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Od redakcji

DRODZY CZYTELNICY,

Witam Was na tamach kolejnego numeru czaso-
pisma naukowego Acta MyGENIcA! Wracamy po
wakacjach i zimowym semestrze roku akademic-
kiego z nowa porcja artykutéw. Zaczynamy krot-
ka sekcja podsumowujaca ostatnie pét roku,
a tam miedzy innymi relacja z rozdania tego-
rocznych nagréd Nobla i informacja o jeszcze
goracych wynikach badan grupy Haruko Oboka-
ta, ktora opracowatla rewolucyjnie prosta techni-
ke otrzymywania pluripotentnych komoérek
macierzystych. Jednoczesnie udostepniamy na-
sze lamy organizatorom konferencji, ktére odbe-
da sie w nadchodzacym pélroczu - goraco
zachecamy do udziatu w tych wydarzeniach.

W kolejnej sekcji prezentujemy prace nadestane
do naszej Redakcji. Sara Przetocka przyblizy
ciekawe zagadnienie DARPin, ktére nazywa
perspektywiczna alternatywa przeciwcial. Pra-
cownicy firmy Vita InSillica zaprezentuja nowo-
czesne metody sekwencjonowania kwaséw
nukleinowych. Reprezentujacy Zaklad Biologii

Komoérki Marcin Luty przedstawi zagadnienie
mikrofragmentdéw, ktére moga stac sie kolejnym
narzedziem w terapii antynowotworowej. Adrian
Miara, z kola naukowego MEDIGENET, opisze
w swojej pracy przegladowej metaloproteinazy
skupiajac sie na ich roli w réznego rodzaju pato-
logiach. Przedstawiciel Zakladu Biochemii
Ogoblnej - Piotr Konieczny natomiast upatruje
przysztos¢ medycyny w nanotechnologiach bio-
logicznych. Warte uwagi sa tez prace pochodzace
z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu,
opisujace zwiazki flawonoidowe oraz potencjalne
dzialanie prozdrowotne zwiazkéw pochodzacych
z piwa. Ponadto przegladowa prace na temat
biatka ADAM 17 przedstawi Marcin Markiewicz.
Na deser praca opisujaca projekt nukowy Kota
Mygen, czyli otrzymanie termostabilnej polime-
razy Pfu na potrzeby prac badawczych Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ.

Jan MajTa
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Tegoroczna edycja ogolnopolskiej konferencji
naukowej ,Biofuzje” odbedzie sie w dniach 23-
25.05.2014 r. na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego! Zeszloroczne "Biofuzje", flagowy
projekt Kota Naukowego Biologii Medycznej
"Antidotum", cieszyly sie duzym zainteresowaniem
ze strony studentéw i mtodych naukowcow z catego
kraju, zostaly tez przez nich pozytywnie i wysoko

G
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Nowotworzenie
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Koto Naukowe

' Biologii Medycznej
,Antidotum”

Organizatorzy

ocenione, co zaowocowalo wyr6znieniem Kota
w konkursie StRuNa 2013. Warto doda¢, ze
zapraszani sa na nia znakomici goscie, specjalisci
w danej dziedzinie, ktérzy chetnie dziela sie swoja
wiedza, prowadzac wyklady jak réwniez biorac
udziat w dyskusjach.

Wiecej informacji oraz formularz rejestracyjny:
biofuzje.pl



POLY® -

Aparatura | odczynniki dla biologii molekularnej

Firma POLYGEN pojawita sie na polskim rynku aparatury naukowo-badawczej w 1991 roku. Po-
czatkowo, jak wielu innych, oferowaliSmy urzgdzenia réznych firm, dostarczane wedtug wyboru
klienta, ale z uptywem czasu zdecydowaliSmy sie wyfacznie na producentéw najnowoczesniej-
szych aparatéw o najwyzszej jakosci. Obserwujac dynamike rozwoju nauk przyrodniczych,
skoncentrowaliSmy sie od samego poczgtku na wyposazaniu laboratoriéw biologii molekularnej
w urzadzenia umozliwiajgce wykorzystanie najnowoczesniejszych technik badawczych.
Naturalnym nastepstwem sprzedawania duzych ilosci aparatury byto utworzenie wiasnego ser-
wisu naprawczego. Chetnie uczestniczymy w zjazdach naukowych oraz wspétorganizujemy
szkolenia i warsztaty poswiecone metodom stosowanym w biologii molekularne;j.

Majac nadzieje, ze nasza dziatalnos¢ spetnia oczekiwania naszych dotychczasowych Klientéw
zapraszamy do wspédtpracy wszystkich, kontaktujgcych sie z nami po raz pierwszy.

Mamy w swojej ofercie urzadzenia takich renomowanych marek jak np:

BIOMETRA , SIGMA Laborzentrifugen, NEW BRUNSWICK Sci., VILBER LOURMAT, LI-
COR, IMPLEN , JULABO, HLC DITABIS, CONSORT, CLEAVER Sci., SARTORIUS, VACU-
UBRAND, EDWARDS.

Nasza oferta obejmuje miedzyinnymi:

- Amplifikatory DNA

- Systemy rejestracji obrazu, obiektdw biologicznych i analizy DNA w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR)
- Aparatura do prowadzenia fermentacji i hodowli komérkowych
- Inkubatory CO2

- Inkubatory z funkcjg wytrzasania

- Zamrazarki niskotemperaturowe (-86'C)

- Wiréwki

- Systemy dokumentacji i analizy obrazu

- Skaner do rejestracji chemiluminescenc;ji

- Transiluminatory i aparatura UV

- Elektroforeza i transfer makroczgsteczek

- pipety

- Termomiksery i termobloki

- Suszarki, sterylizatory i inkubatory laboratoryjne

- Piece hybrydyzacyjne

- Kotyski laboratoryjne

- Odczynniki do biologii molekularnej

- Spektrofotometr do pomiaru nanoobjetosci DNA/RNA/BIALEK

- Pompy i akcesoria do wytwarzania prézni

Kontakt: ) Telefony:

POLYGEN Spétka z o. o. 71 3735150

ul. Krzemieniecka 53 71 37348 41

54-613 Wroctaw 71 3580 500 - sekretariat
www.polygen.pl 71 3580 501 - ksiegowos¢
Po_czta elektroniczna: 71 3580 502/504 - sprzedaz
dziat handlowy: 71 3580 506 - serwis
biuro@polygen.pl 603 999 410
sprzedaz@polygen.pl

lukasz@polygen.pl Faks:

serwis: 71 374 46 28

serwis@polygen.pl



NOBEL 2013: MECHANIZM TRANSPORTU

PECHERZYKOWEGO

W 2013 roku Na({(liode Nobla z dziedziny Fizjologii i Medycyny otrzymalo

trzech amerykans

ch naukowcéw: James E. Rothman, Randy W. Schekman

oraz Thomas C. Sudhof. Jak uzasadnila Komisja Noblowska, badacze zo-
stali wyroznieni ,za ich odkrycia dotyczace maszynerii regulujgcej trans-
port pecherzykowy - gldwny system transportowy w naszych komorkach.”

Badania prowadzone przez laureatéw sa bardzo
podstawowe, maja jednak ogromny wplyw na
zrozumienie wielu proceséw zachodzacych w ko-
morce, a takze w calym organizmie.

Kazda komoérka nieustannie produkuje, prze-
mieszcza i eksportuje poza swdj obszar rozmaite
czasteczki. Przykltadami takich substancji moga
by¢ enzymy, hormony czy neurotransmitery, ktore
po wyprodukowaniu sa pakowane do pecherzy-
kéw - niewielkich, zamknietych struktur, oddzie-
lonych od srodowiska zewnetrznego co najmniej
jedna dwuwarstwa lipidowa. Pecherzyki te moga
przemieszczac sie w obrebie komoérki, a takze by¢
transportowane na zewnatrz.

Molekularny mechanizm, ktéry reguluje trans-
port pecherzyka z konkretna zawartoscia do da-
nego miejsca i we wlasciwym czasie, przez dlugi
czas pozostawal niewyjasniony. Laureatom na-
grody udalo sie jednak w duzym stopniu wyjasnic¢
te zagadke. Kazdy z nich wnidést swdj wkiad
w rozwiktanie tego problemu.

Schekman, zajmujacy sie biologia komoérkowa na
Uniwersytecie Kalifornijskim w Berkeley, zidenty-
fikowal zestaw kluczowych gendéw, regulujacych
proces transportu pecherzykowego i podzielit je
na trzy klasy - wplywajace na transport pozako-
morkowy, na transport w obrebie aparatu Golgie-
go oraz na transport zwigzany z retikulum
endoplazmatycznym. Naukowiec dokonal swoich
odkry¢ prowadzac zmudny screening genetyczny
drozdzy Saccharomyces cerevisiae z defektem
systemu transportowego. Dokonania Schekmana
nie tylko umozliwily lepsze zrozumienie funkcjo-
nowania komorki, ale takze przyczynily sie do
osiggnie¢ w dziedzinie biotechnologii, takich jak

efektywne pozyskiwanie insuliny czy hormonu
wzrostu ze zmodyfikowanych genetycznie ho-
dowli drozdzy, produkujacych te substancje.
Kolejny z noblistéw, Rothman, biolog komérkowy
z Uniwersytetu Yale, ustalil, ze za mozliwos¢ fuzji
pecherzyka transportowego z miejscem jego
przeznaczenia, odpowiada rodzina biatek SNARE.
Czasteczki te byly znane juz wczesniej, jednak
dopiero Rothmanowi udato sie ustali¢ ich funkcje
w komoérce. Co wiecej, wykazal on, ze biatka
SNARE sa wysoce specyficzne - czasteczka SNA-
RE na powierzchni membrany docelowej moze
oddziatywac¢ tylko z jednym lub kilkoma typami
biatka SNARE na powierzchni pecherzyka. Oka-
zalo sie réwniez, ze niektére sposrod genow zi-
dentyfikowanych przez Schekmana u drozdzy,
koduja biatka odpowiadajace tym odkrytym przez
Rothmana u ssakéw, co wskazuje na wysoka kon-
serwatywnos$¢ ewolucyjna systemu transportu
pecherzykowego.

Z kolei Suidhof, biochemik pracujacy na Uniwer-
sytecie Stanford, odkryt w jaki sposéb regulowa-
ny i koordynowany w odpowiedzi na sygnat jest
transport pecherzykéw przekazujacych neuro-
transmitery w synapsie nerwowej. W przekaz sy-
gnalu nerwowego zaangazowane sa jony wapnia
i, jak odkryl Siidhof, to réwniez one wplywaja na
transport pecherzykéw w synapsie, poprzez sty-
mulowanie wrazliwych na wapn biatek - kom-
pleksyny i synaptotagminy-1, ktérych aktywnosc
umozliwia uwolnienie pecherzykéw zawieraja-
cych neurotransmitery w odpowiedzi na sygnat.
Odkrycia dokonane przez trzech amerykanskich
badaczy lacza obie dziedziny, ktére sktadaja sie
na kategorie ,Fizjologia i Medycyna”. Nie tylko




wyjasniaja mechanizmy Kkierujace transportem
pecherzykowym, ale takze w przysziosci moga
przyczyni¢ sie do skuteczniejszego leczenia ta-
kich chordéb jak cukrzyca, choroba Alzheimera,
choroba Parkinsona czy choroby autoimmunolo-
giczne, gdyz podejrzewa sie, ze zaburzenia
w procesie transportu pecherzykowego leza
u podstaw powstawania tych schorzen.

Przed ogloszeniem nazwisk laureatéw nagrody,
agencja Thomson Reuters, ktoéra zajmuje sie

Novick B Schekman R: Secretion and cell-surface growth are
blocked in a temperature-sensitive mutant of Saccharomyces
cerevisiae. Proc Natl Acad Sci USA 1979; 76:1858-1862
Balch WE, Dunphy WG, Braell WA, Rothman JE: Reconstitu-
tion of the transport of protein between successive compart-
ments of the Golgi measured by the coupled incorporation of
N-acetylglucosamine. Cell 1984; 39:405-416.

Kaiser CA, Schekman R: Distinct sets of SEC genes govern
transport vesicle formation and fusion early in the secretory
pathway: Cell 1990; 61:723-733.

Perin MS, Fried VA, Mignery GA, Jahn R, Siidhof TC: Pho-
spholipid binding by a synaptic vesicle protein homologous to

przewidywaniem nazwisk zwyciezcdw na podsta-
wie liczby cytowan prac, spekulowala, ze Nobel
trafi do naukowcow badajacych raka piersi oraz
nowe mozliwosci jego leczenia, zjawisko metyla-
cji DNA lub autofagie. Jednak wyréznienie Roth-
mana, Schekmana oraz Stidhofa za ich dokonania
jest w pelni wuzasadnione, gdyz ich wklad
w ksztalt wspoélczesnej wiedzy na temat biologii
komorki nie mogt pozosta¢ niedoceniony.

Barbara Szewczyk

the regulatory region of protein kinase C. Nature 1990;
345:260-263.

Sollner T, Whiteheart W, Brunner M, Erdjument-Bromage H,
Geromanos S, Tempst B Rothman JE: SNAP receptor impli-
cated in vesicle targeting and fusion. Nature 1993; 362:318-
324.

Hata Y, Slaughter CA, Stidhof TC: Synaptic vesicle fusion
complex contains unc-18 homologue bound to syntaxin. Na-
ture 1993; 366:347-351.

Artykut na podstawie materiatéw udostepnionych przez Fun-
dacje Nobla (www.nobelprize.org).

KOMORKI MACIERZYSTE: NOWY SPOSOB
REPROGRAMOWANIA KOMOREK

Pierwszym wielkim niem w swiecie med{(coyny regeneracyjnej w 2014 roku okazat sie inno-
wacyjny sposob indﬂdq??t;mu pluripotencji w komorkach somatycznych. W przeciwienstwie do

h powszechnie sposobow reprogram

owania komérek zrozmicowanych opracowana me-

toda opiera sie na czynnikach fizykochemicznych, a cala procedura ttwa 30 minut.

Odkad w 2006 roku Takahashi i Yamanaka poka-
zali, iz mysie komorki zréznicowane zaréwno po-
chodzenia zarodkowego jak i 2z dorostego
organizmu moga uzyska¢ charakter komoérek ma-
cierzystych (iPSCs, komorki iPS) grupy badawcze
na calym $wiecie przescigaja sie w opracowywa-
niu coraz to nowszych, bezpieczniejszych i la-
twiejszych sposobdéw indukgcji stanu pluripotencji.
W oryginalnej pracy autorzy stosuja nadekspresje
4 czynnikéw transkrypcyjnych: Oct4, Sox2, Kif4
oraz c-Myc, wprowadzanych do komoérek za po-
moca wektoréw retrowirusowych. Pdzniejsze ba-
dania pokazuja, ze niektére z nich sa zbedne
i wskazuja na czasteczki alternatywne dla nich,
jednak ich kombinacja wystarczajaca do zajscia
procesu reprogramowania jest zalezna od typu
komérek transdukowanych (gatunku i tkanki).
Dodatkowo, stosowanie wektoréw retrowiruso-
wych (a w pézniejszych pracach - réwniez lentiwi-
rusowych) rodzi niebezpieczenstwo mutagenezy
insercyjnej, co jest powazna przeszkoda na dro-
dze do zastosowania terapeutycznego uzyskiwa-
nych komdrek iPS. Alternatywne sposoby to
wprowadzenie do komérek rekombinowanych
biatek (piPSCs), syntetycznych czasteczek mRNA
(RiPSCs), a takze czasteczek mikroRNA. Okazuje
sie ponadto, ze obiecujacym wektorem dla czyn-
nikoéw transkrypcyjnych moze by¢ wirus Sendai,
ktory nie integruje w genom gospodarza. Wszyst-

kie wymienione metody sa jednak wolne i nie-
efektywne lub charakteryzuje je niska powtarzal-
nos¢. Niestety, wydaje sie, ze im wiecej
potencjalnie niebezpiecznych czynnikéw jest wy-
eliminowanych z procesu tym trudniej przepro-
wadzi¢ reprogramowanie.

W 2008 roku kolejne prace wskazaly, iz niewiel-
kie, chemiczne czasteczki, jak np. kwas walproino-
wy, moga zwieksza¢ efektywnos$¢ reprogramowania,
lub stanowi¢ substytut niektérych czynnikéw
transkrypcyjnych. Czasteczki te wplywajac na
stan chromatyny lub S$ciezki przekazywania sy-
gnalow wewnatrz komoérki. W 2013 roku raport
chinskiej grupy opublikowany w czasopi$mie
Science pokazal mozliwos¢ skutecznego repro-
gramowania komoérek mysich z wykorzystaniem
wylacznie 7 drobnoczasteczkowych zwigzkow
chemicznych (CiPSCs). Efektywnos¢ tego procesu
jest poréwnywalna ze standardowym protokotem
z wykorzystaniem czynnikéw transkrypcyjnych
w wektorach wirusowych (< 1%). Byt to pierwszy
krok w kierunku porzucenia genetycznych mody-
fikacji na korzys¢ aktywacji konkretnych szlakéw
sygnalizacyjnych.

30 stycznia tego roku, wraz z nowym numerem
magazynu Nature, swiatlo dzienne ujrzaly 2 pra-
ce dr Obokaty i wspoétpracownikéw - obie prezen-
tujace nowy sposob otrzymywania komoérek
o charakterze macierzystym z komoérek zréznico-



wanych: STAP (stimulus-triggered acquisition of
pluripotency). Nalezy tutaj zaznaczy¢, iz autorzy
pracowali na komoérkach tygodniowej myszy,
a nie dorostego organizmu i, jak na razie, nie
wiadomo, dlaczego tylko takie komoérki podlegaja
temu procesowi. W opracowanej metodzie czyn-
nikiem reprogramujacym nie sa czasteczki o wia-
$ciwosciach biochemicznych, lecz stezenie jonow
wodorowych. Okazuje sie, ze w odpowiedzi na
stres komérkowy wywotany niskim pH (optymal-
nie: 5.4 - 5.7, 30 minut) ekspresja markeréw ko-
moérek zrdznicowanych spada. Wazna tutaj
wydaje sie by¢ obecnos$¢ LIF (leukemia inhibitory
factor) oraz suplementu B27 w pozywce hodow-
lanej, umozliwiaja one bowiem zaj$cie procesu,
w wyniku ktérego powstaja komérki o charakte-
rze macierzystym (STAP-cells). Co ciekawe, pro-
ces ten trwa tylko 7 dni, a po uptywie tego czasu
w hodowli in vitro widoczna jest ekspresja mar-
keré6w mysich komoérek zarodkowych (Oct4,
SSEA1, Nanog, Sox2), a same komorki tworza
charakterystyczne sfery. Efektywnos¢ tej metody
(~7%) znacznie przewyzsza 'tradycyjne' repro-
gramowanie. Co najwazniejsze, STAP-cells pozy-
tywnie przeszly wszystkie testy na potwierdzenie
ich pluripotencjalnego fenotypu: utworzyly po-
tworniaki w myszach o uposledzonym ukladzie
immunologicznym, znaczaco przyczynily sie do
organogenezy ekto-, endo-, i mezodermalnej
w chimerycznych zarodkach a takze byly zdolne
do odtworzenia calego organizmu po ich potacze-
niu z tetraploidalna blastocysta. Na koniec warto
zaznaczy¢, ze STAP-cells maja ograniczony po-
tencjal proliferacyjny i bez pomocnicznych zwiaz-
kow w pozywce traca zdolnos¢ samoodnowy.
Komorki reprogramowane poprzez STAP, ktére po
uprzedniej hodowli w okreslonych warunkach
charakteryzuje ta zdolnos¢ okreslane sa jako
STAP-stem cells.

Druga praca tej grupy wywolala réwnie wielkie
zaintersowanie. W 60% przypadkéw komorki
wstrzykniete bezposrednio do zarodka skolonizo-
waly rowniez tkanke pozazarodkowa. Zjawisko to
jest bardzo rzadko spotykane w przypadku two-
rzenia chimer z wykorzystaniem zarodkowych
komoérek macierzystych (ESCs) lub iPSCs, co wy-
daje sie naturalne, biorac pod uwage ich ograni-

1. Takahashi K, Yamanaka S. Induction of pluripotent stem cells from mo-
use embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors. Cell. 2006
Aug 25;126(4):663-76.

2.Thomson JA. et al. Induced pluripotent stem cell lines derived from hu-
man somatic cells. Science. 2007 Dec 21,;318(5858):1917-20.

3.Yamanaka S. et al. Generation of induced pluripotent stem cells without
Myc from mouse and human fibroblasts. Nat Biotechnol. 2008
Jan;26(1):101-6.

4.Zhou H. et al. Generation of induced pluripotent stem cells using re-
combinant proteins. Cell Stem Cell. 2009 Apr 23;4(5):3814.

5.Kim D. et al. Generation of human induced pluripotent stem cells by di-
rect delivery of reprogramming proteins. Cell Stem Cell. 2009 Jun
5:4(6):472-6.

6.Warren L. et al. Highly efficient reprogramming to pluripotency and di-
rected differentiation of human cells with synthetic modified mRNA. Cell
Stem Cell. 2010 Nov 5;7(5):618-30.

7 Anokye-Danso F. et al. Highly efficient miRNA-mediated reprogram-
ming of mouse and human somatic cells to pluripotency. Cell Stem Cell.
2011 Apr8:8(4):376-88.

8.Fusaki N, Ban H, Nishiyama A, Saeki K, Hasegawa M. Efficient induc-
tion of transgene-free human pluripotent stem cells using a vector based

czona plastycznos¢. Analiza qPCR pokazala, iz
STAP-cells charakteryzuje rowniez ekspresja ge-
néw markarowych trofoblastu (np. Cdx2). Cechy
tej nie wykazuja jednak STAP-stem cells, co sy-
gnalizuje, ze warunki hodowli komérek po szoku
pH moga by¢ kluczowe dla ich zdolnosci do rdz-
nicowania. Wydaje sig, iz konkretne zwiazki pro-
muja  rozwdj tkanek  zarodkowych  lub
pozazarodkowych, lecz nigdy obu réwnoczesnie.
Czynnikiem promujacym rozwdj tkanki pozaza-
rodkowej in vitro okazatl sie Fgf4 (w wyniku sty-
mulacji otrzymano Fgf4-induced stem cells). Na
razie jest jednak zbyt wczesnie, by spekulowaé
o totipotencji STAP-cells i lepiej méwic¢ o réznico-
waniu w kierunku tkanek zarodkowych i trofobla-
stu.

Odkrycie to otwiera nowe mozliwosci
w uzyskiwaniu autologicznych komoérek macierzy-
stych. Kolejnym etapem wydaje sie by¢ otrzyma-
nie STAP-stem cells z komoérek pochodzacych
z dorostego mysiego organizmu, by potem opra-
cowacl protokél reprogramowania komoérek ludz-
kich. Bezsprzecznym plusem nowej metody jest
brak ingerencji w genom komorki, co wiaze sie
z brakiem ryzyka nowotworzenia indukowanego
insercja transgenu. Z drugiej strony, nalezy bez-
wzglednie pamietaé, iz komorki macierzyste
(ESCs, iPSCs oraz STAP-stem cells) wilasnie ze
wzgledu na swdj charakter pluripotencjalny
stwarzaja niebezpieczenstwo dla zastosowan te-
rapeutycznych. Pod zadnym pozorem nie wolno
podawac pacjentom komorek, ktére moglyby wy-
tworzy¢ potworniaka. Efektywny proces réznico-
wania wraz z odpowiednia selekcja to jedno
z gtéwnych wymagan stawianych jakiejkolwiek
terapii z uzyciem komérek macierzystych.
Nowe ekscytujace odkrycie wymaga jeszcze po-
twierdzenia przez niezalezne grupy badawcze.
Mozliwos¢ odtworzenia wynikow w innych labo-
ratoriach stanowi konieczno$¢ uznania badan za
wiarygodne. Na szczescie prawdopodobnie nie
bedziemy musieli dlugo czeka¢ na kolejne wiado-
mosci dotyczace STAP-cells.

Maciej Bgk
Prezes KNSB "Mygen"
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WYPOSAZENIE LABORATORIOW
NAUKOWYCH | BADAWCZYCH

Dila biologii komorki

B Komory laminarne Biohazard

B Inkubatory CO, i CO,/0,

B Wytrzasarki z inkubacja

B Wirdwhki laboratoryjne

B Systemy anaerobowe i do hypolksiji
B Dezintegratory ultradiwie kowe

B Mieszadla

B Pipety

B Pipetory,/Dozowniki

Do przechowywania préb
B Zamrazarki niskote mperaturowe = 86°C
sz afowe i skrzyniowe
B Zamrazarki -60°C do-20°C szafowe | skrzyniowe
B Loddwki laboratoryjne
B Zhiorniki i pojemniki do przechowywania prob w LN2
B Urz gdzenia chiodnicze niestandardows na zamdwienie
B Dewary do transportu pribw LN2
B Stelaze, pudelka i prabdwki do glgbokiego mrozenia
B Rekawice ochronne

Dila biologii molakularneaj

B Systemy dokumentaciji zel

B Systemy elektroforezy

B Oprogramowanie do dokumentaciji | analizy zeli
B Transiluminatory UV, WL

B Komory PCR

B Spektrofotometry UV /Vis

B Termocyklary

B Spektrofotometry dla mikroobjetosci

B Kalkulatory DNA/RNA

Dila mikrobiologii

B Systemy identyfikacji drobrnoustrojow
B Systemy badania drobnoustrojow

B Liczniki kolonii

Dla metody In vitro

B Systemy kontrolowanego zamrazania
B Inkubator przenosny NF

B Stoliki grzejne do mikroskopu

B System aktywacji fuzji

B System witryfikaciji

Dla immunologii i badar metocdg ELISA
B Czytniki absorbanciji - ELISA

B Czytniki fluorescencji

B Czytniki luminescencji

B Pluczki rgczne i automatyczne

B Dyspensery automatycme

B Wytrzasarki dla ELISA

B Oprogramowanie do analizy badan metoda ELISA

Hocdowla reslin | owadow
B Fitotrony [male, wielkogabarytowe, kontenerowe)

Badania nad zwierzetami
Iwyposazenie zwiarzgtarni
B lzolatory dia zwierzat

B Stacje zmiany klatek, podioza

B Stacje transferu awierzat

B Systemy klatek wentylowanych

Dila heamatologii
B Agragometry
B Odczynniki do agregometriw
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Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego

w Warszawie

Warszawskie Stowarzyszenie Biotechnolo-
giczne "Symbioza" ma przyjemnosc¢ zaprosic
wszystkich  czytelnikow  Ogélnopolskiego
Czasopisma Acta Mygenica na trzecie Mie-
dzyuczelniane Sympozjum Biotechnologiczne
"Symbioza" imienia prof. dr hab. inz. Krzysztofa
Szewczyka!

Odbedzie sie ono w dniach 16-18 maja 2014 roku
w Szkole Gléwnej Gospodarstwa Wiegjskiego w War-
szawie.

Skierowane jest przede wszystkim do studentéw
i doktorantéw kierunku biotechnologia, ale takze
do wszystkich sympatykéw z kierunkéw pokrew-
nych. Gléwnym celem Sympozjum jest integracja
srodowiska naukowego zwigzanego z tematem sze-

roko pojetej biotechnologii, popularyzacja tej dzie-
dziny i umozliwienie podzielenia sie wynikami swo-
jej pracy naukowej poprzez wystapienie ustne lub
prezentacje posteru.

Sympozjum organizowane jest juz po raz drugi

przez WSB "Symbioza" jednoczace studentow
trzech  najwiekszych  warszawskich  uczelni
majacych w swym programie kierunek

Biotechnologia. Tak duza impreza naukowa doty-
czaca jednej dziedziny - ale nie faworyzujaca zad-
nego z jej aspektéw - pozwala na poszerzenie
horyzontéw naukowych przez starszych studentow
oraz na obranie najbardziej interesujacej do zgte-
biania $ciezki biotechnologii przez studentéw do-
piero rozpoczynajacych swoja naukowa kariere.
Oprécz wielu godzin wystapien uczestnikéw, be-
dzie mozna takze wystucha¢ wykltadéw szanowa-
nych naukowcéw, wymieni¢ sie opiniami
i dyskutowac¢ podczas przerw kawowych oraz zin-
tegrowac sie z uczestnikami z catej Polski w trakcie
imprezy i gry terenowej.

Serdecznie zapraszamy!

Wiecej informacji na temat zapiséw mozna szukaé
tutaj

http://msb.symbioza.edu.pl/

i tutaj
https://www.facebook.com/msbsymbioza

Z zycia Mygenu

Rok akademicki wlasciwie dopiero sie rozpoczat,
poniewaz, cho¢ od pazdziernika uplyneto juz
sporo czasu, liczne przerwy swiateczne i ,dlugie

weekendy” nie pomagaly studentom przejsc
z wakacyjnego rozleniwienia do studenckiej
rzeczywistosci pelnej egzaminéw i zaliczen.

Jednak wydawa¢ by sie moglo, ze posréd
laboratoriow i sali wykladowych pelnych
zaspanych ucznidow, jest jeden pokéj, ktérego
drzwi otwieraja sie o samym $wicie, a zamykaja
pdézna noca. Mygen juz od poczatku roku
rozpoczal préby uczynienia tego semestru
jeszcze bardziej owocnym. Jeden z dowodow
ukazuje sie wlasnie - jest to Zeszyt Naukowy
Acta Mygenica zawierajacy publikacje

studentéw, w tym opisujaca projekt naszego
Kota. Jaki$ czas temu ruszyl projekt naukowy
,Drabinka DNA” prowadzony przez Dawida
Deneke. Jego celem jest stworzenie markera
masy DNA do elektroforezy. Liczymy, ze efekt
dzialan naszych czlonkéw bedzie widoczny nie
tylko w naukowej dokumentacji, ale réwniez
w laboratoriach, w ktérych moégtby by¢ uzywany,
by usprawni¢ prace naszych naukowcéow.

