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Smiertelne 1 nieSmiertelne komorki
w hodowli poza ustrojem

Opinia o niesSmiertelnosci komorek hodowanych
in vitro obowigzywata do 1961 roku. Carrel i Ebeling
na podstawie serii prac wykonanych w latach 1920.
stwierdzili, ze fibroblasty, pospolite komorki tkanki tacz-
nej, uzyskiwane z serca zarodkéw kurczat, sg w stanie
rozmnazac sie in vitro przez wiele lat, prawdopodobnie
w nieskonczonos¢ — pod warunkiem, ze do pozywki do-
dawany jest wycigg pochodzacy réwniez z kurzych za-
rodkow. Wyniki ich pracy stanowity dogmat hodowli tkanek
az do 1961 r,, kiedy to Hayflick i Moorhead zakwestiono-
wali strone metodyczng tych doswiadczen, sugerujac, ze
wyciag zarodkowy dodawany do hodowli zawierat zywe
komorki i w ten sposéb hodowla fibroblastow byta okre-
sowo odnawiana sprawiajgc wrazenie dtugowieczne;.

Badania Hayflicka i Mooreheada, ktérych poczat-
kowo jedno z bardzo prestizowych czasopism naukowych
nie chciato opublikowaé, doprowadzity do rozréznienia
linii komorkowych o diploidalnym i heteroploidalnym ze-
stawie chromosoméw. Komorki linii heteroploidalnych
przewaznie sg zdolne do nieograniczonego rozmnaza-
nia sie w hodowli, a po przeszczepieniu odpowiedniemu
biorcy tworzg guzy nowotworowe. Komorki diploidalne
natomiast majg ograniczong zdolnos$¢ do rozmnazania
sie in vitro, a po przeszczepieniu nie tworzg guzow.
Embrionalne fibroblasty z ptuca ludzkiego zarodka byty
w stanie rozmnaza¢ sie w hodowli przez okoto 50 po-
dwojen populacji, a nastepnie przestawaty dzieli¢ sie
i hodowla stopniowo zamierata. Jes$li komorki diploidalne
zakazono niektorymi wirusami albo poddano dziataniu
czynnikow rakotwérczych, to wéwczas dochodzito do
przeksztatcenia hodowli diploidalnej w heteroploidalng
i uzyskania przez nig zdolnos$ci nieograniczonego wzrostu.
Podobng zdolno$¢ maja rowniez komoérki pochodzace
z wigkszos$ci nowotworéw.

Powyzsze obserwacje sktonity Hayflicka do zapro-
ponowania w 1965 r. komorkowe;j teorii starzenia. Pod-
stawowg tezg tej teorii byto stwierdzenie, ze diploidalne
linie komoérkowe majg ograniczong zdolno$¢ do rozmna-
zania sie in vitro. Linie z ludzkich tkanek ptodowych moga
przejsc¢ in vitro okoto 50 podwojen populacji, natomiast
linie wyprowadzone z tkanek oséb dorostych majg od-
powiednio obnizong — proporcjonalnie do wieku dawcy
— zdolno$¢ do rozmnazania sig. Podobnie zachowujg sie
komorki uzyskane z zespotéw chorobowych charaktery-
zujacych sie przedwczesnym starzeniem. Stwierdzono
réwniez, ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy maksymalng
dtugoscig zycia osobnikéw réznych gatunkéw i liczbg

podwojen populacji, ktére komorki tego gatunku moga
osiggna¢ w hodowli. Rekordzistg sg komorki zétwi z wysp
Galapagos; najgorzej powodzi sie komérkom mysim.

