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OD REDAKCJI

Drodzy Czytelnicy,

po stosunkowo dlugim czasie mamy przyjemno$é zaprezentowaé Wam ko-
lejny, trzeci numer Acta Mygenica. Mam nadzieje, ze kazdy (lub kazda) z Was
znajdzie w nim co$ interesujacego dla siebie. Czytanie polecam rozpoczaé od
lekko filozoficznego felietonu Pawta Nowaka, ,Fcho Milczenia”. Tych zaintere-
sowanych chemia i roslinami odsylam do tekstu Pawla Jedynaka — ,Obledne
datowanie”. Mikrobiologéow i stomatologdw na pewno zainteresuje artykut Miro-
stawa Ksigzka o roli peptydaz bakteryjnych w rozwoju paradontozy. Umiarkowanie
optymistyczny tekst Ewy Rojczyk o najnowszych odkryciach na polu zastosowa-
nia komérek macierzystych w terapii ré6znego rodzaju choréb moze stanowié dobre
wprowadzenie nawet dla tych nieobeznanych z tematem. W artykule Anny Nogie¢
mozemy przeczytaé o jednej z mniej ,,popularnych” rél receptorow TLR. Maciej
Bak natomiast podjal innowacyjny temat indukowanych komérek macierzystych.

Celem tego czasopisma bylo i jest dostarczenie Wam mozliwoséci opubliko-
wania wynikéw swojej pracy w $rodowisku Wydziatlu Biochemii, Biofizyki i Bio-
technologii. Dla wielu z Was moze to by¢ pierwsza publikacja — po raz pierwszy
mozecie spotkaé sie z recenzja swojej pracy. Chciatbym, zeby wiecej oséb miato
odwage opowiedzie¢ innym o swoich naukowych zainteresowaniach i uwierzy¢, ze
moga by¢ one ciekawe takze dla innych. Publikacja artykutu w Acta Mygenica
jest réwniez Swietnym ¢wiczeniem pisania w naukowym stylu i dokonywania za-
zwyczaj niezbednego przeredagowania swojego tekstu. Pisze to wszystko z mysla
o kolejnym, czwartym numerze Acta Mygenica, do ktorego materialy mozecie juz

nadsyla¢. Na razie jednak zycze wszystkim przyjemnej lektury numeru trzeciego.

Wojciech Senkowski
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Ewa Piskadlo, Barbara Zieba

SCIENCE MINE

W dniach 27-28 lutego 2011 roku odbyta sie First Polish-French Student Confe-
rence ,,Science Mine”, ktora byta wstepem do Szkoty Polsko-Francuskiej Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ. Za organizacje wydarzenia odpowiadato
Koto Naukowe Studentéw Biotechnologii ,Mygen” przy wspotpracy z Kotem Na-
ukowym Chemikéw UJ oraz Kotem Neuronaukowcéw Neuronus. Pomystodawcami
integracji studentéw byly dr hab. Joanna Bereta oraz prof. Claudine Kieda. Za
nazwa ,,Science Mine” kryje sie wyjatkowa lokalizacja konferencji — Kopalni Soli
w Bochni w poblizu Krakowa.

PéZznym niedzielnym popotudniem 27 lutego 46 uczestnikéw konferencji,

w tym 10 gosci z Francji, zaglebilo sie w czeluscie bochenskiej kopalni poprzez
szyb Campi, by zjecha¢ 176 m ponizej poziomu gruntu. Pierwszym elementem
wizyty w kopalni bylo zwiedzanie. Podczas podrozy kolejka oraz przemierzaniu
labiryntu korytarzy i unikalnych komor na wiasnych nogach pod opieka prze-
wodniczki, zapoznaliSmy sie nie tylko z historig i funkcjonowaniem obiektu, lecz
réwniez z aspektami kulturowymi i ekonomicznymi, jakie ,biate zloto” z Bochni
miato dla rozwoju regionu krakowskiego. Wiele os6b skusito sie nawet na wypowie-
dzenie zyczenia do mitycznego Skarbnika podczas kosztowania soli bezposrednio
ze $cian kopalni.

Po zwiedzaniu uczestnicy konferencji zostali zaprowadzeni do Komory Wa-
zyn. Tam, 248 m pod ziemia, spedziliSmy reszte wieczoru i nocy. Do dyspozycji
otrzymali$my boisko, restauracje, sypialnie i sale dyskotekowa, lecz niezaprzeczal-
nie najwieksza atrakcja cieszyla sie 140 — metrowa zjezdzalnia (niegdy$ shuzaca do
transportu soli), z ktérej mozna bylo skorzysta¢ pod opieka personelu. Pomimo
stosunkowo niskiej temperatury (okolo 16°C) panujacej w Komorze, wszyscy byli
zachwyceni nietypowym miejscem noclegu. Dodatkowym atutem Kopalni byl spe-
cyficzny leczniczy mikroklimat, przez co konferencja stala sie nieomal pobytem
zdrowotnym.

Rano uczestnicy opuscili Komore Wazyn i wydostali si¢ na powierzchnig szy-
bem Sutoris w centrum miasta, gdzie miat miejsce naukowy element konferencji.

Prezentacje odbyty sie w sali konferencyjne Uzdrowiska Kopalni Soli w Bochni.
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Science Mine

Podczas prezentacji mieliSmy zaszczyt goéci¢ dr hab. Joanne Berete oraz prof.
Claudine Kieda. Prezentacje wyglosili zaréwno studenci biotechnologii, biologii
i chemii, a takze dwojka zaproszonych gosci z Université d’Orléans — Fabien Ba-
staert i Masnsen Cherief, studentéw IV roku biologii.

Zaréwno polscy studenci jak i francuscy byli bardzo zadowoleni z konferencji
i wspdlnie spedzonego czasu. Pozostaje nam czekaé¢ az spotkamy sie nastepnym
razie, by¢ moze znéw w Krakowie. W imieniu Kota chcemy podzickowaé za wspar-
cie ze strony Wydzialu oraz pomoc dr Agnieszki Lobody i dr Agnieszki Janczyk
z Wydziatu Chemii.

Ewa Piskadlo & Barbara Zieba

Lista prezentacji:

1. Bartosz Pilecki (Jagiellonian University — Biotechnology) — Coxsackievirus
and adenovirus receptor (CAR) and its influence on neuron-targeted gene

therapy.

2. Fabien Bastaert (Université d’Orléans) — The NLRP3 inflammasome in the

recognition of pathogenic dust.

3. Masnsen Cherief (Université d’Orléans) — Therapeutic silencing of miR-10b

inhibits metastasis in a mouse mammary tumor model.
4. Patryk Mizia (Jagiellonian University — Biology) — Somaclonal Variation.

5. Mateusz Wasylewski (Jagiellonian University — Biology) — The use of tele-

metry in modern neurobiology.

6. Magdalena Mac, Danuta Majewska (Jagiellonian University — Chemistry) —

Porphiryns as modifiers of titanium dioxide surface.

7. Monika Maciuszek, Katarzyna Magiera (Jagiellonian University — Chemi-
stry) — Ruthenium Complexes In Medical Applications: Current Uses and

Future Prospects.
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Ewa Piskadlo, Barbara Zieba

8. Olga Mazuryk (Jagiellonian University — Chemistry) — Interaction of ruthe-

nium complex with apotransferrin.

9. Anna Regiel (Jagiellonian University — Chemistry) — Chitostan as a new

agent in bacteria biofilm control.

10. Patrycja Stylska, Joanna Cialon (Jagiellonian University — Chemistry) —
Trace and Toxic Elements in Biological Materials as Important Markers for

Clinical and Toxicological Tests.

11. Sabina Smusz (Jagiellonian University — Chemistry) — Active or inactive:

that is the question. An application of machine learning methods in virtual

screening.

Fot 1: Uczestnicy konferencji (fot. Jarostaw Surkont)
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Barbara Zieba

I STUDENCKA KONFERENCJA ,,LICZBY-KOMPUTERY-ZYCIE”

Po raz pierwszy wspélnie z Kolem Mate-
matykéw Studentéw UJ oraz Kotem Stu-
dentéw Informatyki zorganizowaliSmy konfe-
rencje po$wiecong zagadnieniom zwigzanymi
z bioinformatyks, biomatematyks i modelo-

waniem molekularnym. I Studencka Konferen-

cja Matematyczno-Informatyczno-Biologiczna
,Liczby-Komputery-Zycie” (zwana potocznie Fot 1: Prof. Janusz Bujnicki (fot. Jan
LKZ) odbyla sie 18-20 marca 2011 roku na Wy- Majta)

dziale Matematyki i Informatyki Uniwersytetu Jagiellonskiego — jednym z najnow-
szych budynkéw Kampusu 600-lecia UJ.

Trzydniowa konferencja organizowana wspolnie z ma-
tematykami i informatyki okazala sie dla nas duzym wyzwa-
niem. Konferencja przyciagneta ponad 200 studentéw z ca-
tej Polski — biotechnologii, biologii, matematyki czy infor-
matyki. Pierwszego dnia konferencje otworzyta prof. dr hab.
Marta Pasenkiewicz-Gierula, opiekun naukowy naszego wy-
darzenia, z ktérej pomocg udato nam sie zaprosi¢ czotowych

bioinformatykéw z calej Polski. Najwiekszym zainteresowa-

niem cieszyly sie prezentacje m.in. prof. Janusza Bujnic-
Fot 2: mgr Adam kiego z International Institute of Molecular and Cell Bio-
Gorka (fot. Jan Majta) logy w Warszawie (najmtodszy Polski profesor zwyczajny),
prof. Andrzeja Koliniskiego (laureat Nagrody z Fundacjii na Rzecz Nauki Polskiej),
prof. Bogdana Lesynga i prof. Wiestawa Nowaka. Réwniez z naszego macierzy-
stego Uniwersytetu zaproszenie przyjeli prof. Irena Roterman-Konieczna z Col-
legium Medicum, dr Krzysztof Murzyn z WBBiB oraz dr hab. Andrzej Bielecki
i dr Jacek Smietanski z WMIiL. Nie obylo sie réwniez bez prezentacji studenckich,
z ktérych jedna wygltosit Adam Goérka — doktorant Zaktadu Biochemii Fizycznej

i byly cztonek Kola.
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Barbara Zieba

Konferencja spotkata sie z zyczliwym przyjeciem, o czym swiadczy duze za-
interesowanie druga edycja ,, Liczby-Komputery-Zycie”. Byla to réwniez okazja do
nawigzania blizszej wspolpracy z naszymi sasiadami z Kampusu, ktéra w przy-
sztosci moze zaowocowaé przygotowaniem podobnych projektow i wspdlnych wy-
jazdow.

Wiegcej informacji o konferencji znajduje si¢ na stronie utworzonej wspolnie

z Kotem Studentéw Informatyki — www.lkz.ksi.ii.uj.edu.pl.

Barbara Zieba
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Pawel Nowak

ECHO MILCZENIA

Kazdy z nas zapewne niejednokrotnie stawial sobie pytania, na ktére nie potra-
fit znalezé¢ wlasciwej odpowiedzi. Czes¢ z tych pytan zapewne dotyczyta sytuacji
zyciowych, w jakich to przyszto nam si¢ odnalezé, jak w danym momencie powin-
nidmy postapié¢, czym sie kierowaé¢. Inna cze$¢ pytan zapewne dotyczyla Swiata,
w ktérym zyjemy, a inne jeszcze siegaly jeszcze glebiej, do praprzyczyny naszego
istnienia. To wlasnie te dotyczace sensu naszego zycia, tego czym ono naprawde
jest, z natury swojej sa niejako skazane na pozostanie na zawsze otwartymi. To
tak, jakby$my stojac nad przepascia wysytali pytania do pustki przed nami i na-
stuchiwali, czy przypadkowo nie splynie na nas pozadane ol$nienie.

Kazda préba sprostania odwiecznym problemom filozoficznym to swego ro-
dzaju wizyta nad przepascia i wyrocznia w jednym. Moje osobiste préby zna-
lezienia odpowiedzi i sensu zarazem konczyly sie zwykle daremnym oczekiwanie
i nastuchiwaniem ciszy. Od pewnego czasu jednak nauczytem sie, ze z pozoru nic
nie znaczace odglosy szumu wiatru i echa stow wypowiedzianych przez samego
siebie moga nie$¢ w sobie o wiele wiecej, niz sie¢ na poczatku wydaje. Jednym
stowem nauczytem sie wstuchiwaé w otoczenie i samego siebie. Jestem gleboko
przekonany, ze przy odrobinie wysitku, dobrych checiach i otwartym sercu jeste-
Smy w stanie znalez¢ odpowiedZ na pytania, na ktore nie istnieje odpowiedz. Ktos$
spyta jak to mozliwe? Otéz choé nasz pragnacy ostatecznych wyjasnien umyst nie
doczeka si¢ satysfakcjonujacej odpowiedzi, gdyz to niemozliwe, to jednak mozemy
ja sobie sformutowaé jako pewna metafore, czy tez parafraze tego, co dostepne
dla naszych oczu. Tak wilaénie dziala sztuka, w ktorej jezyku nie ma ostatecznej
odpowiedzi, sg tylko stany spelnienia wewnetrznych uczué. Znalezé choé czeSciowe
odbicie samego siebie w dziele twércy to prawie to samo, co nawiazaé¢ tacznosé

z przyroda i odnalezé w szumie wiatru niespotykane dotad melodie i wartodci. . .
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Pawel Nowak
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Prawda absolutna jest milczeniem. ..

Prawda absolutna, czy ona istnieje?
Czy to co sie jawi, prawdziwie sie dzieje?
A moze swiat jest tylko pozorem?

Zagadki te stoja odwiecznym otworem

Wielu drazyto powyzsze pytania
Wysilano umysty, snuto rozwazania
Chciano dociec prawdy, pozna¢ nieznane

Lecz pewne tajemnice nie mogty byé¢ poznane

Prawda absolutna, absolutna wiedza
Takze moje mysli wcigz maci, nawiedza
Szukam stéw dobrych by oddaé sens zycia

Lecz jak go mam poznaé¢, wydobyé¢ z ukrycia?

Gdy méwi, to milczy, przemawia przez cisze

Jezyka ciszy nie znam, wiec jego nie stysze

Pozostaje milczeniem, pustka, niebytem

Gdy sie zjawia usypiam, i znika przed $witem

Tak wiec sensu i prawdy nigdy nie dostgpie

Predzej stow mi zabraknie lub w rozum swéj zwatpie

Wole zasna¢ w morskiej ciszy i niesiony przez fale

Nie doptynaé¢ do celu, lecz szukaé go stale. ..

k %k %k

Swiat jest jak fala, rzeczywisto$é to echo milczenia. . .

Na dowdd tego, ze Swiat jest jak fala
Ze od #rédla powstania weiaz sie oddala
Zmieniajac co chwile cyklicznie swe fazy

Namaluje teraz stowem wybrane obrazy

W obiektow naszej Ziemi zaglebiajac si¢ masie

Materialnych, rozciagltych w przestrzeni i czasie

Felieton



Echo milczenia

Schodzimy do materii najnizszych pozioméw

Chemicznych molekut, fizycznych atomoéow

Lecz nizej juz dualna natura kréluje
Kazda czastka materii zarazem faluje
Materia to juz tylko prézni fluktuacja

Zostaje energia i ciagla oscylacja

Wigc istota nasza to pustki immanencja
Pustka to milczenie, stad $wiata egzystencja
To tylko milczaca ekspansja cyklicznosci

Echa wybuchu lub powstania z nicosci

Tworzywo pratworzywu, przyczyna praprzyczynie
Wtéruje jako forma, jak wodzie naczynie
Tak ksztaltéw i koloréw rodzi sie wrazenie

Lecz wciaz to tylko fala, wielu fal ztozenie

Kluczem ztozenia jest proporcja ztota
Zwie ja Vis Vitalis, gdyz sita zywota
Zakleta jest w strukturze, w punkcie rownowagi

Gdzie zadne z przeciwienstw nie dzierzy przewagi

Jak na dole, tak na gorze, wszystko jedna ma nature
Co upada juz po chwili wznosi si¢ na gore
Nie ma zta ani dobra, lecz chaos i harmonia

7 milczenia szum powstaje, a z szumu eufonia

Po nocy dzien przychodzi, a po zimie wiosna
Jedna twarz jest smutna, a druga radosna
Wszystko ma swe plywy, wszystko ma swe fale

Przyplywy w odptywy zmieniajg sie stale

Ktos spyta dlaczego, lecz nikt mu nie odpowie
Wtem serce w nadziei co$ cicho podpowie
Nie bedac swiadomym swych uczué znaczenia

Ustyszy sam siebie, to echo milczenia?
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Pawel Nowak
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Vis Vitalis to melodia $wiata, zy¢ to znaczy stuchaé

i komponowac. ..