Jan Kierzyk

Jestesmy tez na facebook.com/mygenuj
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DARPIns - OBIECUJACA ALTERNATYWA DLA PRZECIWCIAL

Sara Przetocka

Pracownia Krystalografii

Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytet Jagiellonski
s.przetocka@gmail.com

Praca napisana pod opieka: dr Bartosza Zieby

Streszczenie: DARPiny (ang. Designed Ankyrin Repeat Proteins) to nowa klasa
czasteczek wiazacych z potencjalem do przezwyciezenia ograniczen przeciwciat
monoklonalnych, a tym samym otwierajaca nowe mozliwosci w dziedzinie terapii. DARPiny
sa malymi (14 kDa), jednodomenowymi biatkami, ktére dzieki nowoczesnym metodom
selekcji moga wiaza¢ sie do dowolnego biatka z bardzo wysokim powinowactwem
i specyficznoscia. Te cechy czynia je idealnymi kandydatami na leki o dziatlaniu
agonistycznym, antagonistycznym lub inhibitorowym. Ponadto DARPiny moga by¢
zaprojektowane do wykonywania réznych funkcji efektorowych. DARPiny weszly juz
w etap prob klinicznych i znalazly liczne zastosowania w badaniach dzieki swojej
wytrzymatosci i stabilnosci faldowania, co pozwala na tworzenie wielu unikalnych
formatéw molekularnych. W niniejszej pracy przegladowej podsumowane zostana

wilasciwosci DARPin oraz przedstawione bedzie kilka ich zastosowan biomedycznych.

Wstep

Czasteczkami terapeutycznymi, ktére obecnie
wykazuja najszybsza i najbardziej znaczaca ewo-
lucje w badaniach klinicznych, a takze daja naj-
wieksze zyski finansowe sa przeciwciala
monoklonalne (mAbs)[1]. Przeciwciala monoklo-
nalne sa naturalnie funkcjonujacymi biocza-
steczkami, ktére sprawdzaly sie w wiekszosci
przypadkéow wymagajacych specyficznego wia-
zania bialek z wysokim powinowactwem oraz
bezposredniej modyfikacji biatka efektorowego.
Jednakze, jak tatwo sie domysli¢, rowniez mAbs
maja swoje ograniczenia[2]. Ich produkcja jest
bardzo droga, duze rozmiary przeciwciat powo-
duja, ze klonowanie i ekspresja tych biatek staje
si¢ wymagajacym zadaniem, a ponadto penetra-
cja tkanek przez mAbs jest ograniczona. Dodat-
kowo cechy charakterystyczne dla przeciwciat,
takie jak funkcja efektorowa domeny Fc (ang.
Fragment crystallizable - fragment krystalizuja-
cy) oraz dlugi okres poéltrwania w surowicy nie
zawsze sa pozadane. Bardzo czesto zdarza sie
réwniez, ze komercyjne wykorzystanie przeciw-
cial wiaze sie z ograniczeniami narzuconymi
przez prawa wilasnosci intelektualnej[1,3].
W ciagu ostatnich kilku lat rozwdj nowych me-
tod selekcji in vitro przyczynit sie do stworzenia
ok. 50 alternatywnych ,rusztowan” biatkowych
majacych potencjat do uzupeinienia niedoskona-
tosci przeciwciat. Termin ,rusztowanie” opisuje
jednotancuchowa polipeptydowa konstrukcje,
zwykle o zredukowanych rozmiarach (<200 aa),
zawierajaca wysoce uorganizowany rdzen pola-
czony z czescia zmienng. Czes¢ ta pozwala na
wprowadzanie modyfikacji, takich jak: insercje,
delecje lub inne mutacje substytucyjne4. Na

schemacie ponizej przedstawiono najbardziej
zaawansowane w badaniach klinicznych biatka
wigzace.

Powtorzenia ankirynowe (AR)

Sa zbudowane z polaczonych motywéw sktada-
jacych sie z 33 reszt aminokwasowych. Kazdy
z motywow posiada zwrot-B oraz dwie antyréw-
nolegte a-helisy, a liczba ich powtérzen w poje-
dynczym biatku waha sie znacznie, jednakze
wiekszos$¢ bialek zawiera 4 - 6 powtdrzen. Po-
tencjalne miejsca oddzialywania znajduja sie
w zwrocie-f oraz na wklestej powierzchni po-
wtérzenia w ksztalcie litery L (zaznaczone
strzatkami na Rys. 2)[5]. Struktura przynajmniej
13 naturalnie wystepujacych biatek z powtdrze-
niami ankirynowymi zostala poznana przy pomo-
cy metod krystalograficznych. Funkcja
biologiczna bialek zawierajacych powtdérzenia
ankirynowe jest bezposrednia interakcja z okre-
$lonymi biatkami efektorowymi, a przez to, np.
ich inhibicja lub kotwiczenie. Dlatego tez biora
one udzial w licznych procesach, takich jak:
transkrypcja, regulacja cyklu komérkowego, sy-
gnalizacja miedzykomoérkowa, odpowiedZ prze-
ciwzapalna czy rézne rodzaje transportu[3,6].
Projektowanie i konstrukcja bibliotek DAR-
Pin (ang. DesignedAnkyrinRepeat Protein)
Kluczowym krokiem podczas budowania biblio-
teki bialek z powtdérzeniami jest stworzenie
kompatybilnych, powtarzalnych moduléw. Jed-
nym ze sposobow wygenerowania biblioteki po-
wtérzen jest metoda projektowania
konsensusowego, w ktorej konserwatywne resz-
ty aminokwasowe szkieletu biatkowego pozosta-
ja niezmienne, natomiast potencjalne reszty
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Rys. 1. Trgjwymiarowa reprezentacja biatkowych rusztowan. A) Affibody otrzymywane z domeny Z biatka A bak-
terii Staphylococcus (PDB: 2KZ]). B) Antykalina otrzymywana za pomocq inZynierii genetycznej z lipokalin. Ich
wspolna cecha strukturalna to konserwatywna B-barytka zawierajgca 8 antyrownoleglych arkuszy-f (PDB:
1LNM). C) Avimer (ang. AVIditymultiMER) uzyskiwany dzieki genetycznej oligomeryzacji matej domeny A wyste-
pujqcej w réznych receptorach na powierzchni komérek (PDB: 1A]]). D) AdNectin - rusztowanie biatkowe bedgce
pochodng domeny typu III z fibronektyny ludzkiej. Swojq strukturq B-kanapki wykazuje podobieristwo do budowy
przeciwciat bez mostka disiarczkowego (PDB: 3QWR). E) DARPin (ang. DesignedAnkyrinRepeatProtein) bazujqce
na ludzkich biatkach z powtérzeniami ankirynowymi z rodziny regulatoréw interakcji biatko-biatko (PDB: 1MJ0).
F) Armadillo - powtarzajqca sie sekwencja aminokwasowa wystepujgca w wielu biatkach, m.in. w B-kateninie
(PDB: 4DB6). G) TPR (ang. tetratricopeptiderepeat) to 34-aminokwasowy motyw wystepujqcy zazwyczaj w powto-
rzeniach tandemowych (PDB: 3MA5). H) HEAT to domena o charakterze solenoidu, wystepujgca w wielu biatkach
cytoplazmatycznych (PDB: 3LT]J).

oddziatywania podlegaja randomizacji. Projekt

Loop moduléw oparty jest na analizie konsensusowej
sekwencji i struktury powtdérzen ankirynowych,
dlatego tez pierwszym waznym zadaniem jest
dobér odpowiedniej bazy danych. Nastepny etap
to identyfikacja reszt aminokwasowych biora-
cych udzial w wiagzaniu. Na konicu procesu pro-
jektuje sie powtdrzenia terminalne. Kolejne
moduly sa utrzymywane razem dzieki oddziaty-
waniom  hydrofobowym, dlatego pierwsze
=\ i ostatnie powtérzenie, tzw. N- i C-czapeczka
) ~ (ang. N-cap, C-cap) musza wykazywac specjalne
wlasciwosci, m.in. hydrofilowa powierzchnie ze-

wnetrzna eksponowana do rozpuszczalnika. Do-
datkowo C-czapeczka posiada modyfikacje
Rys. 2. Struktura krystaliczna powtdrzenia ankirynowego odpowiadajace za lepsza opornos¢ na denatura-
E3 5 (PDB:1MJ0). cje termiczna i chemiczna. Tak zaprojektowane

Second
a-helix
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Rys. 3. Schemat projektowania biblioteki DARPin. Biblioteki DARPin sq skonstruowane z dwdch tzw. czapeczek (N- and C-cap)
oraz z réznej liczby powtdrzen wewnetrznych. Zaprezentowano réwniez trajwymiarowq strukture DARPin na przyktadzie trgjmo-

dutowego biatka off7 (PDB: 1SVX).

biatka sa bardzo wydajnie ekspresjonowane jako
rozpuszczalne monomery, ich stabilno$¢ rosnie
wraz z dlugoscia, a te bialka, ktoére posiadaja
wiecej niz trzy wewnetrzne powtdrzenia sa
oporne na denaturacje przez wysoka temperatu-
re oraz chlorowodorek guanidyny. Teoretyczna
réznorodnos¢ biblioteki DARPin moze wynosi¢
az 5,2 x 1015 dla biblioteki dwumodutowej oraz
3,8 x 1023 dla biblioteki trgjmodutowej[5,7].
Obecnie najczesciej stosowanymi metodami se-
lekcji DARPin z bibliotek syntetycznych sa eks-
presja fagowa (ang. phage display) oraz
ekspresja w systemie rybosomowym (ang. rybo-
some display). Istnieje rowniez mozliwos¢ selek-
cji DARPin w wewnatrzkomoérkowych
systemach, takich jak metoda komplementacji
biatek (ang. protein complementation assay),
a takze za pomoca innych powszechnie uzywa-
nych sposobow selekgji3.

Potencjalne zastosowania DARPin w medy-
cynie

Sila napedzajaca projektowanie nowych ruszto-
wan biatkowych jest mozliwos¢ ich réznorodne-
go wykorzystania. Nowe biatka wiazace znajduja
zastosowanie w terapiach, diagnostyce oraz licz-
nych badaniach. Wiekszos$¢ z tych aplikacji zo-
stala dobrze rozwinieta w przypadku DARPin.
Dodatkowa zaleta tych bialek jest réznorodnos¢
form, ktére moga zosta¢ wykorzystane. Mono-

walentne DARPiny to proste biatka bez zadnych
modyfikacji, ktére charakteryzuja sie malym
rozmiarem znaczaco wplywajacym na zdolnos¢
penetracji tkanek. Dodatkowo nie maja one do-
meny Fc, a co za tym idzie - nie oddzialuja bez-
posrednio z ukladem immunologicznym. Kolejna
zaleta jest ich zdolnos$¢ do szybkiego usuwania

(A) DARPIn antagonists - without and with PEG

o of

(B) bi-specific DARPin antagonist

(C) DARPIn cytokine/protein toxin fusion

(D) DARPin with a radioactive label

(E) DARPIn with a small molecular
welgth toxin

(F) tri-specific DARPIn for effector
funtion recruitment

(G) bi-specific DARPIn targeting
two receptors

Drug Discovery Today

Rys. 4. Mozliwe terapeutyczne sposoby dziatania DARPin[3].
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niechcianych czasteczek z tkanek oraz uktadu
krazenia. Jednakze w przypadku wielu aplikacji
funkcja efektorowa moze by¢ wymagana. Istnie-
je wiele réznych sposobéw dodawania funkcji
efektorowej do DARPin, wliczajac w to miedzy
innym fuzje z biatkami, ich domenami lub pepty-
dami, a takze wprowadzenie grup tiolowch
umozliwiajacych sprzezenia chemiczne niewpty-
wajace na zdolno$¢ wiazania. Taki zabieg jest
mozliwy, poniewaz DARPiny pozbawione sa reszt
cysteinowych[3].

DARPiny w diagnostyce
Gen receptora typu 2 ludzkiego naskoérkowego
czynnika wzrostu (HER2 - ang. human epider-
mal growth factor receptor 2) wykazuje nade-
kspresje w niektérych typach raka piersi.
Mechanizmem nadekspresji jest amplifikacja ge-
nu HER2. Status amplifikacji tego genu jest
réwniez waznym kryterium przy doborze odpo-
wiedniej terapii[8]. Stan ekspresji HER2 rutyno-
wo ocenia sie za pomoca immunohistochemii.
Dos$¢ niska wiarygodnos¢ i dokladnos¢ wynikéw
sprawily, ze zaczeto poszukiwaé innych czaste-
czek detekcyjnych niz przeciwciata, dlatego tez
postanowiono przetestowaé mozliwos¢ wykorzy-
stania DARPin w ilosciowych badaniach immu-
nohistochemicznych. DARPina przeciwko biatku
HER2 zostala poréwnana do zatwierdzonego
przez FDA (ang. Food and Drug Administration)
przeciwciala monoklonalnego. Okazalo sie, ze
detekcja z wykorzystaniem DARPin wykazuje sie
podobna czuloscia, ale znacznie wieksza specy-
ficznoscia niz detekcja z wykorzystaniem prze-
ciwcial8. Tym samym mozna stwierdzi¢, ze
DARPiny charakteryzuja sie odpowiednia specy-
ficznoscia dla diagnostyki patologii.
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Rys. 5. Formaty DARPiny C9 i ich pochodne uzyte
w badaniach w reprezentacji wstqzkowej. C9 to DARPina
wigzgca EpCAM. C9D to dimer zawierajgcy dwie sekwencje
C9 potqczone elastycznym linkerem. C9LZ to wyniki samo-
dimeryzacji motywu zamka leucynowego dodanego do C-
konca C9. P odpowiada biatkom fuzyjnym do peptydu
z ludzkiej protaminy-1[10].

Metody ukierunkowanej terapii przeciwno-
wotworowej

DARPiny zostaly takze wykorzystane jako biatka
kierunkujace w przedklinicznych modelach no-
wotworowych. Jest wiele przyktadéw takiego za-
stosowania DARPin, jednak aby zilustrowac ich
potencjal wybrano badania opierajace sie na
czasteczce adhezyjnej komoérek nablonka (Ep-
CAM - ang. epithelial cel adhesion molecule) ja-
ko biatka celu. Czasteczka EpCAM ma budowe
trgjdomenowaq, bierze udzial w szlaku sygnaliza-
cyjnym Wnt oraz indukuje transkrypcje genow c-
myc i cyklin. Czasteczki EpCAM sa bardzo cze-
sto obecne w guzie litym, natomiast ich
ekspresja w zdrowych komoérkach nablonka jest
ograniczonal[9]. Obiecujacym tadunkiem z du-
zym potencjatem biomedycznym jest mate inter-
ferujace RNA (siRNA - ang. small interfering
RNA) sluzace do wyciszania genéw. Glownym
problemem w wykorzystaniu siRNA jest jego
specyficzny transport w obreb nowotworu oraz
pobieranie kwaséw nukleinowych przez komor-
ki. DARPina skierowana przeciwko EpCAM zo-
stala  uzyta  jako nosnik  dla siRNA
komplementarnego do mRNA genu bcl-2, ktéry
jest czynnikiem antyapoptotycznym. DARPina
zostala poddana genetycznej fuzji do protaminy,
aby osiagnac¢ efekt kompleksowania, dzieki temu
4 - 5 czasteczek siRNA mogto zostaé¢ zwiazanych
do protaminy. Dla wszystkich testowanych kon-
struktéw zaobserwowano spadek ekspresji genu
bcl-2 zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka.
W rezultacie znaczaco wzrosta wrazliwos¢ Ep-
CAM-pozytywnych komorek na doksorubicyne.
Wzrost ten nie byl obserwowany w komoérkach
Ep-CAM-negatywnych, co pokazuje, ze pobiera-
nie siRNA jest zalezne od receptora[10]. Przy-
klad ten ilustruje mozliwo$¢ wykorzystania
DARPin do transportu tadunku do zmienionych
nowotworowo komoérek, jednakze zreczne mani-
pulowanie formatem DARPin moze postuzyé¢ do
stworzenia multiwalentnych DARPin, ktére same
w sobie posiadaja aktywnos¢ biologiczna[9].
DARPiny w wirusowym nakierowywaniu do no-
wotworéw

Wirusowe systemy transportu genéw zmagaja
sie z problemem komérkowo- i tkankowo-specy-
ficznego dostarczania genow. Do tej pory DAR-
Piny zostaly uzyte z sukcesem w kilku metodach
wirusowego transportu genéw2. Jedna z nich
wykorzystuje adenowirusy, ktére sa rodzina wi-
ruséw bezotoczkowych zawierajacych jako ma-
terial genetyczny podwdjna ni¢ DNA. Zostaly
one opracowane jako prototypy wektoréow geno-
wych w terapii genowej, szczepionkach gene-
tycznych oraz w obrazowaniu
molekularno-genetycznym. W wielu badaniach
starano sie zmodyfikowa¢ naturalny tropizm wi-
rusow, tak zeby uczyni¢ dostarczanie transgenu
do pozadanych celéw komoérkowych bardziej wy-
dajnym i specyficznym[9]. W tym przypadku
DARPina nie jest prezentowana na powierzchni
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wirusa, ale zostal stworzony bispecyficzny adap-
ter, ktéry moze by¢ produkowany w E. coli. Naj-
bardziej efektywna forma adaptera zawiera
cztery DARPiny, gdzie trzy z nich owiniete sa
wokot ,domeny gatkowej” (ang. knobdomain)
wldkna biatkowego adenowirusa, czwarta nato-
miast wiaze sie do wyznaczonego celu komérko-
wego, np. receptora HER2. Tak skonstruowane
adaptery znaczaco wplywaja na poprawe komor-
kowo-specyficznej transdukcji mierzonej aktyw-
noscia lucyferazy[11]. Ta nowa strategia jest
niezwykle obiecujaca dla przyszlych postepéw
w terapii genowej.

Podsumowanie

Badania nad zastosowaniem bialek z powtdrze-
niami, w szczegdlnosci DARPin, ciesza sie wiel-
kim powodzeniem na przestrzeni kilku ostatnich
lat. Badania w tej dziedzinie rozpoczete przez
firmy biotechnologiczne obecnie sa gléwna do-
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mena firm farmaceutycznych, ktére podjely ini-
cjatywe stworzenia lekéw opartych na biatkach.
Zakres zastosowan DARPin zdecydowanie wy-
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Wprowadzenie: Od dluzszego czasu w $wiecie biotechnologii, a w szczegoélnosci w przy-
padku metod do identyfikacji zmian w genach, duzo slyszy sie o sekwencjonowaniu.
Wszystko rozpoczeto sie od opublikowania wstepnej, niekompletnej wersji sekwencji ludz-
kiego genomu w 2001 roku.[1] Od tego momentu nastapil gwaltowny rozwéj w genomice,
w tym réwniez w metodach sekwencjonowania. Czym wlasciwie jest sekwencjonowanie?
Najprosciej ujmujac jest to technika odczytywania sekwencji, czyli kolejnych nukleotydéw
w czasteczce DNA. Jedna z pionierskich metod sekwencjonowania zostala opracowana
w 1977 r. przez Fredericka Sangera (stad tez nazwa - sekwencjonowanie Sangera) i jest
oparta o synteze DNA katalizowana przez enzym polimeraze DNA. [2,3] Obecnie sekwen-
cjonowanie Sangera jest technika historyczna, wypierana przez nowsze metody. Niewat-
pliwie najbardziej innowacyjna metoda odczytywania sekwencji jest Sekwencjonowanie
Nowej Generacji (NGS, ang. Next Generation Sequencing), ktéremu zostal poswiecony ten
artykut. Wprowadzenie metod NGS bylo wielkim przelomem, ktéry zrewolucjonizowal
swiat technik biologii molekularnej. [4] Jak szybko sekwencjonowanie stanie sie standar-
dem w diagnostyce wad genetycznych? Nie wiadomo, ale z pewnoscia w niedalekiej przy-
szlosci NGS bedzie niezbednym narzedziem w rozpoznawaniu choréb dziedzicznych
i doborze odpowiedniej farmakoterapii.

Po co wlasciwie NGS?

mozliwo$¢ odkrycia nowych gendéw, ktérych mu-

Diagnostyka genetyczna wielu choréb jest sto-
sunkowo prosta i niedroga. Problemem staje sie
badanie wykonywane u pacjenta z choroba wie-
logenowa, w ktorej kilka czy tez nawet kilka-
dziesiat genow determinuje dane schorzenie.
Trudnosci w diagnostyce pojawiaja sie réwniez,
gdy dany gen sktada sie z kilkudziesieciu czy tez
nawet >100 egzonéw i w kazdej rodzinie, w ktoé-
rej wystapila dana choroba, obecne sa inne mu-
tacje. W takich przypadkach konwencjonalne
badania genetyczne (np. testy genetyczne do
wykrywania konkretnych mutacji, mikromacie-
rze, czy tez tradycyjna metoda sekwencjonowa-
nia) wymagaja duzego nakladu pracy, czasu
i funduszy. Dlatego tez szuka sie nowych, wyso-
koprzepustowych technik, takich jak NGS.
Gléwna idea NGS byto stworzenie zminiaturyzo-
wanej technologii sluzacej do sekwencjonowa-
nia, ktéra umozliwitaby redukcje kosztéw,
oszczednos¢ czasu i zwiekszenie przepustowo-
$ci. Stalo sie to mozliwe dzieki masowemu réw-
noleglemu sekwencjonowaniu (ang. massive
parallel sequencing) pofragmentowanej matrycy
DNA. [5] Nalezy pamietaé, iz niepodwazalna za-
leta tej metody jest niemalze nieograniczony
wglad w gilab informacji genetycznej. Daje to

tacje moga prowadzi¢ do choréb o podlozu ge-
netycznym.

Zastosowanie NGS do celow diagnostycz-
nych

Przyktadem dowodzacym stusznosci i skuteczno-
$ci stosowania NGS w celach diagnostycznych
jest detekcja zespolu Alporta. Zesp6t Alporta
jest choroba dziedziczna kolagenu typu IV, beda-
cego glownym skladnikiem blony podstawnej.
Dziedziczenie tego schorzenia moze wystapic
w sposéb dominujacy w sprzezeniu z chromoso-
mem X i w sposdéb autosomalny recesywny. Ze-
sp6t  Alporta cechuje sie postepujacym
zaburzeniem funkcjonowania nerek, zaburzenia-
mi w narzadzie stuchu, a takze uszkodzeniami
oczu. Diagnostyka zespolu Alporta za pomoca
konwencjonalnych technik (DHPLC, sekwencjo-
nowanie Sangera) jest dlugotrwata i kosztowna.
Zwykle zajmuje ona kilka miesiecy i jest utrud-
niona w sytuacji, gdy nie ma wystarczajaco duzo
informacji dotyczacych rodowodu pacjenta.
Trudnosci i czasochtonnos¢ diagnostyki sa spo-
wodowane brakiem goracych miejsc (ang. hot
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spots) i duza liczba egzonéw poszczegdlnych ge-
néw, w ktérych mutacje skutkuja wystapieniem
choroby. Ograniczenia te sa eliminowane dzieki
zastosowaniu NGS, ktéry umozliwia szybka de-
tekcje mutacji u pacjentéw. Technika ta pozwala
na jednoczesne wykrywanie wszystkich mozli-
wych wariantéw w wybranych genach. [6]

Na czym polega NGS?

NGS jest jedna z najnowoczesniejszych technik

biologii molekularnej i posiada szeroki wachlarz
zastosowan. Obecnie jest ona wykorzystywana
do sekwencjonowania genomoéw i transkrypto-
mow, badania interakcji biatko-DNA/RNA,
sprawdzania stopnia metylacji, a takze do badan
metagenomowych.
Przebieg sekwencjonowania nowej generacji po-
dzieli¢ mozna na trzy gléwne etapy. Pierwszym
z nich jest izolacja i stworzenie biblioteki DNA,
kolejnym amplifikacja matrycy, za$ ostatnim ma-
sowe rownolegle sekwencjonowanie. [7] Obec-
nie na rynku istnieje kilka komercyjnie
dostepnych platform do NGS, m.in. Illumina, Ro-
che454, SOLiD, IonTorrent oraz Pacific Bio-
sciences. Cechami wspdlnymi kazdej z nich sa
izolacja DNA i tworzenie biblioteki jednonicio-
wych DNA. Kolejne etapy sekwencjonowania
réznia sie w zaleznosci od wybranej platformy.
Kazda z nich ma inne przeznaczenie i poszcze-
go6lne parametry techniczne.

Kilka stéw o Platformach

Illumina. Pierwszym etapem pracy platformy
Illumina jest losowa fragmentacja genomowego
DNA. Do obu koncéw fragmentéw DNA zostaja
przytaczone adaptory. Pojedyncze fragmenty nici
sa losowo immobilizowane do podltoza (ang. flow
cell). Nastepnie, odbywa sie amplifikacja
(,mostkowanie”, ang. bridge amplification),
w wyniku ktérej zostaja wygenerowane dwuni-
ciowe fragmenty DNA. Dzieki temu na kazdym
szkietku istnieja ich miliony kopii. Kolejnym eta-
pem jest synteza czasteczki z wyznakowanych
fluorescencyjnie nukleotydéw przy wykorzysta-
niu polimerazy. Nukleotydy, ktére nie zostaly
wlaczone do sekwencji zostaja wymyte. Ostat-
nim krokiem jest detekcja fluorescencji. Platfor-
me Illumina cechuje najwieksza popularnosé,
stosunkowo niski koszt eksploatacji oraz duzy
wachlarz zastosowan. Podstawowym minusem
jest wyzsza w stosunku do pozostatych platform
cena maszyny (ok. 690 tys. USD). [8]

Roche454. Oparty jest na réwnolegltym pirose-
kwencjonowaniu. Podobnie jak w innych plat-
formach, zaczyna sie od losowej fragmentacji
genomowego DNA oraz ligacji adaptoréw. Na-
stepnie fragmenty DNA, do ktérych zostaty dota-
czone adaptory, =zostaja umocowane na
,Ziarnach” (ang. beads). Kolejnymi etapami sa:
amplifikacja (emPCR), pirosekwencjonowanie
(sekwencjonowanie przez synteze) na ,ziar-

nach”, a nastepnie odczyt wynikéw przez lumi-
nescencje. Platforma ta pozwala na dlugie od-
czyty (do 1 tys. nt) i jest czesto wykorzystywana
do sekwencjonowania genoméw prokariotycz-
nych oraz analiz RNA-seq. Wadami sa natomiast
wysoki koszt zakupu maszyny (ok. 500 tys. USD)
i jej eksploatacji oraz podwyzszony wspoéiczynnik
btedu w przypadku sekwencjonowania homopo-
limeréw. [9]

SOLiD. W przypadku platformy SOLiD, ktéra
opiera sie na sekwencjonowaniu przez ligacje,
w pierwszym etapie konstruowana jest bibliote-
ka DNA. Nastepnie dochodzi do amplifikacji ma-
terialu za pomoca techniki emPCR oraz
losowego deponowania ,,ziaren” na szklanej
plytce. Kolejno odbywa sie sekwencjonowanie
i hybrydyzacja sond ze starterami. Wyznakowa-
ne fluorescencyjnie sondy koduja nukleotydy.
Plusami platformy SOLiD sa: stosunkowo nie-
wielki koszt eksploatacji (w przeliczeniu na nu-
kleotyd) oraz szeroki wachlarz zastosowan (np.
sekwencjonowanie matych genomoéw, badanie
oddzialywan biatko-DNA, okreslanie miejsc star-
tu transkrypcji), zas minusem mozliwos¢ jedynie
krétkich odczytow (2 x 60 nt). [10]

IonTorrent nawiazuje rowniez do standardowe-
go sekwencjonowania opartego o synteze, jed-
nakze platforma ta wyposazona jest w nowy
system detekcji. Zostal on stworzony na bazie
polprzewodnikéw, co daje mozliwos¢ wykrywa-
nie jonéw wodorowych H+ uwalnianych w trak-
cie reakcji wydluzania tancucha DNA. Do
roztworu matrycowego DNA dodawane sa nu-
kleotydy i w komplementarnych regionach zo-
staja one wbudowane do nici. Kolejno dochodzi
do uwolnienia jonu wodorowego (w wyniku wy-
dluzania lafiicucha DNA), a zmiany w poziomie
pH $wiadcza o zajsciu reakcji. W sytuacji, kiedy
w nici wystepuja powtorzenia w postaci homo-
polimeréw, sygnat bedzie odpowiednio wzmoc-
niony. IonTorrent ma kilka bardzo istotnych
zalet, m.in. najnizszy koszt sprzetu (ok. 150 tys.
USD), bardzo szybka analiza, duzy potencjat
technologii, a takze miniaturyzacja. Natomiast
wciaz jedna z istotnych przeszkoéd sa trudnosci
zwigzane z sekwencjonowaniem homopolime-
réow. [11]

Pacific Biosciences. Technika ta umozliwia
bardzo dilugie odczyty oraz wykrycie metylacji
nukleotydéw. Jest to platforma, ktora klasyfikuje
sie podobnie jak IonTorrent, do technik sekwen-
cjonowania trzeciej generacji. Od platform dru-
giej generacji (Illumina, Roche 454, SOLiD)
rézni ja przede wszystkim brak koniecznosci po-
czatkowego namnazania DNA. DNA w probéwce
jest sekwencjonowane bezposrednio na pozio-
mie pojedynczych czasteczek przy uzyciu poli-
merazy. Duzymi zaletami tej techniki jest
unikanie bledu podczas amplifikacji technika
PCR oraz mozliwos¢ bardzo dtugich (do 23 tys.
bp) odczytéow. Platforma ta ma réwniez pewne
wady, m.in. najwyzszy wspotczynnik btedu oraz
stosunkowo wysoka cene maszyny (ok. 700 tys.
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USD). [12]

Zapewne NGS i jego rozwdj stanowi przysziosc¢
biologii molekularnej, genomiki oraz medycyny.
Niesie ono ze soba wiele mozliwosci, mnogos¢
zastosowan oraz przetlom w sposobach diagno-
styki i leczenia schorzen. Wszystkie metody se-
kwencjonowania nowej generacji sa bardzo
wydajne w dostarczaniu surowych danych. Pro-
blemem jest jednak analiza informacji uzyska-
nych bezposrednio z NGS. Proces ten wymaga
uzycia odpowiednich programéw, wydajnych
komputeréw i przede wszystkim pracy bioinfor-
matykow, ktérzy potrafia te dane wilasciwie za-
nalizowac, wysunac poprawne wnioski
i wykorzysta¢ do planowania dalszych badan.
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Streszczenie: Mikrofragmenty to niewielkie pecherzyki wydzielane przez wiekszos¢
komorek, zawierajace miedzy innymi mRNA i miRNA. Moga oddzialywa¢ z innymi
komoérkami, a efekt ich oddzialywania jest zalezny od ich pochodzenia. W przypadku
mikrofragmentéw wydzielonych z komoérek macierzystych oddzialywanie to prowadzi,
miedzy innymi, do wzmozenia proliferacji oraz indukcji procesu réznicowania komoérek
poddanych dzialaniu mikrofragmentéw. Badania na modelach zwierzecych dowodza, zZe
mikrofragmenty z komoérek macierzystych podawane dozylnie gromadza sie w miejscach
uszkodzenia, prowadzac do regeneracji uszkodzonych tkanek i organéw - co sprawia, zZe
mikrofragmenty moga mie¢ potencjalne =zastosowanie kliniczne. Zostalo réwniez
udowodnione, ze mikrofragmenty pochodzace z mezenchymalnych komoérek macierzystych

wykazuja wlasciwosci przeciwnowotworowe, dzialajac jako inhibitory wzrostu
nowotworéow.
Wstep

Medycyna regeneracyjna zajmuje sie naprawa
oraz usprawnianiem proceséw regeneracyjnych
uszkodzonych tkanek i organéw, dla ktérych pro-
ces regeneracji zachodzi z niewystarczajaca wy-
dajnoscia. Nalezy do nich na przyklad serce,
w ktéorym w czasie regeneracji obumarte kardio-
miocyty zastepowane sa bezkomodrkowa blizna
pozawatowa.