Sprowadzenie badan nad starzeniem si¢ na poziom
komorkowy umozliwito zastosowanie catego arsenatu
Srodkow wspotczesnej biologii do poznawania mechaniz-
moéw tego zjawiska. Zaobserwowano, ze diugo$¢ zycia
komorek diploidalnych ulega skroceniu pod wptywem
stresu oksydacyjnego. Stwierdzono réwniez, ze w wiek-
szosci komorek diploidalnych, w miare starzenia skraca-
ja sie telomery (koncowe odcinki ramion chromosomoéw
zawierajgce okoto 15 000 par zasad, tworzgcych sekwen-
cje TTAGGG), co w kohcu uniemozliwia ich podziaty. Ko-
morki macierzyste, natomiast, np. komoérek ptciowych lub
krwinek oraz komorki heteroploidalne, zawierajg enzym,
telomeraze, umozliwiajgcg odtwarzanie telomeréw.

Obecnie wiadomo, ze komorki przestajq dzieli¢ sig
albo z powodu starosci albo ze wzgledu na zréznicowa-
nie terminalne (np. komorki nerwowe). Przypuszcza sie,
ze starzenie komérek zachodzi takze in vivo i ze dlugosé
zycia osobniczego oraz replikacyjny okres zycia komorek
znajduja sie pod wspodlng kontrolg genetyczna. Morfo-
logicznym przejawem starzenia si¢ komorek zaréwno
in vivo jak i in vitro jest pojawianie si¢ w nich enzymu,
B-galaktozydazy, aktywnej w pH 6.0, ktdrg mozna wy-
kry¢ za pomoca reakcji cytochemicznej.

Istniejg sugestie, ze starzenie sig¢ komorek zapobiega
powstawaniu z nich nowotwordw. Z drugiej strony jednak
stare ludzkie fibroblasty pobudzajg wzrost nabtonkowych
komodrek nowotworowych, chociaz nie majg wptywu na
komorki prawidtowe. Efekt ten moégt by¢ wywotany za-
réowno przez bezposredni kontakt starych fibroblastow
i komérek nowotworowych jak i przez rozpuszczalne
czynniki wytwarzane przez stare fibroblasty. Zjawisko to
okreslono jako ,starczy fenotyp wydzielniczy” (senescence-
-associated secretory phenotype, SASP). Stare fibro-
blasty wydzielajg okoto 40 substancji, np. interleukiny,
czasteczki adhezji miedzykomoérkowej, czynniki wzro-
stu i hormony. Niektoére z tych substancji, dobrze znane
z innych dziatéw biologii, pobudzajg wzrost nowotworow.

Podsumowujgac, mozna uznaé, ze komoérkowa teoria
starzenia stata sie waznym elementem wspotczesnej
biologii i ze jej dalszy rozw6j moze wptynaé na liczne
dziedziny biologii i medycyny.

STANISLAW MOSKALEWSKI
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Podczas naszego zycia, w r6znych miejscach organizmu, tworzg sie¢ nowe naczynia krwionosne. Doprowadzajg
krew do uszkodzonych tkanek, cho¢ mogg takze ,odzywia¢” nowotwory. Jednym z regulatoréw tych procesoéw jest
enzym, rozktadajacy pospolity barwnik — hem — zawarty w hemoglobinie. Ponizszy artykut przedstawia oryginalne
badania, poszerzajace istotnie naszg wiedzg¢ w tym waznym zagadnieniu.

ANDRZEJ SZCZEKLIK

Angiogeneza - sprawa zycla 1 Smierci

JOZEF DULAK | ALICJA JOZKOWICZ

Tworzenie naczyn krwionosnych jest niezbedne dla
rozwoju organizmu i kluczowe dla prawidtowego przebie-
gu proceséw naprawczych, takich jak gojenie ran. Wiele
Zjawisk patologicznych, np. niedokrwienie mige$nia serco-
wego, zwigzanych jest ze ztg kondycjg naczyn krwiono$-
nych lub niedostatecznym ukrwieniem tkanki. Z drugiej
strony, nadmierne unaczynienie towarzyszy wielu cho-
robom, sposréd ktérych najwazniejsze to nowotwory.