Absolut jest niemy, stychaé tylko zycie
Melodia jest w fali, jej zrédto w niebycie
Niesieni przez echo w nieznanym kierunku

Boimy sie ciszy, szukamy ratunku

Pragniemy zosta¢ echem, stronimy od zmiany
Lgniemy wciaz naprzéd lekajac sie $ciany
Ktéra w koncu przyjdzie, jej nic nie przebije

Kazda fala sie zmieni, zawréci, odbije

Taka kolej jest rzeczy i melodia $wiata
Rozsadek jej przeczy, lecz trwa juz przez lata
Zostaje daé sie ponies¢ i wstuchaé sie uwaznie

Nie walczy¢ z nurtem rzeki, postapié¢ rozwaznie

Rozum cho¢ tak ludzki, to jednak zawodzi
Szukajac odpowiedzi pytania wciaz rodzi
Zostaje jednak serce, sztuka, warto$é¢ ducha

Ta nie stara sie zrozumieé, lecz po prostu shucha

Natchnieni melodig sami ja stworzymy
Wrota tajemnicy sercem otworzymy
Cho¢ rozum nie zobaczy, bo uczué nie rozumie

To serce mu podpowie, i dlon swa wysunie

Nutami mitosci zapiszmy swa droge
Wstuchajmy sie w echo, zahamujmy trwoge
Nie lekajmy sie zasnaé gdy czujemy zmeczenie

W harmonii z Vis Vitalis przeméwi milczenie. . .

Pawel Nowak

Felieton



Pawetl Jedynak recenzent: dr hab. Przemystaw Malec

OBLEDNE DATOWANIE

Podstawy datowania radioweglowego

Datowanie metoda radioweglowa jest technika cieszacg sie uznaniem i zaufaniem
naukowcow, co czyni ja jedna ze standardowych metod okreslania wieku probek
pochodzenia organicznego. Poczatkowo datowanie polegto na okresleniu zawarto-
$ci radioaktywnego wegla-14 w prébce, obecnie jednak duzo precyzyjniejsze rezul-
taty osigga sie dzieki pomiarom stosunku izotopéw 4C/*2C. Izotop wegla-14 jest
niestabilny (ulega spontanicznemu rozpadowi do azotu-14, emitujac jednoczesnie
czastke promieniowania beta), a jego zawarto$¢ maleje w przewidywalny sposéb
wraz z wiekiem probki. Przy zatozeniu, ze jego poczatkowa zawartos¢ w tkankach
jest znana i statla pozwala to na okreslenie czasu ktéry uplynal od Smierci organi-
zmu (por. rys. 1), poniewaz kazdy organizm dopdki zyje zawiera odnawiajacy sie
zasob wegla, takze tego radioaktywnego (70 kilogramowy czlowiek zawiera okolo
16 kg wegla) [1]. Jednoczeénie zawartoéé *C w atmosferze, czy organizmach jest
ekstremalnie niska — zaledwie 1 ppt (part per trilion) atoméw wegla, a jego calko-
wita Swiatowa zawarto$é wynosi tylko okolo 80 ton [2]. Dlatego przez dlugi czas
nie bylo nawet mozliwosci oszacowania jego zawartosci, gdyz znajdowala sie ona
poza obszarem czutosci dostepnej aparatury pomiarowej. Udalo si¢ to dopiero ze-
spolowi kierowanemu przez W. F. Libby’ego w 1952 roku, a jego praca zostala
osiem lat p6zniej uhonorowana Nagroda Nobla w dziedzinie chemii. Czas poto-
wicznego rozpadu (czas po ktérym rozpadowi ulega polowa atoméw izotopu) ¢
wynosi okoto 5730 4 40 lat [3] (pierwotna ocena Libby’ego wynosila 5768 lat,
stad rozbieznosci w literaturze) [4], co przy zastosowaniu obecnej technologii po-
miarowej wyznacza maksymalna granice oszacowania na okoto 45 000 lat wstecz.
Obiekty starsze niz 50 tys. lat zawieraja zbyt mato radioaktywnego izotopu wegla,
aby uzyskany wynik byl wiarygodny [2] (stosuje sie¢ wtedy datowania oparte na
innych radioaktywnych pierwiastkach np. 223U lub 4°K) [5]. Jest to jednak zale-
dwie utamek wieku geologicznego naszej planety, co natychmiast nasuwa pytanie

0 pochodzenie zasobéw tego izotopu.
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Pawel Jedynak
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Rysunek 1: Krzywa kalibracyjna datowania radioweglowego, przedstawiona w 1952
roku w oparciu o wiek znanych artefaktéw lub szczatkéw drzew [2].

Pierwotnie proces datowania polegal na zliczaniu absolutnej promieniotwoérczosci probki (jak
w powyzszym przypadku). Jednak bardzo stare prébki wykazuja staba promieniotwérczosé,
liczba emitowanych czastek beta jest bardzo niska — nawet jedna na kilka minut. Tym samym
ograniczalo to maksymalng granice datowania na kilka-kilkanascie tysiecy lat, a do analizy po-
trzebne bylo stosunkowo duzo badanej substancji. Dlatego obecnie stosuje si¢ metode akcelera-
torowa, (Accelerator Mass Spectroscopy, AMS), pozwalajaca na precyzyjne okreslenie stosunku
14(3/ 12¢ przy uzyciu bardzo niewielkiej ilogci materiatu — nawet kilkuset pg czystego wegla do
analizy, otrzymywanego z kilku mg prébki. Wysoka czutoéé¢ tej metody pozwolita jednoczesnie

przesunaé granice wiarygodnosei do okoto 50 tys. lat [np. 36].

Tajemnice te rozwiklal sam Libby juz w 1946 roku, postulujac, ze radioak-
tywny izotop '4C powstaje pod wplywem promieniowania kosmicznego ze stabil-
nego 4N w gérnych warstwach atmosfery [4]. Jednakze poziom docierajacego do

Ziemi promieniowania kosmicznego jest zmienny i Scidle skorelowany z aktywno-
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Scia Stonca. Stad datowanie metoda radioweglowa wymaga dodatkowej kalibra-
cji w oparciu o badania dendrochronologiczne (pomiary zawartosci izotopu 4C
konstytutywnie ulokowanego w poszczegdlnych pierscieniach przyrostoéw rocznych
dlugowiecznych drzew) dla pomiaréw mltodszych niz 12 tys. lat oraz badania pro-
fili sedymentacyjnych i przyrostu stalagmitéw (CaCOy) dla starszych prébek [6-8].
Odpowiednie przeliczenia wykonuje sie stosujac ogbélnodostepny programu OxCal,
a powszechnosé jego uzycia zapewnia zarazem ujednolicenie procedury kalibracji
[9]. Jednoczesnie zrédlem '*C moze by¢ takze promieniowanie wyzwalane w trak-
cie eksplozji jadrowych. W latach szesédziesigtych ubieglego wieku zawartosé 14C
w atmosferze ulegla podwojeniu [10], stad oszacowanie poziomu tego izotopu jest
obecnie wiarygodne tylko dla okazéw, w ktérych deponowanie '4C zakonczylo sie
przed 1950 rokiem. Dlatego wiek prébek liczony w latach przed czasami obecnymi
(Before Present, BP) okreslany jest w istocie dla lat pieédziesiatych ubieglego
wieku [7]. Oczywiscie im dany okaz jest starszy, tym wiekszy blad oszacowania
jego wieku (nawet £2000 lat w przypadku najstarszych préobek [11]), wyrazany
jako odchylenie standardowe uzyskanego Sredniego wyniku. Zwykle stosuje sie
dwa poziomy wiarygodnosci 1o — 68,2% i 20 — 95% [12]. Nowopowstale powstale
atomy wegla sg wysoce reaktywne i ulegaja szybkiemu utlenieniu do dwutlenku
wegla, ktéry nastepnie dyfunduje w obrebie atmosfery. Wiekszos$¢ jest pochta-
niana przez oceany [13, 14], a cze$¢ — dzieki organizmom fotosyntetyzujacym —
jest wlaczana w tancuch pokarmowy [np. 15], gdyz praktycznie caly wegiel, ktéry
buduje organizmy, w tym i nasze ciata pochodzi bezposrednio lub posrednio z ro-
§lin lub glonéw. W szczegdlnych warunkach ma to jednak niezwykle konsekwencje

— niektére rosliny potrafia bowiem oszukaé datowanie metoda radioweglowa.

Rosliny oszusci

Poszczegdlne izotopy wegla, choé nie réznia sie wtadciwosciami chemicznymi, wy-
kazuja pewne réznice wlasciwodci fizycznych, co bezposrednio rzutuje na ich wta-
snosci fizjologiczne, m.in tatwosé z jaka wlaczane sa w szlaki biochemiczne (np.
fotosynteze) [16]. Wiekszos¢ roslin spotykanych w naszej strefie klimatycznej wiaze
dwutlenek wegla bezposrednio w cyklu Calvina-Bensona, przytaczajac go do

rybulozo-1,5-bisfosforanu w reakcji katalizowanej przez Rubisco (EC 4.1.1.39),

ktéra z powodu niskiej wydajnosci jest prawdopodobnie najliczniej wystepujacym
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biatkiem na Ziemi [17]. Ostatecznym produktem karboksylacji jest 3-fosfoglicery-
nian, zwiazek 3-weglowy, dlatego rosliny te okresla si¢ mianem Cs. Oproécz nich
istnieja takze rosliny typu C4 (oraz CAM), ktére oprécz tradycyjnego cyklu Cs
posiadaja takze dodatkowy cykl C4 (produktem karboksylacji jest zaleznie od ga-
tunku rosliny 4-weglowy jablczan lub asparaginian), bedacy w istocie sprytnym
sposobem na zageszczanie CO9, oddawanego nastepnie Rubisco w cyklu Cs w celu
poprawy wydajnosci reakcji [15]. Ma to szczegdlne znaczenie w rejonach zwrotni-
kowych i tropikalnych, gdzie z powodu wysokiej temperatury zdolno$¢ Rubisco do
przytaczania COs obniza sie jeszcze bardziej, a wymiana gazowa musi by¢ ogra-
niczana ze wzgledu na ograniczanie strat wody. Cykl C4 pozwala takze na zma-
gazynowanie nadmiaru COg, ktéry nie moze by¢ natychmiast zuzyty w cyklu Cs.
Oznacza to, ze rosliny Cs moga pochtania¢ COy nawet wtedy, gdy cykl Calvina-
Bensona jest juz zupelnie wysycony, a zatem w warunkach kiedy rosliny Cs juz nie
moga go asymilowaé¢. Réznice w zdolnoéci wigzania COq obrazuje gazowy punkt
kompensacyjny (stezenie COg, przy ktérym natezenie oddychania i fotosyntezy
sa sobie réwne, por. Rys. 1) [18]. Co ciekawe, cykl C4 odkryto podczas badan nad

fotosynteza wiaénie przy uzyciu 1*COs jako znacznika [15].

Poniewaz typowy 2COs jest lzejszy i dyfunduje znacznie latwiej niz 14COo,
dlatego bedac bardziej dostepnym jest preferencyjnie wykorzystywany przez ro-
sliny Cs. Natomiast rosliny C4 (i CAM), ktére znacznie wydajniej korzystaja
z COg, pochlaniaja tym samym znacznie wiecej radioaktywnego izotopu wegla-
14. Wyzsza poczatkowa zawartosé 14C w tkankach tych rodlin sprawia, ze podczas
datowania radioweglowego wydaja sie one znacznie mlodsze, niz sg w rzeczywi-
stosci, pomimo kalibracji [19]. Ale na tym nie koniec niespodzianek. Wiele roslin
typu C4 ma ogromne znaczenie gospodarcze — trzcina cukrowa (a wlasciwie Cu-
krowiec lekarski, Saccharum officinarum,), proso (Panicum sp.), sorgo (Sorghum
moench), kukurydza (Zea mays), czy szartat (Amaranthus sp.), ktérego nasiona
sg popularnym prozdrowotnym dodatkiem do chleba. Dotyczy to zwlaszcza ob-
szaru Ameryki Poludniowej i Afryki, gdzie juz od zamierzchlych czaséw roéliny
Cy4 stanowia podstawowe zrédto pozywienia ludzi i zwierzat. Znaczny udziat tych
rodlin w diecie moze zmienié zawartosé *C organizmu, zafalszowujac wynik dato-
wania radioweglowego. Zjawisko to ma nieprzewidywalny charakter [20], pomimo

ze sktad izotopowy nie zmienia si¢ znacznie przy przechodzeniu na poszczegdlne
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Rysunek 2: Uproszczony schemat zdolnosci pochtaniania dwutlenku wegla przez ro-
$liny typu C3 i C4.

W przypadku ograniczenia wymiany gazowej z otoczeniem (zamknigcie wigkszodci aparatéw
szparkowych) pochtanianie dwutlenku wegla przez rosling jest mozliwe jedynie do pewnego po-
ziomu (tzw. gazowego punktu kompensacyjnego), odpowiadajacego krytycznemu stezeniu dwu-
tlenku wegla wewnatrz komorki rosliny, koniecznemu do funkcjonowania Rubisco. Chociaz ak-
tywnosé tego enzymu jest poréwnywalna dla roélin typu Cs i Cy4, to w przypadku tych ostatnich
warto$é punktu kompensacyjnego jest nizsza (8-20 ppm, dla roslin C3 40-60 ppm), poniewaz kar-
boksylaza fosfoenolopirogronianu w cyklu Cy jest znacznie mniej wrazliwa na niedobdr substratu
niz Rubisco. Poniewaz podczas asymilacji czgsteczki CO2 zawierajace 1zejsze izotopy zuzywane
sg szybciej, niz posiadajace ciezsze atomy wegla. Zatem frakcja COq, ktéra pozostaje powietrzu
w miare zblizania si¢ do punktu kompensacyjnego jest sztucznie wzbogacona w ciezsze czastki.
Nizsza wartosé punktu kompensacyjnego dla roslin typu C4 oznacza, ze pochtaniajg one w takich

warunkach wiecej ciezszych izotopéw.

poziomy lancucha pokarmowego [21]. Dzieje sie tak dlatego, gdyz udzial roslin Cs
i C4 w diecie moze by¢ zmienny i zalezny od wielu czynnikéw (geograficznych, kli-
matycznych, badz srodowiskowych) [22]. Dlatego metoda radioweglowa wymaga
w takich przypadkach dodatkowej kalibracji, w oparciu o sktadniki, ktérych za-
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wartos¢ jest rowniez skorelowana z typem fotosyntezy, ale nie zmienia sie w czasie.
Idealnym rozwiazaniem sa stabilne izotopy wegla — 13C i 2C (zawarto$é w atmos-
ferze odpowiednio 1,1% i 98,9%) [23, 24]. Poniewaz rdéznia sie one masa podlegaja
takim samym prawidlowosciom jak '*C, a ich wzajemny stosunek pozostaje staly
niezaleznie od wieku prébki. Aby zapewni¢ wyzsza precyzje pomiardéw, zwlaszcza
dla materialéw nieznacznie réznigcych sie sktadem izotopowym stosunek 3C/2C
poréwnuje sie ze wzorcem (najczesciej standardem PeeDee Belemnite, PDB, sto-
sunkiem 3C/'2C w wapiennym szkielecie wymarlego stworzenia z okresu Kredy)
[25]), obliczajac tzw. wzgledna zawartoéé 2C (§13C) [23]:

(13Cr/120)101“,)]01{a
(130/120)Standard

§13C = — 1| % 1000

Przybiera ona wartosci ujemne i wyraza jak dalece uzyskana wartosé rézni sie
od wartosci standardowej — dla roslin typu C3 dochodzi do dyskryminacji ciezszego
izotopu, stad zakres przyjmowanych wartosci wynosi od -22%0 do -38%0 ($rednio
§13C = -27%0). W przypadku roslin typu C4 waha si¢ ona w zaleznoéci od gatunku
od -8%o do -15%0 ($rednio §13C = -13%), jest zatem blizsza zawartoéci izotopow
w atmosferze (§13C = -7%0). [26, 27]. Pomiar §'3C jest obecnie standardowo wyko-
nywany w wiekszosci laboratoriéw wykonujacych datowanie metoda radioweglowa.
Na podstawie otrzymanej wartosci mozna ustali¢ jaki byl poczatkowy poziom 4C
w probce oraz oszacowaé procentowy udzial rodlin C3/Cy4 w diecie organizmu. Na
tej podstawie udalo si¢ okresli¢ jak zmieniata sie dieta ludzi zamieszkujacych
doline Renu od czaséw neolitu do okresu $redniowiecza [28]. Co wiecej, znajac
obecny sklad diety organizmu, a zatem obecng zawartoéé 6'2C w tkankach (np.
dzieki badaniom zyjacych przedstawicieli gatunku) mozna wnioskowaé jak zmie-
nial sie udzial tych roslin w pozywieniu badanej grupy na przestrzeni dziejow,
co posrednio pozwala wnioskowaé o zmianach klimatycznych na danym obszarze
(liczba roslin typu C4 wzrasta wraz z ociepleniem klimatu) [23, 29, 30]. Ponie-
waz okredlenie stosunku C/12C nie jest ograniczone czasowo jak w przypadku
analizy metoda '4C i zalezy jedynie od stanu prébki, pozwala to na dokonywanie
analiz nawet bardzo starych okazéw. Stad wiadomo, ze klimat plejstocenski byt
znacznie cieplejszy niz obecny, o czym $éwiadczy wlaénie wysoka zawartosé 13C

w kosciach zwierzat z tego okresu [29]. Metoda ta pozwala takze na ujawnienie
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innych zaskakujace faktow. Analiza szczatkéw ponad 80 mlodych mezczyzn (byé
moze gladiatoréow, o czym Swiadczg brutalne uszkodzenia typowe dla broni bialej,
lwich ugryzieniach oraz dekapitacja blisko polowy z nich), pochowanych na tere-
nie istniejacych obecnie ogrodéw w poblizu brytyjskiego miasta York wykazata
w dwoéch przypadkach zawartosé '3C wskazujaca na wysokie spozycie roélin typu
C4, prawdopodobnie prosa. Nie byli to zatem rdzenni mieszkancy tego obszaru,
lecz przybysze pochodzacy ze znacznie cieplejszych rejonéw [31], poniewaz zmiana
stosunku 3C/2C w kolagenie kosci stosowanym do analizy izotopowej jest bardzo
powolna, w przypadku dorostych ludzi trwa nawet kilkanascie lat [32]. Datowanie
trzema izotopami pozwala takze okresli¢ pochodzenie zdeponowanej materii or-
ganicznej i tempo rekultywacji niektérych obszaréw rolniczych (upraw roslin Cy)
[33]. Réznice dystrybucji ciezszych izotopéw pomiedzy tkankami stwarzaja mozli-
wosci potencjalnego wykorzystania wegla-13 w badaniach ekofizjologicznych, jako
znacznika aktywnosci metabolicznej tkanek (im wyzsze tempo metabolizmu, tym

wyzsza zawartosé 13C) [34, 35].