W medycynie regeneracyjnej wykorzystywane sa
miedzy innymi komorki macierzyste. Sa to ko-
morki posiadajace zdolnos¢ do niemal nieograni-
czonej proliferacji oraz zdolnos¢ do
réznicowania sie w inne komorki, ktéra jest za-
lezna od ich pluripotencji. Najbardziej obiecuja-
ca grupa wydawalyby sie by¢ embrionalne
komérki macierzyste (ESC, ang. Ebrionical Stem
Cells) oraz indukowane pluripotencjalne komor-
ki macierzyste (iPS, ang. Induced Pluripotent
Stem Cells) ze wzgledu na ich nieograniczony
potencjal do réznicowania. Jednakze zastosowa-
nie komérek embrionalnych natrafia na prze-
szkody natury zaréwno etycznej jak i prawnej.
Ponadto mozliwos¢ zastosowania obydwu wspo-
mnianych grup komérek jest jednak ograniczona
ze wzgledu na formowanie potworniakéw[1].
Druga opcja jest wykorzystanie czesciowo zréz-
nicowanych komérek wystepujacych u oséb do-
rostych. Do grupy komorek, ktérych uzycie
rozpatruje sie w medycynie regeneracyjnej, zali-
cza sie miedzy innymi hematopoetyczne komérki
macierzyste (HSC, ang. hematopoietic stem
cells) oraz mezenchymalne komérki macierzyste
(MSC, ang. mesenchymal stem cells)[2]. Wiele
przeprowadzonych doswiadczen wykazalo, ze

MSC podawane in vivo prowadza do regeneracji
uszkodzonych organéw takich jak serce, nerki
czy mozg[3]. Znaczaca czes¢ tych doniesien su-
geruje, ze proces regeneracji nie wystepuje jed-
nak na drodze odrdéznicowania MSC do innych
komodrek, a poprzez podzial i réznicowanie ko-
morek rezydujacych w uszkodzonym organie, co
prowadzi do powstania nowej populacji komoérek
specyficznej dla danego organu[2]. Wykazane
zostalo, ze proces ten jest zwiazany z parakryn-
nym oddzialywaniem komoérka mezenchymal-
na-komérka uszkodzonego organu, miedzy
innymi poprzez mate cytoplazmatyczne peche-
rzyki, ktérymi sa mikrofragmenty[3][4]. Podobne
oddzialywanie zostato wykazane in vitro dla em-
brionalnych komérek macierzystych[5].
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Rysunek 1. Mikrofragmenty wydzielane przez komorke[11]
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Mikrofragmenty (MV, ang. microvesicles) sa he-
terogenna grupa niewielkich (30 nm - 1 pm) pe-
cherzykow cytoplazmy otoczonych fragmentami
blony komoérkowej[6]1[7](Rysunek 1). Oprocz ko-
moérek macierzystych moga by¢ wydzielane
przez wszystkie inne komoérki. Wydzielanie moze
sie odbywac¢ konstytutywnie lub pod wplywem
indukcji takimi czynnikami jak niedotlenienie
czy napromieniowanie[8]. Zawierajac biatka,
mRNA oraz miRNA, mikrofragmenty sa w stanie
nie tylko prowadzi¢ synteze bialek na podstawie
dostarczonej matrycy, ale takze indukuja eks-
presje genéw w komorce, do ktdérej zostalty do-
starczone[6][9].

Mechanizmy wydzielania mikrofragmentow

Ze wzgledu na sposéb wydzielania oraz wtasci-
wosci mikrofragmentéw mozna podzieli¢ je na
trzy grupy: egzosomy, ektosomy nazywane row-
niez zluszczajacymi sie pecherzykami (ang. she-
ding vesicles) oraz ciatka apoptotyczne,
powstajace w obumartych komoérkach[10].
Ektosomy sa heterogenna grupa mikrofragmen-
tow, powstajaca przez odcinanie sie od po-
wierzchni bton komoérkowych malych
pecherzykéw cytoplazmatycznych o wymiarach
100-1000 nm. Proces ich uwalniania jest zwig-
zany ze zmianami wewnatrzkomoérkowego steze-
nia jonéw wapnia. Rosnace
wewnatrzkomérkowe stezenie jondéw wapnia
skutkuje miedzy innymi inhibicja translokaz.
Prowadzi to do zaburzenia asymetrii btony ko-
moérkowej poprzez przeniesienie fosfatydylose-
ryny do zewnetrznej warstwy, w wyniku czego
formuja sie cytoplazmatyczne pecherzyki na po-
wierzchni btony. Ponadto rosnace wewnatrzko-
morkowe stezenie jonéw wapnia prowadzi do
aktywacji proteaz cytoplazmatycznych, ktére
biora udzial w reorganizacji cytoszkieletu, co
umozliwia uwolnienie mikrofragmentéw[7] (Ry-
sunek 2).

Blona otaczajaca mikrofragmenty powstaje
z blony komoérkowej, zawiera wiec duze ilosci
fosfatydyloseryny oraz biatek tratw lipido-
wych[6]. Do markeréw stosowanych w celu wy-
znakowania ektosoméw naleza: integryny,
selektyny, metaloproteinazy, CD40 oraz flotillina-
2n. Do tej pory jednak nie zostat odkryty marker
specyficzny dla ektosoméw([11].

Kolejnym rodzajem mikrofragmentéw sa egzoso-
my. Sa one grupa mniejszych (30-120 nm)
i mniej heterogennych pecherzykéw, powstaja-
cych jako wewnatrzkomoérkowe ciatka wielope-
cherzykowe (ang. - multivesicular bodies).
Wydzielane sa zazwyczaj konstytutywnie po-
przez fuzje ciatek wielopecherzykowych z btona
komoérkowa(Rysunek 3). Egzosomy otoczone sa
blona zawierajaca cholesterol, ceramidy oraz
niewielkie ilosci fosfatydyloseryny. Mechanizm
sortowania zawartosci pecherzykéw nie zostat
jeszcze doktadnie zbadany[6]1[7].
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Rysunek 2. Przedstawienie mechanizméw uwalniania ektoso-
mow[7]
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Rysunek 3. Poréwnanie mechanizméw powstawania ektoso-
méw (A) oraz egzosoméw (B)[6]

Bioaktywna zawartos¢ mikrofragmentow

W  sklad mikrofragmentéw wchodza biatka,
mRNA, miRNA oraz lipidy budujace ich btone.
Jakkolwiek dokladny sklad mikrofragmentow
jest $cisle zalezny od komoérek, z ktérych zostaly
wydzielone, nie jest on Scistym odwzorowaniem
skltadu biatlek oraz transkryptéw zawartych
w komoérkach[3]. Swiadczy to o tym, ze mikro-
fragmenty nie powstaja poprzez czysto stocha-
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styczne wydzielenie czesci cytoplazmy otoczonej
przypadkowym fragmentem blony komérkowej,
tylko ze proces ten jest sterowany[11]. Doktadny
mechanizm odpowiadajacy za pakowanie mikro-
fragmentéw nie zostal jeszcze poznany[7]. Do
biatek zawartych w mikrofragmentach moga na-
leze¢ m.in.: czynniki wzrostu, chemokiny, cytoki-
ny oraz proteazy. Bogate w nie sa zwlaszcza
mikrofragmenty pochodzace z komoérek nowo-
tworowych[11]. Oprdcz biatek zamknietych we-
wnatrz mikrofragmentéw wystepuja réwniez
biatka powierzchniowe, pochodzace z oderwa-
nych fragmentéw blony komoérkowej. Biatka te
odpowiadaja za interakcje mikrofragmentéw
z komorkami poddanymi dziataniu mikrofrag-
mentow[3]. Nalezy rowniez podkresli¢, ze wsrdéd
powierzchniowych biatek mikrofragmentéw po-
chodzacych z komérek MSC nie stwierdzono
obecnosci antygenéow HLA (bialek gléwnego
ukltadu zgodnosci tkankowej)[3], co ma duze
znaczenie w ich potencjalnym zastosowaniu kli-
nicznym, ze wzgledu na zmniejszenie zagrozenia
odrzutéw w przypadku podawania mikrofrag-
mentéw pochodzacych z MSC od innego dawcy.

Mikrofragmenty oprocz biatek zawieraja row-
niez materiat genetyczny w postaci mRNA oraz
miRNA. Badania nad mikrofragmentami wydzie-
lonymi z embrionalnych komoérek macierzystych
wykazaly obecnos¢ transkryptéw gendéw odpo-
wiedzialnych za pluripotencjalnosé¢, takich jak
Nanog, Oct-4 oraz Gata-4. Dodatkowo obecne
byly czynniki kodujace powierzchniowe ligandy
szlaku sygnalowego Notch - Jag-1 oraz Jag-2.
Jednakze ich relatywna ilo§¢ byla znacznie
mniejsza niz w komorkach. Co wiecej, w bada-
niach zostalo wykryte relatywnie duzo miRNA,
stanowiacego znacznie wiekszy udzial w puli
RNA niz w komérkach embrionalnych[9]. Po-
twierdzona zostata réwniez obecno$¢ transkryp-
tow gendéw odpowiadajacych za proliferacje oraz
réznicowanie w mikrofragmentach pochodza-
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cych z mezenchymalnych komoérek macierzy-
stych[3]. Rownoczesnie zostala wykryta obec-
nosc tych transkryptow genow
odpowiedzialnych za pluripotencjalnos¢ w ko-
morkach iPS[12].

Mechanizmy oddzialywania MV z komérkami

Mikrofragmenty moga oddziatywac¢ z komérkami
zaréwno przez bezposrednia stymulacje za po-
moca dostarczonych ligandéw dla receptoréw
komoérek[5] (do tych ligandéw moga nale-
ze¢ m.in. czynniki wzrostu takie jak VEGF)[11],
ponadto mikrofragmenty moga réwniez dziataé¢
posrednio, dostarczajac transkrypty genéw do
komorki. Transkrypty te ulegaja ekspresji w ko-
morkach docelowych. Co wiecej, mikrofragmen-
ty moga rowniez dostarcza¢  czynniki
transkrypcyjne w formie miRNA, prowadzac do
indukcji ekspresji wlasnych genéw komorki, wy-
taczonych podczas procesu réznicowania komo-
rek[9]. Aby transfer RNA byt mozliwy, musi
doj$¢ do adhezji mikrofragmentéw do komorek,
co dzieje sie dzieki biatkom adhezyjnym znajdu-
jacym sie na ich powierzchni. Do biatek tych
moga naleze¢ m.in. integryny (o4 oraz a5), CD
29, CD44 oraz CD73[3]. Wykazane zostalo, ze
mikrofragmenty pozbawione biatek powierzch-
niowych nie sa w stanie dostarczy¢ transkryp-
tow do komorek[3].

Mikrofragmenty dostarczone z komdrek
macierzystych indukuja proliferacje i réozni-
cowanie

Mikrofragmenty pochodzace z komoérek macie-
rzystych zawieraja zaréwno transkrypty genéw
odpowiedzialnych za pluripotencjalnos¢ jak
i proliferacje[9][3]. Komorki traktowane takimi
mikrofragmentami wykazuja nasilona prolifera-
cje oraz zwiekszona zywotnos$¢[3]. Udowodnione
réwniez zostalo, ze komorki Miillera izolowane
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Rysunek 4. Schemat réznicowania i rozwoju komorek Miillera pod wptywem mikrofragmentéw(5]
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z oka, oddzialujace z mikrofragmentami dostar-
czonymi z embrionalnych komoérek macierzy-
stych nie tylko proliferuja z wyzsza wydajnoscia,
ale takze przechodza proces odréznicowania.
Proces ten prowadzi nastepnie do namnazania
komorek oraz ich ponownego przejecia procesu
réznicowania z wytworzeniem komoérek specy-
ficznych dla siatkdwki oka[5](Rysunek 4).

Udzial mikrofragmentéw w procesach rege-
neracyjnych

Regeneracja jest procesem odtworzenia tkanki
lub organu. W wielu przypadkach zachodzi na-
turalnie (skdra, kosci), natomiast w przypadku
wielu organéw proces ten musi by¢ przeprowa-
dzony sztucznie. Indukcja regeneracji moze sie
odbywaé¢ poprzez wyhodowanie zréznicowanych
komérek in vivo, a nastepnie podanie ich
w miejsce uszkodzenia.

Drugim sposobem jest pobudzenie komoérek pro-
genitorowych znajdujacych sie w miejscu uszko-
dzenia do proliferacji lub odréznicowanie
komorek uszkodzonej tkanki, nadajac im zdol-
nos¢ do podzialéw oraz réznicowania.

Zostalo udowodnione, ze podawanie komoérek
MSC w miejsce uszkodzenia prowadzi do nasile-
nia podzialéw komoérek oraz prowadzi do rege-
neracji organu lub tkanki[2]. Takie samo
dziatanie zostalo wykazane w przypadku mikro-
fragmentéw. Podawane in vivo nasilaja prolife-
racje oraz roznicowanie komérek w miejscu
uszkodzenia, przez co umozliwiaja pelna rege-
neracje na poziomie histologicznym([3][10]. Zo-
stalo to zademonstrowane na przykladzie
mysiego modelu uszkodzenia kanalikow nerko-
wych, w ktérym podanie mikrofragmentéw po-
wodowato przywrocenie prawidlowego
funkcjonowania nerek oraz odbudowy kanalikéw
nerkowych[3](Rysunek 5).

Ponadto mikrofragmenty pochodzace z mezen-
chymalnych komoérek macierzystych indukuja
ekspresje gendéw antyapoptotycznych takich jak:
Bcl-xL, Bcl2, co skutkuje zwiekszeniem przezy-

walnosci, w efekcie czego regeneracja moze za-
chodzi¢ z wieksza wydajnoscia[10].

Mikrofragmenty w chorobach nowotworo-
wych

Mikrofragmenty moga znalez¢é réwniez zastoso-
wanie w walce z chorobami nowotworowymi.
Mozna je wykorzysta¢ zaréwno jako markery
nowotworéw[11] oraz w celu zatrzymania roz-
waoju choréb nowotworowych[16].
Mikrofragmenty odgrywaja wazna role w pro-
gresji nowotworéw. Zawarte w nich czynniki
wzrostu oraz receptory tychze czynnikéw pro-
muja rozrost guza oraz angiogeneze. Natomiast
proteazy ulatwiaja penetrowanie macierzy ze-
wnatrzkomoérkowej, co sprzyja przerzutowaniu.
Moga réwniez indukowac apoptoze limfocytow
cytotoksycznych. Mikrofragmenty wydzielone
z komoérek nowotworowych przedostaja sie do
uktadu krwionosnego, co czyni je potencjalnymi
biomarkerami choréb nowotworowych. Szereg
badan wskazuje na mozliwos¢ zastosowania jako
markeréw zaréwno biatek powierzchniowych
(takich jak CD133) oraz miRNA. Pozwalatoby to
na wczesniejsze wykrycie choréb nowotworo-
wych, a przez to lepsze prognozy terapii[11].
Liczne badania wskazuja na role mezenchymal-
nych komorek macierzystych jako supresoréw
rozwoju niektérych nowotworow[15], zostalo
réowniez wykazane, ze mikrofragmenty pocho-
dzace z mezenchymalnych komérek macierzy-
stych pelnia podobna funkcje[16]. Dodawane do
hodowli komoérek nowotworowych linii T24 zna-
czaco obnizaly przyrost komoérek nowotworo-
wych oraz prowadzily do nasilenia apoptozy.
Ponadto podawane in vivo znacznie zmniejszaty
przyrost guza[16].

Podsumowanie

Szereg badan prowadzonych zaréwno in vitro
jak i in vivo potwierdzito, ze poprzez horyzontal-
ny transfer miRNA mikrofragmenty pochodzace
z komorek macierzystych sa w stanie prowadzié
do zmian epigenetycznych w komoérce, wioda-

Rysunek 5. Regeneracja kanalikéw nerkowych: A - przed podaniem MV, B - po podaniu MV[14]
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cych do zwiekszenia zywotnosci. Ponadto tla-
twos¢ ich zastosowania oraz szerokie i wszech-
stronne  dzialanie czynia je idealnymi
kandydatami do zastosowania w medycynie re-
generacyjnej. Rownoczesnie wykazuja one
znaczny potencjat jako suplement terapii prze-
ciwnowotworowej.

Jakkolwiek skuteczno$¢ mezenchymalnych ko-
morek macierzystych jest poréwnywalna do
dzialania mikrofragmentéw, to ich zastosowanie
natrafia na pewne trudnosci zwiazane z ograni-
czonym wystepowaniem MSC w organizmie do-
rostego czlowieka oraz problemem zgodnosci
tkankowej w przypadku ewentualnych prze-
szczepow allogenicznych w zwiazku z wystepu-
jacymi na ich powierzchni antygenami HLA.
W przypadku mikrofragmentéw brak owych an-
tygendéw pozwala rozpatrywaé¢ mozliwos¢ poda-
wania mikrofragmentéw pochodzacych
z komoérek niespokrewnionego dawcy. Pozwala-
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Streszczenie: Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMPs) stanowia liczna
rodzine bialek enzymatycznych o charakterze endopeptydaz. MMPs sa uwazane za jedne
z najwazniejszych bialek degradujacych sktadniki macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM),
wplywajac tym samym zaréwno na procesy fizjologiczne, takie jak wzrost komorek,
przebudowa tkanek czy apoptoza, jak i na procesy chorobowe, gtéwnie procesy metastazy
i inwazji komérek nowotworowych. Liczne badania wykazaly takze, ze MMPs biora udzial
w rozwoju choréb OUN czy chordob sercowo-naczyniowych, co dowodzi ich istotnej roli
w regulacji funkcji poszczegdlnych tkanek czy narzadéw. Celem pracy jest charakterystyka
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej oraz proba nakreslenia czytelnikowi ich
roli w procesach fizjologicznego i patologicznego obrotu tkankowego, ze szczegdlnym
naciskiem na wybrane jednostki/zespoly chorobowe.

Budowa, wlasciwosci i regulacja aktywnosci
MMPs

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérko-
wej (MMPs) stanowia jedna z grup biatek enzy-
matycznych nalezacych do nadrodziny
metaloproteinaz. Obok MMPs w sktad tej rodzi-
ny enzymow wchodza serralizyny, astacyny
i proteinazy ADAM, ktére wspolnie tworza grupe
metzyncyn [1]. Charakterystyczna cecha wszyst-
kich metzyncyn jest wysoce zachowawcza struk-
tura centrum katalitycznego, zawierajacego trzy
reszty histydylowe [2]. Metaloproteinazy macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej sa hydrolazami o cha-
rakterze  endopeptydaz, ktére degraduja
sktadniki macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM)
i btony podstawnej, takie jak réznego typu kola-
geny, glikoproteiny, laminina, elastyna czy pro-
teoglikany. Opisano takze proces uwalniania
z ECM cytokin i czynnikéw wzrostu (lub ich re-
ceptoréw) katalizowany przez te enzymy. Cyto-
kiny takie moga by¢ zaréwno aktywowane, jak
i rozkladane przez MMPs, co wskazuje na wielo-
kierunkowe dzialanie tych proteinaz. W zalezno-
$ci od lokalizacji tkankowej ECM moga w niej
wystepowaé rézne czasteczki stanowiace sub-
straty dla MMPs [3].

Na chwile obecna w ludzkich komoérkach ziden-
tyfikowano co najmniej 24 MMPs, ktére wykazu-
ja ogo6lne podobienstwo strukturalne
i funkcjonalne, jednak w zaleznosci od réznic
w swoistosci substratowej i budowie podzielono
je na kilka grup [1,4]. Kazda MMP posiada
w swojej czasteczce domeny charakterystyczne
dla catej rodziny oraz domeny spotykane tylko
w konkretnej podgrupie. Podziat ten wyglada
nastepujaco:

- zelatynazy (MMP-2, MMP-9),

- kolagenazy (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-
18),

- matrylizyny (MMP-7, MMP-26),

- stromielizyny (MMP-3, MMP-10, MMP-11,
MMP-19),

- blonowe MMPs, MT-MMPs (MMP-14, MMP-15,
MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25)

- ,pozostate” metaloproteinazy (MMP-12, MMP-
20, MMP-22, MPP-23, MMP-28), ktore z powodu
odmiennej struktury nie zostaly sklasyfikowane
do zadnej z powyzszych grup [5]. Wiekszos¢
MMPs jest zbudowana z N-koncowej prodomeny
z dolaczonym do niej peptydem sygnatowym,
domeny katalitycznej oraz C-koncowej domeny
hemopeksynopodobnej, ktéra laczy sie za pomo-
ca tzw. regionu zawiasowego z domena katali-
tyczna. Domena katalityczna jest
odpowiedzialna za aktywnos$¢ biologiczna enzy-
mu i zawiera wysoce konserwatywny motyw HE-
XGHXXGXXH, w ktorym znajduja sie trzy reszty
histydylowe wiazace katalityczny jon Zn?2*.
W domenie tej zwiazany jest takze strukturalny
jon Zn?+* oraz trzy jony Ca?2*, ktore stabilizuja
strukture enzymu. Motyw HEXGHXXGXXH wy-
stepuje w czasteczkach wszystkich MMPs, nato-
miast w budowie MMP-2 i MMP-9 (zelatynazy)
mozna wyrézni¢ dodatkowo trzy powtdrzenia se-
kwencji fibronektyny II, co zwieksza spektrum
substratowe tych bialek. N-konicowa prodomena
bierze udzial w utrzymywaniu enzymu w formie
latentnej i usuwana jest po skierowaniu cza-
steczki biatka enzymatycznego do ER, przez co
enzym ulega aktywacji. W prodomenie tej znaj-
duje sie reszta cysteinylowa tworzaca tzw. prze-
tacznik cysteinowy, ktéry to wilasnie, wiazac sie
z jonem Zn2*, umozliwia utrzymanie czasteczki
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w postaci nieaktywnej. C-terminalna czes$¢ enzy-
mu zawierajaca sekwencje hemopeksyny jest
odpowiedzialna za rozpoznawanie i wiazanie
substratow oraz endogennych inhibitoréw meta-
loproteinaz (TIMPs). Domena ta nie wystepuje
jedynie w czasteczkach MMP-7 i MMP-26, nato-
miast w czasteczce MMP-23 zamiast niej wyste-
puje immunoglobulinopodobna sekwencja
receptora dla interleukiny-1 bogata w reszty cy-
steiny i proliny [4-8], ktéra moze bra¢ udzial
w oddzialywaniach biatko-biatko lub biatko-lipid
[9]. MT-MMPs zawieraja dodatkowa domene
transmembranowa, ktéra umozliwia ulokowanie
enzymu w blonie komoérki. Metaloproteinazy
blonowe w przeciwienstwie do innych enzyméw
z rodziny MMPs transportowane sa na po-
wierzchnie komorki, podczas gdy pozostali jej
czlonkowie sa wydzielani poza komérke w po-
staci nieaktywnych zymogendéw. Obecnos¢ do-
meny transbtonowej charakteryzuje MMP-14,
MMP-15, MMP-16 i MMP-24, natomiast MMP-17
i MMP-25 sa kotwiczone w blonie komérki przez
czasteczke glikofosfatydyloinozytolu (GPI)
[1,4,8]. Z domena transbtonowa MMP-14, MMP-
15, MMP-16 i MMP-24 zwigzana jest takze uni-
katowa domena cytoplazmatyczna, ktéra przy-
puszczalnie bierze udzial w zaleznej od klatryny
internalizacji tych enzymdéw [1]. Metaloproteina-
zy macierzy zewnatrzkomoérkowej sa produko-
wane i wydzielane prze rézne typy komorek.
Poczatkowo sadzono, ze biatka te sa charaktery-
styczne dla komoérek tkanki lacznej, takich jak
fibroblasty, lecz z czasem udowodniono, ze takze
komoérki zapalne (limfocyty, neutrofile, makrofa-
gi), a nawet komorki $srodbtonka, osteoblasty czy
komorki glejowe maja zdolnos¢ sekrecji tych en-
zymoéw [31.

