennej (obej-
muje zarówno interwencje z mieszaninami jednojądrza-
stych komórek szpiku, mezenchymalnymi komórkami 
szpikowymi czy też separowanymi komórkami CD 
133) obserwuje się przejściową poprawę parametrów 
hemodynamicznych serca (ocenianych wobec frakcji 
wyrzutowej serca, czy też objętości końcowo-systolicz-
nej lub końcowo diastolicznej), przy czym poprawa wy-
stępuje po ok. 3–6 mies. od momentu podania komó-
rek i zanika w około 18 miesięcy od momentu podania. 
Obserwowano także poprawienie regionalnej i całkowi-
tej perfuzji mięśnia sercowego, co zwłaszcza przyjęto za 
wskaźnik pro-angiogennego działania (na drodze auto- 
i/lub parakrynowej) niektórych subpopulacji komórek 
szpikowych (zarówno z linii hematopoetycznych jak 
i pro-środbłonkowych wg biomarkerów wskazanych 
w Tabeli 2). Średnie uzyskane z tych interwencji wy-
noszą ok. 3–5% w odniesieniu do poprawy frakcji wy-
rzutowej (EF), a więc nie różnią się dramatycznie od 
efektywności stosowania np. popularnych beta blo-
kerów. W aspekcie podawania komórek pochodzenia 

Problem Przyczyna Potencjalne rozwiązanie

Brak wyraźnej klinicznej poprawy 
w randomizowanych próbach klinicznych 
z użyciem placebo stosując nadekspresję 
genu lub rekombinowane białko VEGF 
w grupie pacjentów ‘no-option’

Brak przekonującego udokumentowania 
zwiększonej perfuzji tkankowej (2–6 
mies. po interwencji) w klinicznych 
próbach z użyciem VEGF, pomimo 
przekonujących dowodów uzyskiwanych 
w próbach przedklinicznych z użyciem 
zwierząt doświadczalnych

Obrzęk tkankowy związany z próbą 
efektywnej angiogenezy o znaczeniu 
klinicznym

Szybki półokres rozpadu rekombinowane-
go białka VEGF
Niska efektywność transferu genowego
Zbyt niska dawka (ekspresja) sekwencji 
genowej
Trudna populacja pacjentów

Zbyt niska efektywność transferu ge-
nowego
Regresja niedojrzałych naczyń 
w przedziale 2 tygodni po procedurze 
przejściowej transfekcji genu

Czynnik VEGF sam w sobie powoduje 
zwiększoną przepuszczalność naczyń
Zwiększona perfuzja, ciśnienie kapilarne 
i proliferacja komórek w ścianie naczyń 
powoduje przeciek białek

Optymalizacja wektora i sposobu poda-
nia.
Interwencja z użyciem większych 
objętości dawki transgenu i wielokrotnych 
podań.
Użycie VEGF jako czynnika dodatkowego 
w terapii skojarzonej z innymi proce-
durami.

Pomiar perfuzji w 5-6 dni po podaniu 
wektora z sekwencją dla udowodnie-
nia koncepcji o zwiększonej obecności 
produktu genowego.
Użycie innych wektorów o lepszej 
efektywności zapewniającej nadekspresję 
transgenu.

Dalsza optymalizacja wektorów 
z włączeniem możliwości regulacji 
ekspresji transgenu.
Wprowadzenie kombinacji kilku czyn-
ników pro-angiogennych.
Wprowadzenie opcji długotrwałej 
nadekspresji genu.