Nie tylko wegiel

Jednak w wielu przypadkach nawet kompleksowa analiza oparta jedynie na izo-
topach wegla nie jest wystarczajaca. W rejonach nadmorskich sktad izotopowy
zostaje dodatkowo zaburzony przez obecnos¢ w diecie organizméw morskich, o od-
miennym stosunku 3C/2C niz w przypadku organizméw ladowych. Wiaze sie to
z wolniejszym obiegiem wegla w oceanach. Jednoczesnie zwartosé¢ §'3C bardzo
silnie zalezy od temperatury wody, ktéra bezposrednio wplywa na tempo fotosyn-
tezy i skiad fitoplanktonu. Dlatego coraz powszechniejsze jest pomocnicze dato-
wanie w oparciu o inne pierwiastki stabilne (zawartoéé 6'°N, §'80, §34S). Czyni
to analize niezwykle skomplikowana, lecz pozwala na jeszcze bardziej precyzyjne
okreslenie trybu zycia, sktadu pozywienia, obecnosci zbiornikéw stodko i stono-
wodnych, czy klimatu i ostatecznie korekcje wyniku datowania opartego na 4C
[23, 36]. Dzieki temu dokladnie okreslono wieku Otziego, stynnego alpejskiego
cztowieka lodu [36], szczatkéw mieszkancéw Karaibéw [37], czy poznano etapy
kolonizacji wysp Pacyfiku [38].

Dzigki izotopom wegla milczace dotad kosci powoli odkrywaja przed nami ta-

jemnice zapomnianych wiekéw. Jakie przestanie zaniosa naszym potomkom o nas?
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Rysunek 3: Zalezno$ci pomiedzy czynnikami srodowiskowymi i pokarmowymi, a za-
wartos$cia izotopéw wegla w tkankach.

Intensywno$é koloru strzatek obrazuje szacunkowy wzrastajacy udzial wegla-14 w pokarmach.
Sktad izotopowy tkanek zalezy bezposrednio od rodzaju spozywanego pokarmu. Wzorzec zywie-
niowy utrwala sie z czasem, stanowiac izotopowe swiadectwo zycia i pochodzenia organizmu. Po-
czatkowo zmienny poziom wegla-14 stanowil utrudnienie w analizie wynikéw datowania, jednak
obecnie kalibracja oparta na pomiarach zawartosci stabilnych izotopéw wegla-12 i wegla-13 sama
w sobie stanowi cenne zrédto informacji. Podwyzszona zawartosé¢ wegla-14 pozwala wnioskowaé
o ociepleniu klimatu. W przypadku, gdy jest ona obnizona swiadczy to o obecnosci organizméw
morskich lub stodkowodnych (jeszcze wystepuje wiekszy spadek zawartosci wegla-14) w diecie.
Na tej podstawie mozna prébowaé dopasowaé miejsce zycia organizmu. Dla wspotczesnego arche-
ologa kosci sa skarbnica informacji, cho¢ jednoczesnie wlasciwa interpretacja uzyskanego wyniku

bywa niezwykle trudna.

Dendrologiczna kalibracja wciaz trwa, zatem w przysztosci bedzie mozliwa korek-
cja wynikéw datowania, nawet pomimo wahan poziomu *C w atmosferze [np. 24].
Sporadyczne postodzenie herbaty brazowym cukrem, czy zjedzenie jednego plastra
ananasa wiecej niewiele zmienia, lecz sklad izotopowy niezaprzeczalnie wpisany
w nasze ciala przetrwa wieki, niosac informacje o Twoim pochodzeniu, klimacie

w ktérym przyszto Ci zyé, a nawet, czy przez wickszoé¢ swego zycia mieszkales
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nad morzem, czy w glebi ladu. To znacznie wiecej niz mozna by oczekiwaé po zwy-
ktej kosci, a fakt, iz nawet po tak dlugim czasie ktos moze mieé¢ wglad w nasze

zycie moze by¢ niepokojacy.
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ROLA PEPTYDAZ BAKTERYJNYCH W ROZWOJU
PARADONTOZY

1. Wstep

Peptydazy (proteazy) sa enzymami, ktore katalizuja reakcje hydrolizy wiazan pep-
tydowych. Peptydazy zostaly przyporzadkowane przez Komisje Enzymatyczna
(ang. Enzyme Comissiom) do klasy 3 (hydrolazy) i podklasy 4 (peptydazy). Pep-
tydazy sa enzymami szeroko rozpowszechnionymi w przyrodzie, w zwigzku z czym

pelnia one kluczowa role w wielu procesach takich jak:

e degradacja bialek [1];

e modyfikacja proteolityczna bialek i ich prekursoréw (np. udzial w sekre-
cji biatek poprzez odcinanie sekwencji sygnalowych, regulacja aktywnosci
enzymoéw) [1,2];

e zewnatrzkomérkowa hydroliza polipeptydéw do mniejszych peptydow i ami-
nokwaséw, ktére nastepnie moga by¢ wchtaniane przez komérke i uzyte jako
material budulcowy [1,2];

e regulacja ekspresji gendéw: degradacja biatek regulatorowych ma kluczowe

znaczenie m.in. w odpowiedzi komorki na szok cieplny czy tez uszkodzenie

DNA (odpowiedz SOS) [1];

e udzial w rozwoju takich choréb jak AIDS, nowotwory czy tez infekcje bak-
teryjne [3,4,5]

Fakt, ze peptydazy petnig tak réznorodne funkcje, sprawia, ze enzymy te sa

niezwykle interesujacym obiektem badan naukowych, ktére z kolei moga dopro-

wadzi¢ do poznania mechanizmu wielu zjawisk zachodzacych w naturze.

2. Peptydazy a wirulencja bakterii

Geny, ktére koduja domniemane peptydazy, stanowiag w przyblizeniu 3% wszyst-

kich genow bakterii. Jednakze, liczba genéw peptydaz w genomach organizmdw
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prokariotycznych jest bardzo zréznicowana: waha sie od kilkunastu w przypadku
gatunkéw bakterii z rodzaju Mycoplasma az do 179 genéw potencjalnych enzyméw

proteolitycznych w przypadku Bacillus cereus [6].

Peptydazy bakteryjne moga byé¢ uwazane za czynniki wirulencji, poniewaz
zaangazowane sa w sposOb bezposredni w takie procesy jak: niszczenie tkanek
gospodarza, kolonizacja gospodarza, rozprzestrzenianie sie bakterii w obrebie za-
infekowanego organizmu czy tez ochrona patogenu przed odpowiedzia uktadu im-
munologicznego. Ponadto, peptydazy organizméw prokariotycznych nie moga by¢
traktowane tylko jako czynniki wirulencji, poniewaz wiele peptydaz jest niezbed-
nych do produkcji innych czynnikéw wirulencji bakterii poprzez modyfikacje ak-
tywnosci enzymow czy tez udzial w sekrecji biatek. Przyktadem choroby, w ktérej

rozwoju znaczaca role odgrywaja bakteryjne peptydazy, jest paradontoza.

3. Paradontoza

Wiéréd bakteryjnych choréb jamy ust-
nej wyrézniamy choroby zebéw oraz A B
[ +—— zglebnik

choroby przyzgbia [7]. Najezesciej wy-
. , . , % plytka naz¢bna
stepujaca chorobg zg¢bow jest proch- — gepna { &

nica, ktéra w sposéb bezpoéredni pro- koge —

wadzi do zniszczenia struktury zebow. A f
Natomiast w przypadku choréb przy-
zebia dochodzi do zniszczenia polacze- Rysunek 1: Poréwnanie stanu przyzebia w wa-

runkach fizjologicznych (A) i w czasie paradon-

nia pomiedzy dziastami a zebami (Ry- ’
sunck 1). Do prayzchia zaliczane sq tozy (B). Zrédlo: rycina wlasna, Internet.
tkanki bedace w kontakcie z szyjka zeba, czyli dziasto, ozebna, okostna, cement
korzeniowy oraz ko$é wyrostka zebodotowego [8]. Wsréd choréb przyzebia wyrdz-
nia sie dwa schorzenia: zapalenie dziasel i zapalenie przyzebia, czyli paradontoze
[7]. Obie powyzsze choroby prowadza do uszkodzenia tkanek podporowych zebow,
ktére w ostatecznosci mogg doprowadzi¢ do rozchwiania, a nastepnie wypadniecia
zebow. Jednakze, paradontoza prowadzi do uszkodzenia glebiej polozonych tka-
nek podporowych zeba, czyli ozebnej, ktéra jest zbudowana glownie z widkien

kolagenowych, oraz kosci wyrostka zebodolowego [8].

26 Artykuly



Rola peptydaz bakteryjnych w rozwoju paradontozy

3.1 Rozwéj paradontozy

Wstepnym etapem wigkszoéci bakteryjnych choréb jamy ustnej jest wytworze-
nie na powierzchni zebéw biofilmu w postaci plytki nazebnej. We wczesnym eta-
pie tworzenia biofilmu biora udzial gtéwnie bakterie z rodzaju Streptococcus [9].
Plytka nazebna powstaje rowniez w szczelinach pomiedzy zebami a dzigstami —
w tym przypadku méwi sie o powstaniu poddzigstowej ptytki nazebnej. Za pocza-
tek paradontozy mozna uznaé¢ moment, w ktorym w poddziagstowej ptytce nazebnej
dojdzie do niekontrolowanego wzrostu bakterii — gtéwnie Gram-ujemnych bakterii
beztlenowych. Za uszkodzenia tkanek mocujacych zeby w zebodole sa odpowie-
dzialne zar6wno produkty wytwarzane przez komérki drobnoustrojéw (toksyny,
enzymy — m.in. peptydazy) jak i silny stan zapalny indukowany w miejscu in-
fekcji [8]. Najczestszymi czynnikami etiologicznymi paradontozy sa nastepujace
gatunki bakterii: Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingiva-
lis, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus, Treponema denticola, Fusobac-
terium nucleatum, Fikenella corrodens oraz Tannerella forsythia. W tym miejscu
warto wspomnieé, ze powyzej wymienione gatunki bakterii czesto sa sktadnikiem

fizjologicznej mikroflory jamy ustnej czlowieka [10].

3.2 Paradontoza a inne choroby

Choroby przyzebia, w tym paradontoza, sa bardzo czestymi schorzeniami jamy
ustnej ludzi. Szacuje sie, ze na calym $wiecie 10 — 15% dorostych ludzi cierpi
z powodu paradontozy [11]. Paradontoza nie ogranicza sie tylko do zmian pato-
logicznych w jamie ustnej, ale réwniez zwiazana jest ze wzrostem ryzyka zacho-
rowania na rézne choroby [12]. Opisywana jest m.in. korelacja pomiedzy zapale-
niem przyzebia a chorobami pluc [13] oraz ryzykiem przedwczesnego urodzenia
dziecka o niskiej masie ciata [14]. Duze zainteresowanie budzi réwniez fakt, ze cho-
roby przyzebia moga by¢ czynnikiem ryzyka w chorobach ukltadu krazenia takich
jak miazdzyca tetnic, zapalenie wsierdzia czy tez zapalenie osierdzia. I tak okoto
3% przypadkéw zakaznego zapalenia wsierdzia jest wywolane przez Gram-ujemne
gatunki bakterii, ktore sa czynnikami etiologicznymi paradontozy [15]. Ponadto
opisano réwniez zwiazek paradontozy z systemowymi schorzeniami takimi jak cu-

krzyca czy tez reumatoidalne zapalenie stawéw [16,17].
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4. Rola peptydaz w rozwoju paradontozy

Wiele gatunkéw bakterii jest odpowiedzialnych za rozwéj paradontozy, ale w przy-
padku trzech gatunkéw bakterii: Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis
i Treponema denticola, ktére tworzg tzw. czerwony kompleks, korelacja pomie-
dzy paradontoza a obecnoscia wymienionych patogenéw jest najbardziej znaczaca
[18]. Wszyscy przedstawiciele czerwonego kompleksu produkuja zewnatrzkomor-
kowe peptydazy, ktére sa istotnymi czynnikami wirulencji odpowiedzialnymi za

rozwdj choroby.

4.1 Porphyromonas gingivalis

Podstawowa funkcjg zewnatrzwydzielniczych peptydaz Porphyromonas gingiva-
lis jest zapewnienie odpowiedniej ilosci substancji odzywczych poprzez hydrolize
bialek gospodarza [19]. Opisano réwniez wiele innych, bardziej subtelnych funkeji
peptydaz produkowanych przez Porphyromonas gingivalis. Ponizej zamieszczono

kilka przyktaddw:

e aktywacja ukladu kalikreina-kinina prowadzaca do produkcji duzych ilosci
bradykininy — hormonu peptydowego, ktéry zwicksza przepuszczalnosé na-

czyh krwionoénych [19];
e degradacja bialek tworzacych tkanki gospodarza (np. kolagen typu IV) [20];

e aktywacja fibroblastéw oraz neutrofili gospodarza prowadzaca do produkcji
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. matriz metalloprote-

inases), ktore hydrolizuja kolagen [21];

e ochrona przed uktadem immunologicznym gospodarza poprzez proteolityczna
inaktywacje interleukiny 8 (I1-8), ktéra jest chemoatraktantem dla neutrofili
[22];

e oddziatywanie z uktadem dopelniacza — trawienie enzymatyczne sktadnika
C5 do biologicznie aktywnej formy Cba [19,22]. Cba jest chemoatraktan-
tem, ktory zwieksza migracje neutrofili do miejsca infekcji. Prowadzi to do
zwieckszenia stanu zapalnego oraz ilosci peptydaz gospodarza w miejscu in-
fekcji, ktére poprzez hydrolize biatek dostarczaja sktadnikow odzywczych

patogenowi.
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4.2 Treponema denticola

Role peptydaz produkowanych przez bakterie z gatunku Treponema denticola
w rozwoju paradontozy najlepiej jest opisa¢ na przykladzie proteazy dentylizyna

(ang. dentilisin), ktéra jest zwiazana z powierzchnia bakterii (Tabela 1).

Proces Aktywnosé

Adherencja Ligand przy koagregacji z Porphyromonas gingivalis [23]

Aktywacja sktadnika C3 ukladu dopelniacza [24]
Immunomodulacja  Hydroliza ludzkiej 11-8, I1-6 oraz TNF-a [25]
Hydroliza ludzkich IgG oraz IgA [26]

Degradacja bialek gospodarza (m.in. fibronektyna,
Cytotoksycznosé laminina, kolagen typu IV) [26, 27]

Wiazanie i degadacja fibrynogenu [24, 28]

Tabela 1: Srednie nachylenie wektora skonstruowanego na atomach P i P’ do osi OZ. Parametr
ten liczono w dwéch grupach — tworzacych stabilne wigzania wodorowe ze skwalaming, przez co
najmniej 25% lub 75% czasu (pierwsza kolumna), oraz nie uczestniczace w oddzialywaniach tego

typu (druga kolumna).