MMPs sa tradycyjnie kojarzone z degradacja
sktadnikéw ECM i remodelingiem tej struktury,
lecz obecnie wiadomo, ze te biatka enzymatycz-
ne sa zaangazowane w liczne procesy homeosta-
tyczne, a w przypadku nadmiernej aktywnosci
przyczyniaja sie takze do rozwoju réznorodnych
patologii. W fizjologicznych warunkach MMPs
poprzez trawienie komponentéw ECM oraz
uwalnianie i regulacje biodostepnosci czynnikéw
wzrostu, takich jak np. VEGF czy TGF-B, biora
udzial w procesach gojenia ran, obrotu kostne-
go, modulacji procesu zapalnego oraz prawidlo-
wej angiogenezie. Natomiast w momencie, gdy
mechanizmy kontrolujace ich aktywnos¢ zawio-
da, enzymy te moga czynnie uczestniczy¢ w pa-
tomechanizmie osteoartrozy, choréb
sercowo-naczyniowych, OUN oraz procesach
metastazy i nowotworowej angiogenezy [1,10].
Najogolniej ujmujac owa kontrola aktywnosci
jest sprawowana na trzech poziomach. Pierwszy
mechanizm kontrolujacy to regulacja transkryp-
cji genéw MMPs. Wiekszos$¢ enzymoéw z tej gru-
py nie jest produkowana i wydzielana w sposéb
ciagly przez komorki, a na proces indukcji lub
represji genéw MMPs maja wplyw biomolekuly

obecne w srodowisku oraz stres komdrkowy. To
za$ prowadzi do zwiekszenia lub zmniejszenia
obrotu w macierzy zewnatrzkomoérkowej. Dane
literaturowe wskazuja, ze promotory genéow me-
taloproteinaz cechuje polimorfizm, co ma zna-
czenie w aktywnosci transkrypcyjnej tych
genow. Przykladem moze by¢ promotor MMP-1,
ktorego sekwencja zawiera jedna lub dwie gu-
aniny, przy czym obecnos¢ dwoch guanin dziata
wzmacniajaco na ekspresje tego genu. Na pro-
motory genéw omawianych bialek ma wplyw
wiele czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak
AP-1, NF-kB czy ETS, na ktére oddzialuja cytoki-
ny, czynniki wzrostu, niektdre interleukiny i in-
terferony. Wspomniane molekutly moga
wykazywac¢ dzialanie hamujace lub aktywujace
transkrypcje, np. TGF-p dziala jako represor ge-
néw MMP-1 i MMP-3, ale pobudza ekspresje ge-
nu MMP-13. Zaréwno cytokiny, jak i czynniki
wzrostu kontroluja aktywno$¢ genéw poprzez
uruchomienie kaskady sygnatowej wielu réznych
$ciezek (czynniki AP-1 i ETS sa zwiazane ze
szlakami kinaz MAP) [5-7]. Kolejny mechanizm
regulujacy aktywnos$¢ metaloproteinaz to akty-
wacja pro-MMPs, gdyz wiekszos¢ z tych enzy-
moéw wydzielana jest poza komdrke w postaci
nieaktywnych zymogenéw. Posta¢ latentna
utrzymywana jest dzieki wigzaniu grupy sulfhy-
drylowej cysteiny w prodomenie z jonem Zn2+
domeny katalitycznej. Proteoliza tego wiazania
powoduje powstanie natywnej formy biatka.
MMPs moga by¢ aktywowane przez inne MMPs,
a takze inne enzymy (plazmina, katepsyna, tryp-
syna, kalikreina i in.). Ciekawym przykladem
jest mechanizm aktywacji MMP-2, ktéry wymaga
utworzenia kompleksu MMP-14, TIMP-2 i pro-
MMP-2. Czasteczka TIMP-2 wiaze sie z jednej
strony z centrum aktywnym MMP-14 i z drugiej
strony z domena hemopeksynopodobna pro-
MMP-2. Inna czasteczka MMP-14 (niezwigzana
z TIMP) nastepnie powoduje proteolize prodo-
meny pro-MMP-2 w okreslonym miejscu, w sku-
tek czego dochodzi do powstania aktywnej
formy enzymu [5,7]. Proces ten zachodzi na po-
wierzchni komorki i moze by¢ mediowany przez
wszystkie MT-MMPs, za wyjatkiem MMP-17 [4].
W koncu aktywno$¢ MMPs jest regulowana
przez endogenne inhibitory tkankowe - inhibito-
ry metaloproteinaz TIMPs (dziatajace lokalnie)
lub nieswoiste antyproteinazy (np. «2-makroglo-
bulina w ptynach ustrojowych) [12]. Zidentyfiko-
wane zostalty TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4,
ktore réznia sie swoistoscig substratowg. Me-
chanizm inhibicji z udziatlem TIMPs polega na
odwracalnym wigzaniu N-terminalnej domeny do
centrum katalitycznego metaloproteinaz poprzez
mostki disiarczkowe. TIMPs wiaza sie z MMPs
w stosunku 1:1 i blokuja aktywnosé poszczegdl-
nych enzyméw z réznym powinowactwem. Wy-
kazano, ze TIMP-2 i TIMP-3 hamuja aktywnos¢
MMP-14, podczas gdy TIMP-1 nie wykazuje do
niej powinowactwa. Podobnie TIMP-1 jest sta-

29



30

Miara A. ,Podwajne oblicze metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomérkowej: od fizjologii do patologii” Acta Mygenica nr. 5, luty 2014

bym inhibitorem MMP-16, natomiast TIMP-3
zdaje sie silniej hamowaé¢ aktywnos¢ MMP-9 niz
inne TIMPs. Inhibitory metaloproteinaz moga
znajdowac sie takze na powierzchni komoérek -
biatko RECK, kotwiczone w blonie przez gliko-
fosfatydyloinozytol, ktére hamuje silnie aktyw-
no$¢ MMP-2, MMP-9 i MMP-14 [1,5,11].
a2-makroglobulina tworzy z MMPs nieodwracal-
ne polaczenia, ktére sa usuwane na drodze en-
docytozy za posrednictwem scavenger receptors
na powierzchni fagocytéw [7].

Wybrane biologiczne funkcje MMPs

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérko-
wej, trawiac sktadniki ECM, mediuja wiele pro-
cesow niezbednych do prawidtowego
funkcjonowania ustroju, a takze jego rozwoju.
ECM wystepuje w wielu narzadach, poniewaz
tkanka laczna jest szeroko rozpowszechniona
w organizmie czlowieka. Od pewnego czasu mé-
wi sie o tym, ze ECM nie jest jedynie pasywna
struktura, lecz czynnie wplywajacym na zacho-
wanie komérek uktadem biologicznym. To od
réwnowagi w ECM zaleza rozmaite procesy, ta-
kie jak zachowanie przez komorki ksztaltu, ich
ruch, wzrost i réznicowanie oraz przezycie.
Rownowaga ta dokonywana jest poprzez regula-
cje ekspresji czasteczek adhezyjnych i bialek cy-
toszkieletu. Najwazniejsze  procesy, ktére
wymagaja degradacji macierzy zewnatrzkomor-
kowej i tym samym katalizowane sa przez MMPs
to gojenie sie ran, formowanie kosci, tworzenie
nowych naczyn wlosowatych oraz procesy zapal-
ne.

Rola MMPs w gojeniu sie ran

Gojenie sie uszkodzonej tkanki mozna przedsta-
wi¢ jako trzy gléwne procesy: reepitalizacja,
réznicowanie komoérek i rozwdj zapalenia z ziar-
ninowaniem. Reepitalizacja polega na rozluznie-
niu polaczen miedzy komoérkami oraz miedzy
komoérkami a ECM na brzegach rany i migracji
komérek w jej glab. Tam nastepuje proliferacja
komoérek nabtonka, az pokryja one calkowicie
dno rany. Nastepnie dochodzi do réznicowania
i rozplemu fibroblastéw. Krétko po urazie rozwi-
ja sie takze odpowiedZ zapalna, ktéra polega na
migracji neutrofili i makrofagéw na skutek czyn-
nikéw chemotaktycznych uwalnianych m.in.
przez komorki nabtonka. W ten sposéb powstaje
tkanka ziarninowa, ktoérej macierz wytwarzaja
fibroblasty. Poczatkowo ziarnina zawiera duzo
fibronektyny, ktéora jednak jest trawiona i stop-
niowo zastepowana przez kolageny, ktére maja
nada¢ nowej tkance wieksza wytrzymalosé. Pod-
czas ziarninowania dochodzi takze do kietkowa-
nia nowych naczyn wilosowatych. W koncowej
fazie gojenia dochodzi do $ciagniecia rany i wy-
tworzenia blizny poprzez ciagly remodeling
ECM (synteza i degradacja wildkien kolageno-

wych).

Wiele MMPs (MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9,
MMP-10, MMP-14, MMP-28) jest zaangazowa-
nych w reepitalizacje rany. MMP-1 wykazuje du-
za ekspresje w ranach skérnych, w ktérych
komoérki nabtonkowe migruja z btony podstaw-
nej, napotykaja macierz skérna bogata w kola-
gen typu I, z ktéorym wchodza w interakcje
poprzez integryny o2Bl. Takie polaczenie na-
stepnie skutkuje zwiekszeniem ekspresji MMP-1,
ktora trawiac polaczenia integrynowe ulatwia
wspomnianym komoérkom migracje. Takze MMP-
3 i MMP-10 sa zaangazowane w procesy reepi-
talizacji i migracji w ranach skérnych [13], nato-
miast MMP-7 jest szczegdlnie ekspresjonowana
podczas zranien tchawicy i innych narzadéw wy-
stanych nabtonkami sluzowymi, wywotanych in-
fekcja bakteryjna, np. w gojeniu sie wrzodéw
zotadka [1,13,14]. Zbadano, ze dzialanie tego
enzymu polega na trawieniu polaczen tworzo-
nych przez E-kadheryny, co ma ulatwia¢ migra-
cje komérek nabtonka i ich proliferacje w dnie
rany. MMP-9, uwalniajac EGF i HGF, takze
umozliwia migracje komoérek nablonkowych.
Ekspresja tego enzymu wzrasta po zadziataniu
TNF-a lub NO na komorki oskrzelikow ptucnych,
prowadzac do zamkniecia rany w tej tkance.
Metaloproteinazy biora udziat takze w zapalnej
fazie gojenia. Sa one wydzielane przez migruja-
ce przez nabtonek komorki zapalne, ale takze
przez komorki zrebu réznych tkanek. MMPs re-
guluja zachowanie komdrek zapalnych poprzez
regulacje aktywnosci cytokin i chemokin (zwykle
przez proteolize) i tak np. dzialanie MCP-1,
RANTES, MCP-3, MCP-2, MCP-4 jest regulowane
najbardziej skutecznie przez MMP-1 i MMP-3.
Takze aktywnos¢ interleukiny-8 jest modyfiko-
wana przez liczne MMPs, szczegdélnie MMP-8
i MMP-9. Interakcje cytokiny CXCL5 z MMPs,
podobnie jak IL-8, prowadza do wzrostu jej ak-
tywnosci i tym samym intensyfikacji rekrutacji
komoérek zapalnych, natomiast cytokina CXCL12
jest negatywnie regulowana przez MMPs i jej
aktywnos¢ spada. Oprécz proteolizy metalopro-
teinazy wplywaja takze na powstanie gradientu
chemotaktycznego. Wspomniane komdrki na-
blonka oskrzelikéw i pecherzykéw plucnych na
swojej powierzchni podstawnej ekspresjonuja
czasteczki syndekanu. Po urazie nablonek ten
wytwarza duze ilosci CXCL1, ktéry wiaze sie
z tancuchami siarczanu heparanu, obecnymi na
czasteczkach syndekanu. Ranny nablonek wy-
dziela takze MMP-7, ktéra odrywa kompleksy
CXCL1-syndekan od komoérek i powoduje ich
przemieszczenie sie wzdluz polaczen komorko-
wych, az do swiatla oskrzelika/pecherzyka, two-
rzac tym samym gradient dla neutrofilow. Do
wlasciwego $ciagniecia rany niezbedne jest za-
chowanie réwnowagi miedzy synteza i degrada-
cja kolagenu, do czego zdolne sa MMP-1,
MMP-3, MMP-13, MMP-14. W ranach rogéwki
po keratektomii MMP-2, MMP-9 i w mniejszym
stopniu MMP-3 sa zlokalizowane na powierzchni
komoérek zrebu, za migrujacymi komérkami na-
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btonka, co sugeruje ich role w przeksztatcaniu
zrebu i btony podstawnej komorek rogéwki [13].

Rola MMPs w morfogenezie i obrocie kosci

Prawidlowa morfogeneza i remodeling kosci
u czlowieka przebiega jako kosciotworzenie na
podiozu chrzestnym (przede wszystkim w ko-
$ciach dilugich) lub kosciotworzenie na podilozu
tacznotkankowym (wystepuje w kosciach pla-
skich). Procesy te sa niezbedne w rozwoju pto-
dowym i w okresie postnatalnym (gojenie sie
ztaman kosci). W prawidlowe formowanie kosc¢-
ca w zarodku zaangazowane sa procesy prolife-
racji i réznicowania chondrocytéw, degradacji
macierzy chrzestnej/kostnej, co wplywa na ad-
hezje i umozliwia komdérkom migracje. Wyniki
wielu badan przeprowadzonych na myszach
(ktéore wykazuja analogiczne mechanizmy roz-
woju i formowania koséca) wykazaly, ze z prawi-
dlowym wzrostem kosci zwigzane sa gtéwnie
MMP-2, MMP-9, MMP-13, MMP-14 i MMP-16.
Na mysich modelach pozbawionych genéw ko-
dujagcych MMP-2 i MMP-9 przedstawiono, ze
brak aktywnosci tych enzyméw skutkuje defor-
macjami kosci i zaburzeniami ich rozwoju, przy
czym brak MMP-2 powodowal raczej deforma-
cje w obrebie czaszki i kosci ptaskich, natomiast
brak MMP-9 uposledzal wzrost kosci diugich
[14]. Mutacje genu MMP-2 w ludzkich komor-
kach manifestuja sie obnizeniem lub brakiem
aktywnosci biatka enzymatycznego i rozwojem
tzw. NAO syndrome, ktéry dziedziczony jest jako
cecha autosomalna recesywna. Zaburzenie to
charakteryzuje sie powstawaniem widékniako-
wych guzkéw w skdrze, zapaleniem stawdéw
i nasilona osteoliza [7], co wskazuje na istotna
role tego enzymu w prawidlowej osteogenezie.
Brak aktywnosci MMP-9 powodowal u myszy
skrécenie kosci dlugich, ktére wynika z powiek-
szenia stref przerostych komérek chrzestnych
i uposledzenia kostnienia tych miejsc, co zwia-
zane jest ze zmniejszeniem uwalniania czynni-
kéw proangiogennych z ECM i nastepowym
zmniejszeniem penetracji naczyn wlosowatych
w tych strefach. Nie wykazano natomiast, by de-
formacje kos¢ca byly spowodowane zaburzenia-
mi proliferacji czy réznicowania chondrocytow.
W komorkach zdrowych myszy MMP-9 jest od-
powiedzialna wlasnie za tworzenie gradientu sy-
gnatéw proangiogennych dla komoérek
$rodblonka naczyn wlosowatych. Skrécenie ko-
$ci dlugich u myszy nie jest jednak znaczne (ok.
10%), co moze sugerowac istnienie mechani-
zméw kompensujacych brak MMP-9 [1,7]. Po-
dobne konsekwencje niesie za soba brak
MMP-13, ktéra - trawiac gléwnie kolagen typu
11iII oraz agrekan - wplywa na ilo$¢ i jako$¢ ma-
cierzy kosci korowej, a tym samym na wytrzy-
matos$¢ mechaniczna tkanki kostnej [15].

Najbardziej powazne konsekwencje kliniczne, co
sugeruje kluczowa role enzymu w homeostazie

kosci, niosa za soba mutacje genu MMP-14.
U myszy pozbawionych genu MMP-14 dochodzi
do zaburzen kostnienia zaréwno na podiozu
tkanki chrzestnej, jak i tacznej. Ta blonowa me-
taloproteinaza  jest silnym  aktywatorem
proMMP-2, dlatego tez fenotyp kliniczny braku
enzymu przypomina ten wywolany brakiem
MMP-2 (NAO syndrome) i prowadzi do szybkiej
$mierci. Enzym ten jest ekspresjonowany we
wszystkich komoérkach kosci, ale najobficiej wy-
stepuje na powierzchni osteoklastéow i sugeruje
sie, ze MMP-14 wplywa na réznicowanie oste-
oblastéw oraz ich aktywnos¢ [7,16].

Rola MMPs w angiogenezie

Angiogeneza jest zlozonym i niezwykle istotnym
dla zycia procesem. Aby powstaly nowe naczynia
krwionosne, konieczna jest proteolityczna de-
gradacja blony podstawnej, po czym musi dojs¢
do migracji komérek srédbtonka i ich proliferacji
w zrebie tkanki. Na proces ten wplyw ma wiele
substancji o dziataniu zaréwno proangiogennym,
jak i antyangiogennym. Metaloproteinazy ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej maja znaczny
wplyw na komorki srédbtonka, regulujac ich mi-
gracje i tworzenie kapilar. MMPs trawia sktadni-
ki ECM i blony podstawnej, uczestnicza zatem
w angiogenezie, po pierwsze umozliwiajac mi-
gracje proliferujacym komoérkom srdédbtonka, po
drugie zapewniajac w fizjologicznych warunkach
réwnowage miedzy stezeniami cytokin promuja-
cych angiogneze i tymi, ktore ja blokuja. W two-
rzenie naczyn mocno zaangazowane sa gtéwnie
MMP-2, MMP-9 i metaloproteinazy btonowe
[14].

MMPs moga trawi¢ VE-kadherynowe potaczenia
miedzykomoérkowe, co prowadzi do przerwania
polaczen komorka-komoérka. Nastepnie dochodzi
do proteolizy kolagenu typu IV, ktéry stanowi
szkielet blony podstawnej naczynia, katalizowa-
nej przez MMPs. To powoduje odkrycie potaczen
integrynowych avp3, ktéorych nastepowe zwia-
zanie bedzie promowaé¢ angiogeneze. Trawienie
kolagenu typu IV powoduje utrate wigzan inte-
gryn o1l i wzrost wiazania do miejsc avp3, co
koreluje ze wzrostem ekspresji i aktywnosci
MMP-2, ktéra laczy sie z tym miejscem przez
swoja domene hemopeksynopodobna i w ten
sposéb dziala stymulujaco na angiogeneze.
MMP-2 i MMP-9 sa transportowane w pecherzy-
kach poza komoérke, a otwieranie tych pecherzy-
kow jest mediowane przez bFGF i VEGF. bFGF,
dzialajac na komérki srédbtonka, pobudza eks-
presje MMP-9 i uPA, a takze integryn avp3, kto-
re sa  zaangazowane w  uruchomienie
omowionego wyzej procesu. VEGF natomiast
pobudza wydzielanie MMP-1.

MMP-2 jest stale wydzielana przez komorke
w swojej nieaktywnej postaci. W celu jest akty-
wacji niezbedne jest zadziatanie TNF-a lub eks-
pozycja komoérek na widkna kolagenu typu I, co
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prowadzi do pobudzenia syntezy MMP-14, ktéra
moze nastepnie aktywowa¢ proMMP-2 do MMP-
2. Metalopoteinazy, degradujac sktadniki ECM,
nie tylko ,toruja” droge migrujacym komoérkom
endothelium, ale takze uwalniaja z niej wiele cy-
tokin bioracych udzial w angiogenezie, wzmaga-
jac tym samym ich biodostepnosé. Przykladem
moze by¢ uwalnianie bFGF po strawieniu perle-
kanu blony podstawnej przez MMP-1 i MMP-3
czy trawienie CTGF tworzacego nieaktywny
kompleks z VEGF, po ktérym dochodzi do uwol-
nienia aktywnego VEGF przez MMP-1, MMP-3,
MMP-7 oraz MMP-13 [16].

MMPs w wybranych jednostkach chorobo-
wych i grupach choréb

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérko-
wej uczestnicza praktycznie we wszystkich pro-
cesach majacych miejsce w ustroju,
przyczyniajac sie do utrzymania homeostazy.
Dokladne oméwienie dostojnej roli tych enzy-
mow wykracza poza ramy tego opracowania,
a przedstawione powyzej zjawiska, w ktére za-
angazowane sa MMPs, maja zobrazowac przy-
czynek metaloproteinaz do rozwoju roéznych
chorob, ktére wynikaja z zaburzenia tych proce-
SOW.

MMPs sa obecnie kojarzone z wieloma jednost-
kami chorobowymi i patologiami, zaczynajac od
choréb pecherzowych skéry, poprzez choroby ja-
my ustnej, osteoporoze, a na nowotworach
i chorobach zapalnych konczac. Ze wzgledu na
liczno$¢ prowadzonych badan i tym samym obfi-
tos¢ literatury w pracy omdwiona zostanie rola
MMPs w wybranych chorobach nowotworowych,
w chorobach OUN (z naciskiem na glejaki) oraz
w chorobach uktadu naczyniowego.

MMPs w nowotworach

Progresja nowotworu jest uzalezniona od wa-
runkéw mikrosrodowiska. Jednym z czynnikdw,
ktére moga sprzyja¢ rozwojowi komoérek nowo-
tworach jest macierz zewnatrzkomoérkowa. ECM
zawiera wiele typow komoérek, ktére moga
znacznie przyczynia¢ sie do przyjecia przez ko-
morki fenotypu inwazyjnego np. poprzez wy-
dzielanie czynnikéw wzrostu oraz r6znych
enzyméw proteolitycznych, szczegdlnie MMPs.

Zwiekszona ekspresje metaloproteinaz stwier-
dzono w nowotworach ztosliwych przewodu po-
karmowego, ptuc, sutka, pecherza moczowego
i prostaty [11,18]. Nadmierna sekrecja tych bia-
tek silnie koreluje z zaawansowaniem procesu
chorobowego, nasilona inwazyjnoscia i zdolno-
$cia do przerzutowania, a tym samym skréce-
niem zycia pacjentéw, poniewaz MMPs, trawiac
sktadniki podscieliska guza, umozliwiaja jego
komoérkom migracje i zasiedlanie nowych nisz po
wniknieciu do krazenia. Poprzez degradacje
ECM MMPs uczestnicza w procesie patologicz-

nej angiogenezy, ktora jest niezbedna dla rozro-
stu guza. Takze uwalniane z macierzy czynniki
wzrostu (np. IGF) moga stymulowaé¢ dalszy
wzrost i nadmierna produkcje MMPs, natomiast
ekspresja TIMPs jest zwykle zahamowana lub
znacznie obnizona. Zrédlem metaloproteinaz sa
nie tylko komérki nowotworowe, ale gléwnie ko-
morki mikrosrodowiska guza (makrofagi, fibro-
blasty, mastocyty), ktére sa pobudzane do ich
produkcji na drodze parakrynnej (np. przez wy-
dzielanie induktora syntezy metaloproteinaz ma-
cierzy zewnatrzkomérkowej - EMMPRIN) [6].
Wyniki wielu badan wskazuja, ze aktywnos¢
MMPs jest czynnikiem rokowniczym w terapii
[11]. Komérki raka jelita grubego wykazuja
wzmozona sekrecje MMP-9, ktéra trawiac kola-
gen typu IV w blonie podstawnej uczestniczy
w naciekaniu i tworzeniu przerzutéw. W obsza-
rach guza o duzej aktywnosci MMP-9 i MMP-2
stwierdzono brak ekspresji kolagenu typu IV, co
sugeruje zatem rozprzestrzenianie sie komoérek
rakowych przy udziale Zelatynaz. W przypad-
kach metastaz raka jelita grubego do watroby
zwiekszona aktywno$s¢ MMP-9 zwiazana jest ze
skréoceniem czasu od diagnozy do powstania
wtérnych ognisk nowotworowych, a to pozwala
rokowac o przezyciu chorych [19]. Takze w ko-
morkach raka trzustki wykazano zwigzek pomie-
dzy MMPs, szczegélnie MMP-2 i MMP-9 oraz
MT-MMPs, a powstawaniem odlegltych przerzu-
tow, natomiast niska ekspresja MMP-9 moze by¢
odpowiedzialna za lagodniejszy fenotyp komoérek
tego nowotworu. W raku trzustki stwierdzono
korelacje miedzy ekspresja i aktywnoscia MMP-
2 i MT-MMPs, a stopniem odczynu desmopla-
stycznego (rozwdj witdknienia wokdt guza), cha-
rakterystycznego dla tego nowotworu.
Zwiekszona synteza zelatynaz moze by¢ zwiaza-
na ze zdolnoscia naciekania duzych naczyn
krwionosnych i tym samym wiekszym ryzykiem
przerzutow do watroby. Inne badania wskazuja,
ze podwyzszona ekspresja MMP-1 w komdrkach
raka trzustki jest zwiazana z krétszym czasem
przezycia pacjentéw. Takze pacjenci ze wzmozo-
na ekspresja MMP-7 w komoérkach guza trzustki
cechowali sie krotszym przezyciem, co pozwolito
przypuszczaé, ze enzym ten moze by¢ nowym,
negatywnym czynnikiem prognostycznym [20].
W innych nowotworach zlosliwych profil ekspre-
sji MMPs wyglada podobnie, gdyz charaktery-
styczny dla ztosliwych guzéw jest wzrost
aktywnosci zelatynaz, ktére warunkuja ruchli-
wos¢ komoérek nowotworowych, a tym samym
mozliwos¢ naciekania tkanek okolicznych czy
tez odlegtych.

MMPs w chorobach OUN

MMPs w zdrowym ukltadzie nerwowym wykazuja
niska ekspresje, jednak w réznych chorobach
dochodzi do ich wzmozonego wydzielania i nad-
miernej aktywnosci. Wysoka ekspresja tych en-
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zymow zostala zaobserwowana w chorobach za-
palnych, nowotworach pochodzenia neuroepite-
lialnego i wielu innych patologiach OUN.

Stwardnienie rozsiane (SM) jest autoimmunolo-
giczna choroba zapalna, w przebiegu ktérej do-
chodzi do odcinkowej demielinizacji istoty biatej.
U pacjentéw z SM wykazano obecno$¢ metalo-
proteinaz w plynie mézgowo-rdzeniowym, ktéry
u zdrowych oso6b jest wolny od tych enzymoéw.
Co wiecej, udowodniona zostata korelacja mie-
dzy aktywnoscia MMP-9 a oligoklonalnymi prze-
ciwciatami IgG i liczba leukocytow w plynie
moézgowo-rdzeniowym pacjentéw z SM. MMPs
produkowane sa przez makrofagi obecne
w ogniskach demielinizacji, limfocyty T i astro-
cyty. Aktywno$¢ metaloproteinaz w surowicy
chorych ma charakterystyczny obraz: obserwuje
sie wzrost aktywnosci MMP-9 u pacjentéow z ak-
tywna postacia choroby, natomiast zwiekszona
aktywnos¢ MMP-2 przemawia za przewlekla po-
stacia SM [21]. Aktywnos¢ proteolityczna MMPs
ma duze znaczenie dla rozwoju choroby, ponie-
waz enzymy te, majac zdolnos¢ degradacji bia-
tek blony podstawnej w naczyniach mézgowych,
powoduja zwiekszony naplyw limfocytéw do
OUN. Kolejnym punktem dziatania jest trawienie
przez MMPs biatka MBP, ktéore buduje ostonki
mielinowe [22]. Wykazano, ze MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-7 i MMP-9 maja zdolnos¢ degra-
dacji tego biatka, prowadzac do odkrycia immu-
nogennych epitopdéw, ktore pobudzaja
autoimmunologiczna reakcje organizmu [21,22].
Wzmocnienie autoreaktywnej odpowiedzi me-
diuja takze cytokiny, ktére sa aktywowane lub
uwalniane przy udziale MMPs, jak np. TNF-a,
ktéory promuje produkcje innych mediatoréw na-
silajacych proces zapalny [21,23]. MMPs petlnia
istotna role w inwazyjnosci nowotworéw pocho-
dzenia neuroepietlialnego. W konkretnych ty-
pach histopatologicznych guzéw zaobserwowano
charakterystyczny profil ekspresji MMPs. W zlo-
sliwych guzach moézgu najwieksza rola w two-
rzeniu metastaz przypada MMP-2, MMP-9
i MT-MMPs [12]. W zlosliwych glejakach (glio-
blastoma multiforme) produkcja MMP-2 byta
znacznie podwyzszona w stosunku do zdrowej
tkanki mézgowej czy glejakéw o niskim stopniu
zlosliwosci, ponadto ustalono, ze poziom aktyw-
nosci MMP-2 koreluje ze stopniem inwazyjnosci
in vitro [24]. Wzrost ekspresji MMP-2 korelowat
z nadekspresja angiopoetyny-2, ktéra ma zdol-
nos$¢ aktywacji proMMP-2 i proMMP-14 [5]. Po-
dobne wyniki uzyskano badajac aktywnos¢
MMP-9 w zlosliwych glejakach. Takze tutaj ak-
tywnosé enzymu byla istotnie wyzsza w poréw-
naniu ze zdrowa tkanka. W prébkach badanych
MMP-9 byla obecna przede wszystkim w obrebie
proliferujacych naczyn krwionosnych, co wska-
zuje na role enzymu w angiogenezie, podczas
gdy MMP-2 i metaloproteinazy bltonowe wykry-
wane byly gléwnie w komérkach nowotworo-
wych i otaczajacym je podscielisku, co

przemawia za ich rola w inwazji glejakéw. Takze
nadekspresja MMP-14 jest silnie zwigzana ze
stopniem zlosliwosci i potencjalem inwazyjnosci
w komdrkach glioblastoma multiforme, a takze
wplywa na aktywnos¢ MMP-2, dla ktérej MMP-
14 jest gtéwnym aktywatorem [24]. Glejaki wie-
lopostaciowe sa najbardziej agresywnymi nowo-
tworami moézgu u dorosltych i nadekspresja
MMPs, ktéore maja zdolnos$¢ trawienia kompo-
nentow ECM ulatwia zmienionym nowotworowo
astrocytom migracje i rozrost, a takze tworzenie
metastaz.

Udzial metaloproteinaz macierzy zewnatrzko-
moérkowej potwierdzono takze w innych choro-
bach ukladu nerwowego, takich jak plasawica
Huntingtona [25] czy choroba Alzheimera [22].

MMPs w chorobach naczyn krwionosnych

Ksztalt i integralno$¢ prawidlowych naczyn
krwionosnych zalezy od réwnowagi pomiedzy
ekspresja i aktywnoscia MMPs i ich inhibitoréw.
Gléwnymi producentami metaloproteinaz
w S$cianie naczynia sa komoérki miesni gtadkich
i komérki $rédblonka, a takze naplywajace tam
monocyty i limfocyty. Do patologicznej przebu-
dowy $ciany naczynia dochodzi na skutek zmian
hemodynamicznych, ktére generuja powstanie
zwiazkow aktywujacych proMMPs i unieczynnia-
jacych TIMPs (stres oksydacyjny). Konsekwencja
aktywacji MMPs jest powstawanie zmian miaz-
dzycowych w naczyniach [26], a dodatkowo de-
stabilizacja powstatych juz blaszek
miazdzycowych, co moze sprzyja¢ ich pekaniu
[27]. Miazdzyca jest przewlekla choroba zapalna
spowodowana hipercholesterolemia, ktéra zapo-
czatkowana jest przez uszkodzenie s$rédbtonka
naczyniowego. Podstawowym wykladnikiem pro-
gresji miazdzycy sa blaszki miazdzycowe, ktére
zbudowane sa z lipidowego, plynnego rdzenia
i pierscienia wldknistego, zawierajacego gtéwnie
kolageny i elastyne. Monocyty migrujace do
blaszki miazdzycowej sa zdolne do syntezy wielu
MMPs, do ktérej pobudzane sa przez srédbtonek
i kontakt z kolagenami. W aktywnych blaszkach
miazdzycowych obserwuje sie obecno$¢ m.in.
MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-14. Aktywnos¢
MMP-11 wykazano w bardzo zaawansowanych
blaszkach miazdzycowych, natomiast zwiekszo-
na aktywno$¢ MMP1, MMP-8, MMP-12, MMP-
13, MMP-16 w aktywnych, bogatych w lipidy
blaszkach. MMP-7 i MMP-12 byly wykrywane na
granicy miedzy rdzeniem lipidowym, a bogatymi
w makrofagi zmianami brzeznymi, co koreluje ze
stopniem niestabilnosci blaszek miazdzycowych.
Aktywacja makrofagéw i ich przeksztalcenie
w komoérki piankowate powoduje zwiekszenie
produkcji MMPs. Szczegdélna role przypisuje sie
tutaj MMP-9, ktéra wykrywana jest w blaszkach
o duzym ryzyku pekniecia. MMPs poprzez de-
gradacje naczyniowej ECM umozliwiaja w koncu
komérkom miesni gladkich migracje z blony
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srodkowej do wewnetrznej w naczyniach tetni-
czych, co jest waznym procesem w rozwoju
zmian aterosklerotycznych [26]. Patologiczny
remodeling naczyn krwionosnych spowodowany
nadekspresja MMPs wywotang podwyzszonym
stezeniem glukozy we krwi, zaobserwowano tak-
ze u pacjentow cierpiacych na cukrzyce z powi-
ktaniami w postaci makro- i mirkoangiopatii.
W patogenezie tych zmian biora udzial przede
wszystkim MMP-2 i MMP-9, ktérych produkcja
w komoérkach naczyn wlosowatych siatkowki czy
nerek jest silnie stymulowana wtasnie przez wy-
sokie stezenia glukozy we krwi [28].