Tabela 3. Bieżące problemy prób klinicznych w zakresie terapeutycznej angiogenezy z zastosowaniem czynnika VEGF.
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miogennego (mioblasty) wykazano po ponad 20 pró-
bach klinicznych [29], brak istotności statystycznej we 
wszczepianiu tych komórek przy okazji pomostowania 
aortalno-wieńcowego, natomiast w większości stosowa-
nych podań przezskórnych (jakkolwiek nie randomi-
zowanych) wykazano niekiedy spektakularne poprawy 
frakcji wyrzutowej serca (EF >10%). Mioblasty nie są 
z reguły wszczepiane w zawałach ostrych, a jedynie 
odległych, a poprawa frakcji wyrzutowej serca również 
występuje dopiero po ok. 3 mies. od podania komó-
rek i nie trwa zwykle dłużej niż 2 lata. O ile komórki 
pochodzenia szpikowego mają potencjalnie niezwykłą 
zdolność wymigrowywania z miokardium (najczęściej 
podaje się je kateterami do naczynia wieńcowego za-
opatrującego region zawału), o tyle mioblasty muszą 
być podawane intramiokardialnie (system NOGA), 
co skutkuje to znamiennie większym potencjałem do 
retencji w obrębie miokardium. Pośrednie wnioski su-
gerują zatem zanik poprawy indukowanej macierzy-
stymi komórkami szpikowymi poprzez zanik efektu 
auto/parakrynowego, zaś w przypadku mioblastów ich 
małą zdolnością przeżycia w warunkach patogennych 
(okolice blizny pozawałowej), niskim potencjałem pa-
rakrynowym oraz bardzo ograniczonym (jeśli w ogóle) 
potencjałem pro-angiogennym. Można, zatem wnosić 
o zaniku przeżywalności mioblastów w trakcie ich prze-
bywania na terenie miokardium, co wiąże się ze stop-
niowym zanikiem poprawy w obserwowanych parame-
trach klinicznych. W tym aspekcie, ze względu na brak 
dowodów u człowieka dla procesu transdyferencjacji 
komórek macierzystych (zarówno szpikowych jak i po-
chodzenia miogennego) powstała idea wprowadzania 
modyfikacji genetycznych stosowanych komórek ma-
cierzystych (co zrealizowano w obrębie proponowane-
go grantu Naukowej Fundacji Polpharmy), zwłaszcza 
w aspekcie poprawienia potencjału pro-angiogennego 
mioblastów ludzkich i przez to zwiększenia możliwości 
ich adaptacji w narządzie docelowym.

PROJEKT NAUKOWEJ FUNDACJI POLPHARMY 
– „MOŻLIWOŚCI LECZENIA POZAWAŁOWEJ 
NIEWYDOLNOŚCI KRĄŻENIA PRZY POMOCY 
KOMÓREK MACIERZYSTYCH GENETYCZNIE 
MODYFIKOWANYCH – PRÓBY PRZEDKLINICZNE”

Projekt zawarł w sobie wszystkie najnowocześniej-
sze trendy zmierzające do aplikacji procedur me-
dycznych z użyciem leku biologicznego (komórki 
macierzyste) i obejmował lata 2005–2008. W po-
czątkach realizacji projektu było oczywistym, że ani 
terapia genowa z użyciem jednego tylko z czynni-
ków pro-angiogenezy, ani wektory dotychczas zasto-
sowane, ani terapia z użyciem natywnych komórek 
macierzystych (w tym mioblastów) nie jest w stanie 
odpowiedzieć na wyzwanie środowiska patogennego 
narządu. Nie podlegające transdyferencjacji ludzkie 
komórki macierzyste, pomimo szerokiego wachlarza 

kandydatów ze strony komórek multipotencjalnych 
lub ukierunkowanych progenitorów wyraźnie nie za-
chowywały stabilności ekspresji wyjściowego profilu 
genetycznego, co ujawniono przy pomocy techniki 
mikromacierzy. Fakt ten musiał zakładać podjęcie 
w najbliższej przyszłości modyfikacji genetycznych 
komórek. W obliczu narządów słabo ukrwionych 
(rejon serca pozawałowego) nie budziło najmniej-
szych wątpliwości, że implantowane komórki ma-
cierzyste winny być obdarzone wysoką ekspresją 
czynników pro-angiogennych (i/lub cytoprotekcyj-
nych) dla zapobieżenia ich szybkiego ubytku na 
drodze intensywnej apoptozy towarzyszącej pierw-
szej fazie implantacji i/lub potencjału do namnaża-
nia się w warunkach in situ, w narządzie biorczym. 
W tym okresie zaczęły ukazywać się pierwsze prace 
z użyciem wektorów bicistronowych, uwzględniają-
cych pod jednym promotorem ekspresji, co najmniej 
dwóch czynników pro-angiogennych, które dostar-
czały nie tylko impulsu do tworzenia naczyń (jak 
VEGF), ale także ich późniejszej stabilizacji. W wek-
torach tych używano sekwencji VEGF i angiopoety-
ny-1 lub VEGF i bFGF. Wydawało się bezspornym, 
przy porównaniu działania obu tych czynników 
rozdzielnie, że działają one oba w warunkach chro-
nicznego niedotlenienia narządu, jednak ich syner-
gistyczny wspólny efekt przekraczał wpływ każdego 
z nich oddzielnie [30]. Dlatego też w przedstawio-
nym do Fundacji projekcie założono: a) modyfikację 
genetyczną dotąd używanych ‘natywnych’ komórek 
macierzystych (mioblastów), b) wprowadzenie wek-
tora bicistronowego, zawierającego sekwencje VEGF 
i FGF-4 o prawdopodobnym efekcie synergistycznym 
na angiogenezę [31], c) jednocześnie potraktowano 
mioblasty jako potencjalne wektory wprowadzające 
czynniki pro-angiogenne do narządu docelowego 
(serca pozawałowego). Aby badanie to posłużyło do 
formuły badań przedklinicznych, zastosowano dwa 
układy komórkowe – a) ustalonych linii mioblastów 
mysich genetycznie modyfikowanych, b) pilotowe 
wprowadzenie genetycznie modyfikowanych mio-
blastów do serca po zawale (indukowanym doświad-
czalnie) w zwierzętach immunokompromisowanych. 
Jednocześnie przygotowano cały cykl modelowy (dla 
prób przedklinicznych) od operacji mikrochirurgicz-
nych na myszach SCID począwszy na interwencjach 
komórkowych i próbach ich oceny w echokardiogra-
fii serca myszy, rezonansie magnetycznym oraz pla-
nimetrii, skończywszy.