4.3 Tannerella forsythia

Nasza wiedza na temat zewnatrzkomoérkowych peptydaz bakterii z gatunku Tan-
nerella forsythia oraz ich roli w rozwoju paradontozy wciaz jest bardzo ogra-
niczona. Pierwsza opisang peptydaza wydzielana przez Tannerella forsythia jest
karilizyna, 52 kDa biatko o budowie wielodomenowej, ktore sktada si¢ z centralnej
18 kDa domeny katalitycznej, nazwanej Kly18, otoczonej przez domeny niespo-
krewnione z zadnymi znanymi biatkami [29]. Wykazano réwniez, ze nowo scha-
rakteryzowany enzym podobny do metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej
hydrolizuje obecny w jamie ustnej cztowieka peptyd antybakteryjny LL-37, a co
za tym idzie znaczaco obniza jego aktywnos¢ antybakteryjna. Fakt ten moze przy-
czyniaé¢ sie do opornosci na dziatanie peptydu antybakteryjnego LL-37 nie tylko

Tannerella forsythia, ale réwniez innych bakterii znajdujacych sie w poddziastowe;j
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Rysunek 2: Struktura metalopeptydazy Kly18.
(A) Struktura przestrzenna Klyl8 zwiazanego
z dwoma jonami cynku (czarne sfery) i jed-
nym jonem magnezu (szara sfera). Nieoczekiwa-
nie, do kieszeni katalitycznej Klyl8 byl zwia-
zany tréjpeptyd (zaznaczony na fioletowo) na-
$ladujacy produkt ciecia proteolitycznego. Zro-
dlo struktury: PDB 2XS4. (B) Zblizenie na cen-

trum aktywne Klyl8 z centralnie znajdujacym

sie jonem cynku. Zrédto: [31].

plytce nazebnej. Wobec tego proteaza karilizyna moze mieé¢ bezposredni wpltyw
na uszkodzenie tkanek przyzebia oraz powstawanie i/lub rozwoj przewleklej pa-

radontozy [30].

Struktura przestrzenna Kly18 zostala rozwigzana (Rysunek 2). Kly18 po-
siada wiekszo$¢ cech strukturalnych charakterystycznych dla domen katalitycz-
nych ssaczych metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej. Ponadto analiza
podobienstwa filogenetycznego i sekwencji ujawnita, ze ewolucyjnie Kly18 jest bar-
dziej zblizone do ssaczych i pochodzacych z owadow skrzydlatych metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomérkowej niz do potencjalnych odpowiednikéw bakteryjnych
znalezionych przez projekty sekwencjonowania genomu. Wobec tego wnioskuje sie,

ze ta pierwsza strukturalnie scharakteryzowana niessacza metaloproteinaza macie-
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rzy zewnatrzkomorkowej jest ksenologiem pozyskanym na drodze horyzontalnego
transferu genéow podczas bliskiej koegzystencji Tannerella forsythia z ludzmi lub
innymi zwierzetami w bardzo rzadkim przypadku przeniesienia genu z eukariotéw
do prokariotéw. Nastepnie biatko to ewoluowalo w bakteriach w wyniku czego po-
wstala pelna forma karilizyny, ktora zawiera unikalne domeny otaczajgce domene
katalityczna, ktore nie odpowiadaja ogdlnej wielodomenowej budowie zwierzecych

metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej [31].

5. Podsumowanie

Peptydazy sa dobrze opisanymi czynnikami wirulencji bakterii bioracych udziat
w powstawaniu i/lub rozwoju paradontozy. Mimo to nie opracowano jeszcze zad-
nego skutecznego leku, ktéry hamowaltby aktywnosé tych enzyméw proteolitycz-
nych i tym samym moéglby by¢ zastosowany w medycynie. Zwigzane jest to z fak-
tem, ze nasza wiedza na temat systeméw proteolitycznych periopatogendow wciaz
jest niewystarczajaca do opracowania zwigzkow, ktére znajda zastosowanie nie
tylko w leczeniu paradontozy, ale przede wszystkim w profilaktyce tej choroby.
W zwiazku z powyzszym wciaz niezbedne sa badania nad peptydazami produko-

wani przez bakterie zaangazowane w rozwdj paradontozy.
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TERAPIA KOMORKOWA — ROLA KOMOREK
MACIERZYSTYCH, NAJNOWSZE ODKRYCIA, LECZENIE
CHOROB UKEADU KRAZENIA

Wprowadzenie

Jedna z najbardziej rozwijajacych sie obecnie dziedzin medycyny terapeutycz-
nej jest terapia komoérkowa. W najogdlniejszym znaczeniu polega ona najczesciej
na transplantacji komérek wlasnych lub innego osobnika danego gatunku w celu
zastapienia lub naprawy uszkodzonych tkanek [1]. Metoda ta zostala z powodze-
niem wykorzystana miedzy innymi do odbudowy chrzastek stawowych, rdzenia
kregowego, do wzmocnienia ukladu immunologicznego w modelach zwierzecych,
a nawet do pomocy pacjentom cierpigcym na chorobe Alzheimera, Parkinsona
czy padaczke. Wiele badan wskazuje tez na pozytywne efekty terapii komorkowej
w leczeniu schorzen chronicznych, takich jak miazdzyca i rézne wady wrodzone
[1].

Mozna uznaé, ze historia terapii komoérkowe]j siega podznego Sredniowiecza,
kiedy to P.A.Paracelsus umieécit w swojej ksiazce stowa: ,the heart heals the
heart, lung heals the lung, spleen heals the spleen; like cares like”. Natomiast
pierwszym udokumentowanym przypadkiem transfuzji krwi (bedacej w pewnym
sensie najprostszym rodzajem terapii komoérkowej) byla transfuzja krwi bydlecej
do psychicznie chorego pacjenta, przeprowadzona na dworze Ludwika XIV. Za
sojca terapii komoérkowej” uwaza si¢ Paul’a Niehans — szwajcarskiego lekarza zy-
jacego na przetomie XIX i XX wieku. Przedluzyl on o miesigc zycie pacjenta,
wszczepiajac mu zawieszone w soli fizjologicznej komérki gruczotu przytarczycz-
nego.

Istnieje wiele réznych form terapii z uzyciem komérek. Mozna przeszcze-
pia¢ réznego rodzaju komorki dojrzate oraz macierzyste pochodzace zaréwno od
tego samego pacjenta (tzw. przeszczep autologiczny), jak i od innego dawcy tego
samego gatunku (tzw. przeszczep allogeniczny). Podejmowano takze préby zasto-

sowania komérek zréznicowanych, pochodzacych od innego gatunku (tzw. prze-

34 Artykuly



Terapia komdérkowa — rola komoérek macierzystych, najnowsze odkrycia,
leczenie choréb uktadu krazenia

szczep ksenogeniczny) lub komoérek specjalnie zmodyfikowanych (np. produku-
jacych potrzebne pacjentowi substancje). Jednak najwieksze nadzieje wiaze sie
z uzyciem komérek macierzystych i progenitorowych. Ich cechg charakterystyczna
jest mozliwo$¢ przeksztalcenia sie w rézne typy komorek z réznego rodzaju tka-
nek, jesli tylko stworzy sie im odpowiednie warunki wzrostu i rozwoju. Ponadto,
komorki macierzyste posiadaja zdolnosé do samoodnawiania sie, czyli odtwarza-
nia swojej puli po podziatach komérkowych. Mozna je podzieli¢ ze wzgledu na
zdolnoéé¢ do réznicowania sie na toti- , pluri- , multi- i unipotencjalne, natomiast
ze wzgledu na Zrédlo pochodzenia — na embrionalne, zarodkowe i somatyczne.
Do tej pory naukowcy sadzili, ze jedynie komorki pobrane z wezesnych em-
brionéw zdolne sa do wszechstronnego réznicowania. Ostatnie badania wykazaly
jednak, ze mozliwe jest to réwniez w przypadku komérek pobranych od doro-
stych osobnikéw. Dzigki takim komérkom mozna bedzie potencjalnie otrzymywac
dowolne tkanki i organy do przeszczepow, co stanowi prawdziwy przelom w me-

dycynie i pozwala czeSciowo pominaé problemy etyczne.

Najnowsze odkrycia

W czasopismach naukowych nie brakuje przyktadéw skutecznego wykorzystania
komorek macierzystych w terapii. Jednym z nich sa badania przeprowadzone
w Burnham Institute for Medical Research w stanie California, ktére daly na-
dzieje na rozwdj metod leczenia schorzen neurodegeneracyjnych [2]. We wspo-
mnianych badaniach, udato si¢ po raz pierwszy tak zaprogramowaé genetycznie
embrionalne komoérki macierzyste, aby zréznicowaly sie one w neurony po iniekcji
do mézgu myszy. Wazny wydaje sie fakt, ze zadna z myszy poddanych zabiegowi
nie zachorowala na nowotwor, co bylo powazng przeszkoda we wczesniejszych
probach transplantacji komoérek macierzystych do mozgu. Co wiecej, w doswiad-
czeniu uniknieto innych probleméw, takich jak przeksztalcanie sie duzej czesci
komérek w komérki glejowe, a takze wymierania ich po wprowadzeniu do mé-
zgu (w procesie apoptozy). Dokonano tego dzieki zaindukowaniu w komorkach
macierzystych ekspresji biatlka MEF2C (myocyte enhancer factor 2C), bedacego
czynnikiem transkrypcyjnym wlaczajacym odpowiednie geny odpowiedzialne za
ochrong komoérek oraz ich odpowiednie réznicowanie si¢ [2] . Ponizszy rysunek

(Rys.1) przedstawia morfologie komérek kontrolnych oraz po zaindukowaniu eks-
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presji MEF2C. Komérki z MEF2C rozwingly duzo wiecej wypustek nerwowych

niz komorki kontrolne.

Inny eksperyment na myszach,

ktory rowniez dotyczyt schorzen uktadu
nerwowego zostal przeprowadzony w la-
boratoriach University of Rochester
Medical Center (NY, USA) [3]. Prze-
szczep ludzkich glejowych komoérek

macierzystych do myszy cierpiacych na

demielinizacje widkien nerwowych za-
konczyl sie sukcesem. Mimo, ze trzy
czwarte z przeszczepionych zwierzat
przezylo zaledwie kilka tygodni wie-

cej od grupy kontrolnej, to szes¢ osob-

MEF2CA || Control

nikéw praktycznie catkowicie wyzdro-

wialo nie wykazujac zadnych objawow

choroby. Przyczyna poprawy stanu Rysunek 1: Morfologia komoérek kontrolnych

(A) oraz po zaindukowaniu ekspresji MEF2C

zdrowia myszy bylo rozprzestrzenienie
YS2Y DyIo TozP (B), zrédlo: 2]

sie komoérek po centralnym ukladzie
nerwowym (w przeciagu dwoch miesiecy od ich wprowadzenia) oraz rozpoczecie
przez te komorki produkeji brakujacej mieliny [3]. Daje to nadzieje na wynalezie-

nie w przysztosci skutecznej terapii nieuleczalnych dotad choréb ludzkich.

Szczedliwym przypadkiem mozna nazwaé odkrycie naukowcéw z University
of Twente (w Holandii) [4]. Zajmowali sie oni otrzymywaniem prekursoréw ko-
moérek chrzastki, stosujac metody inzynierii tkankowej. Po wprowadzeniu nowo
otrzymanej in vitro tkanki pod skére myszy, zaobserwowali jej zréznicowanie sie
w tkanke kostna. Na ponizszym rysunku (Rys.2) przedstawiony jest skrawek hi-
stologiczny pobrany z tkanek zwierzecia po czternastu dniach po przeszczepie.
Chondrocyty sa otoczone tkanka kostna.

Powyzsze obserwacje byly zaskakujace, gdyz dotychczas proces ten uwazano
za, powszechny jedynie w przypadku embrionéw i dzieci, a nie tkanek dorostych
osobnikéw. W zwiazku z tym powtérzono badania, wszczepiajac podobne komorki

myszom chorym na czesciowy ubytek koéci czaszki. Uzyskane wyniki potwierdzity
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duzy potencjal terapeutyczny otrzymanych wezes$niej komoérek [4]. Inne doswiad-
czenie przeprowadzone w tym samym instytucie badawczym ujawnilo role kinazy
PKA (protein kinase A) w réznicowaniu sie dorostych mezenchymalnych komérek
macierzystych [5]. Dodatek tego enzymu do kultury in vitro znacznie poprawil
zdolnoséé tych komoérek do przeksztalcania sie w komoérki kosciotworeze [5]. Wy-
nika z tego, ze zaréwno hodowle in vitro, jak i inzynieria tkankowa moga by¢

przydatne w praktyce klinicznej.

W pelni zréznicowane komorki
réwniez moga byé¢ w niektérych przy-
padkach przydatnym narzedziem te-
rapii komérkowej. Jednym z takich
przyktadéw jest wykorzystanie komé-
rek wysepek trzustkowych w leczeniu
cukrzycy typu I [12]. Zabiegi trans-

plantacji tych komérek z powodzeniem

wykonywano w pracowniach Diabetes
Institite for Immunology and Trans- Rysunek 2: Skrawek histologiczny z czterna-
plantation (MN, USA). Do ekspery. S\c80 duia rénicowania prekursoréw  chrsgst-
mentu wybrano 26 pacjentéw z naj- mych w komérki kostne, érédio: |4
ciezszymi postaciami tej choroby, ktérzy mieli problemy z kontrolowaniem po-
ziomu cukru we krwi z uzyciem insuliny. Celem zabiegéw byto zastapienie znisz-
czonych komorek [ wysepek trzustkowych komoérkami zdrowymi. Pozytywnie na
terapie odpowiedzialo 90% pacjentéw, natomiast 50% z nich unikneto nawrotu
dolegliwo$ci w przeciagu pieciu lat od transplantacji [12]. Wyniki te wykazaly
wiec podobng skutecznosé terapii komérkowej do tradycyjnych przeszczepoéw ca-
tej trzustki sugerujac potencjalng mozliwosé zastosowania tego typu terapii u oséb
cierpiacych na cukrzyce typu L

Wazna role w rozwoju terapii komoérkowej odegrato odkrycie naukowcdw
z Cambridge University (UK), ktérzy stwierdzili, Zze mysie embrionalne komérki
macierzyste nie potrzebujg zewnetrznych czynnikow wzrostowych do réznicowania
sie [6]. Moga one bowiem spontanicznie réznicowaé¢ w odpowiedzi na samodzielnie
wytwarzane czasteczki sygnatowe. Aby utrzymaé pluripotencjalny charakter tych

komorek, wystarczy wiec zablokowaé sygnaty do roznicowania sie. W celu potwier-
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dzenia tej teorii, badacze wykorzystali substancje blokujace kluczows czasteczke
sygnalowg znang jako FGF4. Ponadto, przeprowadzono badania komérek z defek-
tem genu kodujacego te czasteczke. W obu przypadkach utrata FGF4 skutkowata
utrzymaniem komoérek w stanie niezr6znicowanym [6]. Naukowcy maja zatem na-
dzieje, ze to odkrycie pozwoli na bardziej Swiadome i rzetelne eksperymenty na
komorkach ludzkich.

Terapia komoérkowa w leczeniu choréb ukladu krazenia

Choroby uktadu krazenia stanowia gldéwng przyczyne zgonéw w krajach wysoko
rozwinietych. Dlatego wiele prac zostalo jak dotad po$wieconych nowym, poten-
cjalnym metodom leczenia tego typu schorzen, przede wszystkim z wykorzysta-
niem komérek macierzystych.

Badacze z Children’s Hospital Boston (USA) odkryli wczesniej nierozpo-
znang populacje komérek macierzystych, przeksztalcajacych sie w kardiomiocyty,
czyli wtasciwe komérki miesnia sercowego, odrebne od komoérek uktadu przewo-
dzacego serca oraz od komérek wewnatrzwydzielniczych. Wczedniejsze badania
wskazywaly bowiem jedynie na dwa typy komorek macierzystych bedacych pre-
kursorami réznych typoéw tkanek tworzacych serce — jedne tworzyly prawa, a dru-
gie lewa czesé serca [7].

Ta nowo odkryta, trzecia grupa komorek, zostata zidentyfikowana na pod-
stawie ekspresji genu Wtl i jest zlokalizowana gléwnie w obrebie epicardium,
czyli zewnetrznej czesci serca. Aby stwierdzi¢ potwierdzi¢ obecnosé tej populacji,
badacze uzyli enzymu zwanego rekombinaza Cre do wyznakowania tych komé-
rek (w zywych embrionach myszy) fluoryzujacym na czerwono biatkiem RFP.
Przy kazdej aktywacji genu Wt1 biatko §wiecilo na czerwono, a poniewaz marker
byt dziedziczony przez kolejne pokolenia komérek, to mozna bylo je zlokalizowaé,
a tym samym okresli¢ ich pochodzenie [7].