Zmiany miazdzycowe dotycza takze naczyn
wiencowych i sa przyczyna choroby niedo-
krwiennej serca oraz jej powiklan w postaci za-
walu  miesnia sercowego. Kardiomiocyty
w zdrowym mies$niu sercowym wykazuja niska
ekspresje MMPs, co skutkuje powolnym obrotem
ECM. Sytuacja zmienia sie jednak po zawale
niedokrwiennym mies$nia sercowego i indukcja
MMPs moze doprowadzi¢ do nieprawidlowej
przebudowy serca [29]. Wzrost produkcji MMPs
i spadek syntezy TIMPs wywolane sa przez stres
oksydacyjny na skutek niedotlenienia i reperfu-
zji. Brak aktywnosci TIMPs, szczeg6lnie TIMP-4,
prowadzi do ostrego uszkodzenia serca, ponie-
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waz MMP-2, ktérej aktywnosé jest regulowana
przez ten inhibitor, powoduje uszkodzenia mio-
kardium po niedokrwieniu i reperfuzji poprzez
degradacje troponiny I [30]. Skutkiem ostrego
niedokrwienia miesnia sercowego jest remode-
ling tkanki prowadzacy do rozwoju hipertrofii,
zwléknienia i rozstrzenia niezmienionej choro-
bowo czesci serca [31].

Podsumowanie

MMPs sa waznymi regulatorami homeostazy
wielu tkanek i narzadéw. Udowodniono w wielu
badaniach, ze enzymy te biora udzial w fizjolo-
gicznych procesach toczacych sie w tkankach
oraz zmianach patologicznych w przebiegu réz-
nych proceséw chorobowych. Metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomoérkowej z powodu swoich
licznych funkcji moga stanowi¢ punkt uchwytu
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Streszczenie: Rozw(dj nanotechnologii nabral znaczacego tempa ze wzgledu na szerokie
zastosowanie nanoczasteczek nie tylko w przemysle, ale przede wszystkim w branzy me-
dycznej. Nanoczasteczki w postaci polimeréw, komplekséw metali, liposoméw, miceli, den-
drymeréw, mikrokapsutek oraz lipoprotein odgrywaja znaczaca role w diagnostyce i terapii
wielu choréb. Narzedzia, jakie dostarcza nanotechnologia, umozliwiaja rozpoznanie zmian
i podjecie dziatan naprawczych na poziomie komérkowym i molekularnym oraz zastosowa-
nie technik terapii ukierunkowanych na konkretne struktury w komodrce. Wielkie nadzieje
wigza sie z zastosowaniem nanotechnologii w medycynie regeneracyjnej czy onkologii.
Wymaga to jednak dokladnego poznania i zrozumienia biologii regeneracyjnej oraz proce-
s6w nowotworzenia - sygnatow inicjujacych, jak rowniez ztozonego systemu kontroli prze-
biegu tych proceséw. Dzieki rozwojowi nanotechnologii powstal nowy nurt terapii
okreslony mianem nanoterapii. Znalazta ona takze zastosowanie w farmacji, miedzy inny-
mi w badaniach nad droga podania leku. W ponizszej pracy scharakteryzowano nanoczg-

steczki,

ktére znalazly zastosowanie w medycynie.
mozliwosci i pierwsze proby zastosowania nanotechnologii w diagnostyce oraz

Przedstawione zostaly réwniez
terapii

choréb neurodegeneracyjnych i nowotworowych.

Wstep

Nasz $wiat materialny sklada sie z atomoéw.
Stwierdzit to juz okoto 2400 lat temu grecki my-
Sliciel Demokryt. W 1959 roku amerykanski fi-
zyk Richard Feynman, w pracy zatytulowanej
»~There’s plenty of room at the bottom”[50], po
raz pierwszy zasugerowal, iz istnieje mozliwos¢
manipulacji materia na poziomie czasteczkowym
i atomowym. Byt to pierwszy krok ku nowej
technologii, ktérej nazwe - nanotechnologia-
nadal profesor Kerie E. Drexel [1], a po raz
pierwszy w 1974 roku wprowadzit japonski na-
ukowiec Norio Taniguchi [2]. Kilka ostatnich lat
badan przyniosto lawinowy wzrost osiagnieé
z zakresu nanotechnologii, czyli obszaru nauki,
ktéry wykorzystuje techniki i metody atomowe,
molekularne i makromolekularne [1, 2]. Zajmuje
sie ona projektowaniem, otrzymywaniem i nada-
waniem pozadanych wlasciwosci strukturom,
ktérych co najmniej jeden wymiar wynosi od 1
do 100 nm [4].

Ze wzgledu na przedmiot pracy i wykorzystywa-
ne techniki wyréznia sie:

- nanotechnologie ,mokra”, ktéra skupia sie na
systemach biologicznych istniejacych przede
wszystkim w $rodowisku wodnym,

- nanotechnologie ,sucha” zajmujaca sie wytwa-
rzaniem struktur weglowych, silikonéw i innych
materiatéw nieorganicznych,

- nanotechnologie ,obliczeniowa” umozliwiajaca
modelowanie i symulacje struktur.

Pomiedzy tymi dzialami istnieja $ciste zaleznosci
i postep w kazdym z nich jest zwiazany z osia-
gnieciami w dwdch pozostatych [5].

Materialy zaliczane do obszaru nanoskali czesto
wykazuja szczegdlne wlasciwosci, np. miedz,
ktéra na ogot jest nieprzejrzystym materiatem,
w nanoskali nabiera nowych wtasciwosci i staje
sie przezroczysta [8]. Silikon, ktéry powszechnie
wykorzystywany jest jako zrédio izolacji, nabiera
zdolnosci przewodzenia pradu elektrycznego.
Tak bardzo rézne witasciwosci sa skutkiem zmian
powierzchni styku i dominacji efektow kwanto-
wych [8]. Do metod pozwalajacych uzyska¢ po-
Zzadany nanomaterial mozemy zaliczy¢ dwa
podejscia pozwalajace otrzymac:

- produkty I generacji, ktére otrzymywane sa
metoda ,TOP-DOWN”. Polega ona na zmniejsze-
niu rozmiaréw materialéw juz istniejacych do
nanoskali przez uzycie sily mechanicznej, emul-
gacji, dziatania ultradZwiekami i mikrofluidyzacji,
- produkty II generacji - otrzymywane metoda
,BUTTOM-UP”, polegajaca na tworzeniu nowych
nanomaterialdéw przy wykorzystaniu agregacji
molekut [9, 10, 11].

Jednym z wielu obszaréw aplikacyjnych badan
nanotechnologicznych jest nanomedycyna [3].
Jej rozwdj jest scisle powiazany z rozwojem ta-
kich technik jak biologia molekularna, w tym
takze nanomikroskopia, ktére umozliwity zrozu-
mienie wielu mechanizmoéw patologii subkomor-
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kowych [1, 3]. Rozwdj tych technik stal sie ini-
cjatorem medycyny spersonalizowanej, polega-
jacej na doborze diagnostyki i leczeniu chorego
indywidualnie [6]. Nanomedycyna zatem polega
na czynnosciach diagnostyczno-badawczych
i postepowaniu leczniczym w wymiarze nano-
skali. W skitad nanomedycyny wchodza m.in. ta-
kie dziedziny, jak nanofarmakologia,
nanodiagnostyka, medycyna regeneracyjna, na-
noonkologia czy nanokosmetologia [6, 7]. Naj-
lepszym  przykladem  nanomedycyny jest
nanofarmkologia z gléwnym kierunkiem badan
obejmujacym tworzenie systeméw selektywnego
dostarczania i uwalniania lekéw do zmienionych
patologicznie komoérek. Nanoczastki, takie jak
biodegradowalne polimery i lipidy, nanoczastki
zlota i srebra, nanoczastki poéiprzewodnikowe,
nanorurki weglowe i wiele innych, umozliwiaja
dostarczenie zwiazkéw leczniczych bezposred-
nio do zmienionych chorobowo komoérek [3, 6].
Dzieki budowie i $rednicy ponizej 100 nm nano-
czastki stanowia nanosystem nosnikowy dla no-
wej generacji lekéw. Nanofarmakologia ma za
zadanie modyfikowanie lub tworzenie nowych
lekéw (nanoleki) tak, aby zwiekszy¢ ich przeni-
kalnos$¢, ograniczy¢ opornos¢ komérkowa, a tak-
ze efekty uboczne. Ma to szczegdlne znaczenie
w onkologii, w ktdérej zmieniona nowotworowo
komoérka ma zdolnos$¢ do eliminowania wielu le-
kow z jej wnetrza [6].

Zainteresowanie nanotechnologia w okresie
ostatnich 10 lat znacznie wzrosto i praktycznie
wszystkie znaczace kraje prowadza w tym za-
kresie badania. Komisja Europejska w latach
2007-2013 przeznaczyta 3.5 mld euro na bada-
nia zwiazane z nanotechnologia. Z 231 progra-
moéw technologicznych utworzonych na szczeblu
europejskim dwa sa dedykowane wylacznie na-
noelektronice i nanomedycynie [24]:

- Nanotechnologies for Medical Application /
NanoMedicine/,

- European Nanoelectronics Initiative Advisory
Council /ENIAC/.

Niektére produkty na bazie nanotechnologii tzw.
nano-related products sa juz dostepne na rynku.
Ostatnie badania w USA informuja o wystepo-
waniu okoto 800 nano-related products. Rynek
tych produktéw w 2007 r. oceniany jest na okoto
147 mld dol. a w 2008 r. na 310 mld. dol. Duza
czes$¢ tych produktéw stanowi nanoelektronika,
lecz dostepne sa produkty ogdlnego zastosowa-
nia, np. kosmetyki, artykuly sportowe, ubrania,
farby. Nie mozna réwniez zapomnie¢ o produk-
tach z dziedziny preznie rozwijajacej sie nano-
medycyny [24].

Wedlug amerykanskiej organizacji Woodrow
Wilson Institute na $wiatowym rynku znajduje
sie ponad 1000 nanoproduktéw - dane z 25
czerwca 2009 r. Ponizszy wykres ilustruje ewo-
lucje liczby nanoproduktéw na swiatowym rynku
od 2005 r. do 2009 r. Stany Zjednoczone stano-
wia obecnie awangarde w dziedzinie badan na-

notechnologicznych, co uwidacznia sie tym, ze
prawie 2/3 patentéw z dziedziny nanotechnologii
z lat 1995-2007 pochodzi z tego kraju [24].

Nanomolekuly wykorzystywane w medycynie

Do najpopularniejszych nanostruktur, ktére zna-
lazly zastosowanie w medycynie i nie tylko zali-
czamy:

1. Nanorurki weglowe - struktury majace ksztatt
cylindra otwartego lub zamknietego z jednej lub
z dwoch stron, ktéry zbudowany jest ze zwinie-
tych plaszczyzn grafenowych. Wsréd nanorurek
wyrédznia sie jednoscienne, czyli te zbudowane
z jednej warstwy grafenowej o srednicy od 1 do
2 nm oraz wielo$cienne majace $rednice od 2 do
25 nm, sktadajace sie z licznych cylindréw uto-
zonych koncentrycznie i oddalonych od siebie
0 0,36 nm [12]. Cechuje je duza wytrzymalos¢
mechaniczna na rozciaganie oraz bardzo wyso-
kie przewodnictwo cieplne. Struktury te moga
by¢ wykorzystywane jako nosniki lekéw, do nisz-
czenia wybranych komoérek, np. mikroorgani-
zméw, a w przyszlosci moze takze w terapii
fotodynamicznej [13].

2. Fulereny to cala gama struktur o ogélnym
wzorze C2n, gdzie n > 16, w ktérych atomy we-
gla znajduja sie wylacznie na powierzchni bryty.
Do najwiekszych i najciekawszych zwigzkéw tej
rodziny nalezy zbudowany z 60 atoméw wegla
fuleren C60. Ma on ksztalt Scietego dwudziesto-
$cianu foremnego, skladajacego sie z 20 $cian
szesciokatnych i 12 Scian pieciokatnych. Fulere-
ny z umieszczonym we wnetrzu atomem metalu
to tzw. metalofulereny endohedralne, ktére znaj-
duja zastosowanie w diagnostyce obrazowej jako
srodek kontrastowy. Budowa tych nanostruktur
sprawia, ze swietnie nadaja sie tez do transportu
lekéw [12]. Hydroksylowe pochodne fulerenéw
to tzw. fulerenole. Sa one znakomitymi antyok-
sydantami i moga by¢ wykorzystane w terapii
choréb degeneracyjnych, zwiazanych z nadpro-
dukcja reaktywnych form tlenu (np. w chorobie
Parkinsona, Alzheimera czy Lou Gehriga) [14].

3. Dendrymery naleza do czasteczek trdjwymia-
rowych, silnie rozgatezionych, ktére powstaty
w wyniku polimeryzacji. Mozliwos¢ ustalenia
liczby i rodzaju grup funkcyjnych znajdujacych
sie na koncach dendrymeréw oraz zaplanowania
rodzaju rdzenia sprawiaja, ze struktury te moga
mie¢ bardzo szerokie zastosowanie w medycy-
nie, m.in. jako nosniki lekéw, genéw oraz w tera-
pii nowotwordéw [15].

4. Liposomy - sa kulistymi strukturami, ktére
moga by¢ zbudowane z jednej lub wielu dwu-
warstw lipidowych ulozonych koncentrycznie.
Wewnatrz liposomu mozna umiesci¢ roztwér lub
zawiesine réznych substancji. [16]. Struktury te
mozna zbudowaé¢ z obojetnych dla organizmu
i wystepujacych w nim naturalnie lipidéw, tj.
fosfolipidow i cholesterolu. Dzieki wlasciwo-
$ciom przenikania przez dwuwarstwe lipidowa
i btone komdrkowa liposomy moga by¢ wykorzy-
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Cel biologiczny Ligand Nowotwor
SPIO CEA przeciwciato anty-CEA rak okreznicy (mysz)
MION antygen przeciwciato guz wewnatrzczaszkowy
powierzchniowy monoklonalne L6 LX-1
(szczur)
USPIO receptor dla trasferyny transferyna rak piersi (szczur)
CLIO antygen peptyd EPPT1 linie komorkowe raka
uMUC-1 piersi, jelita
grubego, trzustki i ptuc
oraz model
mysi réznych
nowotworow
Ferumoxides (SPIO) antygen komorek raka przeciwciato rak okreznicy (mysz)
okreznicy monoklonalne A7
nanokrystality tlenku receptor herceptyna NIH3T6.7 (model mysi
zelaza Her-2/neu wszczepienny)
(F6304)
CLIO receptor dla peptydy bombezyny PDAC (mysz)
bombezyny (bombesin peptides)
SPIO kapsutkowany powierzchniowe peptyd F3 glejak (szczur)
z czynnikiem antygeny naczyn guza
fotodynamicznym
SPIO receptor LHRH LHRH linie komdrkowe oraz
wszczepienny
guz piersi (mysz)
USPIO antygen przeciwciato chloniak Burkitta (mysz)
powierzchniowy CD20 monoklonalne anty-
CD20
SPIO surowicze biatka peptyd CREKA wszczepienny guz piersi
krzepniecia (mysz)
USPIO integryna avp3 peptyd RGD rak naskorkowy (mysz)
MEIO receptor Her-2/neu herceptyna NIH3T6.7 (model mysi
wszczepienny)
CLIO gen Birc5 kodujacy siRNA (siSurvivin) gruczolakorak jelita
surwiwine grubego (mysz)
PEG-SPIO receptor dla kwasu kwas foliowy linia komorkowa
foliowego ludzkiego
nabtonkowego
nowotworu wargi
Dekstran-IO receptor Her-2/neu Trastuzumab mysi model z
(humanizowane nadekspresja
przeciwciato receptora Her-2/neu
monoklonalne)
PEG-IO MMP-2 chlorotoksyna glejak (szczur)
CLIO hepsyna (hepsin) peptyd IPLVVPL rak prostaty (mysz)
CLIO integryna plektyna-1 peptyd PTP PDAC (mysz)
(plectin-1)
SPIO receptor EGFR fragment przeciwciata wszczepienne guzy
anty-EGFR trzustki i nerek
(mysz)

SPIO (ang. superparamagnetic iron oxide); MION (ang. monocrystalline iron oxide nanoparticles); USPIO (ang. ultrasmall
superparamagnetic iron oxide); CLIO (ang. cross-linked iron oxide); MEIO (ang. magnetism-engineered iron oxide); PEG-IO (ang.
poly(ethylene glycol)-magnetic iron oxide); PEG-SPIO (ang. poly(ethylene glycol)-superparamagnetic iron oxide); CEA (ang.

canceroembrionic); uMUC-1 (ang. underglycosylated mucin-1); PDAC (ang. pancreatic ductal adenocarcinoma); LHRH (ang. liberyna
uwalniajgca hormon luteinizujqcy); MMP-2 (ang. membrane-bound matrixmetallo proteinase-2); EGFR (ang. epidermal growth factor
receptor).

Tab.1 Testowane in vivo i in vitro ION z przeznaczeniem do celowanej diagnostyki onkologicznej [49].
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stywane jako transportery chemioterapeutykéw
[12], a takze gendw [2].

5. Nanopory, to nanostruktury gwarantujace se-
lektywne przechodzenie czasteczek o okreslo-
nych rozmiarach. Struktury te stwarzaja
mozliwo$¢, np. nowego sposobu leczenia cu-
krzycy insulinozaleznej. Material majacy nano-
pory wykorzystuje sie do upakowania komérek
trzustki dawcy i wszczepienia ich biorcy. Prze-
szczepiona tkanka jest niewykrywalna dla ukla-
du odpornosciowego, a jednoczesnie nanopory
pozwalaja na zaopatrywanie tkanki w sktadniki
odzywcze [12]. Nanopory moga réwniez by¢ wy-
korzystywane do bardzo dokladnego i wydajne-
go sekwencjonowania DNA [17].

Nanotechnologia w medycynie
Zastosowanie nanotechnologii w diagnostyce

Rozwdj nanodiagnostyki koncentruje sie przede
wszystkim na opracowaniu metod rozpoznawa-
nia choréb w mozliwie najwczesniejszej fazie
rozwoju [12]. Najlepiej, gdyby byto mozliwe wy-
krycie choroby na poziomie pojedynczej komor-
ki. Nanotechnologia-on-a-chip jest rodzajem
technologii in vitro ( ang. lab-on-a-chip) [1]. Za-
stosowanie nanoczastek w roli wskaznika lub
znacznika w testach biologicznych, wykazuja-
cych obecnos$¢ lub aktywnos¢ wybranych sub-
stancji sprawia, Ze pomiary staja sie szybsze
i bardziej czule. Do znakowania molekul, struk-
tur lub mikroorganizméw uzywa sie magnetycz-
nych nanoczasteczek potaczonych
z odpowiednimi przeciwciatami. Przysztoscia na-
nodiagnostyki wydaja sie by¢ biosensory. Sa one
zbudowane z dwoéch typow elementéw: biolo-
gicznego i fizycznego, zwanego inaczej prze-
twornikiem. Czes¢ Dbiologiczna bioczujnika
tworza: naturalne przeciwciata lub antygeny, en-
zymy, kwasy nukleinowe, syntetyczne receptory
wykonane z materialéw biometrycznych. Prze-
tworniki to czujniki optyczne (wykorzystujace
takie zjawiska, jak np. fluorescencja, polaryza-
cja, absorpcja, luminescencja), elektrochemicz-
ne (konduktometryczne, amperometryczne,
potencjometryczne), czujniki wrazliwe na zmia-
ne masy lub czujniki z detekcja termiczna.
Sktadnikami czujnikow biologicznych moga by¢
niektére rodzaje nanoczastek, np. nanorurki we-
glowe, nanoczastki krzemowe, kropki kwantowe.
Optyczne nanosensory wykorzystujace jedno-
$cienne nanorurki weglowe moga by¢ wykorzy-
stane np. do biezacego kontrolowania stezenia
glukozy u chorych na cukrzyce typu 1. Zastoso-
wanie biosensoréw w diagnostyce stwarza tez
mozliwosci wczesnego wykrycia markeréw nie-
ktérych choréb w ptynach ustrojowych. Opraco-
wano np. oparty na nanoczastkach test paskowy
(ang. nanoparticle-based biobarcode assay) stu-
zacy do pomiaru w plynie mézgowo-rdzeniowym
stezenia pochodnej PB-amyloidu jako markera
choroby Alzhaimera. Test ten pozwala wykry¢

u chorych juz 50 czasteczek pochodnej B-amylo-
idu, podczas gdy bedacy w powszechnym uzyciu
test immunologiczny (ELISA) umozliwia wykry-
cie B-amyloidu tylko w tkance mdzgowej, gdzie
jest go znacznie wiecej [18]. Nanoczasteczki
znalazly réwniez zastosowanie w diagnostyce
oraz obrazowaniu in vivo, jako kontrasty ION
(ang. iron oxide nanoparticles), ktére stanowia
nowa generacje nos$nikéw przeznaczonych do
nowotworowo-specyficznego obrazowania meto-
da MRI. Magnetyczny ION jest duzo bardziej
efektywny niz Gd-DTPA, poniewaz mozliwa jest
modyfikacja jego wlasciwosci magnetycznych
poprzez zmiane wielkosci krystalitowego rdze-
nia i zastosowanie specjalnych powlok okrywaja-
cych ION [43]. Ponadto magnetyczny ION
charakteryzuje sie dlugim czasem retencji we
krwi, jest biodegradowalny oraz ma niska tok-
syczno$¢ [44, 45-48]. Ponizsza tabela przedsta-
wia réznego rodzaju ION z przeznaczeniem do
celowanej diagnostyki onkologicznej.

Dzieki nowatorskim rozwigzaniom mozna
znacznie dokladniej zlokalizowaé¢ nowotwor, mie-
dzy innymi $rédoperacyjny guz mézgu. Jak do-
tad gtéwnym problemem byt stosunkowo kroétki
czas nie tylko krazenia nanoczasteczek, ale ich
czas poltrwania w masie guza. W prezentacji no-
wej konstrukcji bioczasteczka swobodnie prze-
kracza bariere krew-mézg, a dodatkowo
dolaczono do niej $wiatloczuly  komponent
umozliwiajacy lokalizacje guza w trakcie opera-
¢ji neurochirurgicznej. Ma to szczegodlne znacze-
nie w guzach izomorficznych i zlokalizowanych
w poblizu osrodkéw korowych i drég nerwo-
wych. Wczesniej promowana metoda” kortyko”
i “traktografii’”’ niestety miala zasadnicza wade
zwiazana z tzw. przemieszczeniem struktur moé-
zgu w trakcie zabiegu [24].

Nanoterapia oparta na celowanym dostar-
czaniu lekow

Duzym problemem w stosowaniu obecnych tera-
pii jest brak mozliwosci precyzyjnego dostarcze-
nia leku w pozadane miejsce, czego rezultatem
jest oddziatywanie leku na caly organizm. Nie-
zbedne staje sie wiec stosowanie dawek leku
wiekszych niz w rzeczywistosci jest to koniecz-
ne, co moze powodowac¢ wiele niepozadanych
efektéw, w tym $mier¢ zdrowych komérek [17].
Zastosowanie nanotechnologii nie ogranicza sie
jedynie do rozwoju i projektowania nowych le-
kow, ale réwniez umozliwia poprawe bezpie-
czenstwa i skutecznosci lekéw stosowanych od
lat [25, 26]. Badania nad tego typu nosnikami
prowadzone sa od ponad 30 lat. Dzieki temu do-
stepne juz sa preparaty zawierajace te zaawan-
sowana technologie [27, 28]. Korzystajac
z osiagnie¢ nanotechnologii mozemy z duza pre-
cyzja dostarczy¢ lek w wyznaczone miejsce, co
sprawia, ze dziata on skuteczniej, a wystapienie
skutkéw niepozadanych zostaje znacznie ograni-
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czone [20]. Duzym wyzwaniem jest tez poprawa
stabilnosci leku, zwiekszenie jego wchianiania
i zwiekszenie stezenia w tkance docelowej [2].
Takie dziatania pozwalaja na zmniejszenie da-
wek stosownych farmaceutykéw i obnizenie
kosztéw terapii [1]. Idealny system celowanego
dostarczania lekéw musi zapewnia¢ dotarcie le-
ku doktadnie do celu i kontrole jego uwalniania.
Obecnie wyrdznia sie trzy rodzaje systeméw do-
starczania lekdw:

- system pierwszej generacji - to mikrokapsutki
i mikrosfery uzywane do kontroli chemoemboli-
zacji oraz uwalniania protein i peptydéw; rzadko
stosowane z powodu koniecznosci wprowadze-
nia nanoczasteczek blisko miejsca przeznacze-
nia,

- systemy drugiej generacji, do ktérej naleza no-
$niki o $rednicy mniejszej od 1 nm (liposomy,
nanokapsulki i nanosfery zwane biernymi nosni-
kami koloidowymi); przenosza one zawartosc¢
i uwalniaja ja po otrzymaniu okreslonego sygna-
lu, ktéorym moze by¢ zmiana temperatury
w przypadku liposoméw wrazliwych na tempe-
rature lub pole magnetyczne dla nanosfer ma-
gnetycznych; sa szybko usuwane z krwioobiegu
przez komorki fagocytarne i nie moga przecho-
dzi¢ przez $rédblonek kapilarny, co ogranicza
ich zastosowanie,

- systemy trzeciej generacji - to nosniki drugiej
generacji sprzezone z przeciwciatami monoklo-
nalnymi, charakteryzujacymi sie zdolnoscia do
specyficznego rozpoznawania wybranych struk-
tur [21].

Nanoczasteczki nieorganiczne (ceramiczne)
zbudowane ze zwiazkéw nieorganicznych, naj-
czesciej z tlenkéw i siarczkéw metali, tworza
struktury o réznych wielkosciach, najczesciej
niewielkich ok. 50 nm i réznej porowatosci. Ma-
terialy te sa biokompatybilne, a ich powierzch-
nia moze by¢ stosunkowo latwo modyfikowana
przez wiazanie z przeciwcialami monoklonalny-
mi. Mate rozmiary pozwalaja unikna¢ wychwytu
przez uktad siateczkowo-srédblonkowy (RES)
[25]. Moga one skutecznie chroni¢ zwiazek bio-
logicznie aktywny przed czynnikami zewnetrz-
nymi, poniewaz same hie zmieniaja swoich
wlasciwosci fizyko-chemicznych pod wplywem
czynnikow zewnetrznych tj. np. pH, temperatu-
ry. Ich porowata struktura pozwala na wykorzy-
stanie ich w terapii fotodynamicznej, gdzie
czynnikiem aktywnym jest uwalniany tlen sin-
gletowy. Pory w nanoczasteczkach ceramicznych
pozwalaja na uwalnianie jedynie czasteczki tle-
nu, czasteczka bedaca donorem tego tlenu pozo-
staje wewnatrz nanoczastki - zmniejsza to
W znaczny sposob efekty toksyczne [25,27].
Obecnie nanonosniki znajduja sie gldéwnie
w preparatach rynkowych do podania parente-
ralnego, ale trwaja nieprzerwane badania nad
wykorzystaniem nanotechnologii w podaniu do-
ustnym, wziewnym, sréodskérnych i do oka. Dla
lekéw oftalmicznych nanoczastki musza charak-
teryzowac sie biodegradowalnos$cia, przezierno-

$cia oraz odpowiednia przyczepnoscia [29]. Przy
zastosowaniu nanoczastek obserwuje sie prze-
dluzone uwalnianie, a takze poprawiona biodo-
stepnos¢ w przypadku stosowania takich lekéw
jak piroxikam, indometacyna, dexamethazon,
triamcinolon i flurbiprofen [30,32]. Badania nad
postaciami podawanymi bezposrednio na gatke
oczna sa na razie na etapie laboratoryjnym i wy-
magaja dalszych badan in vivo i badan klinicz-
nych. Przy podaniu doustnym na biodostepnos¢
wplywaja gldwnie rozpuszczalno$¢ i wchtania-
nie. Te kluczowe czynniki moga by¢ poprawione
poprzez zastosowanie nos$nikéw nanoczastecz-
kowych. Gléwnymi polimerami wykorzystywany-
mi w podaniu doustnym sa PLA, PGA, PLGA
i PCA [29, 31]. Najczesciej stosuje sie nano-
czastki (ze wzgledu na ich wieksza stabilnosé
w przewodzie pokarmowym w pordéwnaniu z in-
nymi nos$nikami) oraz micele polimerowe. Zale-
tami zastosowania nanoczastek jako nosnikéw
w doustnych postaciach leku jest ochrona sub-
stancji leczniczej przed szkodliwym dziataniem
sokéw trawiennych, przedituzony czas bytowania
w jelicie wynikajacy z bioadhezji, endocytoza
nanoczastek. Enkapsulacja polimerami jest
szczegolnie wykorzystywana w przypadku lekow
trudno rozpuszczalnych, ale takze dla biatek
i peptydéw [32]. Wiele badan jest wykonywa-
nych w celu opracowania doustnego systemu za-
wierajacego insuline. Zastosowanie miceli
polimerowych w doustnych postaciach leku
ogranicza sie w zasadzie do lekéw trudno roz-
puszczalnych [31].