Naczynia krwiono$ne powstajg na drodze waskulo-
genezy i angiogenezy. Waskulogeneza to powstawanie
naczyn de novo z komérek macierzystych, natomiast an-
giogeneza to powstawanie nowych naczyn z juz istnieja-
cych kapilar. Do niedawna uwazano, ze waskulogeneza
ograniczona jest jedynie do okresu rozwoju embrionalne-
go, ale ostatnie badania sugeruja, iz tzw. waskulogene-
za postnatalna z komérek progenitorowych pochodzenia
szpikowego moze przyczynia¢ sie do tworzenia naczyn
krwiono$nych w procesach fizjologicznych (np. dojrzewa-
nie oocytdw w jajniku), naprawczych (gojenie ran) oraz
patologicznych (np. wzrost naczyn w nowotworach).

Molekularne mechanizmy tworzenia naczyn krwio-
nosnych sg bardzo intensywnie badane i przyczynity sie
do opracowania nowych sposobow terapii. Polegajg one
w pierwszej kolejnosci na hamowaniu aktywnosci gtow-
nego mediatora tych procesoéw, czyli VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor — czynnik wzrostu srodbtonka
naczyn), i przynosza juz efekty, przedtuzajac zycie pac-
jentéw chorych na nowotwory czy chronigc przed utratg
wzroku ludzi cierpigcych na zwigzany z wiekiem zanik
plamki zottej. Istotng role w powstawaniu naczyn petni
takze wiele innych cytokin, miedzy innymi czynnik po-
chodzenia stromalnego (SDF-1).

Powstawanie nowych naczyn krwionosnych w trak-
cie procesoéw naprawczych czy chorobowych zwigzane
jest czesto z zaburzeniami w homeostazie powodujgcymi
stres oksydacyjny. U jego podstaw lezy niedotlenienie
komérek, np. w guzie nowotworowym, prowadzgce do
zwiekszonej syntezy reaktywnych form tlenu. W takich
warunkach kluczowe znaczenie majg geny antyoksyda-
cyjne, wérdd nich oksygenaza hemowa-1 (HO-1).

Rola HO-1 w regulacji syntezy i aktywnosci VEGF

HO-1 to enzym rozktadajacy hem do jondéw zelaza,
tlenku wegla i biliwerdyny, redukowanej nastepnie do bi-
lirubiny poprzez reduktaze biliwerdyny. Produkty HO-1
chronig przed szkodliwymi skutkami stresu oksydacyjne-
go. Szczegdlne znaczenie HO-1 ma w komérkach $réd-
btonka [1]. W $cianie naczynia, HO-1 petni role ochronng
poprzez redukcje ekspresji czgsteczek adhezyjnych, ha-
mowanie proliferacji komérek miesni gtadkich, zapobie-
ganie apoptozie komoérek srédbtonka oraz ograniczanie
obkurczania $ciany naczyn.

Okazuje sie ponadto, ze znaczenie dla funkcji na-
czyh ma zaréowno efekt antyoksydacyjny HO-1 jak i jej
udziat w regulacji syntezy i aktywnosci czynnikéw angio-
gennych. Wyniki naszych badan prowadzonych od ponad

dziesieciu lat potwierdzity role HO-1 w regulacji syntezy
VEGF [2-5]. Istnienia takich zaleznosci dowiodly m.in.
doswiadczenia wykonane na komérkach pochodzacych
od myszy z wytagczonym genem HO-1 [4]. Obserwowa-
lismy w nich takze uposledzenie produkcji VEGF i proli-
feracji srodbtonka w odpowiedzi na VEGF, co oznacza,
ze HO-1 ma znaczenie zaréwno w regulacji syntezy jak
i aktywnosci VEGF. Wykazalismy ponadto, ze regulacja
ekspresji VEGF przez HO-1 zachodzi na poziomie trans-
krypciji, a produktem aktywnosci HO-1 odpowiedzialnym
za indukcje ekspresji VEGF jest CO (w komoérkach $rod-
btonka i komodrkach miesni gtadkich) lub biliwerdyna
(w keratynocytach).