Warto wspomnieé, ze potencjalng warto$¢ w leczeniu choréb uktadu kraze-
nia maja nie tylko komorki macierzyste zlokalizowane w samym sercu. W roku
2001 pojawity sie pierwsze doniesienia o wykorzystaniu komérek szpiku kostnego
w terapii chor6b sercowo-naczyniowych [8]. Pieé¢ lat pdzniej opublikowano wyniki
trzech badan klinicznych oceniajacych efektywnos¢ terapii z zastosowaniem tych

komorek. Pierwsze wyniki badan byly obiecujace, cho¢ wykazaly jedynie niewielka
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poprawe wartosci wskaznika LVEF (ang. Left Ventricle Ejection Fraction) u le-
czonych pacjentéw. Wczedniej oszacowano bowiem, ze istotna z punktu widzenia
klinicznego zmiana tego parametru powinna przekracza¢ 5%, a w badaniach uzy-
skano zaledwie poprawe o 2-3% [9]. Sprawe dodatkowo komplikuje fakt, ze LVEF
nie zawsze jest dobrym wskaZnikiem efektywnosci leczenia — wiele terapii z uzy-
ciem lekéw nie wplywa na warto$¢ LVEF mimo znaczacej poprawy stanu zdrowia
pacjentow. W takiej sytuacji nalezy poszukaé¢ innych sposobéw oceny skutecznosci
leczenia.

7 poznawczego i klinicznego punktu widzenia wazne jest rowniez $ledzenie
losu przeszczepionych komoérek in vivo (np. z wykorzystaniem MRI) oraz sta-
ranne dobieranie pacjentow do badan klinicznych. Muszg oni spelniaé Scisle okre-
slone kryteria kwalifikalno$ci do terapii, a eksperymenty powinny by¢ wykonywane
w miare mozliwoéci na tym samym etapie rozwoju choroby dla wszystkich uczest-
nikéw eksperymentu.

Kluczows kwestia jest takze konieczno$é¢ wyselekcjonowania z heterogenne;j
populacji komoérkowej takich komoérek, ktore przynosza najwieksze korzysci cho-
rym. Wykazano bowiem, ze tylko niewielki odsetek wprowadzonych do organizmu
komoérek szpiku kostnego jest w stanie przeksztalcié sie w kardiomiocyty [10].

Te wszystkie przeszkody i watpliwosci sprawiaja, ze nieoczekiwanie niska
ocena wynikow wyzej wspomnianych préb klinicznych jest przedwczesna.

Eksperymenty dotyczace odnowy mieénia sercowego byly przeprowadzane
w wielu krajach. Dla wigkszosci bioracych w nich udzial pacjentéw stanowity one
ostatnig szanse na wyleczenie, wiec nie brakowalo ochotnikéw. Wyniki prob cze-
sto dowodzily, ze terapia komoérkowa nie jest tak bezpieczna, jak by sie wydawalo,
szczegblnie przy zastosowaniu niektérych typéw komoérek. U kilku francuskich pa-
cjentéw leczonych przeszczepem z mioblastow miesni szkieletowych rozwineta sie
arytmia, zdarzaly sie takze przypadki zwezania naczyn krwionosnych i inne po-
wiktania [11]. Niektérzy eksperci obawiaja sie réwniez, ze transplantacja komérek
macierzystych moze wywolywaé¢ unaczynianie guzéw nowotworowych lub wywo-
ta¢ nowotwory przez przeksztalcanie sie przeszczepionych komoérek macierzystych
w komorki tumorogenne [12]. Dlatego nierzadko instytucje naukowe miewaja pro-
blemy z otrzymaniem pozwolenia na badania i eksperymenty kliniczne.

Pomimo tych trudnosci badania z wykorzystaniem zwierzat sa obiecujace.

Acta Mygenica 2013 nr 3 39



Ewa Rojczyk-Golebiewska

Na ponizszym rysunku (Rys.3) przedstawiono przekroje serc $winskich po wy-
idukowanym zawale, a nastepnie poddanych terapii komérkowej. Serce zwierzecia
leczonego komérkami macierzystymi (po prawej stronie) wykazuje zdecydowanie
mniej nieprawidtowoéci w budowie w poréwnaniu z sercem nie poddanym leczeniu

(po lewej stronie).

Rysunek 3: Przekroje serc swinskich po wyidukowanym zawale. Po prawej: po zastosowaniu

terapii komérkami macierzystymi, zrédto: [9]

Zakonczenie

Najnowsze odkrycia wskazuja na ogromny potencjal terapeutyczny komérek ma-
cierzystych. Jest to optymistyczne, ale nie musi oznaczaé niestety braku proble-
moéw, ani zdecydowanego przetomu w medycynie. Wiele kwestii nie zostato bowiem
jeszcze wyjasnionych, a postepy badan sg stosunkowo powolne ze wzgledu na ich
koszty i stopien skomplikowania. Ponadto, wigkszosé doswiadczen jest prowadzo-
nych razie jak dotad tylko na zwierzetach i nie przekroczyta etapu wezesnych préb
klinicznych. Nie wiadomo wiec do konca, czy obiecujace wyniki badan na myszach
przekladaja si¢ na réwnie spektakularne sukcesy w terapii choréb ludzkich, choé
badania wykonane na duzych modelach zwierzecych, np. na wspomnianej wyzej
Swini, sg obiecujace

Sytuacji nie poprawia fakt, ze uzycie komérek macierzystych (zwlaszcza po-

chodzenia embrionalnego) wywoluje w wielu krajach debaty o charakterze etycz-
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nym. Dodatkowym problemem wydaje sie kwestia dzialan niepozadanych, zmien-
nosci osobniczej w badanych populacjach (utrudniajacej interpretacje wynikéw
préb klinicznych) oraz konieczno$é wykonywania rzetelnych, czesto bardzo kosz-
townych badan z uwzglednieniem préby kontrolne;j.

Warto by¢ jednak optymista, gdyz terapia komérkowa odniosta juz sukcesy,
a medycyna i genetyka sg ostatnimi czasy bardzo preznie rozwijajacymi sie dziedzi-
nami nauki. Niepewnosci i ciaglte poszukiwanie wlasciwych metod postepowania
sg nieuniknione, a ich pokonywanie nieodlacznie wpisane w prace naukowa. Po-
nadto, historia pokazuje, ze dzi$§ powszechnie stosowane terapie jeszcze stosunkowo
niedawno nalezaly do $wiata ,science-fiction”. Tylko dzieki wytrwalosci badaczy

ujrzaly Swiatto dzienne, a my mozemy cieszy¢ sie ich bezcennymi owocami.
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KIEDY PELACIMY CENE ZA OBRONE ORGANIZMU — UDZIAL
RECEPTOROW TLR W PATOGENEZIE MIAZDZYCY

1. Wstep

Jak najszybsze rozpoznanie i przekaz sygnalu aktywacji w wyniku pojawienia sie
w ustroju czynnika infekcyjnego to podstawa dziatania wrodzonego uktadu od-
pornosci. Jego zadaniem jest natychmiastowe ograniczenie lub eliminacja zagro-
zenia, jak réwniez pobudzenie wysokospecyficznej odpowiedzi swoistej. Komérki
odpowiedzialne za pierwsza lini¢ obrony organizmu (np. monocyty, makrofagi,
neutrofile, komérki nablonka) sa w tym celu wyposazone w ,system wczesnego
ostrzegania” — receptory PRR (ang. pattern recognition receptors), rozpoznajace
molekularne wzorce patogennosci (PAMP, ang. pathogen-associated molecular pat-
terns) czyli struktury wystepujace u drobnoustrojéw, a nieobecne u gospodarza.
Dodatkowo, ze wzgledu na rézne drogi wnikania patogenéw, zaistniata ewolucyjna
konieczno$é, aby receptory PRR réznily sie lokalizacja w obrebie komérki (btona
komérkowa, cytoplazma, endosomy).

Wazna i obecnie szeroko badang grupa czasteczek PRR stanowi konserwa-
tywna rodzina receptoréw TLR (ang. Toll-like receptors). Rozpoznanie i zwiaza-
nie ligandéw przez te receptory inicjuje ztozona kaskade przekazu sygnatu, ktorej
ostatecznym rezultatem jest indukcja produkcji cytokin prozapalnych takich jak
TNFa, interleukina 18(IL-13) czy tez interferony. Dochodzi takze do aktywacji
i zmiany fenotypu komérki, przejawiajacej sie np. ekspozycja czasteczek adhezyj-
nych badz receptoréw chemokin. Pobudzenie receptoréw TLR skutkuje wzmozona
produkcja cytokin i czasteczek kostymulujacych przez prezentujace antygen ko-
morki dendrytyczne, co umozliwia nastepnie aktywacje naiwnych limfocytéw T.
W ten sposob sygnat z receptoréw wrodzonego uktadu odpornoéci zapoczatkowuje
i koordynuje pézniejsza odpowiedz swoista, w ktorej dominujaca role odgrywaja
limfocyty T oraz B. W wyniku aktywacji receptoréw TLR dochodzi takze do uru-

chomienia mechanizméw kontrolnych, czego przyktadem jest produkcja przeciw-
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zapalnej IL-10. Ostatecznie procesy te maja doprowadzi¢ do usuniecia czynnika
infekcyjnego [1].

Obok niezaprzeczalnie pozytywnej roli w obronie organizmu, receptory TLR
rozregulowaniu mechanizméw kontrolnych, moga bra¢ udzial w patogenezie cho-
réb autoimmunologicznych, infekcyjnych, jak rowniez stanéw o charakterze chro-
nicznego zapalenia. Zaburzona sygnalizacje przez te receptory podejrzewa sie

takze o udzial w patogenezie miazdzycy [2,3].

2. Historia odkrycia

Receptory TLR zawdzi¢czaja swojg nazwe homologicznemu receptorowi Toll, kto-
rego istnienie wykazata w 1985 r. Christiane Niisslein-Volhard z Instytutu Maxa-
Plancka w trakcie badan genéw wplywajacych na rozwdj larwalny Drosophila
melanogaster. Produkt odkrytego genu toll zostal zidentyfikowany jako biatko
niezbedne do utrzymania prawidlowej polarnosci grzbietowo-brzusznej w trak-
cie wezesnego rozwoju embrionalnego. W latach p6zniejszych powigzano réwniez
jego aktywnos¢ z wrodzong odpornoscig dorostych osobnikéw muszki na zakazenia
grzybami, a takze bakteriami gramdodatnimi.

Receptory TLR zidentyfikowane u ssakéw poprzez analize poréwnawczg, se-
kwencyjnych baz danych, wykazuja znaczne podobienistwo strukturalne do biatka
Toll. Pierwszym odkrytym przez R. Medzhitov’a i C. Janeway’a w 1998 r. re-
ceptorem z rodziny Toll-like byl TLR4 rozpoznajacy endotoksyne (LPS) — sktad-
nik $ciany komoérkowej bakterii gramujemnych. Zaréwno w przypadku TLR4, jak
i u kolejnych odkrywanych receptoréw TLR, nie wykazano funkcji w rozwoju em-

brionalnym, a jedynie w ukladzie immunologicznym [4 - 6].

3. Wystepowanie i budowa

Do rodziny ssaczych receptoréw TLR nalezy kilkanascie czasteczek. Do tej pory
zidentyfikowano 10 receptoréw TLR u czlowieka i 13 u myszy [7]. Receptory TLR
oznaczane indeksami od 1 do 9 sa wysoce konserwatywne, wykazujac znaczne
podobienstwo strukturalne oraz funkcjonalne u myszy i cztowieka. Réznice doty-

cza receptora kodowanego przez gen TLR10, ktéry u cztowieka ulega prawidlowej
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ekspresji, natomiast u myszy fragment kodujacy C-terminalna czesé biatka ulegt
niefunkcjonalnej substytucji. Odwrotna sytuacja wystepuje w przypadku genu re-
ceptora TLR11, ktory w komoérkach ludzkich jest nieproduktywny ze wzgledu na
wewnetrzny kodon STOP. U myszy z kolei, w pelni funkcjonalny TLR11 jest re-
ceptorem profilinopodobnego biatka Toxoplasma gondii [1].

Receptory TLR wystepuja w wielu typach komoérek: w najwickszej ilosci
w makrofagach, monocytach, komoérkach dendrytycznych, ale takze granulocy-
tach, limfocytach i komérkach tucznych oraz srodbtonku, fibroblastach, kardio-
miocytach, keratynocytach i adipocytach. Repertuar i ilo$¢ posiadanych recepto-
réw TLR zalezy od typu komérki [7-12].

Receptory TLR naleza do biatek transbtonowych I typu. Zewnatrzkomor-
kowa domena N-koncowa, odpowiadajaca za rozpoznanie ligandéw, zbudowana
jest z powtarzajacych sie tandemowo motywéw leucynowych LRR (ang. leucin-
rich repeats) i jest odmienna u kazdego z receptoréw. Natomiast czesé cytopla-
zmatyczna, odpowiedzialng za przekaz sygnalu pobudzenia do wnetrza komorki,
stanowi konserwatywna domena TIR (ang. Toll/IL-1R), ktéra wystepuje rowniez
w receptorze IL-1. Receptory TLR sa zlokalizowane na powierzchni komoérki lub
wewnatrzkomorkowo w blonie endosoméw - czescig LRR do $rodowiska zewnetrz-
nego [1, 8-12].

Wiekszosé receptoréw TLR. funkcjonuje w postaci homodimeréw, rzadziej
jako heterodimery. Ciekawy przyktad stanowi receptor TLR2, ktéry dimeryzuje
z receptorem TLR1 lub TLR6, zwiekszajac w ten sposob réznorodnosé rozpozna-
wanych ligandéw. W zaleznosci od rodzaju partnera heterodimeryzacji rozpoznaje
odpowiednio triacylowane lub diacylowane lipopeptydy [1, 8-12]. Ponadto wyka-
zano, ze receptor TLR2 prawdopodobnie rozpoznaje niektére ligandy niezaleznie
od TLR1 i TLR6 [12].

Receptory TLR moga wiaza¢ ligandy samodzielnie lub w kooperacji z cza-
steczkami towarzyszacymi. Obecnosé tych ostatnich stuzy wtadciwej prezentacji
ligandéw oraz zwieksza specyficznosé detekcji. Przyktadowo, do prawidlowego roz-
poznania lipopolisacharydu przez receptor TLR4 konieczny jest udzial rozpusz-
czalnego biatka wiazacego LPS (LBP, ang. lipopolysaccharide-binding protein),
wystepujacej w formie wolnej lub zwigzanej z btong tacznikiem glikozylofasfatydylo-

inozytolowym czasteczki CD14 oraz stale zasocjowanego z receptorem biatka MD?2.
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Receptor TLR2 oddzialtuje z biatkiem CD14, a takze wykazano interakcje hetero-
dimeru TLR2/6 z czasteczka CD36 [12,13].

. Lokalizacja
Receptor Ligand )
subkomoérkowa
heterodimer triacylowane lipopeptydy bakteryjne blona komoérkowa
TLR1/2
R1/ Pam3CSK4 (syntetyczny analog)

heterodimer bakteryjne lipoproteiny i diacylowane btona komérkowa
TLR2/6 .

lipopetydy

kwas lipoteichojowy (bakterie

gramdodatnie)

peptydoglikan

glikolipidy

glikoinozytolofosfolipidy

zZymosan

Pam2CSK4 (syntetyczny analog)
TLR3 dwuniciowe RNA, dsRNA (wirusy) endosomy

Poli(I:C) (syntetyczny analog)
TLR4 lipopolisacharyd (bakterie gramujemne) blona komérkowa
TLR5 flagellina (bakterie gramujemne) btona komérkowa
TLR7 jednoniciowe RNA, ssRNA (wirusy) endosomy
TLRS jednoniciowe RNA, ssRNA (wirusy) endosomy
TLR9 niemetylowane sekwencje CpG DNA endosomy

(bakterie, wirusy)

Tabela 1: Ligandy i lokalizacja komoérkowa najlepiej poznanych receptoréw TLR.

4. Drogi sygnalowe receptoréw TLR

Receptory TLR po zwiazaniu ligandu uruchamiaja wewnatrzkomérkowa kaskade
przekazu sygnaltu, doprowadzajac ostatecznie do ekspresji genéw. Pobudzenie kaz-
dego z receptoréw Toll-podobnych prowadzi do aktywacji czynnika NF-xB, jed-

nakze ostateczny profil ekspresji genéw i odpowiedZz komérki zaleza od rodzaju
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pobudzanego receptora [14]. Zjawisko to wynika z wykorzystania w drodze prze-
kazu sygnatu réznego repertuaru czasteczek adaptorowych zawierajacych domene
TIR (MyD88, TRIF, TIRAP, TRAM oraz SARM). Najczesciej wyrdznia si¢ dwie
gléwne drogi sygnalowe: $ciezke przekazu sygnalu zalezna i niezalezna od cza-
steczki MyD88 [1,6,8,12].