OCENA WYNIKÓW BADANIA W PROJEKCIE 
NAUKOWEJ FUNDACJI POLPHARMY III/11/2004

W omawianym projekcie Naukowej Fundacji 
 Polpharmy wykonano szereg działań znacznie prze-
kraczających zarówno merytorycznie jak i finan-
sowo oryginalne zadania badawcze, postulowane 
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w powyżej wymienionym Projekcie [32]. Przede 
wszystkim zoptymalizowano warunki dla dokony-
wania transfekcji, wektorem bicistronowym (kon-
strukcja pTRUF użyczona dla celów projektu przez 
prof. J. Dulaka i A. Józkowicz z Instytutu Biotech-
nologii UJ w Krakowie). Pozostałe geny (NOS3 
i cytoprotekcyjne) wklonowano do plazmidu pCi-
Neo (Promega), zapewniającego ekspresję w ko-
mórkach eukariotycznych. Wykorzystano plazmid 
zawierający białko GFP (pEGFP-C1) dla optyma-
lizacji warunków transfekcji. Konstrukcje wprowa-
dzano do mioblastów mysich (a następnie zawiesin 
komórek ludzkich, w eksperymentach pilotujących) 
z zastosowaniem lipofekcji. Wydajność oceniano 
przy użyciu cytometru przepływowego, oceniając 
odsetek komórek wykazujących obecność białka 
GFP. Testowano czynniki (FugeneHD-Roche, Pri-
meFect-LONZA, Nanofectamina-PAA, Turbofect-
Fermentas) wykazując zróżnicowaną efektywność 
transfekcji od 0–35%. W zależności od stosunku 
DNA/odczynnik Fugene, uzyskano w transfekcji 
przejściowej (mierzona po 48 godzinach) odsetek 
ok. 60% pozytywnych komórek (dotyczyło to rów-
nież wektora bicistronowego). Stosując testy oce-
niające intensywność proliferacji komórkowej przy 
pomocy inkorporacji BrdU w populacjach komórek 
po transfekcji stwierdzono zwiększoną jej efektyw-
ność wobec komórek nietransfekowanych, jednak 
bez uzyskania znamienności statystycznej. Za to 
w teście oceniającym szybkość proliferacji (S+G2.
S+G0/G1+G2) mioblastów mysich przy pomo-
cy fluorymetru przepływowego (test NIM-DAPI) 
stwierdzono znamiennie wyższe tempo proliferacji 
zarówno w przypadku komórek transfekowanych 
przejściowo jak i stabilnie, w stosunku do komórek 
z populacji kontrolnych (zwłaszcza w przypadku 
komórek transfekowanych plazmidem bicistrono-
wym pTRUF-22-FGF-ires-VEGF). Wykonano oce-
nę wpływu transfekcji na funkcjonalny test pro-an-
giogenny (z użyciem proliferacji komórek HUVEC 
oraz ‘pączkowania’ kapilar). W wyniku testu pro-
liferacji komórek HUVEC zaobserwowano wzrost 
proliferacji komórek śródbłonka, wskutek oddzia-
ływania medium kondycjonowanego znad komórek 
transfekowanych wobec standardowego medium 
dla mioblastów mysich, jednak nie ponad poziom 
obserwowany dla optymalnego medium używane-
go dla proliferacji komórek HUVEC. Wydaje się, 
zatem, że wydzielane czynniki stymulujące proli-
ferację komórek HUVEC osiągnęły stan wysycenia 
wobec parametrów ocenianych w tym właśnie teście 
dla obu typów porównywanych mediów. Natomiast 
kondycjonowane medium (uzyskane po trans-
fekcji przejściowej czynnikami pro-angiogennymi 
w sposób znamienny zwiększało produkcję kapilar 
w agregatach komórek HUVEC w porównaniu ze 
wszystkimi innymi populacjami komórek (także 