Rola HO-1 w angiogenezie i waskulogenezie
indukowanej przez SDF-1

W badaniach realizowanych we wspoétpracy z ze-
spotem prof. Anupama Agarwala z University of Alabama
w Birmingham, USA, pokazalismy, ze HO-1 jest indu-
kowana w komoérkach $rodbtonka poddanych dziataniu
SDF-1 [6]. Zahamowanie aktywnosci HO-1 lub jej brak
na skutek genetycznego nokautu uposledzat procesy mi-
gracji komérek, hamujgc powstawanie nowych naczyn
krwionosnych na drodze angiogenezy. Co istotne, brak
produkowanego przez HO-1 tlenku wegla wptywat takze
na funkcje wywodzacych sie ze szpiku komdrek proge-
nitorowych $rédbtonka, uposledzajac ich indukowang
przez SDF-1 migracje i powstawanie nowych naczyn
krwionosnych na drodze neowaskulogenezy. Co istotne,
efekt HO-1 w indukowanej przez SDF-1 angio- i waskolo-
genezie jest niezalezny od VEGF, wskazujac na istnienie
odmiennego, nieznanego dotychczas mechanizmu dzia-
tania HO-1 w tych procesach.

Rola HO-1 w zaleznym od neowaskularyzacji
gojeniu ran

We wspomnianej publikacji [6] wykazaliSmy po-
nadto, ze proces gojenia ran jest uposledzony u myszy
z wylaczonym genem HO-1. Zarazem mniejsza liczba
naczyn krwionosnych w skérze zwierzat pozbawionych
aktywnego genu HO-1 wskazywata ponownie na role za-
leznej od HO-1 angiogenezy. Hipoteze te potwierdzilismy
w badaniach, ktére zostaty opublikowane w roku 2009 [7].
Wykorzystujac kilka modeli zwierzecych, m.in. stworzone
przez nasz zespot myszy transgeniczne z nadekspresjg
HO-1 w skoérze, wykazali$my, ze istotnie procesy goje-
nia ran zalezg od aktywnosci HO-1. Farmakologiczne
zahamowanie tej aktywnosci uposledzato bowiem rege-
neracje naskoérka i tworzenie naczyn krwionos$nych, po-
dobnie jak dziato sie w przypadku braku aktywnego genu
HO-1, natomiast nadekspresja HO-1 w keratynocytach
przyspieszata gojenie w sposéb zalezny od nasilonej
angiogenezy. Co istotne, pokazalismy, ze uposledzone
gojenie ran u myszy z genetycznie uwarunkowang cu-
krzyca typu Il (myszy db/db z mutacjg genu receptora

(dokonczenie — str. 3)
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dokonczenie ze str. 2

leptyny) zwigzane jest z opd6zniong indukcjg ekspresji
HO-1 w skoérze i stabszym unaczynieniem. Proces ten
odwrdciliSmy poprzez zastosowanie terapii genowej
z wykorzystaniem wektorow adenowirusowych niosg-
cych gen szczurzej HO-1.

Rola HO-1 we wzroscie nowotworéw

W roku 2004 postawilismy hipoteze, iz HO-1 moze
odgrywac takze role we wzroscie nowotwordw, rozwoju
unaczynienia guza i opornosci nowotworéw na terapie.
W realizowanych w nastepnych latach badaniach uzy-
skaliSmy wyniki potwierdzajace te przypuszczenia. M.in.
w pracy opublikowanej w American Journal of Pathology
wykazalismy, iz wzrost czerniaka mysiego B16(F10) jest
przyspieszony w przypadku zwigkszonej ekspresji HO-1:
komorki takie charakteryzujg sie nasilong proliferacja,
zwigkszonym potencjatem angiogennym oraz wiekszg
zdolnoscig tworzenia przerzutéw, co prowadzi do skro-
cenia czasu przezycia myszy. Unaczynienie w guzach
nowotworowych z nadekspresjg HO-1 byto silniejsze i to-
warzyszyta mu zwiekszona ekspresja nie tylko VEGF, ale
réwniez innych czynnikdw proangiogennych [8]. Kolejne
prace zrealizowane w ramach tego projektu we wspot-
pracy z zespotem prof. Jakuba Gotgba z Warszawskie-
go Uniwersytetu Medycznego pokazaty znaczenie HO-1
w zwiekszonej opornosci nowotworéw na terapie [9,10].
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Zwigkszona opornosé komérek