Inzynieria tkankowa i medycyna regenera-
cyjna

Inzynieria tkankowa jest dziedzing wykorzystu-
jaca wiedze z zakresu inzynierii materialowej
oraz medycyny i nauk pokrewnych do opracowa-
nia ,biologicznych zamiennikéw” uszkodzonych
tkanek [22]. Modyfikacje powierzchni biomate-
rialbw na poziomie nanometréw pozwalaja na
poprawe kompatybilnosci biologicznej komoérek
i implantu. Wyraza sie to w lepszej przyczepno-
$ci komoérek, proliferacji i efektywniejszym ich
rozprzestrzenianiu sie [12]. Sa one zwykle tak
zaprojektowane, aby stymulowaly procesy rege-
neracji tkanek na poziomie molekularnym,
wzmagaly podzialy komérek w najblizszym sa-
siedztwie, wplywaty na ich réznicowanie i orga-
nizacje macierzy pozakomodrkowej. Sekwencja
sygnalizacyjna bioaktywnych czastek, urucha-
miajaca proces na poziomie molekularnym, jest
niezbedna do wytwarzania i naprawy tkanek [1].
Trwajace obecnie badania ukierunkowane sa na
skuteczne wykorzystanie w inzynierii tkankowej
potencjalu samo naprawczego zaobserwowane-
go w komoérkach macierzystych. Wielkim sukce-
sem bedzie opracowanie sposobu implantacji
bezkomoérkowej, w ktorej inteligentne biomate-
rialy beda skutecznie dostarcza¢ sygnaly pobu-
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dzajace potencjal samoleczenia poprzez stymu-
lacje wlasnych komérek macierzystych [1].

Coraz bardziej powszechne staje sie zastosowa-
nie nanomolekut do $ledzenia przeszczepionych
komoérek np. komoérek macierzystych, ktéore maja
postuzy¢ w regeneracji uszkodzonego fragmentu
tkanki czy organu. Miedzy innymi takie badania
sa wykonywane w The Johns Hopkins University
School of Medicine (Baltimore, USA), gdzie ba-
dane jest zastosowanie tlenku zelaza w trans-
porcie neuronalnych komoérek macierzystych
[19]. Podobne badania przeprowadzili naukow-
cy z Emory University School of Medicine, kto6-
rzy badaja mozliwos¢ uzycia magneséw do
kierowania komoérkami macierzystymi natado-
wanymi namagnesowanymi nanoczastkami tlen-
ku zelaza [33]. Pozwoli to na przenoszenie tych
komérek do dowolnego miejsca w organizmie
i leczenie réznych schorzen, gléwnie chordb
ukladu krazenia i choréb serca. Czasteczki po-
wleczone sa nietoksycznym glikolem polietyle-
nowym, ktéry nie ma szkodliwego wplywu na
zywotnos¢ komorek, a co wazniejsze nie powo-
duje zadnych zmian ich wlasciwosci, jak zdol-
nos¢ do dyferencjacji [33]. Testy wykonane na
myszach wykazaly, ze mozna skierowac¢ odpo-
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wiednia ilo$¢ komoérek macierzystych do miejsc,
ktore dotad byly dla nich trudno dostepne. Za-
zwyczaj bowiem mezenchymalne komoérki ma-
cierzyste mialy tendencje do gromadzenia sie
gléwnie w watrobie lub plucach. Naukowcy
twierdza, ze beda w stanie przenosi¢ komdrki do
kazdej tkanki wymagajacej regeneracji, np. wa-
dliwego naczynia krwionosnego czy nawet serca
[33].

Innym przykladem zastosowania nanotechnolo-
gii w medycynie regeneracyjnej sa badania na-
ukowcéw z Uniwersytetu  Tel -Aviv, ktérzy
badaja mozliwos¢ wykorzystania nanowldkien
wykonanych ze zlota do regeneracji tkanki mie-
$nia sercowego. Zespoél stwierdzil, ze role zlaczy
elektrycznych moga przeja¢ zlote nanowldkna,
do czasu wyprodukowania przez komérki swych
wlasnych zlaczy. Nanowldékna sa zespalane
z rusztowaniami wykonanymi z biomaterialow,
na bazie ktorych tworzy sie nowa tkanke. Prze-
prowadzone testy wykazaly, Ze nanoczastki ztota
poprawiaja znaczaco sygnalizacje elektryczna
miedzy komoérkami serca, a tym samym uspraw-
niaja funkcjonowanie tkanek mies$nia sercowego
przeznaczonych do transplantacji [34].

Rys.1 Schemat doswiadczenia: (A) rusztowanie wykonane z PCL. (B,C) optaszczenie rusztowania AgNPs w celu utworzenia nano-
kompozytu. (D) wysiane komdrki serca w celu otrzymania funkcjonalnej tkanki [51].

Terapia nowotworowa

Nowsze terapie nowotworowe wykorzystujace
nanotechnologie maja przewage nad konwencjo-
nalnymi metodami leczenia, gdyz czesto lacza
w sobie wiecej niz jedna funkcje (np. réwnocze-
sna diagnostyka i terapia) [22], a dla powodze-
nia leczenia istotne znaczenie ma wlasnie
wczesna diagnostyka. Stosowane w tym celu na-
nodruty, charakteryzuja sie duza wybidrczoscia
i selektywnoscia dziatania. Moga zosta¢ pokryte
czasteczkami wykrywajacymi specyficzne biatka
lub sekwencje RNA, tj. przeciwciatami lub oligo-
nukleotydami. Przylaczenie protein do nanodru-
téw powoduje zmiane elektrycznej przewodnosci
czynnej, ktéra mierzona jest przez odpowiedni

detektor. W ten sposéb mozliwe jest wczesne
wykrycie biatek wytwarzanych przez komoérki ra-
kowe [22]. Kropki kwantowe, ktére emituja
Swiatlo, np. po ekspozycji na s$wiatlo UV,
wstrzykniete pacjentowi przed operacja usunie-
cia zmiany, przesaczaja sie do guza i uwidacz-
niaja go ulatwiajac tym samym prace chirurgowi
[5]. Do leczenia nowotworéw wykorzystuje sie
nanoczastki, takie jak: dendrymery, liposomy
i nanoczastki ceramiczne, jako wycelowane no-
$niki lekéw zdolne transportowaé chemiotera-
peutyki lub lecznicze geny. Tym samym
minimalizuje sie problem toksycznosci lekéw
i zwieksza wydajnos¢ ich dostarczania do patolo-
gicznie zmienionych komoérek [22]. Nanoczastki
magnetyczne, tj. zelazo lub jego tlenki, pozwala-
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ja wykrywac¢ i réwnoczesnie niszczy¢ komorki
nowotworowe, oszczedzajac przy tym komorki
prawidlowe. Nanoczastki magnetyczne wykorzy-
stuje sie jako czynnik kontrastowy w badaniu za
pomoca rezonansu magnetycznego, a jesli guz
zostanie wykryty zwieksza sie moc aparatu, co
spowoduje zwiekszenie temperatury czastek
kontrastu i zniszczenie komoérek nowotworo-
wych. Na podobnej zasadzie oparta jest terapia
magnetodynamiczna, jednak tu czynnikiem po-
wodujacym zwiekszenie temperatury nanocza-
stek magnetycznych sa fale radiowe [23].
W nieinwazyjnej terapii fototermicznej wykorzy-
stywane sa réwniez nanomuszelki powodujace
wybidrcza destrukcje guza. Nanomuszelki po-
kryte warstwa zlota maja zdolnos$¢ absorpcji
Swiatta z bliskiej podczerwieni, ktére stosunko-
wo latwo penetruje tkanke. Rozpoznawanie ko-
morek nowotworowych jest mozliwe dzieki
przylaczonym do nanomuszelek antygenom,
a ich niszczenie, dzieki cieplu powstajacemu po
zaabsorbowaniu $wiatla. Zaobserwowano, ze
zwiekszenie temperatury w komoérkach potrak-
towanych przez nanomuszelki wynosi 40°C,
podczas gdy samo naswietlanie swiattem bliskiej
podczerwieni (ang. near infrared, NIR) powodu-
je wzrost tylko o 10°C [22]. Naukowcy z Uni-
wersytetu w Granadzie i Edynburgu opracowali
nowa metode leczenia raka bazujaca na nano-
technologii. Moze ona znaczaco ulepszy¢ che-
mioterapie, poniewaz nie powoduje zadnych
skutkéow ubocznych. Owa terapia opiera sie na
zamknieciu palladu jako katalizatora w mikros-
ferze, co umozliwia aktywacje leku wewnatrz
komorki ludzkiej, unikajac w ten sposob tok-
sycznego dzialania medykamentu. Pallad nie jest
pierwiastkiem, ktéry naturalnie wystepuje w na-
szym organizmie, ale mimo to moze by¢ katali-
zatorem réznych reakcji chemicznych
zachodzacych wewnatrz komoérki, nie powodujac
zadnych zmian w jej podstawowym funkcjono-
waniu. Jest to cos tak nieinwazyjnego jak synte-
za bialek, czy tez metabolizm. Pozwala na
stworzenie wewnatrz komorki swoistego srodka
antyrakowego, ktéry moze zostaé¢ uzyty do le-
czenia nowotwordw i zarazem mogiby znaczaco
ulepszy¢ obecnie stosowane metody [35].

Nanokosmetologia

Obecny rynek kosmetologiczny peten jest inno-
wacyjnych rozwiazan. W ofercie pojawiaja sie
kosmetyki oparte na naturalnych skladnikach,
np. algach, wyciagach z ziél, sluzie slimaka czy
nawet jadzie weza. Jednak prawdziwa rewolucja
dokonuje sie za posrednictwem nanotechnologii.
Badania , Kosmetyki XXI wieku - nanokosmetyki”
opublikowane w najnowszym numerze Polish Jo-
urnal of Cosmetology wskazuja, ze najwiekszym
zainteresowaniem wsréd ankietowanych ciesza
sie nanokosmetyki, takie jak kremy zawierajace
nanokapsulki, w ktérych zamkniete sa substan-

cje aktywne [41]. Kosmetyki oparte na nanocza-
steczkach wykazuja wyjatkowo duzy potencjat
zastosowania. Zwiazane jest to gtéwnie z poko-
naniem najwiekszej dotychczasowej bariery jaka
byta skora, ktéra nie przepuszcza duzych cza-
stek substancji aktywnych z kosmetykow. Wia-
$nie dlatego nanokosmetyki, dzieki malym
czasteczkom wody, sa najlepszym rozwiazaniem
w kwestii pielegnacji skéry. Technologiczna ob-
rébka wody nadaje substancji zupeilnie nowych
wlasciwosci oraz zwieksza potencjatl jej zastoso-
wania [36]. Dzieki wykorzystaniu najnowszych
technologii rozbija sie duze skupiska agregatéw
wody, ktore prowadza do powstania niewielkich,
uporzadkowanych klastréw. Skupione w nich po-
jedyncze czasteczki wody charakteryzuja sie nie-
zwykle mala srednica, oscylujaca w granicach 1
nanometra [37]. W wodzie rozbitej do tej wielko-
sci dodatkowo rozpuszczane moga by¢ substan-
cje aktywne. Stad tez pochodzi NANO AQUA+
czyli nanowoda, ktéra dzieki swoim rozmiarom,
po raz pierwszy na swiecie pozwolila skérze na
niemal calkowite wchioniecie substancji aktyw-
nych i odzywczych, wzmacniajac i pielegnujac
skére z nieporéwnywalnie lepszym skutkiem.
Oprécz nanosurowcow w preparatach kosme-
tycznych coraz czesciej mozna spotkac takze na-
nokapsulki, okreslane mianem nanono$nikéw
lub promotoréw przenikania substancji aktyw-
nych [37,38]. Zamkniete w nich surowce moga
by¢ dostarczane w konkretne miejsca i tam stop-
niowo uwalniane. Jest to o tyle istotne, iz o wia-
Sciwosciach kosmetyku czesto decyduje nie
tylko zawartos¢ zwigzkéw biologicznie aktyw-
nych, ale takze mozliwos¢ ich efektywnego wy-
korzystania, ktéra w duzej mierze
uwarunkowana jest ich zdolnoscia penetracyjna
w glab skory [36, 39]. Kiedy duza czes¢ zawar-
tych w preparacie sktadnikéw biologicznie czyn-
nych pozostaje na jej powierzchni, ich stezenie
w glebszych warstwach skory jest zbyt mate aby
mozna byto osiagnac jakiekolwiek efekty kosme-
tyczne. Tylko nieliczne zwiazki aktywne charak-
teryzuja sie bowiem efektywnym dziataniem na
powierzchni skéry. Naleza do nich miedzy inny-
mi filtry promieniochronne [39]. Z tego tez po-
wodu, nieustannie poszukuje sie nowych
systeméw nosnych, ktérych zadaniem jest poko-
nanie bariery warstwy lipidowej naskorka
i umieszczenie przenoszonych substancji aktyw-
nych w miejscu, gdzie moga by¢ one w kontrolo-
wany sposOb uwalniane. Dla osiagniecia
zamierzonego efektu kosmetycznego niezbedne
jest nie tylko dotarcie substancji biologicznie ak-
tywnej do jej okreslonej warstwy ale takze pozo-
stanie jej tam przez okreslony czas [38, 39, 40].
Podstawowa rola w tworzeniu nos$nikéw zwiaza-
na jest z zamknieciem aktywnych skladnikéw ko-
smetycznych w otoczke naturalnych,
biodostepnych, biodegradowalnych materiatow.
Dziatanie to ma na celu nie tylko bardziej efek-
tywne ich wykorzystanie, ale takze ich prze-
strzenna i czasowa dystrybucja w tkankach
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skory. Tego typu kapsulki stosuje sie takze w ce-
lu ochrony zamykanych substancji miedzy inny-
mi przed szkodliwym dzialaniem czynnikéw
zewnetrznych (np. tlen, wilgo¢) [40]. Powszech-
nie stosowane w kosmetologii jest ztoto nanoko-
loidalne, ktére moze przyczynia¢ sie do syntezy
kolagenu oraz rekonstrukcji tkanki skérnej. Po-
nadto dziala w sposob kojacy oraz posiada wia-
$ciwosci antybakteryjnie. Niejonowy koloid zlota
mozna zewnetrznie stosowa¢ w celu przeciw-
dziatania i zmniejszania juz istniejacych zmarsz-
czek, wspomagania leczenia ropni, liszajow,
przewlektych wysypek i tradzikéw. W medycynie
zloto wykorzystywane jest przede wszystkim
przy wspomaganiu leczenia rozlegtych oparzen,
gdyz dziata przeciwzapalnie [40, 41].
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Streszczenie: Zainteresowanie zwiazkami flawonoidowymi, siega wczesnych lat 20-tych
XX wieku. Pierwsze publikacje dotyczace wplywu zwiazkéw flawonoidowych na zdrowie
cztowieka przedstawili w 1936 roku Rusznyak i Szent-Gyorgy, prezentujac wyniki badan
nad wplywem hesperydyny na szkorbut (Rusznyak i Szent-Gyorgy, 1936, Noroozi i wsp.
1998).0d tego czasu zainteresowanie zwigzkami flawonoidowymi i ich pochodnymi rosto.
W polowie XX wieku sklasyfikowano flawonoidy jako zwigzki NSN czyli naturalne
substancje nie odzywcze), ktére nie sa syntetyzowane w komérkach ssaczych. Mimo to,
dobroczynne dziatanie zwiazkéw flawonoidowych znajduje potwierdzenie w szeregu badan
prowadzonych na calym swiecie.

W pracy przedstawiona zostala klasyfikacja zwiazkéow flawonoidowych, zalezno$¢ miedzy
budowa pierscieni aromatycznych a wtasciwosciami biologicznymi. Ponadto, zebrano
najnowsze dane dotyczace wplywu zwiazkéw flawonoidowych na leczenie takich choréb
jak miazdzyca, AIDS, choroby sercowo-naczyniowe (Fuhrman i wsp. 2001, Veljkovic i wsp.
2007). W pracy uwzgledniono réwniez podstawowe reakcje biotransformacji, jakim moga
ulega¢ zwiazki flawonoidowe, dzieki czemu nabywaja nowych, biologicznych wtasciwosci.

Wstep

idowych na podklasy (Beecher, 2003; Clifford,
2001). Pierscienie budujace zwiazki flawono-
idowe nazwano zwyczajowo pierscieniami A, B,
C (ryc. 1).

Poczatki zainteresowania zwigzkami flawonoido-
wymi siegaja wczesnych lat 20-tych XX wieku.
Pierwsze publikacje dotyczace wplywu zwigzkéw
flawonoidowych na zdrowie cztowieka przedsta-
wili w 1936 roku Rusznyak S, Szent-Gyorgy, pre-
zentujac  wyniki badan nad wplywem .
hesperydyny na szkorbut (Rusznydk S, Szent-

Gyorgy, 1936; Noroozi i wsp., 1998). Od tego 3
czasu zainteresowanie zwigzkami flawonoidowy-
mi i ich pochodnymi stopniowo rosto. W potowie T
XX wieku sklasyfikowano flawonoidy jako zwiaz- |
ki NSN (Naturalne Substancje Nieodzywcze),
ktére nie sa syntetyzowane w komodrkach ssa-
czych, przez co nie sa niezbedne do prawidtowe-
go funkcjonowania organizmu.

Ryc. 1 Podstawowy wzor zwigzkéw flawonoidowych

Ze wzgledu na liczne modyfikacje w pierscieniu
B, dokonano nastepujacej klasyfikacji zwigzkéw
flawonoidowych (tabela 1) (Anonynmous, 2003;
Beecher, 2003). W obrebie kazdej z klas zwiazki

Klasyfikacja zwiazkow flawonoidowych

Zwiazki flawonoidowe zaliczane sa do pochod-

nych fenyloalaniny. Stanowia naturalny sktadnik
metabolitow roslin, cho¢ moga by¢ wytwarzane
jako swoista odpowiedz na zaistnialy stres sro-
dowiskowy. Flawonoidy zbudowane sa z dwdch
pierscieni aromatycznych, posiadajacych przy-
najmniej jedna grupe hydroksylowa, oraz jedne-
go heterocyklicznego. Ze wzgledu na obecnos¢
réznych podstawnikow czy modyfikacje w pier-
$cieniach dokonano podziatu zwigzkéw flawono-

réznia sie miedzy soba polozeniem podstawni-
kéw, zwlaszcza grup hydroksylowych, metoksy-
lowych, acetylowych, sulfonowych czy
glikozydowych.

Budowa zwiazkow flawonoidowych a wlasci-
wosci biologiczne

Silne wlasciwosci prozdrowotne zwiazki flawo-
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Obecnos¢

Klasa zwiazkow

Miejsce Przyklady

zwiazkow

Produkty

flawonoidowych polaczenia wiazania spozywcze

pierscieni Bi | podwéjnego w bogate w

C (pozycja w pierscieniu C wymieniony

pierscieniu C) zwiazek

Flawanony 2 Brak Hesperytyna Owoce

cytrusowe

Flawony 2 23 Apigenina Seler, oliwki

Izoflawony 3 2-3 Genisteina Soja, fasola,

groch

Flawanole 2 Brak (+)Katechina Czerwone
wino, zielona

(+) Gallokatechina | perpata kiwi

(-)Epikatechina

Flawonole 2 23 Cebula,
herbata,

jabtka

Kwercetyna,
moryna, kemferol

Antocyjanidyny 2 1-2;3-4 Cyjanidyna, Czarna

delfinidyna porzeczka,

aronia

Chalkony Beta Brak Luteina, Jabtka, kora

ksantohumol wierzby, piwo

Sulfereina, Szczaw

Aurony Beta 2

Tabela 1. Klasyfikacja zwiqzkow flawonoidowych

noidowe zawdzieczaja charakterystycznym ele-
mentom budowy. Wiazanie podwdjne wystepuja-
ce miedzy atomami wegla w pierscieniu C silnie
wzmaga wilasciwosci przeciwutleniajace zwiaz-
kéow flawonoidowych. Sasiedztwo grupy hydrok-
sylowej i grupy karbonylowej (pierscien C)
podwyzsza zdolnos¢ chelatowania metali. Po-
dobnie, umiejscowienie grup hydroksylowych
w pozycjach 3’ i 4’ (pierscien B) czy obecnosc
grupy hydroksylowej w pozycji C-5 (pierscien A)
wzmaga wlasciwosci przeciwutleniajace flawo-
noidéw (ryc. 2). Co wazne, nie liczba a potozenie
grup hydroksylowych wplywa istotnie na zmiane
wlasciwosci zwigzkow.
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Ryc. 2

Wystepowanie zwiazkow flawonoidowych. Rola
flawonoid6w u roslin.

Zwiazki flawonoidowe izolowane sg z surowcow
roslinnych. Praktycznie kazda roslina syntetyzu-
je zwiazku flawonoidowe o réznej aktywnosci
biologicznej (Majewska i Czeczot, 2009). W $ro-
dowisku naturalnym flawonoidy ulegaja glikozy-
lacji, przez co wraz ze wzrostem polarnosci
powstatych zwiazkéw mozliwe jest ich przecho-
wywanie w wakuolach komérek roslinnych. Zré-
diem flawonoidow o udowodnionych
wlasciwosciach biologicznych sa przede wszyst-
kim takie elementy roslinne jak korzen tarczycy
bajkalskiej, owoc ostropestu plamistego, ziele
skrzypu, ziele dziurawca, kwiatostan i owoc gto-
gu, kwiatostan lipy czy owoc milorzebu japon-
skiego. Wystepujace w roslinach flawonoidy
pelnia szereg istotnych witasciwosci, nadajac

barwe kwiatom - od pomaranczowo-czerwonej
(pelargonidyna), przez zdélta (np. gossypetyna),
czerwona (metylowane pochodne jak petunidy-
na, malwidyna), po biala (luteolina, apigenina).
Flawonoidy wplywaja réwniez na walory smako-
we roslin, np. naryngina nadaje charaktery-
styczny, gorzkawy posmak cytrusom. Istotna
role odgrywa réwniez nobiletyna, ktéra wyste-
pujac na powierzchni lisci zabezpiecza je przed
chorobami grzybowymi.

Wplyw flawonoidow na organizm czlowieka.
Badania kliniczne i potencjalne zastosowa-
nie w terapii

Flawonoidy dostarczane sa do organizmu gtow-
nie z pozywieniem. Wg danych WHO najwieksze
iloSci zwiazkéw flawonoidowych spozywaja
mieszkancy Japonii (68,2 mg/dzien). Co intere-
sujace, spoleczenstwa Europy zachodniej do-
starczaja s$rednio do 40 mg flawonoidow/dzien,
za$ mieszkancy Azji wschodniej nawet do
1,5 g/dzien, gtéwnie ze wzgledu na wysokie spo-
zycie roslin straczkowych (Wiczkowski i Piskuta,
2004). Za gtéwne zrodio flawonoidow w diecie
czlowieka uwazane sa owoce (cytrusy, jabtka, ja-
gody), warzywa (gtdwnie cebula, brokuly), czer-
wone wino, herbata czy gorzka czekolada
(Hoensch i Kirch, 2005).

Jak do tej pory udowodniono juz szereg wiasci-
wosci biologicznych zwiazkéw flawonoidowych.
Do najistotniejszych naleza wlasciwosci antywi-
rusowe, przeciwzapalne, przeciwcukrzycowe,
przeciwarytmiczne, antykancerogenne czy prze-
ciwalergiczne (Aherne i O’Brien, 2002; Majew-
ska i Czeczot, 2009). Steffen i wsp. (2005)
wykazali, ze flawonoidy skutecznie unieczynnia-
ja NO, bedacy jednym z gtéwnych zwiazkéw po-
sadzanych o silne dziatanie prooksydacyjne na
komoérki organizmu. Wysokie stezenie NO uwa-
zane jest za jeden z prekursoréw zmian miaz-
dzycowych w organizmie. Flawonoidy
unieczynniaja nadreaktywny NO i towarzyszace
mu reaktywne formy tlenu (RFT), dzieki czemu
zmniejszaja stany zapalne i hamuja rozwdj
zmian miazdzycowych. Co wazne, dzieki zmniej-
szeniu ilosci RTF, flawonoidy chronia lipoprote-
iny osocza krwi (jak np. LDL) przed utlenieniem
i powstaniem zlogéw miazdzycowych (Valenzula
i wsp., 2003). Potwierdzono réwniez wplyw ta-
kich zwiazkéw jak bajkalina czy kwercytyna na
hamowanie odwrotnej transkryptazy wirusa HIV,
co stwarza mozliwos¢ wykorzystania zwigzkéw
flawonoidowych w terapii AIDS. Ponadto bajkali-
na hamuje aktywnos$¢ biatka Vpr oraz hamuje
namnazanie sie wirusa (Veljkovic V. i wsp.,
2007).

Zwiazki flawonoidowe oraz ich pochodne coraz
czesciej wykorzystywane sa w leczeniu choréb
nowotworowych. Potwierdzone jest ich silne
dzialanie antykancerogenne, wynikajace gtéwnie
ze zdolnosci do modulowania struktury enzy-
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moéw i zmian reaktywnosci receptoréw. Kwerce-
tyna wykazuje silne zdolnosci do hamowania no-
wotworéw okreznicy, pluc, piersi oraz jajnikéw
(Arts i Hollman, 2005). Przypuszcza sie, zZe
zwiazki flawonoidowe moga wplywac¢ na aktyw-
nos¢ polimerazy DNA i czynnikéw transkrypcyj-
nych.

Niezwykle silna aktywnos$¢ przeciwutleniajaca
uwarunkowana jest budowa pierscieniowa.
Dziatanie antyoksydacyjne oparte jest na reakcji
zmiatania wolnych rodnikéw lub dysmutacji
i wygaszaniu ich do zwiazkéw o mniejszej reak-
tywnosci. Co wazne, silne wlasciwosci oxy-red
wplywaja hamujaco na agregacje plytek krwi,
poprzez hamowanie reakcji utleniania lipidéw.
Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca wykorzystywana
jest szeroko w kosmetologii. Zwiazki flawono-
idowe wykorzystywane sa jako sktadniki odtwa-
rzajace bariere ochronna skory, polepszajace
nawilZzenie, obnizajace zaczerwienienie. Dzialaja
$ciagajaco, przez co wykorzystywane sa w lecze-
niu luszczycy czy lojotoku (Hodgson i Croft,
2010).

Zwiazki flawonoidowe wykazuja réwniez stosun-
kowo silne dzialanie estrogenne. Pojawito sie
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wiele prac obrazujacych wplyw daidzeiny czy
genisteiny na gospodarke hormonalna. Geniste-
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Streszczenie: Biologicznie aktywne zwiazki zawarte w piwach od dlugiego czasu budzity
zainteresowanie nie tylko naukowcow, ale réwniez producentéw zywnosci. Stworzenie
produktu wzbogaconego w dodatkowe zwiazki polepszajace jako$¢ zycia stalo sie
wyzwaniem wspolczesnego przemystu spozywczego (Wolf-Hall i Schwarz, 2002). Dodatek
zwiazkéw o udowodnionych wlasciwosciach biologicznych bedzie moégt by¢ krokiem
naprzéd w prewencji i leczeniu wielu choréb cywilizacyjnych przy wykorzystaniu

codziennych sktadnikéw zbilansowanej diety.

Surowce wykorzystywane do produkcji piwa

Gléwnymi surowcami wykorzystywanymi w pro-
dukcji piwa sa: stéd, chmiel, woda i tzw. dodat-
ki niestodowane.

Stod. Ogromna role w produkcji odgrywa stdd,
otrzymywany z odmian jeczmienia browarnego
lub pszenicy. Gotowy stéd uzyskuje sie w wyniku
szeregu procesow technologicznych, jakim pod-
dawane jest ziarno (moczenie, kietkowanie, su-
szenie). Gldwnym celem wszystkich etapow jest
wytworzenie i uaktywnienie enzymdéw zawartych
w warstwie aleuronowej, ktére sa niezbedne do
rozktadu biatek i skrobi w czasie kolejnych eta-
poéw warzenia piwa. W zaleznosci od produko-
wanego rodzaju piwa stody dzieli sie zwyczajowo
na pilznenskie (jasne), monachijskie (ciemne)
i pszeniczne, ktérych kolor uwarunkowany jest
zastosowana metoda suszenia. Ponadto istnieja
réowniez slody specjalne, jak karmelowy, ktéry
nadaje piwu charakterystyczny smak i barwe.