4.1 Droga sygnalowa zalezna od czasteczki MyD88

Sciezke przekazu sygnaltu zalezna od biatka adaptorowego MyD88 wykorzystuja
wszystkie receptory TLR z wyjatkiem TLR3. Prowadzi ona do szybkiej akty-
wacji czynnika jadrowego NF-xB, uruchomienia kaskady kinaz MAP (ERK1/2,
p38, JNK) i, w konsekwencji, aktywacji czynnika transkrypcyjnego AP-1 oraz
pobudzenia niektérych biatek z rodziny IRF (IRF7). Po aktywacji receptora cza-
steczka MyD88 bezposrednio lub za posrednictwem dodatkowych biatek oddzia-
tuje z domeng TIR receptoréw TLR, a nastepnie rekrutuje kinazy z rodziny IRAK
i biatko TRAF6 (ligaze E3 ubikwityny). Pojawienie si¢ lancuchéw ubikwityny na
TRAF6 umozliwia przylaczenie kinazy TAK1. TAK1 fosforyluje kompleks TKK
doprowadzajac do degradacji inhibitora czynnika NF-xB (IxB) i migracji aktyw-
nego czynnika NF-xB do jadra, gdzie wplywa on na transkrypcje genow proza-
palnych. Jednoczesnie TAK1 jako tzw. kinaza MAPKKK inicjuje kaskade kinaz
MAP [1, 4, 6, 8-12].

4.2 Droga sygnalowa niezalezna od czasteczki MyD88

Kaskada przekazu sygnatu biegnaca niezaleznie od biatka MyD88 jest wykorzysty-
wana jedynie przez dwa sposréd receptoréw TLR — receptor TLR3 (jako jedyny
szlak sygnalowy) oraz TLR4. Do rodziny czasteczek adaptorowych zawierajacych
domene TIR i bioracych udzial w sygnalizacji niezaleznej od MyD88 zalicza sie
TRIF oraz TRAM. Cechami wyrézniajacymi te droge sygnalows jest wplyw na
aktywacje czynnika transkrypcyjnego IRF3, ekspresje interferonéw I typu, induk-
cje genéw zaleznych od interferonéw oraz wspomniang pézna aktywacje czynnika

NF-xB i kinaz MAP [1, 4, 6, 8-12].
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Miazdzyca

Miazdzyca tetnic (ang. atherosclerosis) jest przewlekla choroba o charakterze za-
palnym, charakteryzujaca sie ogniskowym powstawaniem tzw. blaszek miazdzyco-
wych w blonie wewnetrznej (tac. tunica infima) Srednich i duzych tetnic. Blaszki
miazdzycowe sg charakterystycznymi miejscami akumulacji cholesterolu, jego es-
tréw i innych lipidéw, martwych komorek, widknika oraz soli wapnia. Proces miaz-
dzycowy prowadzi do stopniowego zwezenia $wiatta tetnic i zmniejszenia ich ela-
stycznosci, ograniczenia przepltywu krwi i w rezultacie niedokrwienia narzadéw
przez nie zaopatrywanych. Najgrozniejsza konsekwencjg istnienia zmian chorobo-
wych w naczyniach jest mozliwo$é¢ gwaltownego przerwania plytek miazdzyco-
wych, w trakcie ktérego dochodzi do uwolnienia ich prozakrzepowej zawartosci do
krazenia. Skutkuje to uruchomieniem kaskady krzepniecia w $wietle naczynia, co
moze powodowaé¢ w najgorszym przypadku jego catkowity zator. Miazdzyca tetnic
w zaleznosci od lokalizacji skutkuje takimi powiktaniami jak: nadci$nienie, niewy-
dolnosé i zawal serca, niedotlenienie lub udar mézgu. Zmiany w tetnicach konczyn
objawiaja sie bélami i moga prowadzi¢ do zaistnienia koniecznosci amputacji [15,
16].

Tworzenie blaszek miazdzycowych jest ztozonym, dynamicznym procesem,
w ktéry zaangazowane sg komorki Sciany naczyn oraz uktadu immunologicznego
(odpowiedzi wrodzonej i nabytej), a takze niemorfotyczne skladniki krwi. W du-
zym uproszczeniu immunologiczne podloze formowania sie blaszki miazdzycowej

przebiega w nastepujacych etapach [15, 16]:

6. Udzial receptoréw TLR w patogenezie miazdzycy

Etiologia miazdzycy jest zlozona i nie w pelni poznana. Do klasycznych i nie-
zbednych do inicjacji choroby czynnikow ryzyka zalicza sie¢ podwyzszony poziom
cholesterolu oraz frakeji lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) we krwi. Jednoczesnie
znaczaca role zaczeto przypisywaé rowniez immunologicznemu podtozu choroby —
przewleklemu stanowi zapalnemu, przyczyniajacemu si¢ do ciagtej ewolucji bla-
szek miazdzycowych [17]. W rezultacie receptory TLR jako narzedzia wrodzonego
uktadu odpornosci i potencjalne inicjatory stany zapalnego szybko znalazty sie na

liscie podejrzanych [3, 7, 9].
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cytokiny, oxLDL, infekcja

aktywacja srédbtonka
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aktywacja limfocytéw T
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| wzrost blaszki miazdzycowej| @== hipercholesterolemia

Rysunek 1: Immunologiczne podtoze miazdzycy.

Do inicjacji zmian patologicznych dochodzi na skutek dysfunkcji sSrédblonka. Aktywowany $rod-
blonek cechuje sie wzmozong ekspresja czastek adhezyjnych i chemoatraktantéow, dzieki czemu
powstaja warunki sprzyjajace rekrutacji monocytéw i limfocytow T do Sciany tetnicy. Niezbed-
nym czynnikiem w rozwoju miazdzycy jest takze zaburzona gospodarka cholesterolowa. W fazie
inicjacji oraz rozwoju blaszki miazdzycowej dochodzi do deponowania i utleniania czasteczek
lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) w blonie wewnetrznej tetnicy w wyniku czego powstaja
oxLDL. Monocyty przeksztatcaja sie w makrofagi i pochtaniaja oxLDL przy wykorzystaniu re-
ceptoréw zmiataczy. Wypelnione lipidami makrofagi sa okreslane jako komérki piankowe (ang.
foam cells). Cze$é z nich w wyniku przetadowania lipidami i toczacych si¢ caly czas proceséw
zapalnych obumiera, tworzac nekrotyczny rdzen blaszki miazdzycowej. Dalszy wzrost ztogu za-
lezy od nasilenia migracji komérek mie$ni gtadkich (SMCs), liczby ich podzialéw oraz ilosci
wydzielanych przez nie sktadnikéw matriks zewnatrzkomoérkowej. W obszarze blaszki wystepuja
w niewielkich liczbach réwniez inne typy komoérek - komorki dendrytyczne, tuczne, limfocyty

B i T oraz limfocyty NKT ( ang. natural killer cells.

Rzeczywiscie, wyniki badan ostatnich lat wskazuja na udzial receptoréw
TLR, a w szczegdlnosci TLR2 i TLR4, w inicjacji i progresji miazdzycy. W ob-
szarze ludzkiej blaszki miazdzycowej wykazano wzmozong ekspresje receptordéw
TLR1, TLR2, TLR4 i TLR6 [18]. Receptory te sa obecne w zwiekszonej iloci
na $réodbtonku, makrofagach oraz fibroblastach — czyli gtéwnych typach komérek

zaangazowanych w rozwdéj choroby. Wzmozona ekspresje TLR2 i TLR4 wykazano
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réwniez na krazacych we krwi monocytach pacjentéw cierpiacych na miazdzyce
[10,19-21]. W powiklaniach choroby nie jest wykluczony udzial mieloidalnych i pla-
zmacytoidalnych komérek dendrytycznych, rézniacych sie repertuarem receptordw
TLR i wystepujacych w regionach wzrostu i niestabilnosci blaszki [22]. Sygnali-
zacje przez receptory TLR podejrzewa sie o udzial w wielu etapach powstawa-
nia zlogéw miazdzycowych w tetnicach, w tym o wplyw na produkcje dziala-
jacych lokalnie i systemowo cytokin prozapalnych (TNFa, IL-1, IL-6) oraz che-
mokin (MCP-1), tworzenie sie komérek piankowych, a takze aktywacje odpowie-
dzi swoistej. Ponadto pobudzenie receptoréw na komérkach makrofagdéw skutkuje
zwiekszong produkcja metaloproteinaz trawiacych macierz zewnatrzkomorkows,
co przyczynia sie do oslabienia struktury i stopniowej destabilizacji blaszki [7, 10,
15, 23-25] Interesujacych danych potwierdzajacych promiazdzycowy wplyw akty-
wacji receptoréw TLR dostarczaja badania na dwéch zwierzecych modelach miaz-
dzycy. Sa to myszy z nokautem genu kodujacego apolipoproteine E (ApoE~/7)
— zapadajace spontanicznie na hipercholesterolemie i miazdzyce — lub zwierzeta
pozbawione receptora lipoprotein o niskiej gestosci (Ldlr_/ ~), w ktorych blaszki
miazdzycowe pojawiaja sie¢ w wyniku podawania karmy bogatej w cholesterol [7].
Roéwniez w przypadku tych modeli zaobserwowano wzmozona ekspresje recepto-
réw TLR2 (Ldlr—/~) i TLR4 (ApoE~/~) w obszarze tworzacych si¢ zmian miaz-
dzycowych [7, 26, 27]. Myszy ApoE~/~ pozbawione dodatkowo genu kodujacego
wspo6lng dla receptoréw TLR (z wyjatkiem TLR3) czasteczke adaptorowa MyD88,
rozwijaja znacznie 1zejsza postaé¢ choroby w poréwnaniu do zwierzat z nokautem
genu samej apolipoproteiny E (zmniejszona powierzchnie blaszek miazdzycowych,
mniejszg akumulacje lipidéw, ograniczenie liczby makrofagéw oraz obnizong eks-

presje genéw prozapalnych) [28].

6.1 TLR4

Pierwszym podejrzanym z grupy receptoréw TLR byl receptor TLR4 — dtugo
poszukiwany receptor endotoksyny. LPS pobudza prozapalne funkcje monocytdw
i makrofagow, jak rowniez aktywuje komorki Scian naczyn — érodbtonek i komérki
miesni gladkich. LPS moze wywieraé¢ dzialanie promiazdzycowe poprzez bezpo-
sredni lub posredni wplyw na indukcje ekspresji cytokin prozapalnych (TNF,
IL-15, IL-6, IFN~7?), chemokin (IL-8, MCP-1) oraz czasteczek adhezyjnych, ktére
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Rysunek 2: Udzial receptoré6w TLR2 i TLR4 w procesie miazdzycowym.

stwarzaja Srodowisko sprzyjajace napltywowi leukocytéw do $cian tetnic [29]. Re-
gularne podawanie myszom ApoE~/~ niskich dawek endotoksyny bakteryjnej
znacznie przyspiesza powstanie zmian chorobowych. Ponadto w badaniach epi-
demiologicznych wykazano, ze podniesiony poziom endotoksyny we krwi u oséb
zdrowych (powyzej 50 pg/ml) zwigksza ryzyko rozwoju miazdzycy [29, 30].

Nalezy jednak podkreslié¢, ze udzial TLR4 w inicjacji i progresji zmian miaz-
dzycowych, choé¢ wazny, nie jest czynnikiem dominujacym. Zaobserwowano bo-
wiem, ze zupelny brak TLR4 u myszy ApoE~/~ skutkowal zmniejszeniem po-
wierzchni tetniczych objetych choroba o 24%, podczas gdy wspomniana nieobec-
no$é¢ funkcjonalnej czasteczki MyD88 az o 57%. W tym miejscu trzeba zaznaczy¢,
ze czasteczka MyD88 jest zaangazowana takze w sygnalizacje innych receptoréw
TLR oraz receptoréw IL-1 i IL-18 [5, 31].

Nadal trwaja badania majace na celu identyfikacje promiazdzycowych ligan-
déw TLR4. Wykazanie, ze LPS jest induktorem odpowiedzi zapalnej w miazdzycy
napotyka na trudnosci. Gtéwnymi przeszkodami wymienianymi przez niektérych
naukowcow jest prowadzenie badan na zwierzetach karmionych dieta wysokottusz-
czowa (obecne we krwi lipoproteiny moga wiaza¢ sie z LPS uniemozliwiajac jego
interakcje z receptorem) oraz réznice pod wzgledem wrazliwosci na LPS — bardzo
wysokiej u cztowieka, a niskiej u myszy [32].

Ciekawa obserwacja jest to, ze nie odnotowano promiazdzycowego wptywu

50 Artykuly



Kiedy ptacimy cene za obrone organizmu — udzial receptoréw TLR
w patogenezie miazdzycy

uwazanej za niezbedng do rozpoznania LPS czasteczki CD14, mimo zZe jest ona
istotnym koreceptorem zaréwno TLR4, jak i TLR2. Nokaut genu Cd14 nie miatl
wplywu na rozwéj aterosklerozy u myszy ApoE~/~, podczas gdy przy braku funk-
cjonalnego TLR4 przebieg proceséw chorobowych u zwierzat byl znacznie tagod-
niejszy [33]. Na podstawie powyzszych badan mozna wnioskowaé wiec o istnieniu
innego niz LPS ligandu TLR4, nie wymagajacego CD14 do przekazu sygnatu albo
tez niezalezne od CD14 rozpoznanie LPS przez TLR4 [34] .

6.2 TLR2

Obecnie coraz wigksza uwaga badaczy jest skupiona na receptorze TLR2, ktéry
moze rozpoznawaé bardzo szeroka grupe czasteczek zaréwno egzo- jak i endogen-
nych. Zaobserwowano, ze ekspresja tego receptora na komoérkach nabtonkowych
maleje pod wplywem duzych cisnien i laminarnego przeptywu krwi natomiast
jest znaczna w obszarach rozgalezien lub krzywizny tetnic - miejscach nielaminar-
nego przeplywu (bifurkacji) krwi. Poniewaz sa to miejsca szczeg6lnie narazone na
rozw0j zmian miazdzycowych, korelacja ze wzmozona ekspresja TLR2 prawdopo-
dobnie nie jest przypadkowa [27].

Hipoteze ta potwierdzaja réwniez badania z wykorzystaniem mysich mo-
deli arterosklerozy. Podawanie myszom Ldlr—/— syntetycznego ligandu receptora
TLR1/2 (Pam3CSK4) lub infekcja zwierzat ApoE~/ przez Porphyromonas gingi-
valis znacznie przyspieszalta rozwdj blaszek miazdzycowych. Dodatkowo blaszki te
wykazywaly cechy niestabilnosci, co jak wspomniano wczeéniej, stanowi najwiek-
sze zagrozenie droznoSci naczynia [35, 36]. Zauwazono réwniez — przy braku egzo-
gennego ligandu — ze naczynia zwierzat Ldlr—/~, TIr2~/~ sa w mniejszym stopniu
podatne na powazne zmiany miazdzycowe w poréwnaniu z kontrola (Ldlr—/~)
[37]. Moze $wiadczy¢ to o udziale jeszcze nie ustalonego endogennego agonisty
TLR2 w rozwoju choroby. Podobny rezultat otrzymano réowniez na zwierzetach
ApoE~/~, TIr2~/~ [38].

W trakcie badan poswigconych wpltywowi receptora TLR2 na rozwdj miaz-
dzycy zaobserwowano kolejng interesujaca zalezno$é. Przeszczep pochodzacych
ze szpiku i pozbawionych receptora TLR2 komorek zwierzeciu Ldlr—/~ nie przy-
czynil sie do zahamowania zmian miazdzycowych w naczyniach. Z tego wzgledu

przypuszcza sie, ze to posiadajace TLR2 i nie wywodzace si¢ ze szpiku komérki
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np. miesni gladkich i éréodblonka sg w duzej mierze odpowiedzialne za rozwdj
choroby przy braku infekcji. Z drugiej strony kiedy myszom o genotypie Ldlr—/—
po analogicznym przeszczepie szpiku podano Pam3CSK4 (model infekcji) zmiany
chorobowe bytly znacznie zredukowane. Istnieje wiec prawdopodobienstwo, ze ko-
morki pochodzenia szpikowego (a wiec zwiazane z ukladem immunologicznym)
wykazujace ekspresje TLR2 sa odpowiedzialne za promiazdzycowe efekty egzogen-
nych, ale nie endogennych ligandéw TLR2 [37]. Jest to argument potwierdzajacy,
ze czeste 1 przewlekle infekcje bakteryjne moga przyczynié sie do rozwoju zmian

w naczyniach.

6.3 ,,Aterogenne” ligandy receptoréw TLR

Wskazanie, ktore z ligandéw receptoréw TLR moga by¢ odpowiedzialne za toczace
sie procesy zapalne w Scianach tetnic jest bardzo trudne ze wzgledu na dynamiczny
i dlugotrwaly charakter zjawiska. Wsréd podejrzanych wymieniane sa, jak juz
wspomniano, czasteczki pochodzenia egzo- i endogennego, jednakze do tej pory
nie znaleziono jednoznacznego i dominujacego sprawcy pobudzenia receptoréw
TLR.