Proliferacja i migracja komorek érédblonka i komérek
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P b b na stres oksydacyjny
Angiogeneza > Gojenie ran
Waskulogeneza > Nowotwory

* Niedotlenienie (np. serca, kenczyn)

Ryc. 1

Podsumowanie

Badania realizowane przez nasz zespot doprowa-
dzity do wykazania istotnej roli HO-1 w procesach two-
rzenia naczyn i odkrycia nowych szlakéw angiogenezy
i waskulogenezy, w ktérych ten enzym jest zaangazowany
(Ryc. 1). Doswiadczenia te wykazaty kluczowa role HO-1
w zaleznej od VEGF i SDF-1 proliferacji komoérek sréd-
btonka i komdrek progenitorowych. Mechanizmy te majg
istotne znaczenie w procesach gojenia ran i wzroscie
nowotworéw, a takze w angiogenezie wywotanej niedo-
krwieniem tkanek. Do roli HO-1 w procesach neowasku-
laryzacji przyczyniajq sie zapewne takze cytoprotekcyjne
i antyoksydacyjne wtasciwosci tego enzymu. Mozna przy-
puszczac, ze opisane wyzej mechanizmy bedg mogty
by¢ wykorzystane do opracowania nowych sposoboéw
terapii chordb, w ktérych powstawanie naczyn jest nad-
mierne lub uposledzone. W najblizszych latach wiedze
o odkrytych procesach molekularnych wykorzystamy
w badaniach nad funkcjq i mozliwosciami terapeutyczne-
go zastosowania komoérek macierzystych wywodzacych
sie ze szpiku kostnego.
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Tytem do techniki
- wszystko zaczyna sie od zabawek

Przed kilkunastu laty przeczytatem w Dzienniku
Polskim w artykule o gospodarce nastepujace zdanie:
W raporcie Instytutu Pracy i Spraw Socjalnych z 1993 r.
czytamy, ze luka technologiczna dzielgca Polske od Za-
chodu wcale nie zmniejsza sig, bo na razie — z matymi
wyjatkami — nie podjelismy wysitkow by ,goni¢ Zachéd”.
Musimy to zrobi¢, jesli u progu nastepnego tysigclecia
nie chcemy obudzi¢ sie jako outsiderzy — juz nie rozwi-
nietego, ale Trzeciego Swiata”.

W jednym miejscu autor pomylit sie: nie Trzeciego,
ale teraz juz Czwartego Swiata. U profesora Tadeusza
Kotarbinskiego, filozofa i humanisty, znalaztem mysl:
Kraj, ktory by sie technicznie zaniedbat lub co gorsza
programowo od techniki odwrécit, dobrowolnie skaze sie
na role stuzebng wobec innych narodoéw.

Zdanie to powinno leze¢, jako memento, na biur-
ku premiera. Ale chyba nie lezy, poniewaz Polska znika
z obrazu przemystowej Europy, podtrzymywana subwen-
cjami, dotacjami i oczekiwaniem, ze wszystko, co tam
wyprodukowano, nasz narod kupi, bo sam nie potrafi wy-
tworzy¢. Uzywane przeze mnie stowa wszystko, zawsze,
nigdy, nikt, itp. nalezy rozumie¢ jako opinie sprawdzajgce
sie w 90 procentach.

Znikla wytwoérczosé artykutdw przemystowych o wy-
sokim stopniu przetworzenia, o uznanej swiecie marce
kojarzonej z Polska. Czesi majg Skode, Tatre i Zlina,
Niemcy, Anglicy, Francuzi i Witosi po kilka tytutéw do
dumy (i zarabiania): Mercedes, Rolls-Royce, Airbus. To
nie wymaga komentarzy. To, ze w Polsce produkujemy
naprawde duzo samochoddéw o niczym nie $wiadczy.
My raczej odtwarzamy na podstawie licencji, wykonu-
jemy ustugi jak w gruncie rzeczy ponizajgce zlecenie
na produkcje drzwi do jakiego$ amerykanskiego samo-
lotu — my, ktérzy eksportowaliSmy duze serie samolotu
Iskra wtasnej konstrukcji. Nie potrafiliSmy wypromowac
Smigtowca Sokot ani wielozadaniowej Bryzy. Zniknety
znakomite narty z Szaflar.