Woda stanowi jeden z wazniejszych sktadnikow
niezbednych do wyprodukowania wysokiej jako-
$ci piwa. W procesie technologicznym zuzywana
jest gléwnie w czasie zacierania. Najistotniej-
szym parametrem, ktéry powinna wykazywac
woda jest tzw. alkalicznos¢ resztkowa (réznica
miedzy wlasciwosciami alkalizujacymi aniondéw
a wlasciwosciami zakwaszajacymi). Wraz ze
wzrostem alkaliczno$ci resztkowej wzrasta
twardos¢ wody i pH. Alkalicznos¢ resztkowa wo-
dy wykorzystywanej do warzenia piw jasnych
(pilznenskich) powinna by¢ nizsza niz 50n, nato-
miast do warzenia piw ciemnych optymalna al-
kaliczno$¢ resztkowa wynosi 100n. Wysoka
alkalicznos$¢ resztkowa, podwyzszajaca pH, za-
burza procesy warzenia i zacierania piwa, ktére
powinny odbywa¢ sie w pH kwasnym (Rajkow-
ska i wsp., 2009). Obecnie istnieje wiele sposo-
béw obnizania alkalicznosci resztkowej, jak

chociazby stosowanie neutralizacji, nowocze-
snych systeméw uzdatniania wody czy zastoso-
wanie dekarbonizacji.

Chmiel (Humulus lupulus) zaliczany jest do roz-
dzielnoptciowych bylin, nalezacych do rodziny
Cannabis. W produkcji piwa wykorzystywane sa
kwiatostany zenskie (szyszki chmielu), z ktérych
izoluje sie przede wszystkim olejki chmielowe
i gorzkie zywice, nadajace piwu goryczke i od-
powiedni aromat. Wyrdznia sie dwie odmiany
chmielu: goryczkowy i aromatyczny, klasyfikacja
oparta jest na skladzie iloSciowym gorzkich zy-
wic, zawartych we wnetrzu szyszki (Murakami
i wsp.,, 2006). W zywicach znajdujacych sie
w chmielu wystepuje wiele zwiazkoéw, ktérych
biologiczne wtasciwosci wciaz nie zostaly dobrze
poznane (Murakami i wsp., 2006; Zanoli i Zavat-
ti, 2008).

MIEKKIE
Rozpuszczalne w heksanie

a-kwasy humulon,
cohumulon,adhumulon

1zo- a-kwasy izohumulon,
ZYWICE )

izocohumulon,

izoadhumulon
B-kwasy jak lupulon,
colupulon, adlupulon

Hulupulon

Kwasy humowe
Szyszki chmielowe zawieraja przecietnie 2-12%
kwaséw, do 1,5% olejkéw chmielowych, 2-5%
polifenoli, do 15% biatek, do 50% celulozy.
W szyszkach chmielowych znajduja sie réwniez
chalkony, terpeny, glikozydy flawonowe i kate-
chiny (Nowak i wsp., 2009).

Drozdze piwowarskie. Kolejnym istotnym
sktadnikiem w produkcji piwa sa drozdze piwo-
warskie. Drozdze piwowarskie naleza do gatun-
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ku Saccharomyces cerevisiae. Na podstawie
réznic morfologicznych i fizjologicznych, wyréz-
niono drozdze goérnej (Saccharomyces cerevisiae
var. Cerevisiae) i dolnej fermentacji (Saccharo-
myces cerevisiae spp. uvarum var. carslbergen-
sis). Gléwnym  zadaniem  drozdzy  jest
wytworzenie alkoholu etylowego oraz obnizenie
pH brzeczki.

Surowce niestlodowane. Ostatnia grupa surow-
céw stosowanych do produkcji piwa sa surowce
niestodowane. Surowcami niestodowanymi sa
ziarna kukurydzy, ryz, sorgo, pszenica, cukier
czy syropy cukrowe. Z uwagi na obecne ustawo-
dawstwo nie istnieja ramy procentowe okresla-
jace dopuszczalne ilosci surowca
niestodowanego w zasypie surowca.

Ksantohumol - gléwny zwiazek bioaktywny
wystepujacy w piwie

Ksantohumol jest zaliczany do najwazniejszych
zwiazkow flawonoidowych wystepujacych w pi-
wie. Ze wzgledu na silne wlasciwosci antyoksy-
dacyjne wzbudzit szerokie zainteresowanie
w $wiecie naukowym.

Ryc. 1. Ksantohumol

Biologiczna aktywno$¢ ksantohumolu jest zdu-
miewajaca. Zwiazek ten wykazuje nie tylko wia-
sciwosci antybakteryjne czy antyoksydacyjne,
ale rowniez przeciwzapalne, chemoprewencyjne,
antyproliferacyjne wzgledem komorek rakowych
(potwierdzone badania na liniach komérkowych
raka prostaty). Yamaguchi i wsp. (2009) wykaza-
li, ze w warunkach in vitro ksantohumol wyka-
zuje bardzo silne wiasciwosci antyoksydacyjne.
Zastosowanie metody ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), stuzacej do oceny wtasci-
wosci przeciwutleniajacych pokazato, ze ksanto-
humol wykazuje znacznie wyzsze wlasciwosci
antyoksydacyjne niz witamina C czy witamina E.
Yamaguchi i wsp. (2009) zbadali réwniez zdol-
nos¢ do wygaszania tlenu singletowego (SOAC -
Single Oxygen Absorbance Capacity) ktéry
z biologicznego punktu widzenia stanowi zagro-
zenie dla komoérek organizmu gléwnie ze wzgle-
du na bardzo wysoka reaktywnos¢ - moze
uszkadza¢ reszty aminokwasowe, wplywac ne-
gatywnie na =zasady purynowe (Mielczarek
i wsp., 2010). Wyniki badan dla ksantohumolu
wykazaly, ze posiada on znacznie wyzsza zdol-
nos¢ do wygaszania tlenu singletowego niz cho-
ciazby witamina E.

Co interesujace, ksantohumol wykazuje réwniez
silne dzialanie bakteriobdjcze, grzybobdjcze
oraz wirusobdjcze (Van Cleemput i wsp., 2009).
Potwierdzone jest hamowanie rozwoju kolonii
antybiotykoopornych Staphylococcus aureus
przez dodatek ksantohumolu (Chadwick i wsp.,
2006). Liczne badania prowadzone na liniach
nowotworowych wykazaly, ze ksantohumol sku-
tecznie hamuje rozwdj linii komérkowych raka
prostaty, raka sutka oraz biataczki (Mielczarek
i wsp., 2010).

Kwas ferulowy i B-glukan

Kwas ferulowy zaliczany jest do pochodnych
kwasu cynamonowego, wykazuje on dzialanie
z6lciopedne, lipotropowe. Jest zwiazkiem roz-
puszczalnym w wodzie i etanolu (Merdy i wsp.,
2000). Zaliczany jest do arabinoksylanéw, zwiaz-
kéw wystepujacych w slodzie. Kwas ferulowy
wykazuje bardzo silne wlasciwosci przeciwutle-
niajace, co ma istotny wplyw nie tylko na pro-
dukcje piwa, ale réwniez potencjalnie dla
przysztych konsumentéw. Wtasciwosci antyoksy-
dacyjne kwasu ferulowego potwierdzone zostaty
metodami chemiluminescencyjnymi (wlasciwosci
kwasu ferulowego zblizone byly do aktywnosci
przeciwutleniajacej rutyny czy kwercetyny), czy
metodami opartymi na wiazaniu wolnych rodni-
kow (Szwajgier i Targonski, 2005). Badania pro-
wadzone w warunkach in vitro potwierdzily silne
wlasciwosci antyoksydacyjne kwasu ferulowego,
ktorego aktywnos¢ przewyzszata aktywnos¢ in-
nych znanych przeciwutleniaczy, jak kwasu wa-
nilinowego, syringinowego). Silne wlasciwosci
przeciwutleniajace kwasu ferulowego wynikaja
najprawdopodobniej ze specyficznej budowy
zwiazku (grupa hydroksylowa w potozeniu para,
grupa metoksylowa w polozeniu meta w pier-
$cieniu fenolowym) (Natella i wsp., 1999). Silne
wlasciwosci przeciwutleniajace uwarunkowane
sa réwniez obecnoscia podwdjnego wiazania
(fancuch propionowy).

Hys0

HO {n }
W /

COOH

Ryc. 2. Kwas ferulowy

Kwas ferulowy poddany estryfikacji reszta ara-
binofuranozydowa wykazuje wysokie wlasciwo-
$ci przeciwutleniajace wzgledem lipoprotein
LDL (Ohta i wsp., 1997). Co istotne, kwas feru-
lowy wykazuje silne wlasciwosci antyhiperlipi-
demiczne, przez co bierze udzial w regulacji
metabolizmu glukozy. Udowodnione zostato
réwniez dzialanie antymutagenne kwasu ferulo-
wego, ktéry dzieki swoim wlasciwosciom wyka-
zuje zdolno$¢ do hamowania uszkodzen DNA.
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Kwas ferulowy skutecznie hamuje reaktywne
formy tlenu, redukuje stres oksydacyjny, hamuje
rozwo6j komdrek nowotworowych (potwierdzone
hamowanie rozwoju komérek nowotworu jezyka)
(Lin i wsp., 2005; Kampa i wsp., 2004).
Beta-glukan nalezy do grupy polisacharydéw
nieskrobiowych. Zbudowany jest z czasteczek
glukozy. Roslinne tancuchy glukanu sa liniowymi
polimerami gltéwnie o wiazaniach B-(1-3) i B-(1-
4), wsrod niektérych rodzajéw traw oznaczono
obecnos¢ wiagzan B-(1-6) (Gibinski, 2010). Lan-
cuchy beta-glukanu zbéz skladaja sie z sekwen-
cji reszt glukozowych potaczonych wigzaniem
B-(1-4) przedzielonych wigzaniem B-(1-3). Konse-
kwencja liczby wiazan wystepujacych w lancu-
chu beta-glukanu jest jego rozpuszczalnosé
w wodzie lub jej brak. Wraz ze wzrostem liczby
wiazan B-(1-4) rozpuszczalno$¢ zmniejsza sie,
a wraz z rosnaca liczba wiazan B-(1-3) rozpusz-
czalno$¢ zwieksza sie. Beta-glukan zb6z znajduje
sie gtéwnie w Scianach komérkowych, najwiecej
jest go w ziarnie jeczmienia i owsa (Jurczynska
iwsp., 2012).

Ryc. 3. Budowa strukturalna B-(1-3)(1-4)-D-glukanu (Gibinski
i Sikora 2009)

Ze wzgledu na swe wlasciwosci beta-glukan
znalazl zastosowanie w wielu branzach przemy-
shu. Zdolnos$¢ tworzenia $luzéw w ukladzie po-
karmowym wplywa na zmniejszenie poziomu
wchtaniania glukozy z positku oraz cholesterolu
we krwi, co wykorzystywane jest w terapiach le-
czenia hiperglikemii, hiperinsulinomii, hiperlipi-
demii, hipercholesterolemii, chordb Kkrazenia,
nowotworow i nadcisnienia tetniczego (Dawkins
i Nnanna, 1995; Skendi i wsp., 2003; Anttila
i wsp., 2004; Lazaridou i wsp., 2004; Lazaridou
i Biliaderis, 2007). Mozliwo$¢ leczenia wielu do-
legliwosci jest wypadkowa nie tylko wczesniej
wspomnianej zdolnosci, ale takze zdolnosci
zwiekszania lepkosci tresci pokarmowych, akty-
wacji makrofagow i cytokin odpowiedzialnych za
ukltad immunologiczny czy cytotoksycznosci
wzgledem komoérek nowotworowych (Ehrenber-
gerova i wsp., 2008; Chiani i wsp., 2009; Jur-
czynska i wsp., 2012). Beta-glukan w przemysle
piwowarskim jest utrudnieniem technologicz-
nym (Czarnecki i wsp., 2004), natomiast w in-
nych branzach przemystu SpoZywczego
doceniono jego wlasciwosci. Zdolno$¢ do zelo-
wania i zageszczania wynikajaca z budowy i ma-
sy czasteczkowej jest wykorzystywana przy
produkcji soséw, dressingow, zageszczaczy spo-
zywczych, galaretek, ale i takze produktéw zbo-
zowych jak chleb. Umiejetno$¢ tworzenia

cienkich powlok (filméw) jest wykorzystywana
przy tworzeniu mikrokapsutek (Vaidya i Singhal,
2008), wypeklionych substancjami smakowo-za-
pachowymi, dodawanymi do soséw i zup
w proszku (Gibinski i Sikora, 2009). Filmy sa
takze wykorzystywane jako bioopakowania zyw-
nosci. Jednoczesnie beta-glukan jest wykorzysty-
wany w produkcji zywnosci o obnizonej
zawarto$ci tluszczu, gdzie stanowi zamiennik
tluszczowy, nie zmniejszajacy wartosci odzyw-
czej produktu a jedynie jego kalorycznosé (Gi-
binski i Sikora, 2009).

Dodatki bioaktywnych zwiazkéw do piw

W technologii piwowarstwa wzbogacanie brze-
czek lub gotowych piw jest nowym trendem. Do-
tyczy on jednak w gléwnej mierze wzbogacania
ich w dodatki smakowo-zapachowe anizeli
zwiazki o charakterze bioaktywnym. Stosowa-
nym dotychczas zwiazkiem o potwierdzonych
wlasciwosciach biologicznych byt kwas askorbi-
nowy oraz jego pochodna - kwas dehydroaskor-
binowy Stosowany byt on w postaci
przeciwutleniacza dodawanego do gotowego
wyrobu.

Prowadzone sa badania nad zwiekszeniem po-
tencjatu biologicznego piw poprzez modyfikacje
stosowanych proceséw technologicznych, jednak
rozwdj tej sciezki jest ograniczony charakterem
produkcji i sktadu chemicznego piwa oraz akta-
mi prawnymi okreslajacymi sposoby wytwarza-
nia go. Druga mozliwa Sciezka zwiekszania
zawartosci zwiazkow bioaktywnych w piwie jest
metoda fortyfikacji ich po zakonczeniu wlasciwej
obrébki technologicznej. Wsréd mozliwych
zwiazkow zdatnych do wykorzystania surowcem
o najwiekszym potencjale sa zwiazki fenolowe,
ze szczegdélnym uwzglednieniem flawonoiddw.
Stanowia one grupe zwiazkéw o potwierdzonym,
szerokim spektrum bioaktywnych wlasciwosci.
Z uwagi na mozliwos¢ wykorzystania ich w prze-
mysle piwowarskim ustawodawstwo unijne
okresla, ze mozliwe jest stosowanie ich
z uwzglednieniem zasady quantum satis, tak jak
ma to miejsce ze stosowaniem kwasu askorbino-
wego. Jednakze wstepne badania nad fortyfika-
cja piw zwiazkami fenolowymi wykazaly ich
wplyw na jakos$¢ sensoryczna gotowego wyrobu
(Czybier i Zyromski, 2012). Tematyka wzboga-
cania piw w zwiazki bioaktywne wymaga szere-
gu dalszych badan nad zwiekszaniem ich
potencjatlu biologicznego bez jednoczesnego
ubytku ich cech sensorycznych.

Podsumowanie

Wykorzystanie beta-glukanu, kwasu ferulowego
i ksantohumolu moze stanowi¢ $wietna alterna-
tywe w stosunku do obecnie stosowanych metod
leczenia wielu schorzen. Zastosowanie wyzej
wymienionych zwiazkéw moze przynies¢ wiele
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korzysci nie tylko ze wzgledu na obniZzenie po-
tencjalnych kosztow terapii, lecz réwniez ze
wzgledu na innowacyjnosé¢ i nietoksycznos$¢ na
inne komoérki organizmu. Pochodne zwigzkéw
beda mogly stanowi¢ $wietne uzupelnienie juz
stosowanych metod leczenia, a by¢ moze
w przyszilosci stanowi¢ beda substrat do otrzy-
mywania lekow nowej generacji, ukierunkowa-
nych bezposrednio na chore komorki.

Zastosowanie powyzszych zwigzkéw w technolo-
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Streszczenie: Komérki sa systemem niezwykle skomplikowanym, na ktérego prawidtowe
funkcjonowanie sklada sie wiele proceséw. Jednym z elementéw tej misternej maszynerii
sa przebiegajace powszechnie procesy ograniczonej proteolizy. W ich wyniku dochodzi do
zluszczania zewnatrzkomoérkowych domen biatek transblonowych z powierzchni komoérek.
Uwolnione biatka moga mie¢ zasieg ogdlnoustrojowy, pelniac rozmaite funkcje.

Jednym z najistotniejszych i najlepiej poznanych enzymoéw odpowiedzialnych za zluszcza-
nie ektodomen biatek jest sekretaza ADAM17 - bedaca metaloproteaza dysintegrynowa,
nalezaca do nadrodziny metaloproteaz cynkowych. Jest to biatko transbtonowe o charakte-
rystycznej, konserwatywnej budowie domenowej. Posiada jon cynku zwigzany w centrum
aktywnym, a dla uzyskania aktywnosci proteolitycznej niezbedne jest odciecie prodomeny.
Aktywnos¢ ADAM17 regulowana jest przez wiele czynnikéw, m.in. cytokiny prozapalne,
czynniki wzrostu czy interakcje z innymi biatkami.

Czynniki wzrostu i cytokiny prozapalne sa nie tylko regulatorami aktywnosci, ale tez sub-
stratami dla biatka ADAM17. Mnogos¢ biatek poddawanych proteolizie przez te sekretaze
jest ogromna i obejmuje réwniez receptory dla czynnikéw wzrostu, czasteczki adhezyjne,
antygeny powierzchniowe i wiele innych biatek. Tak szerokie spektrum substratow skutku-
je zréznicowanym wplywem dziatalnosci ADAM17 na organizm. Aktywnos$¢ ta moze wy-
wiera¢ zaréwno skutki negatywne, poprzez sprzyjanie rozwojowi nowotworéw lub
nasilanie stanéw zapalnych i zwigzanych z nimi choréb autoimmunologicznych, jak i pozy-
tywne - na przyktad neuroprotekcja czy zapobieganie chorobom neurodegeneracyjnym.
Trudno wiec sie dziwi¢, ze ADAM17 znajduje sie w kregu zainteresowan medycyny, stano-
wiac potencjalny cel wielu terapii.

Wstep

wacji lub ograniczenia funkcjonalnosci biatek

Komérki zywe kontroluja funkcje i aktywnos¢ poddanych proteolizie, modulujac tym samym

swoich biatek poprzez wiele mechanizmoéw, m.in.
obrébke potranslacyjna. W jej wyniku biatka mo-
ga zosta¢ poddane fosforylacji, acetylacji, mety-
lacji, ubikwitynacji, glikozylacji (i wielu innym
modyfikacjom polegajacym na dotaczeniu dodat-
kowych grup funkcyjnych), a takze proteolizie
[1]. Obrébka proteolityczna jest modyfikacja
nieodwracalng i zachodzi zar6wno wewnatrz ko-
morki, na jej powierzchni, jak i poza komodrka.
Ma ona fundamentalne znaczenie dla podstawo-
wych proceséw zyciowych na poziomie komor-
kowym, takich jak: przebieg cyklu
komoérkowego, apoptoza czy migracja [2].

Niezwykle waznym elementem regulacji poprzez
proteolize jest zluszczanie ektodomen bialek
(ang. shedding). Jest to proces ograniczonej pro-
teolizy, przebiegajacy na powierzchni komérki
[3]. Polega na odcinaniu zewnatrzkomérkowych
domen bialek transbtonowych, ktére sa nastep-
nie uwalniane i moga petni¢ funkcje rozpusz-
czalnych czasteczek sygnalowych o zasiegu
ogolnoustrojowym, albo tez prowadzi¢ do akty-

wrazliwos¢ komérki na czynniki zewnetrzne [2].
Ztuszczanie ektodomen bialek zachodzi w ko-
morkach i tkankach zar6wno w sposoéb ciagty, na
pewnym stalym poziomie (konstytutywnie), jak
i moze zosta¢ aktywowane i silnie wzmozone
w odpowiedzi na rézne czynniki wewnatrz- i ze-
wnatrzkomdrkowe (np. estry forbolu) [3].
Enzymy proteolityczne uczestniczace w ztusz-
czaniu ektodomen biatek nazwano, z racji pet-
nionej przez nie funkcji, konwertazami lub
sekretazami (ang. convertases, secretases lub
sheddases) [2]. Niezwykle wazna grupa sekretaz
sa enzymy nalezace do duzej nadrodziny metalo-
proteaz cynkowych, w obrebie ktérej wyrdznia-
my cztery rodziny biatek: metaloproteazy
dysintegrynowe (ADAM), metaloproteazy dysin-
tegrynowe z domena trombospondynowa, meta-
loproteazy macierzy zewnatrzkomorkowej
(MMP) oraz metaloproteazy macierzy zewnatrz-
komoérkowej zwiazane z btong (MT-MMP) [3, 4].
Szczegdlna role wsréd metaloproteaz cynko-
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Ryc. 1 Budowa biatek z rodziny ADAM, wg [5]. Biatko ADAM17 zamiast domeny z motywem EGF posiada domene krambinowq [14].

wych odgrywa rodzina ADAM. Naleza do niej
biatka stosunkowo duze, zazwyczaj transbtono-
we. Okolo polowa z nich posiada aktywnos¢ pro-
teolityczna i bierze wudziat w zluszczaniu
ektodomen receptoréw blonowych i innych bia-
tek znajdujacych sie na powierzchni komorki [5].
Do rodziny tej nalezy biatko ADAM17, bedace
gléwna sekretaza czynnika martwicy nowotworu
(TNF, ang. tumor necrosis factor). TNF jest jed-
na z kluczowych cytokin prozapalnych w ludz-
kim organizmie, wywierajaca w formie
rozpuszczalnej dzialanie ogdlnoustrojowe [6].
ADAM17 posiada réwniez szereg innych sub-
stratow, do ktérych naleza m.in. receptory dla
TNF typu Ii1I [7, 8], receptor dla interleukiny 6
[9], L-selektyna [10], czynniki wzrostu [11, 12]
i wiele innych bialek, o ktérych bedzie mowa
w dalszej czesci artykutu.

Budowasekretazy ADAM17

ADAM17 (historyczna nazwa TACE, ang. tumor
necrosis factor-a-converting enzyme) to obecnie
najlepiej poznana i scharakteryzowana ze
wszystkich metaloproteaz z rodziny ADAM [4].
Biatka z rodziny ADAM sa glikoproteinami typu
1 [5] i charakteryzuja sie bardzo konserwatywna
budowa domenowa. Poczynajac od N-konca, wy-
rézniamy nastepujace domeny: sekwencje sy-
gnatowa, prodomene, domene
metaloproteazowa (katalityczna), domene dysin-
tegrynowa, domene bogata w reszty cysteiny,
domene z motywem EGF, domene transmem-
branowa i domene cytoplazmatyczna [13]. Ce-
cha wyrdzniajaca konwertaze ADAM17 sposréd
innych biatek z tej rodziny jest brak domeny
z motywem EGF, w miejsce ktérej wystepuje do-
mena krambinowa [14].

Sekretaza ADAM17 charakteryzuje si¢ centrum
aktywnym typu reprolizynowego, ze zwiazanym
atomem cynku [15]. Znajduje sie ono pomiedzy
dwoma subdomenami, ktére skladaja sie na cala
domene katalityczna, majaca strukture globular-
na [16]. Jon cynku w centrum aktywnym koordy-

nowany jest przez trzy reszty histydyny His405,
His409 i His415. Cate centrum aktywne jest na-
tomiast stabilizowane przez wigzanie disiarczko-
we pomiedzy resztami cysteiny Cys225
i Cys333[17]. Wazna role w aktywnosci katali-
tycznej odgrywa tez skret metioninowy, umiej-
scowiony zaraz po motywie wiazacym atom
cynku - co jest typowe dla biatek z klanu met-
cynkin [18].

Lokalizacja komérkowa i proces dojrzewa-
nia ADAM17

ADAM17 to biatko blonowe, wystepujace w ob-
rebie tzw. tratw lipidowych [19]. Wyrdznia sie
dwie jego formy o réznych masach czasteczko-
wych. Proforma, czyli nieaktywny zymogen, ma
mase 120 kDa i stanowi ok. 1/3 calej populacji
tego bialka w komdrce. Natomiast forma dojrza-
fa, o masie 100 kDa, jest aktywna proteolitycz-
nie. W obrebie zewnetrznej blony komoérkowej
znajduje sie jedynie niewielki odsetek catej puli
biatka ADAM17 obecnego w komdrce. Wieksza
cze$¢ zwiazana jest z wewnetrznymi blonami
siateczki srédplazmatycznej przestrzeni okoloja-
drowej. Tam tez ma miejsce synteza i poczatko-
wy etap dojrzewania sekretazy, polegajacy na
glikozylacji - dolaczeniu do czasteczki biatka
bocznych tancuchéw cukrowych [20, 21].

Kolejne stadia maja miejsce w pecherzykach
trans aparatu Golgiego. Dochodzi tam do mody-
fikacji i dojrzewania dolaczonych wczesniej tan-
cuchow cukrowych. Na tym etapie konieczna
jest jeszcze obecno$¢ prodomeny, ktoéra pelni
funkcje biatka opiekunczego i umozliwia ufor-
mowanie mostkow disiarczkowych oraz prawi-
diowe sfaldowanie biatka [22]. Nastepnie biatko,
w zaleznosci od zapotrzebowania, transportowa-
ne jest do zewnetrznej blony komérkowej lub
pozostaje w regionie systemu blon aparatu Gol-
giego i siateczki srédplazmatycznej [20].

W obrebie sieci trans aparatu Golgiego ma miej-
sce aktywacja sekretazy ADAM17. Enzym jest
syntetyzowany w formie nieaktywnego zymoge-
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nu, zawierajacego prodomene, ktdéra, oproécz
cech biatka opiekunczego, posiada takze funkcje
inhibitorowa. Dopiero odciecie prodomeny pro-
wadzi do uzyskania peinej aktywnosci proteoli-
tycznej biatka. Domena ta odcinana jest
w  wyniku aktywnosci konwertaz probialek,
gtéwnie furyny i PC7, ktére kolokalizuja sie wraz
z ADAM17 w systemie blon aparatu Golgiego
[23]. Obecny w regionie prodomeny motyw
przetacznika cysteinowego ma prawdopodobnie
wplyw na ochrone biatka przed degradacja, nie
jest jednak niezbedny dla zachowania przez nia
fukcji inhibitorowej [20].

Regulacja sekretazy ADAM17 na poziomie
transkrypcji

Poczatkowo uwazano, ze konwertaza ADAM17
nie podlega regulacji na poziomie transkrypcji.
Obserwowano wprawdzie réznice w poziomie
mRNA dla ADAM17, zaréwno w réznych sta-
diach rozwojowych organizmu, jak i w zalezno-
$ci od typu tkanki, jednak nie wykazano
doswiadczalnie wplywu wielu testowanych czyn-
nikéw na ilo$¢ dojrzatego biatka obecnego na
powierzchni komoérki [6]. Kolejne badania obality
jednak te hipoteze. Jak sie okazalo, ludzkie ko-
morki traktowane in vitro czynnikami takimi jak
lipopolisacharyd (LPS, ang. lipopolysaccharide)
[24], czy czynnik wzrostu sréodbtonka naczyn
krwionosnych (VEGEF, ang. vascular endothelial
growth factor), wykazywaly wzrost poziomu
mRNA dla ADAM17 [25]. Réwniez w badaniach
in vivo zaobserwowano podwyzszony stopien
ekspresji ADAM17, m.in. w tkance chrzestnej
pacjentow ze zwyrodnieniowa choroba stawdéw
i reumatoidalnym zapaleniem stawow [26].
Dzisiaj znamy juz wiele czasteczek zdolnych do
regulacji ADAM17 na poziomie mRNA. Naleza
do nich cytokiny prozapalne, takie jak: TNF, in-
terleukina-1f (IL-1B, ang. interleukin-1B) czy in-
terferon ¥ (IFN¥, ang. interferon ¥) oraz
czynniki wzrostu (EGF i VEGF) [27]. Ekspresje
konwertazy ADAM17 silnie stymuluja tez, po-
przez aktywacje odpowiedzi UPR (ang. unfolded
protein response), hipoksja i stres zwigzany
z siateczka srddplazmatyczna [28]. Wykazano
réwniez wplyw hormondéw (m.in. luteinizujacego
i folikulotropowego) na regulacje ADAM17 na
poziomie ekspresji [29].

Regulacja aktywnosci konwertazy ADAM17

Sekretaza ADAM17 moze by¢ regulowana na
wielu ptaszczyznach. Opisana wyzej regulacja na
poziomie transkrypcji nie ma bezposredniego
wplywu na aktywnos$¢ dojrzalego biatka. Wplyw
taki ma natomiast, rowniez juz wspomniana,
obecnos¢ prodomeny. Ta petniaca funkcje inhibi-
torowa domena, nawet po odcieciu przez kon-
wertazy probialek, moze pozostac
niekowalencyjnie zwiazana z domena katalitycz-

na i hamowac¢ w ten sposodb jej aktywnosé [30].
Innym waznym fizjologicznym inhibitorem
ADAM17, tym razem zewnatrzkomérkowym, jest
biatko TIMP3 (ang. tissue inhibitor of metallo-
proteinases). TIMP3 ma zdolno$¢ do wiazania
sie z domena katalityczna i hamowania aktyw-
nosci wielu metaloproteaz, nie tylko z rodziny
ADAM [31].

Do fizjologicznych aktywatoréw sekretazy
ADAM17 mozna z kolei zaliczy¢ liczne czynniki
wzrostu, LPS oraz f-LMP (ang. muscle LIM pro-
tein) [32]. Natomiast istotnym aktywatorem nie-
fizjologicznym jest ester forbolu PMA, ktéry
moze stymulowa¢ ADAM17 niezaleznie od obec-
nosci domeny cytoplazmatycznej [33].