transfekowanymi białkiem eGFP). Podobnej zna-
mienności statystycznej nie uzyskano w przypad-
ku mioblastów mysich transfekowanych stabilnie. 
Sprawdzano ekspresję genów procesu miogenezy 
(zwłaszcza uczestniczących w niej czynników trans-
krypcyjnych) i stwierdzono, ze zarówno przejściowa 
jak stabilna transfekcja mioblastów mysich nie od-
działywały na ekspresję genów wczesnej fazy mioge-
nezy (Myf5, MyoD, Mef2), natomiast transfekcja 
przejściowa czynnikami pro-angiogennymi obni-
żała ekspresję niektórych genów późnych stadiów 
miogenezy (np. gen Myf6). W przypadku obserwo-
wanych zjawisk apoptozy/nekrozy mioblastów my-
sich stwierdzono podwyższone poziomy apoptozy 
(jednak nie statystycznie znamienne) po transfek-
cji przejściowej i brak różnic w poziomach nekro-
zy porównywanych populacji mioblastów (transfe-
kowane vs nietransfekowane). W odniesieniu do 
transfekcji stabilnych nie zidentyfikowano w ogóle 
apoptozy w populacjach transfekowanych czynni-
kami pro-angiogennymi komórek, natomiast w sy-
tuacji zaindukowanego stresu oksydacyjnego wobec 
mioblastów, w żadnym z badanych wariantów nie 
zaobserwowano różnic statystycznie znamiennych 
w poziomie apoptozy/nekrozy, jakkolwiek poziomy 
apopotozy/nekrozy w warunkach standardowych 
różniły się statystycznie znamiennie wobec tych 
w warunkach stresu zaindukowanego (przy braku 
istotnych różnic w żywotności ocenianych komó-
rek, w każdym z badanych wariantów).

W projekcie Naukowej Fundacji Polpharmy wypra-
cowano model dla oceny przedklinicznej modyfi-
kowanych genetycznie mioblastów. W tym celu 
wystandaryzowano warunki zaindukowania zawa-
łu serca w myszach szczepów immunokompromiso-
wanych (SCID oraz NOD/SCID), umożliwiając to-
lerogenność tych zwierząt wobec wszelkich innych 
wszczepianych mioblastów, zarówno pochodzenia 
od innych gryzoni (mysz, szczur), jak i człowieka. 
Zawał indukowano poprzez podwiązanie tętni-
cy wieńcowej wstępującej. Operacje odbywały się 
w warunkach myszy zaintubowanej (z użyciem spe-
cjalistycznych respiratorów mysich) i znieczulenia 
wziewnego (system parowniczek ze znieczulającym 
środkiem wziewnym z domieszką tlenu). Następ-
nie prowadzono interwencje z komórkami (gene-
tycznie modyfikowanymi lub nie) – jednoczasowo 
z wywołaniem zawału ostrego, jak i w przypadkach 
zawału późnego (po miesiącu od zaindukowanego 
zawału). Model zawału późnego był szczególnie 
starannie testowany dla modyfikacji mioblastów 
pośrednimi czynnikami pro-angiogennymi (eNOS) 
i genami cytoprotekcyjnymi, natomiast model za-
wału świeżego wykorzystywany był głównie dla 
czynników pro-angiogennych VEGF/FGF-4. Popra-
wę lub jej brak w parametrach hemodynamicznych/
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funkcjonalnych serca oceniano przy pomocy a) 
echokardiografu mysiego z sondą 100 MHz, b) 
rezonansu magnetycznego we współpracy z In-
stytutem Fizyki Jądrowej PAN w Krakowie oraz 
c) planimetrii z celowanym barwieniem na proces 
włóknienia miokardium w okolicy pozawałowej. 
Udokumentowano różnice istotne statystycznie, 
zwłaszcza po interwencjach komórkowych mio-
blastami mysimi do okolicy pozawałowej (w zawa-
le późnym) modyfikowanymi genami NOS3 oraz 
sekwencjami cytoprotekcyjnymi, objawiającymi 
się poprzez zwiększenie frakcji wyrzutowej serca 
(echokardiograf, rezonans magnetyczny) w po-
równaniu z komórkami niemodyfikowanymi gene-
tycznie lub w porównaniu do operacji typu ‘sham’. 
Obecność komórek wprowadzanych do okolicy 
pozawałowej dokumentowana była poprzez zna-
kowanie implantowanych komórek tlenkami żelaza 
(preparat Endorem), ujawnianych w następstwie 
odczynu histochemicznego na skrawkach histolo-
gicznych. W tych przypadkach obserwowano też 
obniżony poziom włóknienia w mięśniu sercowym 
(planimetria). Reasumując, w omawianym projek-
cie dokonano zarówno dokumentacji in vitro jak 
i oceny funkcjonalnej in situ korzystnego wpływu 
genetycznych modyfikacji mioblastów na regene-
rację pozawałowego mięśnia sercowego u myszy, 
opracowując układ modelowy dla przeprowadza-
nia badań przedklinicznych z użyciem mioblastów 
ludzkich oraz dalszych modyfikacji genetycznych 
z późniejszym celem klinicznym.