Jako czynnik sprzyjajacy powstaniu i zaostrzeniu zmian wymienia si¢ zaka-
zenia wirusowe i bakteryjne (egzogenne zrédlo ligandéw), tym bardziej, ze ostre
infekcje sprzyjaja powiklaniom arterosklerozy — wylewom i zawatom. Wedlug ba-
dan epidemiologicznych najwieksze potencjalne zagrozenie wigze sie z infekcja
bakteriami Chlamydia pneumonia, Helicobacter pylori, Porphyromonas gingivalis
i wirusami: cytomegalii, grypy (typ A), Epsteina-Barr, HIV, Herpes simplex —
HSV1 i HSV2 oraz wirusowego zapalenia watroby typu A i B [7, 23]. Obecnosé
niektorych z tych patogenéw wykazano w obszarze blaszki (np. C. pneumonia)
[39, 40]. U myszy ApoE~/~ zakazenie ta bakteria powoduje zalezne od recepto-
ré6w TLR2 i TLR4 zaostrzenie zmian miazdzycowych [41]. Nalezy jednak od razu
podkresli¢, ze nie sa to z pewnoscia dominujace czynniki ryzyka, ze wzgledu na
ograniczone wystepowanie u pacjentow. Wydaje sie, ze w kontekécie miazdzycy
istotne znaczenie moze mie¢ caloéciowe narazenie organizmu na infekcje i akty-
wacje receptoréw TLR (ang. total infectious burden) [42]. Patogeny wywolujace
w organizmie stan zapalny i pewnego rodzaju ,,dysfunkcje” ukladu odpornosci sta-

nowia potencjalne zagrozenie inicjacja choroby np. poprzez wplyw na aktywacje
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srodblonka.

Drugie zrédlo pobudzenia receptoréw TLR moga stanowié¢ ligandy pocho-
dzenia endogennego, ktérych szczegdlnie duzo gromadzi sie w miejscach niszcze-
nia macierzy zewnatrzkomoérkowej, zapalenia czy stresu komérkowego. Ligandy te
okresla sie nazwa DAMP (ang. damage-associated molecular patterns). Ich funkcja
jest ostrzeganie ukladu immunologicznego o uszkodzeniu tkanek i §mierci nekro-
tycznej komorek [43]. W obrebie blaszki miazdzycowej, zawierajacej rosnacy z cza-
sem rdzen nekrotyczny, wystepuje wiele tego typu struktur. Wérdéd potencjalnie
proaterogennych ligandéw wymienia sie biatka HSP60 i HSP70, HMGBI, ekstra
domene A fibronektyny, hialuronian, rozpuszczalny siarczan heparanu i inne [7].

Za czynniki endogenne, ktére moga interferowaé¢ z aktywacja receptorow
TLR podejrzewa sie takze zwiazki lipidowe, bezposrednio zaangazowane w ini-
cjacje choroby i indukujace wiele promiazdzycowych proceséw w makrofagach,
komérkach srédbtonka oraz miesni gtadkich. Wéréd nich wymienia sie lipoproteiny
mmLDL (ang. minimally modified low density lipoprotein), oxLDL (ang. ozidized
LDL), a takze oksydowane fosfolipidy (oxPLs) [7, 10, 23-25]. mmLDL wywotluja
w makrofagach odpowiedz prozapalng zalezna od receptoréw CD14/ TLR4/ MD-
2, w tym takze produkcje ROS [44-46]. Natomiast w przypadku oxLDL i oxPLs
odkryto, ze przynajmniej w warunkach in vitro hamuja (!) one pobudzenie recep-
torow TLR2 i TLR4 poprzez wiazanie czasteczek towarzyszacych — LBP, CD14
i MD-2 [47, 48]. Niedawno wykazano jednak, ze oxLDL moga dziala¢ réwniez
prozapalnie poprzez interesujacy kompleks receptora CD36 oraz TLR4 i TLR6
[49].

6.4 Receptory TLR a metabolizm lipidéw

Makrofagi w obszarze intimy pochtaniajac dzieki posiadanym receptorom zmiata-
czom gromadzace si¢ tam czasteczki oxLDL i akumulujac cholesterol w cytopla-
zmie przeksztalcaja sie stopniowo w komoérki piankowe. Jest to jeden z najwazniej-
szych etapéw tworzenia pasm lipidowo-ttuszczowych, a pézniej dojrzalej blaszki
miazdzycowej. Za zaburzenie gospodarki lipidowej odpowiada wiele mechanizméw
m.in. stymulacja receptoréw TLR. Pobudzenie TLR3, TLR4 i TLR9 doprowadza
do nasilonej ekspresji receptoréw zmiataczy: SRA, MARCO i LOX-1 [10]. Ponadto
aktywacja receptoréw TLR3 i TLR4 wplywa hamujaco na ekspresje transportera
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ABCA1, umozliwiajacego usuwanie z komérki nadmiaru cholesterolu. Przyczyna
tego zjawiska jest hamowanie aktywnoéci transkrypcyjnej czynnika LXR przez
IRF3, aktywowany przez oba te receptory [50]. Z kolei stymulacja TLR2 i TLR4
(u myszy) nasila produkcje obecnego zwykle w bardzo niewielkiej ilodci biatka
FABP4 (ang. fatty-acid binding protein 4 ) bioracego udzial w transporcie kwaséw
ttuszczowych i lipidéw [51, 52].

7. Na zakonczenie

Promiazdzvcowe dziatanie receptoréw TLR wraz z uplywem czasu staje sie coraz
lepiej udowodnione, a mechanizmy, w ktérych biorg one udzial, ulegaja coraz wigk-
szej komplikacji. Trzeba pamietac, ze w przebieg drogi sygnalowej receptorow TLR
moga interferowaé inne kaskady przekazu sygnalu. Ponadto receptory te najpraw-
dopodobniej wchodza w interakcje z innymi czasteczkami np. CD36, dektyna-1 czy
LOX-1. Sprawa dyskusyjna pozostaje wpltyw polimorfizméw genetycznych TLR2
i TLR4 na rozwdj choroby, gdyz badania kohortowe przeprowadzone dotychczas
nie przynioslty rozstrzygajacych wynikéw (byé¢ moze z powodu zbyt malej ilodci
przebadanych pacjentéw) [7,10]. Pozostaje takze pytanie — czy pozyskang wiedze
bedzie mozna wykorzysta¢ w celach terapeutycznych? Ewentualne strategie ma-
jace na celu hamowanie TLR2, TLR4 lub ich drég sygnalowych musza uwzgled-
ni¢ optymalny czas terapii (stadium choroby, ktéra czasami rozpoczyna sie juz
w wieku mlodzienczym), potencjalne osltabienie reakcji odpornosciowych organi-
zmu czy tez inne konsekwencje metaboliczne. Modele zwierzece, bardzo uzyteczne
w badaniach, niestety, nie w pelni odzwierciedlaja rzeczywisty przebieg procesu
miazdzycowego u czlowieka [10]. Jednoczesnie z laboratoriéw naukowych stale
plyna nowe doniesienia, ktére weryfikuja nasze hipotezy. Przykladowo niedawno
wykazano, ze u czlowieka receptor TLR2 ma zdecydowanie wickszy wplyw na pro-
dukcje mediatoréw prozapalnych przez komorki wyizolowane z blaszki niz TLR4
[53]. Wydaje sie wiec, ze na skuteczny lek przeciwmiazdzycowy trzeba bedzie

jeszcze poczekad.
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ROLA BIALKA C-MYC W REPROGRAMOWANIU
KOMOREK SOMATYCZNYCH

Wstep

Komoérki macierzyste (ang. Stem Cells) to komérki, ktérych najwazniejszymi ce-
chami sg zdolnos¢ do samoodnowy w trakcie podzialéw oraz zdolnosé¢ do rézni-
cowania. Podzial komoérkowy moze przebiega¢ zaréwno symetrycznie, w wyniku
czego powstaja dwie identyczne komoérki macierzyste lub dwie, bardziej zrézni-
cowane, tzw. komorki progenitorowe, jak i asymetrycznie — gdzie jedna z komo-
rek potomnych jest komérka macierzysta, a druga — progenitorowa. 7 pierwszym
przypadkiem mozna sie spotka¢ np. w sytuacjach stresu komoérkowego: najpierw
nastepuje wzmozona produkcja progenitoréw i ich réznicowanie, a nastepnie od-
nowienie puli komoérek macierzystych. Podzial asymetryczny zachodzi stale w wa-
runkach fizjologicznych i jest odpowiedzialny za utrzymanie stanu réwnowagi or-
ganizmu — homeostazy. Ze wzgledu na potencjal do réznicowania, komoérki ma-
cierzyste mozna podzieli¢ na cztery typy: totipotencjalne (zdolne do réznicowania
we wszystkie typy komorek dorostego organizmu oraz w tkanki pozazarodkowe),
pluripotencjalne (zdolne do réznicowania w komoérki wszystkich trzech listkow
zarodkowych), multipotencjalne (réznicujace w komérki jednego listka zarodko-
wego) oraz unipotencjalne (komoérki liniowo okreslone — mogace réznicowaé tylko
w 1 rodzaj tkanki). Jesli chodzi natomiast o pochodzenie — wyrdznia sie komorki
embrionalne (ang. Embryonic Stem Cells — ESC), ktére wywodza sie z zarodka
oraz komorki somatyczne (ang. Adult Stem Cells — ASC), ktére zajmuja charakte-
rystyczne nisze w doroslym organizmie [1]. Termin ,indukowane pluripotencjalne
komérki macierzyste” (ang. Induced Pluripotent Stem Cells — komérki iPS lub
iPSC) odnosi si¢ do komérek, ktére wywodza sie z komérek somatycznych organi-
zmu, lecz na skutek aktywacji kluczowych czynnikéw transkrypcyjnych uzyskaly
stan pluripotencji. Procesy zachodzace wtedy wewnatrz komérek somatycznych
okredla sie mianem reprogramowania. Oprédcz produkcji biatek regulujacych eks-

presje gendéw zaliczamy tu réwniez zmiany epigenetyczne: acetylacje histonow czy
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Rysunek 1: Podzial symetryczny i asymetryczny komorki macierzyste;j.

tez demetylacje promotoréw genéw, ktore w trakcie ontogenezy ulegly wycisze-
niu [2,3]. W trakcie reprogramowania dochodzi zaréwno do usunigcia markeréw
komoérki zréznicowanej jak i do produkeji czynnikéw odpowiedzialnych za utrzy-
manie pluripotencjalnego fenotypu komoérek embrionalnych. Indukowane pluripo-
tencjalne komérki macierzyste charakteryzuja sie zdolnoécia do réznicowania w ko-
morki ektodermy, mezodermy jak i endodermy oraz praktycznie nieograniczong
proliferacja. Cechy te decyduja o tym, ze moga one stanowi¢ doskonate zrddto
poznawcze dla badaczy zaréwno jesli chodzi o analize mechanizméw réznicowania
i modelowanie tkanek, czy testowanie innowacyjnych lekéw [4-6]. Otrzymywanie
komorek iPS mozna podzieli¢ na 3 etapy. Pierwszym i najwazniejszym z nich jest
wprowadzenie do komoérek czynnikéw transkrypcyjnych indukujacych stan plu-
ripotencji. Zwykle odbywa sie to na drodze kotransdukcji komoérek 4 wektorami
wirusowymi, zawierajacymi wybrane cDNA (najczeéciej w tym celu stosuje sie

retro— lub lentiwirusy [3]). Nastepnym krokiem jest zalozenie nowej hodowli, czyli
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pasaz wybranych komérek na warstwe odzywczag w pozywce, wzbogaconej o ga-
tunkowo specyficzne zwiazki potrzebne do podtrzymania stanu odréznicowania.
Proces rozwoju i réznicowania komérek in vitro jest sterowany przez odpowied-
nie czynniki stymulujace, znajdujace si¢ w pozywce, tak wiec na kazdym etapie
do$wiadczen laboratoryjnych z komoérkami iPS nalezy dostosowywaé sktadniki po-
zywki do ich aktualnego stanu oraz celu eksperymentu. Jako, ze samo uzyskanie
morfologii komoérek embrionalnych nie gwarantuje ich pluripotencjalnego fenotypu
ostatnim etapem generacji indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzy-
stych jest przeprowadzenie tzw. testéw na pluripotencje. Zlotym standardem jest
test na tworzenie potworniaka (teratoma) — wszczepienie masy komoérkowej do
organizmu myszy z uposledzonym ukladem odpornosci i histologiczna analiza po-
wstalego guza [3]. Inny test, ktéry polega na transplantacji komérek do wnetrza
blastocysty, pozbawionej wczesniej wezta zarodkowego, oraz obserwacji rozwoju

zarodka nazywa sie ,uzupelnieniem blastocysty” (ang. blastocyst complementa-

tion), jednak ze wzgledu np. na trudnosci techniczne jest on rzadziej stosowany.

Rysunek 2: Mozliwe zastosowania indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych.
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Geny pluripotencji

Pierwszym naukowcem, ktéry przedstawil czynniki indukujace stan pluripotencji
w komérkach zréznicowanych byl Shinya Yamanaka (2006r — mysie fibroblasty,
2007r — komorki ludzkie) [7-8]. Wykazano, iz zar6wno mysie embrionalne fibro-
blasty (ang. Mouse Embryonic Fibroblasts — MEF) jak i fibroblasty dorostych or-
ganizmow sg w stanie by¢ odréznicowane do komorek iPS. Co ciekawe, nieznacznie
pézniej, niezaleznie od badan z Uniwersytetu w Kyoto druga grupa naukowcow
pod przewodnictwem Jamesa Thomsona réwniez opublikowala prace na temat
reprogramowania komérek ludzkich [9]. Od tego czasu wraz z dynamicznym roz-
wojem metod biologii molekularnej i lawinowym wzrostem publikacji naukowych
coraz wiecej grup badawczych interesuje sie potencjalnym zastosowaniem induko-
wanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych w medycynie regeneracyjne;j.
Obecnie badania prowadzone sa réwniez na komorkach szczurzych i $winskich
[10-11]. Mechanizm obrania konkretnej linii rozwojowej przez komorke sterowany
jest zaréwno sygnalami zewnatrz— jak i wewnatrzkomoérkowymi [3]. Przeprowa-
dzenie komérek somatycznych w stan pluripotencji wymaga aktywacji specyficz-
nych szlakéw sygnalowych. Za proces reprogramowania odpowiedzialne sg czyn-
niki transkrypcyjne, ktore regulujac ekspresje genéw na bardzo wczesnym etapie
majg mozliwo$¢ aktywacji wielu kaskad reakcji, tworzacych wspélna sie¢ regulacji.
Sposérod 24 gendw, ktére badal profesor Yamanaka, ostatecznie wybral 4, ktére
uznal za kluczowe: Sox2, Oct3/4, Klf4 oraz c-Myc. Kazdy z nich jest wazny dla
podtrzymania pluripotencji zarodkowych komérek macierzystych [2]. Ze wzgledu
na bardzo skomplikowang sieé¢ interakcji i wzajemnej regulacji rola kazdego z nich
nie jest jednoznacznie okreslona. Z tego samego powodu skutkow ekspresji kazdego
z nich w komérce nie mozna zdefiniowa¢ w waskim zakresie. Wiadomo jednak, ze
réwnowaga Klf4 i c—Myc wplywa na tempo proliferacji, apoptoze, dekondensacje
chromatyny i regulacje aktywnosci bialek p53 i p21 [7], podczas gdy Oct3/4 i Sox2
reguluja ekspresje genéw zaréwno aktywnie transkrybowanych w ESC (miedzy in-
nymi sa to geny szlakéw Wnt i TGF-(), jak i tych nieaktywnych [12]. Warto tutaj
dodaé, ze Thomson uzyskal wspomniane wczeéniej ludzkie komérki iPS wykorzy-
stujac do transdukeji odmienne geny: Sox2, Oct3/4, Nanog i lin28 oraz stosujac

wektory lentiwirusowe (w odréznieniu od Yamanaki, ktéry uzywal wektoréw re-
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trowirusowych) [9]. Zaréwno przy wyborze pierwszego jak i drugiego typu wek-
toréw transkrypcja wprowadzonych genéw nie jest dlugotrwatla [2, 3, 7, 8, 9, 13].
7 czasem geny te sa wyciszane na drodze epigenetycznej, a ekspresji ulegaja ich
endogenne odpowiedniki, znajdujace sie w konkretnych loci genomu gospodarza.
Miejsce integracji wektora wirusowego w genomie odgrywa znaczaca role w spe-
cyficznosci wyciszenia wprowadzonego genu. Jest to tzw. ,efekt pozycji”, czyli
wplyw organizacji strukturalnej sekwencji DNA na ekspresje transgenu. W przy-
padku wektoréw retrowirusowych sugeruje sie, ze do kompletnego zahamowania
ich ekspresji w trakcie reprogramowania zachodzi w momencie reorganizacji chro-
matyny prowadzacej do wyciszeniem genéw zwigzanych z charakterystyka komérki
zroznicowanej. Modyfikacje chromatyny prowadzace do zaniku ekspresji genéw to
przede wszystkim: deacetylacja histonéw (histon H3), metylacja histonéw (H3K9
i H3K27) oraz metylacja DNA (cytozyna wysp CpG). §cista kontrola aktywno-
Sci metylotransferaz Dnmt3a i Dnmt3b reguluje kinetyke zmian epigenetycznych
w trakcie réznicowania. Spadek aktywnosci acetylotransferazy histonéw (HAT)
przyczynia sie do utrzymania niskiego poziomu ekspresji gendéw. W konsekwencji
zmian struktury chromatyny, a poprzez to — transkryptomu, komérki somatyczne
uzyskuja fenotyp embrionalny, zwiazany z aktywna transkrypcja m.in.: gendéw ko-
dujacych enzymy podstawowych szlakéw metabolicznych, genéw zwiazanych z or-
ganizacja cytoszkieletu, genéw kodujacych biatka potrzebne w procesach trans-
krypcji i translacji, czy tez endogenne czynniki transkrypcyjne uzyte w procesie
reprogramowania. Co ciekawe, te ostatnie, moga aktywowaé swoja wtasng ekspre-
sje na zasadzie sprzezenia dodatniego. Oznacza to, iz przejscie w stan pluripotencji

wymaga jedynie silnego stymulujacego sygnatu. [2, 3, 7, 8, 9, 13].