Na zdolnos¢ ADAM17 do wigzania i proteolizy
substratéw moga silnie wplywac interakcje z in-
nymi biatkami. Biatka SAP97 (ang. synapse-as-
sociated protein 97) i PTPH1 (ang. protein
tyrosine phosphatase) hamuja aktywnosé¢ enzy-
matycznag konwertazy wiazac sie z jej domena
cytoplazmatyczna, ktéra posiada wiele poten-
cjalnych miejsc wiazania ligandéw [34, 35].
Istotny wplyw na aktywnos¢ enzymatyczna
ADAM17 ma tez mikrosrodowisko. Dostep do
substratow w obrebie sztywnych struktur tratw
lipidowych, gdzie sekretaza sie lokalizuje, jest
silnie utrudniony. Logicznym jest zatem, co zo-
stalo rowniez potwierdzone doswiadczalnie, iz
zwiekszenie ptynnosci blony (poprzez obnizenie
w niej zawartosci cholesterolu) wplywa pozy-
tywnie na aktywnos¢ proteolityczna ADAM17
[32].

Funkcje bialka ADAM17 w organizmie i ich
biologiczne implikacje

Jak juz wspomniano, pierwszym poznanym i jed-
nym z najlepiej scharakteryzowanych substra-
tow dla sekretazy ADAM17 jest TNF [6]. Ta
niezwykle wazna cytokina prozapalna od wielu
lat znajduje sie w kregu zainteresowan naukow-
céw ze wzgledu na szereg waznych pelnionych
przez nia funkcji biologicznych. Zaangazowana
jest m.in. w regulacje proliferacji komérek, pro-
ces apoptozy, czy stymulacje odpowiedzi immu-
nologicznej. TNF produkowany jest gléwnie
przez makrofagi, a jego masa czasteczkowa wy-
nosi 17 kDa [36]. Syntetyzowany jest w postaci
nieaktywnego, zwiazanego z blona biatka pre-
kursorowego (pro-TNF) [37]. W wyniku ograni-
czonej proteolizy, przeprowadzanej m.in. przez
sekretaze ADAMI17, dochodzi do uwolnienia
z blony dojrzalej, rozpuszczalnej formy biatka
o zasiegu ogélnoustrojowym [38]. Najistotniej-
sza funkcja TNF jest stymulacja odpowiedzi za-
palnej [36]. Bardzo wazny jest tez wplyw tej
cytokiny na modulacje szeroko pojetej odpowie-
dzi immunologicznej organizmu. Co za tym idzie,
przyczynia sie ona do rozwoju i progresji wielu
choréb autoimmunologicznych (np. reumatoidal-
nego zapalenia stawow) [39]. TNF moze wywie-
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ra¢ efekt hamujacy na wzrost komoérek rako-
wych [36], ale tez z drugiej strony, we wspdlpra-
cy z innymi cytokinami, sprzyja¢ wzrostowi
nowotworu [40]. Warto rdéwniez wspomniec
o komplikacjach zwigzanych 2z odrzucaniem
przez pacjentow przeszczepéw, w ktéry to pro-
ces TNF takze jest zaangazowany [36]. Prawi-
dlowy poziom zluszczania TNF z blony
w zdrowym organizmie jest na niskim, stalym
putapie. Pod wplywem czynnikéw stymulujacych
aktywnos¢ konwertazy ADAM17 (takich jak en-
dotoksyna, estry forbolu czy ligandy receptoréw
zwigzanych z biatkami G) ma miejsce znaczace
wzmozenie tego procesu w stosunku do stanu
podstawowego [41].

Obrdébce  proteolitycznej przez  sekretaze
ADAM17 ulega nie tylko proforma cytokiny TNF,
ale takze receptory dla TNF typu I (TNFR1) i ty-
pu II (TNFR2) [7, 8]. Efektem tego procesu jest
mniejsza ilo$¢ funkcjonalnych receptoréw obec-
nych na powierzchni komérki i zwiekszone ste-
zenie ich  rozpuszczalnych antagonistdw,
zdolnych do wigzania TNF. Skutkuje to znacznie
obnizona reaktywnoscia komérki na sygnaty po-
chodzace od tej cytokiny [42].

Biatko ADAM17 jest réwniez w sposob posredni
zaangazowane w regulacje odpowiedzi komor-
kowej na inne cytokiny prozapalne. Interleukina
6 (IL-6) oddzialuje na komoérki nie tylko poprzez
swqj receptor (IL-6R), znajdujacy sie na ich po-
wierzchni, lecz takze na komdrki, ktére go nie
posiadaja. Dzieje sie tak dzieki oddziatywaniu
IL-6 z rozpuszczalnym antagonista tego recepto-
ra, ktéry jest generowany na dwa sposoby:
w wyniku alternatywnego sktadania transkryp-
tow, badz proteolitycznej obrébki IL-6R przez
sekretaze ADAM17 [9]. Podobny proces zacho-
dzi w przypadku interleukiny 15 (IL-15) i jej re-
ceptora (IL-15Ra) [43].

Uktad immunologiczny to system niezwykle zlo-
zony, wymagajacy prawidlowego przebiegu
i wspélpracy wielu proceséw do poprawnego
dzialania. Niebagatelna role odgrywa tutaj we-
dréowka bialych krwinek i ich osiedlanie sie
w ogniskach zapalnych, co jest mozliwe dzieki
oddzialywaniu leukocytéow ze s$rédblonkiem na-
czyn krwionosnych [44]. Za oddzialywanie to od-
powiedzialne sa czasteczki adhezyjne,
wystepujace zaréwno na powierzchni komorek,
jak i w formie rozpuszczalnej. Biatko ADAM17
bierze udzial w proteolitycznej obrobce wielu
z tych molekul, wplywajac tym samym na proces
wedréwki biatych krwinek w krwiobiegu. Wyka-
zano udzial sekretazy ADAM17 w zluszczaniu na
powierzchni komérki m.in. takich czasteczek ad-
hezyjnych jak: L-selektyna [10], V-CAM1 (ang.
vascularcelladhesion molecule-1) - ktérego
znacznie podwyzszony poziom wykazano w no-
wotworach i stanach zapalnych [45], a takze
CX3CL1 [46] i JAM-A (ang. junctional adhesion
molecule-A) [47], nazbyt intensywnie ztuszczane
w przypadku wienicowej choroby serca [48, 49].

W wielu typach nowotworéw obserwuje sie pod-
wyzszony poziom nie tylko rozpuszczalnych form
bialek generowanych przez ADAM17, ale tez
i samej sekretazy. Jest to zazwyczaj skorelowane
z negatywna prognoza dla pacjenta i wiaze sie
z faktem, iz konwertaza ADAM17 bierze udziat
w proteolitycznej obrébce znaczacej ilosci czyn-
nikéw wzrostu i ich receptoréw [15].Czynniki te,
w formie rozpuszczalnej, maja znacznie wyzszy
potencjal do aktywacji wewnatrzkomérkowych
szlakéw sygnalowych w poréwnaniu z molekuta-
mi zwigzanymi z blona. Efektywniejsza aktywa-
cja  szlakéw  sygnalowych prowadzi do
wzmozonej produkcji czynnikéw transkrypcyj-
nych, odpowiedzialnych m.in. za proliferacje [5].
ADAM17 zaangazowany jest w zluszczanie ta-
kich czynnikéw wzrostu jak m.in. epireguina,
amfiregulina, transformujacy czynnik wzrostu a
(TGFa, ang. transforming growth factor o), wia-
zacy heparyne czynnik wzrostu typu EGF (ang.
heparin-binding EGF-like growth factor) i epigen
[11, 12], jak réwniez receptora ErbB4/HER4
[50]. Nierzadko obserwuje sie tez produkcje
przez komoérki nowotworowe autokrynnych
czynnikéw wzrostowych [5].

Znaczenie ADAM17 w nowotworach jest wielo-
aspektowe. Uwalnianie przez te sekretaze cza-
steczek adhezyjnych z powierzchni komérek
rakowych sprzyja ich wzmozonej ruchliwosci,
a wiec wzrostowi potencjalu migracyjnego
i przerzutowaniu [51]. W proces ten zaangazo-
wane sa m.in. takie czasteczki jak: CD44 [52]
i ALCAM (ang. activated leukocyte cell adhesion
molecule) [53]. Z drugiej strony, ADAM17 moze
sprzyja¢ osiedlaniu sie migrujacych komoérek no-
wotworowych w ogniskach wtérnych. Domena
dysintegrynowa tej sekretazy posiada zdolnos¢
do interakcji z integrynami macierzy zewnatrz-
komoérkowej - co jest kluczowe dla tworzenia
przerzutéw, wzrostu nowotworéw i ich angioge-
nezy [52].

Kolejnym przyktadem niepozadanego dziatania
ADAM17 jest udzial tej konwertazy w ochronie
nowotworéw przed rozpoznaniem i zniszczeniem
przez ukitad immunologiczny. ADAM17 zluszcza
z powierzchni komoérek rakowych antygeny MI-
CA i MICB (ang. MHC class I chain-related mo-
lecule).W rezultacie, receptory limfocytéow T
cytotoksycznych nie sa w stanie rozpoznaé tych
antygenow na danych komoérkach i dochodzi do
ucieczki komoérek nowotworowych spod kontroli
immunologicznej [54].

Pozytywna role biatko ADAM17 odgrywa w ukla-
dzie nerwowym, gdzie peilni funkcje neuropro-
tekcyjne. Jego aktywnos$¢ jest niezbedna dla
prawidlowego przebiegu proceséw takich jak:
proliferacja, dojrzewanie, réznicowanie i migra-
cja komérek nerwowych. Wplywa tez na mielini-
zacje, wzrost i ukierunkowywanie aksonéw [55].
Substratami w uktadzie nerwowym dla sekreta-
zy ADAM17 sa m.in. receptor Notch [56] i cza-
steczka adhezyjna L1 (ang. immunoglobulin
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family recognition molecule-1) [57]. Warto réw-
niez wspomnie¢ o udziale tej konwertazy w ob-
rébce proteolitycznej prekursorowego biatka
amyloidowego (APP, ang. amyloid precursor pro-
tein). Dzieki aktywnosci ADAM17 powstaje for-
ma nietoksyczna APP, nie tworzaca zlogéw
B-amyloidu, co zapobiega rozwojowi choroby Al-
zheimera [58]. W podobny sposéb ADAM17 za-
pobiega tez rozwojowi chordéb prionowych,
posredniczac w prawidlowej proteolizie biatka
prionowego PrP do nietoksycznej formy [59].

Wnioski koncowe - ADAM17 w medycynie

Sekretaza ADAM17 jest biatkiem o szerokim
spektrum substratowym i niebagatelnym zna-
czeniu dla prawidlowego funkcjonowania ludz-
kiego organizmu, zaangazowanym zaréwno
w regulacje prawidlowych proceséw fizjologicz-
nych, jak i majacym wplyw na powstawanie sta-
néw patologicznych. Odpowiednia réwnowaga
na poziomie jego aktywnosci jest wiec o tyle klu-
czowa, co niezwykle krucha i tatwa do zachwia-
nia. Z tych tez powodéw ADAM17 znajduje sie
od pewnego czasu w kregu ozywionego zainte-
resowania ze strony medycyny, a zwlaszcza tych
jej gatezi, ktoére zajmuja sie leczeniem nowotwo-
réw i schorzen autoimmunologicznych. Najin-
tensywniej badane sa tutaj inhibitory ADAM17
[60].

W zaleznosci od typu schorzenia, inhibitory me-
taloproteaz moga przyczyni¢ sie zaréwno do za-
hamowania, jak 1i przyspieszenia rozwoju
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Streszczenie: Termostabilne polimerazy DNA znajduja szerokie zastosowanie w biologii
molekularnej od 1976 roku, kiedy z termofila Thermus aquaticus wyizolowano polimeraze
Taq. Polimeraza Taq zrewolucjonizowala biologie molekularna, poniewaz pozwalata na
szybkie i latwe powielenie DNA w tancuchowej reakcji polimerazy (ang. PCR - Polymerase
Chain Reaction). Dawniej prowadzenie takiej reakcji bylo trudne, czasochtonne
i kosztowne. Kolejne odkrycia zaowocowaly polimeraza Pfu, wyizolowana z archeobakterii
Pyrococcus furiosus przez zespol Lundberga. W trakcie badan poréwnano dzialanie obu
polimeraz i wykazano, Zze polimeraza Taq jest szybsza, jednak Pfu posiada wyzsza nawet
kilkuset krotnie dokladnosé. Wysoka precyzja dziatania jest czynnikiem, przez ktéry
polimeraza Pfu jest czesciej wybierana w pewnych przypadkach m.in. sprawy kryminalne
czy modyfikacje genetyczne.

Zatozeniem pracy Kota Naukowego bylo uzyskanie aktywnej termostabilnej polimerazy
DNA przy niskim nakladzie finansowym. Celem projektu byla nadekspresja polimerazy Pfu
i jej oczyszczenie z wykorzystaniem wlasnosci termostabilnych. Kolejne kroki zawieraty
wysalanie przy uzyciu siarczanu amonu oraz dialize do buforu konicowego. Po oczyszczeniu
wykonano porownanie z komercyjnie dostepna polimeraza Pfu i zbadano wlasciwosci
termostabilne biatka, celem zmierzenia jakosci produktu i znalezienia miejsca na
ewentualne poprawki w przysztych projektach.

Wstep

Polimerazy stanowia grupe enzymow, ktére 1ia-
cza nukleotydy kwaséw nukleinowych w polime-
ry. Gdy méwimy, ze enzym posiada aktywnos¢
polimerazy DNA (lub RNA), oznacza to, ze moze
on syntetyzowac¢ czasteczki DNA (lub RNA) ba-
zujac na matrycy DNA (lub RNA) i wykorzystu-
jac komplementarnos¢ zasad azotowych. Aby
precyzyjniej opisywac¢ te enzymy, méwimy np.
o polimerazie RNA zaleznej od DNA - bierze ona
udzial w transkrypcji. Polimerazy DNA i RNA
wystepuja we wszystkich organizmach zywych,
rowniez w wirusach, poniewaz pelnia niezasta-
piona funkcje w rozmnazaniu (replikacja DNA)
oraz syntezie biatek (transkrypcja).

Termostabilne polimerazy DNA to takie, ktore
nie ulegaja denaturacji w temperaturze do
100°C. Od odkrycia polimerazy Taq w 1976r.2
przez Alice Chain, Davida B. Edgara i Johna M.
Trele, ktorzy wyizolowali ja z ekstremalnego ter-
mofila, bakterii Thermus aquaticus, znalazly one
szerokie zastosowanie w wielu réznych dziedzi-
nach, miedzy innymi: kryminalistyce, genetyce,
zoologii, filogenezie, medycynie oraz, przede
wszystkim, w biologii molekularnej. Poprzez
uzycie jej w lancuchowej reakcji polimerazy
(PCR - Polymerase Chain Reaction) zrewolucjo-
nizowata ona te i inne dziedziny, umozliwiajac

klonowanie, modyfikacje DNA i szereg innych
czynnosci, ktére do tej pory byly niemozliwe
badz czasochtonne i drogie. Reakcja lancuchowa
polimerazy [1] stuzy powieleniu fragmentu DNA
do uzyskania bardzo duzych ilosci. Znajac se-
kwencje danego fragmentu DNA, np. plazmidu,
mozna wybrac¢ lub stworzy¢ startery, czyli krot-
kie fragmenty DNA komplementarne do czesci
powielanej, ktére pozwola polimerazie DNA na
przylaczenie sie i rozpoczecie procesu wydtuza-
nia nici bazujac na drugiej. Nalezy wiec prze-
prowadzi¢ denaturacje w wysokiej temperaturze
(powyzej 90°C), zeby rozdzieli¢c 2 nici DNA,
a nastepnie ochlodzi¢ préobke do temperatury
odpowiedniej dla przylaczenia starteréw do nici
macierzystych. Aby rozpocza¢ wydluzanie nici
DNA, trzeba osiagna¢ temperature optymalng
dla dziatania polimerazy - dla polimeraz Taq
i Pfu wynosi ona 70-75°C. Elongacja to ostatni
proces w cyklu. Dalej nastepuje ponowna dena-
turacja, przylaczanie, wydluzanie etc. Zanim od-
kryto polimeraze Taq, po kazdym cyklu
konieczne bylo dodanie nowej polimerazy, po-
niewaz wysoka temperatura powoduje denatu-
racje wiekszosci enzyméw. Utrudnialo to
znaczaco caly proces a takze podnosilo jego
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koszt i wlasnie dlatego termostabilne polimerazy
byly rewolucja na miare maszyny parowej
w przemysle.

Polimeraza Taq, mimo swoich wszystkich zalet,
miala powazna wade: stosunkowo czesto popel-
niala btedy - 1 blednie wstawiony nukleotyd na
9 000 [1]. Bariere te udalo sie pokona¢ w roku
1991 [3], kiedy zespdt K. Lundberga zauwazyl
wysoka precyzje termostabilnej polimerazy DNA
Pfu z Pyrococcus furiosus. Kazda polimeraza
DNA popelnia bledy, tj. z pewna czestoscia
wprowadza niewlasciwy nukleotyd. W naturalnej
replikacji istnieja r6zne mechanizmy naprawcze,
miedzy innymi aktywnos$¢ nukleazy 3’-5’. Taka
aktywnos¢, ktérej nie posiada polimeraza Taq,
moze zwiekszy¢ precyzje replikacji nawet tysiac-
krotnie [1]. Polimeraza Pfu, w przeciwienstwie
do Taq, posiada aktywno$¢ egzonukleazy 3’-5’,
co umozliwia jej poprawianie wtasnych bteddéw.
Jej dokladnosé jest dwa rzedy wielkosci wieksza,
co oznacza 1 btad na 2 800 000 nukleotydow [1].
Dzieki tym cechom polimeraza Pfu jest czesciej
wybierana do zadan, gdzie precyzja jest istotna,
takich jak badania sadowe czy modyfikacje ge-
netyczne. Wada polimerazy Pfu jest jednak duzo
nizsza szybkos$¢ prowadzenia reakcji. Aby zni-
welowalé wyzej wymienione wady obu enzyméw
w praktyce czesto stosuje sie ich mieszanine
uzyskujac w ten sposob szybkos¢ wydluzania
DNA duzo wyzsza niz dla polimerazy Pfu oraz
produkty zawierajace mniej btedéw niz gdyby do
ich namnozenia uzyto samej polimerazy Taq. In-
na metoda jest tez wykorzystanie enzymoéw zmo-
dyfikowanych. Takim enzymem jest polimeraza
Phusion. Polimeraza ta jest polimeraza Pfu, kté-
ra ulegla modyfikacji polegajacej na wprowa-
dzeniu do bialka dodatkowej sekwencji
podnoszacej procesywnos¢, w efekcie zwieksza-
jac szybkos$¢ i doktadnos¢ enzymu. Wedle da-
nych producenta, polimeraza Phusion popeinia 6
razy mniej bledéw niz polimeraza Pfu i 50 razy
mniej niz polimeraza Taq, zachowujac przy tym
szybko$¢ polimerazy Taq.

Celem pracy bylo uzyskanie aktywnej polimera-
zy DNA dla Kota Naukowego Studentéw Bio-
technologii ,Mygen” przy mozliwie niskim
nakladzie finansowym, a takze wprowadzenie
studentéw I roku w prace laboratoryjna i zapo-
znanie ich z podstawowymi technikami wykorzy-
stywanymi w izolacji biatek, oraz
z zagadnieniami genetyki molekularnej i mikro-
biologii.

Materialy i metody

Przy oczyszczaniu termostabilnych polimeraz
skorzystano z metody zaproponowanej przez
Richmonda [4]. Do otrzymania biatka uzyto
wektora ekspresyjnego pET11b z genem polime-
razy Pfu. Wektor zostal wprowadzony do szcze-
pu bakteryjnego BL21 DE3 pLysS Escherichia
coli. Hodowle bakteryjne byly prowadzone w po-

zywce LB w obecnosci antybiotykéw - ampicyli-
ny (100 pg/ml) i chloramfenikolu (34 pg/ml).
Chloramfenikol zostatl uzyty do selekcji bakterii
z plazmidem pLysS, natomiast ampicylina stuzy-
ta selekcji bakterii E. coli posiadajacych wektor
pET11b.

Bakterie po transformacji wysiano na szalki Pe-
triego z pozywka LB, antybiotykami i agarem. Na-
stepnie z pojedynczych kolonii zalozono w matych
kolbach hodowle plynne o objetosci 50 ml. Cato-
nocne, geste mini-hodowle zostaly w kolejnym
dniu wykorzystane do zaszczepienia duzych, 1,51
[pottoralitrowych] hodowli. Produkcja biatka pro-
wadzona byta w kolbach o obj. 5 1 w suchym inku-
batorze (temp. 37°C, wytrzasanie 180 obr/min).
Przyrost bakterii monitorowano mierzac gestos$c
optyczna zawiesiny przy diugosci fali 600 nm. Kie-
dy ODg,, osiagneto wartos¢ 0,6 zaindukowano
ekspresje biatka poprzez dodanie IPTG do stezenia
1 mM. Po ok. 6 godz. od indukcji zawiesine ko-
morkowa zwirowano (6000 RCF, 30 min.).
Uzyskany osad bakterii zawieszono w buforze
A (50 mM Tris-HCL pH 7,9; 50 mM glukozy, 1 mM
EDTA) stosujac nastepujacy przelicznik: na kazdy
litr hodowli wlasciwej - 100 ml buforu. Zawiesine
zwirowano i ponownie zawieszono w buforze
A (50 ml buforu na kazdy litr hodowli). Nastepnie
dodano bufor lizujacy (10 mM Tris-HCI pH 7,9; 50
mM KCl; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF; 0,5% Tween
20; 0,5% Nonidet P40) (50 ml buforu na litr ho-
dowli) i wymieszano. Lizat sonikowano w cyklach
3x1min, a nastepnie przeniesiono do plastikowych
falkonoéw, umieszczono w tazni wodnej o tempera-
turze 75°C na 60 minut, po czym zwirowano (15
000 RCF, 10 min, 4°C) i przeniesiono do szklanej
zlewki. Bialko wysolono poprzez dodanie 30 ¢
siarczanu amonu na kazde 100 ml lizatu. Zawiesi-
ne mieszano az do catkowitego wysolenia biatka,
nastepnie material zwirowano (15 000 RCE
10 min). Do dalszej pracy zebrano zaréwno osad
utrzymujacy sie na powierzchni jak i bedacy na
dnie. Osad zawieszono w buforze A stosujac prze-
licznik: 20 ml buforu na kazde 100 ml oczyszczo-
nego lizatu przed wysalaniem.

Uzyskany roztwor biatka dializowano wobec bufo-
ru S (50 mM Tris-HCI pH 7,9; 50 mM KCI; 0,1 mM
EDTA; 1 mM DTT; 0,5 mM PMSF; 50% glicerol)
przez 24 godziny w 4 °C, uzywajac 500 ml buforu
na kazdy litr wlasciwej hodowli i wymieniajac bu-
for na swiezy po 12 godzinach. W efekcie otrzy-
mano okoto 50 ml gotowej polimerazy w buforze
S.

Aktywnos$¢ polimerazy sprawdzono przeprowa-
dzajac PCR w buforze 10xPfu (200 mM Tris-HCl
pH 8,8; 20 mM MgSO,; 100 mM KCI; 100 mM
(NH,),S0,; 1% Triton X-100; 1 mg/ml BSA wol-
nego od nukleazy). Jako matryce wykorzystywa-
no wektor pcDNA3.1+ zawierajacy gen DRD2
dla receptora dopaminowego lub pGEX3 z ge-
nem ludzkiego biatka TBP. Do namnozenie genu
DRD2 uzywano starteré6w D2Sall FOR i D2Xho
REV, natomiast do replikacji TBP zastosowano
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TBPcGSTfor oraz TBPcGSTrev. Reakcje przepro-
wadzono w objetosci 50 pl wykorzystujac rézne
ilosci polimerazy Pfu oraz nastepujace ilosci po-
zostatych reagentéw: 1 pl matrycy (100 ng/pl), 1
ul kazdego ze starteréow (50 uM), 5 ul buforu
10xPfu, 1 pl mieszaniny dNTP (10 mM).
Otrzymane wyniki poréwnywano z wynikami
uzyskanymi dla reakcji przeprowadzonych z wy-
korzystaniem komercyjnie dostepnej polimerazy
PfuUltra II. Doswiadczenia przeprowadzano
przy zachowaniu identycznych stezen reagentéw
(matrycy, starteréw, dNTP) oraz ustawien ter-
mocyklera: dla TBPc-GST - 1. 5 min. 95 °C 2.
30s 98 °C 3. 30s 60 °C 4. 120s 72 °C 5. 10 min
72 °C, powtarzajac kroki od 2. do 4. 31 razy; dla
DRD2 - 1. 3 min. 98 °C 2. 30s 98 °C 3. 30s 55 °C
4. 60s 72 °C 5. 10 min 72 °C, powtarzajac kroki
od 2. do 4. 25 razy.

Aby zbada¢ termostabilno$¢ enzymu, probki
o objetosci 50 pl poddano inkubacji w 95°C
przez 15, 30, 60, 120 i 240 minut. Nastepnie
przeprowadzono PCR nie zmieniajac wczesniej
opisanych warunkow reakcji.

Elektroforeze DNA przeprowadzano w zelach
o stezeniu agarozy 0,8% barwionych Midori
Green®. Jako referencje wykorzystano standard
wielko$ci GeneRuler® 1kb DNA Ladder.

Wyniki

Aktywnos¢ polimerazy Pfu zmierzono poprzez
uzycie w reakcji réznych objetosci enzymu.
Otrzymany wynik byt zgodny z przewidywaniami
- wraz ze zwiekszeniem ilosci uzytej polimerazy
rosta tez ilos¢ produktu (zdjecie 1). Odstepstwo
od tej reguly mozna zaobserwowacé jedynie
w przypadku reakgcji, w ktérej uzyto 2 pl polime-
razy. Jest ono jednak najprawdopodobniej efek-
tem bledu przy nakladaniu prébki na zel. Przy
wykorzystaniu 0,5 pl enzymu ilo$¢ produktu jest
niewielka. Najwiecej produktow otrzyma-
no w reakcji, gdzie uzyto 20 pl polimerazy.
W analizowanym zakresie stezen polimerazy nie
wykazano takiego, ktéry hamowalby przyrost
produktu.

Poréwnano réwniez wyniki otrzymane dla poli-
merazy Pfu z rezultatami uzyskanymi dla poli-
merazy dostepnej komercyjnie. Po rozdziale
elektroforetycznym nie zauwazono produktu
o pozadanej wielkosci w przypadku uzycia 0,5
i 1 pl polimerazy. Natomiast po zastosowaniu 2
pl prazek jest wyrazniejszy niz w poréwnaniu do
tego powstatego przy udziale polimerazy PfuUl-
tra II. Dzieki uzyciu 2-4 pl polimerazy Pfu na 50
pl mieszaniny PCR otrzymuje sie zadowalajaca
ilo§¢ produktu, ktéra w razie potrzeby mozna
podwyzszy¢ poprzez zastosowanie wiekszej ob-
jetosci enzymu.

W ostatnim z przeprowadzonych doswiadczen
zbadano wrazliwos¢ polimerazy Pfu na dzialanie
wysokiej temperatury (zdjecie 3). Polimeraza
praktycznie nie stracita aktywnosci nawet po 60
minutach inkubacji w temperaturze 95°C. Po 2

1 pl kom.

3 1.

2. 0,5l

3. 1ul

4. 2l

5. 4 ul

6. 8l

Zdj. 1 Rézna ilos¢ produktu w zaleznosci od objetosci uzytej
polimerazy, zawartos¢ studni zgodnie z tabelq.

Ly m y 1o 90 U2 18 14

7. 0,5 ul
8. 1l
9. 2l
-
o 10. 4ql
e
-
-— 11. 5ul
—
—— 12. 8 ul
— - e () () 13. 10 pl
14. 20 pl

Zdj. 2 Poréwnanie wydajnosci polimeraz Pfu i PfuUltra II od
Agilent Technologies. W pierwszej studni uzyta komercyjna
polimeraza zgodnie z zaleceniami producenta, zawartos¢
studni zgodnie z tabelq.

godzinach inkubacji w wysokiej temperaturze
zanotowano istotny spadek ilosci produktu PCR,
natomiast po 4 godzinach nie stwierdzono sladu
produktu. Uzyskane wyniki pozwalaja sadzi¢, ze
oczyszczona polimeraza Pfu moze by¢ z powo-
dzeniem wykorzystywana do PCR z dlugimi cy-
klami.

:
0 min
15 min
30 min

1
2
3.
4. 60 min
5
6

M 1 P 5

2h
4h

1Bl

"
M

'l
1

Zdj. 3 Badanie termostabilnych wtasciwosci polimerazy, czas
inkubagcji poszczegolnych prébek podany w tabeli.
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Whnioski koncowe

Projekt Mygenaza 2013 zakonczyt sie sukcesem.
Otrzymana polimeraza Pfu jest aktywna. Zosta-
ta rozdana do wielu zakladéw na WBBIiB, gdzie
moze by¢é wykorzystywana jako tani zamiennik
komercyjnych polimeraz. Jednak aby otrzymac
podobne rezultaty nalezy uzy¢ enzymu w odpo-
wiednim stezeniu (2-4 pl na 50 pl reakcji). Bio-
rac pod uwage koszty projektu i polimerazy Pfu
z New England BiolLabs5 otrzymano produkt,
ktéry teoretycznie moze przynies¢ oszczednosci
ok. 30-60 tys. zlotych. Aktywnos$¢ enzymu nie
ulega zmianie do godziny w temperaturze 95°C,
mozna wiec przeprowadzaé¢ reakcje wielocyklo-
we lub o wydluzonym czasie denaturacji.
W przypadku ponownego przeprowadzenia pro-
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