A z czego zyjg Szwajcarzy? Pewnie z odcinania
tajemniczych kuponéw bankowych? Moze z serdw i tu-
rystyki? Nie. Oni produkujg potezne silniki Diesla, samo-
loty Pilatus (idq jak $wieze butki), aparature naukowa,
zaawansowane zwigzki chemiczne dla farmacji i medy-
cyny, no i zegarki. Nie doscigniemy Zachodu eksportem
rolnictwa, oscypkéw i ustugami budowlanymi. Tg droga
nie staniemy sie krajem bogatym i szanowanym. Ghana,
najwiekszy producent kakao na swiecie jest krajem bied-

nym. Na produkcji wyrobdw z kakao robig kokosy kraje,
potrafiace zaprojektowac i skonstruowac instalacje do
jego przetworstwa na dochodowe stodycze.

elektronike, a nasi znakomici programisci nie odbudujg
polskiej techniki. Moze by wiec co$ zrobi¢ w dziedzinie
politechnizacji mtodego pokolenia, na razie przesiadu-
jacego przed monitorami? Skutki tego ekscytowania sie
obrazkami notuje prasa. Oto, doktadne analizy wykaza-
ty, ze wsrod dzieci kierowanych do przedszkoli rosnie
procent za grubych, a wsrdd dzieci starszych obserwuje
sie wzrost liczby chorujgcych na oczy. Jesli dojdg do
tego dzieci gtuchnace z powodu hip-hopu, to naprawde
zabraknie tych, ktérzy mogliby potkng¢ bakcyla twoérczej
techniki. Przeciez Aleksander Volta (ok. 1800), gdy wy-
nalazt baterie, nie domyslat sie, ze bez stosowania elek-
trycznosci swiat nie jest do wyobrazenia.

A wszystko zaczyna sig¢ od zabawek. Zniknety zu-
petnie zabawki zachecajgce do myslenia, do budowania
czegos$, do konstruktywnego kombinowania. Modelar-
stwem lotniczym i podobnymi teraz zajmujq sie wytacznie
hobbysci, czesto ludzie starsi. Tymczasem mam przed
sobg model a wtasciwie prototyp funkcjonalny zabaw-
ki, ktéra mogtaby sie przydaé inzynierowi Eiffel'owi przy
budowie stynnej wiezy. Zabawka nie wymaga zasilania
ani mikroprocesoréw. Mozna przy jej pomocy zbudowaé
dowolny przedmiot, bedacy strukturg kratownicowg lub
geodetyczng, a wigc czworoscian (czy wszyscy wiedzg
co to takiego?), szescian, ksztatt ptatka $niegu lub pawi-
lon handlowy.

Gdy Kroto, Curl, i Smalley dostali Nagrode Nobla
(1996) za fullereny (zupetnie nowe postaci wegla), na-
tychmiast udato sie skonstruowac takg strukture, ale
wielkosci pitki noznej. W Warszawie i innych miastach
wszyscy widzg tu i tam duze geodetyczne konstrukcje
jakich$ pawilonéw. Takg budowle mozna by sobie przy
pomocy omawianej politechnicznej zabawki zbudowad,
a nastgpnego dnia zmodyfikowac¢. Zrobi to nawet dzie-
sieciolatek. Architekci mogliby fantazjowa¢ na temat
struktur, nauczyciele geometrii demonstrowa¢ dowolne
bryty, a chemicy pokazywaé¢ modele budowy czgsteczek.

Tylko kiedy dziecko ma zaczac¢? Wydaje sie, ze juz
w wieku czterech lat. Potem bedzie za pdézno. Znajdzie
sie w trybach komputerow, joystikéw, gier itp.

JERZY KAPKO