KONTYNUACJA BADAŃ

Badania przeprowadzone w obrębie projektu 
 Naukowej Fundacji Polpharmy III/11/2004 stały 
się podwaliną dla bardzo silnego nurtu badawcze-
go, obecnie rozwijanego w obrębie Zakładu Biologii 
Rozrodu i Komórek Macierzystych Instytutu Gene-
tyki Człowieka PAN w dwóch głównych aspektach, 
a) stanowią kanwę dla badań nad modyfikacjami 
genetycznymi mioblastów ludzkich (komórko-
wych zawiesin pierwotnych), zarówno w aspekcie 
badań in vitro jak i testów funkcjonalnych in situ, 
b) zaprowadzony model testów funkcjonalnych na 
pozawałowym mięśniu sercowym myszy stał się 

podstawą obecnie prowadzonej oceny przedklinicz-
nej. Można śmiało powiedzieć, że ZBRiKM stał się 
jednym z nielicznych w Polsce ośrodków tego typu, 
który szeroko współpracuje w zakresie badań tera-
pii genowej z włączeniem komórek macierzystych. 
Obecnie współpraca ta jest kontynuowana zarówno 
w kierunku chorób degeneracyjnych ośrodkowego 
układu nerwowego (z Instytutem Chemii Bioor-
ganicznej PAN) oraz z macierzystymi komórkami 
nowotworowymi (z Uniwersytetem Medycznym 
w Poznaniu), w aspekcie zarówno badań przed-
klinicznych oraz późniejszych prób klinicznych. 
Obecnie wypracowany model serca pozawałowego 
będzie służył do oceny efektywności reprogramowa-
nia komórek ludzkich, do uzyskania ich ograniczo-
nej multipotentności (plastyczności), a co najważ-
niejsze kontynuowane są intensywnie modyfikacje 
genetyczne mioblastów dla polepszenia kontaktu 
elektrofizjologicznego pomiędzy wszczepianymi ko-
mórkami macierzystymi a kardimiocytami narządu 
biorczego. Uzyskano zadowalającą ekspresję i two-
rzenie połączeń szczelinowych w mioblastach mo-
dyfikowanych genetycznie, przez co zdecydowano 
się na pierwsze w świecie próby kliniczne z użyciem 
genetycznie modyfikowanych mioblastów ludzkich 
(genem koneksyny 43) we współpracy z Instytutem 
Kardiologii w Warszawie oraz Kliniką Kardiologii 
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Próby te 
rozpoczną się w roku 2011. Jednocześnie, zakłada-
jąc wymianę wektorów w przypadku podejmowa-
nych prób z użyciem czynników pro-angiogennych, 
kontynuowane są badania dla polepszenia warun-
ków macierzystych komórek implantowanych do 
pozawałowego miokardium w aspekcie polepszenia 
perfuzji okolicy pozawałowej, a tym samym stopnia 
przeżycia i funkcji implantowanych komórek. Pro-
jekt Polpharmy, realizowany w latach 2005–2008 
stał się niezwykle istotnym dla całego cyklu prac 
i projektów badawczych, a zwłaszcza obecnie reali-
zowanego Projektu Rozwojowego, będącego w pro-
stej linii kontynuacją wcześniej podjętych badań 
w zakresie immunobiologii komórek macierzystych 
pochodzenia miogennego i ich praktycznego stoso-
wania we współczesnej medycynie.
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