Kompleks Myc—Max jako czynnik transkrypcyjny

Ludzki czynnik ¢-Myc, kodowany przez znajdujacy sie na chromosomie 8q24 gen
c-myc, powstaje w wyniku translacji dwoch z trzech egzonéw [14, 16]. Gléwne
miejsce inicjacji translacji znajduje sie na egzonie drugim, choé¢ alternatywnie
moze do$é do powstania produktu diuzszego (p67 Myc) oraz krétszego (MycS).
Natywne biatko ¢—Myc podlega glikozylacji i fosforylacji, co moze wplywaé na
jego okres poéttrwania i funkcje. Jest ono jedynym z trzech biatek wchodzacych w

sktad rodziny Myc. Oprédcz niego wyrdzniamy takze czasteczki L-Myc i N-Myc.
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‘efekt pozycji’
wzrost aktywnosci Dnmt3a i Dnmt3b
spadek aktywnosci HAT
metylacja H3K9 i H3K27
deacetylacja H3
metylacja CpG

wyciszanie transgenéw

Rysunek 3: Gléwne czynniki wptywajace na wyciszenie sekwencji wprowadzonych wektorami

wirusowymi.

Wszystkie one moga wchodzi¢ w interakcje z czynnikiem transkrypcyjnym Max,
tworzac funkcjonalny kompleks Myc-Max, ktéry dzieki domenie Max wiazacej
DNA oraz domenie trans—aktywujacej Myc indukuje transkrypcje. Wysokie po-
dobienstwo w sekwencji tych bialek wskazuje na ich konserwatywny ewolucyjnie
charakter [3, 14, 16]. W strukturze biatlka Max wyrézniamy dwa motywy wiazace
kwas nukleinowy: helisa—zwrot—helisa oraz zamek leucynowy [15]. Warto wspo-
mnieé, ze ekspresja tego bialka utrzymuje sie na stalym poziomie w komoérkach
we wszystkich fazach cyklu komérkowego, aczkolwiek moze by¢ rézna dla kon-
kretnych typéw komoérek. Jest to kontrast dla bialek Myc, ktérych wzmozona
produkcja towarzyszy podzialom komérkowym [15, 16]. Alternatywny splicing
transkryptéw max prowadzi do produkcji dwoch izoform biatka: p21 Max oraz
p22 Max [14]. Kompleks Myc-Max wiaze si¢ z duzym powinowactwem do DNA
rozpoznajac sekwencje CA[C/T|[A/G|TG (tzw. sekwencja wzmacniajaca: E-box),
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zwykle znajdujaca sie w pierwszym lub drugim intronie transkrybowanego genu,
cho¢ moze si¢ zdarzy¢, iz lezy ona wewnatrz egzonu, lub rejonu promotorowego
[14]. Konkurencyjnie, biatko Max moze tworzy¢ homodimery, jak réwniez hetero-
dimery z biatkami Mad1l, Mad2, Mad3, Mad4 i Mnt1 (czynniki zwiazane z r6znico-
waniem) [14, 15]. Kompleksy takie po zwiazaniu rozpoznawanej sekwencji nukle-
otydowej sa represorami transkrypcji. Represja moze by¢ bezposrednia, poprzez
wiazanie opisanej wyzej sekwencji bez aktywacji ekspresji genu (jak w przypadku
dimeru Max—Max) lub posrednia — z udziatem dodatkowych komplekséw repre-
syjnych i mechanizméw interakeji (dimery Mad-Max). Z drugiej strony — biatka
Myc moga wchodzi¢ w interakcje z liczng grupa innych bialek. Mozna tu zali-
czy¢: biatko TRRAP, supresor nowotworéw pl07 (inhibitor trans—aktywatorowej
domeny Myc), bialtka wiazace kasete TATA (TPB), czynnik transkrypcyjny Yin
Yang-1 (kompleks Myc—YY-1 jest stabszym aktywatorem transkrypcji) i wiele
innych [14]. Niektére czasteczki wplywaja bezposrednio na konkretne domeny bia-
tek Myc, podczas gdy inne reguluja funkcjonalnosé catego biatka. Czynnik c—Myc
moze zarowno aktywowac transkrypcje jak i by¢ jej represorem, przy czym blokada
ekspresji genu moze odbywaé sie na drodze zaleznej od biatka Max (represorem
jest kompleks Myc-Max) lub niezaleznej. Przykladami sekwencji ulegajacych cal-
kowitej supresji sa promotory zalezne od czynnika transkrypcyjnego CTF/NF-1
(opisano w [14]). W wiekszosci przypadkéw nie ustalono jeszcze, czy represja od-
bywa sie na poziomie transkrypcyjnym czy post—transkrypcyjnym oraz nie zdefi-
niowano miejsc regulatorowych w sekwencji nukleotydowej, z ktorymi biatko mia-
toby oddziatywaé. Sam c—myc reguluje swoja wlasng ekspresje na drodze sprze-
zenia zwrotnego ujemnego (jak przedstawiono w [14]). Zrozumienie funkcji biatka
¢—Myc w proliferujacej komoérce opiera sie na identyfikacji i analizie genow, kto-
rych regulacja podlega temu biatku. Rozwazajac ich funkcjonale produkty mozna
stworzy¢ ztozong sie¢ wzajemnych oddzialywan, gdzie jednymi z wazniejszych
elementéw sa: cad (biosynteza pirymidyn), p53 (czynnik transkrypcyjny), el[F—4E
(eukariotyczny czynnik inicjacji translacji), Cykliny D (regulacja cyklu komor-
kowego w fazie G1 i ochrona przed uszkodzeniem genomu) oraz cdc25a (koduje
fosfataze kinaz cyklino—zaleznych) [14, 16]. Obecnie postuluje sie trzy mozliwe
mechanizmy represji transkrypcji przez c—Myc: wigzanie bialtka TFII-I, ktére

bierze udzial w formowaniu inicjatorowego kompleksu transkrypcji dla polimerazy
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RNA 11, oddzialywanie bezposrednio z sekwencja promotorowa lub z kompleksem

inicjatorowym — $cislej — z TBP (omdwiono w [14]).

Biatko Max

Represja bezposrednia Represja posrednia
Max-Max Mad-Max

Rysunek 4: Struktura przestrzenna biatka Max i jego kompleksy biorace udzial w represji

transkrypcji.

c—Myc ma charakter protoonkogenny

W zwiazku z plejotropowym charakterem c-Myc, biatko to stwarza potencjalne
niebezpieczenistwo dla komorki. Gen myc jest protoonkogenem — do aktywacji
dochodzi najczesciej poprzez amplifikacje fragmentu nici DNA (np. w rozwoju
nerwiaka plodowego — neuroblastoma), lub tez poprzez pekniecia chromosoméw
i translokacji fragmentu na inny chromosom (przyktadem moze by¢ chloniak Bur-
kitta), w wyniku czego ma miejsce zwigkszona produkcja biatka [15, 16]. Wia-
domo, ze nadekspresja c—myc zwiazana jest z wickszoscia przypadkéw ludzkich
rakéw sutka, rakow watrobowokomorkowych i rakéw jajnika. Innym z postulowa-

nych mechanizméw zwieckszonej produkeji biatka c—-Myc jest dzialanie zmutowanej
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‘koktail Yamanaki’

Oct3/4, Sox2, N-Myc lub L-Myc
Nanog, Lin28 jako analog c-Myc

\ 4

Komorki iPS

A

Oct3/4, Sox2, Kif4 Oct3/4, Bmi1

mikroRNA

Rysunek 5: Wybrane sposoby generowania indukowanych pluripotencjalnych komoérek macie-

rzystych.

formy f—kateniny, ktéra nie bedac inaktywowana przez biatko genu supresorowego
APC stale indukuje ekspresje genu c-myc [16]. Moze takze doj$¢ do usuniecia frag-
mentu regulatorowego 3”-UTR z mRNA c¢—myc, co powoduje zwiekszenie czasu
péltrwania transkryptu w komorce [16]. Zwazajac na zlozonos¢ sieci oddzialywan
biatka ¢—Myc i produktéw regulowanych przez niego genéw mozna stwierdzi¢, ze
zachwianie rownowagi pomiedzy tymi czynnikami sygnatowymi prowadzi miedzy
innymi do zwigkszonego tempa metabolizmu oraz niekontrolowanej proliferacji,
bedacej skutkiem zaburzen w regulacji interakcji cyklin i kinaz cyklinozaleznych
(cyklina D1 i D2, cyklina E; CDK4, i cdc25A) [14, 16]. Dodatkowo, jesli w takiej
sytuacji dochodzi do aktywacji sygnaléw antyapoptotycznych istnieje wysokie ry-
zyko transformacji nowotworowej. Co ciekawe, roli biatka z rodziny Myc mozna
tez dopatrzeé sie w tzw. efekcie Warburga, czyli wzmozonej glikolizie dzielacych

sie komorek nowotworowych. Okazuje sie, ze istnieje wiele podobienstw pomiedzy
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aktywacja szlakéw glikolitycznych przez czynnik indukowany przez niedotlenienie
— HIF-1 w stanie hipoksji, a wiazaniem c-Myc do specyficznych rejonéw promo-
torowych. Czynnik ten jest w stanie aktywowaé¢ wiele z enzymow potrzebnych
do rozkladu glukozy, oraz jest kluczowy w nowotworowych procesach angioge-
nezy i waskulogenezy [17]. Ze wzgledu na tak duze ryzyko utworzenia nowotworu
grupy badawcze zajmujace sie reprogramowaniem intensywnie szukajg zamien-
nika c-Myc. Dobrymi kandydatami wydaja sie byé¢ inne biatka z rodziny Myec.
Dziatanie N-Myc jest bardzo zblizone do rozwazanego czynnika, podczas gdy ak-
tywno$é L-Myc czesto z nim kontrastuje [18, 19]. Wydajno$é reprogramowania z
uzyciem drugiego z tych biatek jest znacznie mniejsza, cho¢ wydaje sie, ze jego
domena N—koncowa — inna niz w przypadku c—Myc i N-Myc i w przeciwienstwie
do nich — nie promuje transformacji nowotworowej [3]. Wielu naukowcom udaje
sie rowniez zaindukowaé¢ stan pluripotencji w komoérkach bez uzycia czynnika z
rodziny Myc [3, 20-26]. Sam prof. Yamanaka stwierdzil, iz mimo faktu, ze c-Myc
podnosi efektywnosé reprogramowania nie jest w tym procesie niezbedny. Chociaz
transfekcja komorki somatycznej genem c—myc zwieksza prawdopodobienistwo re-
programowania do stadium pluripotencji, wiele grup badawczych pokazato, ze
uzywajac jedynie Sox2, Oct3/4 i KIf4 mozna otrzymaé¢ indukowane pluripoten-
cjalne komorki macierzyste (kosztem wydajnosci i tempa procesu). Profil ekspres;ji
gendéw markerowych i aktywnoéci enzymoéw pokrywal sie z danymi otrzymanymi
z analizy komérek iPS transdukowanych wczesniej ,koktajlem Yamanaki”. Wy-
kazano, ze komérki takie, wywodzace si¢ z fibroblastow, bardzo dobrze réznicuja
w kardiomiocyty. Innym rozwiazaniem, przedstawionym juz przez Thomsona i
wspolpracownikow, jest uzycie czynnika Lin28, ktéory wydaje sie stanowié¢ funk-
cjonalny analog c-Myc w komérce [21]. Fakt, ze jest to supresor mikroRNA z
rodziny let—7 wskazuje, iz utatwia on reprogramowanie komoérek poprzez hamo-
wanie réznicowania. Dodatkowo, czynnik ten promuje ekspresje Oct3/4. Z dru-
giej strony, wysoki poziom wspomnianych regulatorowych czasteczek RNA chroni
komorke przed nowotworzeniem. Coraz bardziej znaczaca wydaje si¢ by¢ réwniez
rola czasteczek mikroRNA w generacji indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych. Najnowsze badania traktuja takze o reprogramowaniu komoérek so-
matycznych z uzyciem zaréwno regulatorowych czasteczek RNA | ktére podlegaja

kontroli ¢-Myc (miR-141, miR-200, mir-429) jak i tych, ktére odgrywaja zna-
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czaca role w proliferacji ESC i utrzymaniu ich macierzystego charakteru (miR—-92b
oraz czynniki z grupy miR—-290) [27]. Mozliwe jest takze, ze mikroRNA produko-
wane przez MEF uczestnicza w obrébce post-transkrypcyjnej biatek regulujacych
reprogramowanie. Inhibicja takich czynnikéw (zwlaszcza miR—21 i miR—29a) moze
podnosi¢ efektywnosé tego procesu — jednym z bialek wywierajacym taki wplyw
jest wlasnie c—Myc [28]. Kolejna alternatywa wydaje sie byé zastosowanie Bmil,
bialka odpowiedzialnego za remodelowanie struktury chromatyny podczas roz-
woju embrionalnego, wraz z Oct3/4 — réwniez prowadzace do reprogramowania

komérek somatycznych. [3, 20-26].

Bezpieczenstwo przede wszystkim

Indukowane pluripotencjalne komérki macierzyste niosg wiele nadziei dla wspét-
czesnej medycyny. Gtéwna idea polega na pobraniu fibroblastéw pacjenta, a na-
stepnie reprogramowaniu i réznicowaniu materiatu do okreslonego typu komoérek
— tego, ktérego bezposérednio dotyka indywidualne schorzenie. Nie da sie ukry¢,
iz modelowanie in vitro uszkodzonych tkanek jest w obecnej chwili najbardziej
obiecujacym wykorzystaniem komorek iPS. Otrzymany material moze stuzy¢ do-
glebnej analizie patologicznych zmian, analizie ekspresji genéw, lub tez badaniu
reakcji na czynniki stymulujace, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do opracowa-
nia molekularnego mechanizmu danej choroby. Modelowanie tkanek mozna réw-
niez wykorzysta¢ do opracowywania nowych lekéw i terapii — wérdd nich tych
najbardziej innowacyjnych: terapii genowej i komérkowej. Zastosowanie samych
indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych w terapii komérkowej
to dosy¢ odlegla perspektywa. Gléwnym wymogiem stawianym komoérkom, ktore
pretenduja do aplikacji klinicznej jest bowiem bezpieczenstwo. Reprogramowa-
nie komérek somatycznych oraz kierunkowe réznicowanie wiaze sie z ryzykiem
pozostawienia niewielkiej subpopulacji komdrek bedacych w stanie da¢ poczatek
nowotworowi. Nalezy pamietaé, ze bez wzgledu na strategie réznicowania hodowla
komorek iPS nie tworzy homogennej populacji. Opracowanie rygorystycznych te-
stow kontrolujacych stan komérek na kazdym etapie eksperymentu jest warunkiem
dopuszczenia komérek do zastosowania w medycynie. Niektére z takich testéw to:
wspomniane tworzenie potworniaka, badanie markeréw powierzchniowych prze-

ciwcialami i analiza ekspresji genéw. Ze wzgledow bezpieczenstwa warte blizszej
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uwagi sa tez kwestie pamieci epigenetycznej, analizy kariotypu oraz zachowania
integralno$ci genomu po transferze lentiwirusowym. Jednakze komoérki iPS same
w sobie rowniez stanowig doskonaly material do badan. Mechanizmy kontroli re-
gulacji proliferacji komorek ciagle nie sa do konca poznane, a przeciez proces
starzenia si¢ znaczaco wplywa na wydajnosé organizmu. Juz teraz wiadomo, ze
problem ten nie dotyczy jedynie skracajacych sie telomeréw i aktywnosci telome-
razy, lecz takze systeméw naprawczych DNA, aktywno$ci enzymdw oraz ochrony
przez wolnymi rodnikami. Majac do dyspozycji indukowane pluripotencjalne ko-
morki macierzyste analiza tych proceséw w réznych stadiach rozwojowych komérki

staje sie o wiele prostsza i bardziej obiecujaca.
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