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Regulacja krwiotworzenia w dalszym ciggu jest przedmiotem wielu
badan. Niedawno odkryto czynnik wzrostowy komérek macierzystych
(ang. stem cell factoi) produkowany w szpiku kostnym przez komorki
fibroblastoidalne. Czynnik wzrostowy komoérek macierzystych uwaza
sie za wazny regulator, ktéry wraz z innymi cytokinami wpltywa na
proliferacje i r6znicowanie komérek hemopoetycznych. Komérkowy
receptor dla czynnika wzrostowego komorek macierzystych okreslany
jako c-kit jest opisany w artykule na stronach 187-204.

Aktualny stan wiedzy na temat regulacji endokrynowej, para- i auto-
krynowej w gonadzie meskiej przedstawiono na stronach 205-220.
Postepy biochemicznych metod immunocytochemicznych, atakze roz-
woj technik in vitro pozwolity na znacznie gtebsze spojrzenie na to
ztozone zagadnienie.

Cytometria przeptywowa jest jedng z nowoczesnych technik badania
populacji komorek. Jest stosowana do rozwigzywania problem[w bio-
logii komorki, jak i praktycznych problemow lekarskich. Przyktady wy-
korzystania tej techniki omoéwiono na stronach 239-256.

Obecnie znany jest gen najczestszej choroby autosomalnej recesyw-
nej, rasy biatej - mukowiscydozy. O biatkowym produkcie tego genu,
prébach terapii genowej i podstawach nowoczesnej diagnostyki mozna
przeczyta¢ na stronach 265-275.
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ROLA RECEPTORA C-KIT 1JEGO LIGANDU
W REGULACJI PROCESOW KRWIOTWORZENIA
U CZLOWIEKA

ROLE OF THE C-KIT RECEPTOR AND ITS LIGAND
IN REGULATION OF HUMAN HEMATOPOIESIS

Mariusz Z. RATAJCZAK, Selina M. LUGER, Alan M. GEWIRTZ

Pracownia Hematologii Molekularnej Zaktadu Patologii Uniwersytetu Pennsylwania, Fila-
delfia

Streszczenie. Receptor c-kit nalezy do grupy receptoréw powierzchniowych komérki majacych aktywnos$¢ kinazy
tyrozynowej. Wystepuje on m.in. na wczesnych komérkach uktadu krwiotwdrczego w szpiku kostnym. Szereg
obserwacji doswiadczalnych wskazuje na jego kluczowa role w regulacji krwiotworzenia. Niedawno udato sie
zidentyfikowac ligand stymulujacy komérki poprzez receptor c-kit. Ligand ten zostat nazwany czynnikiem wzrosto-
wym komdrek macierzystych (ang. stem cell factor - SCF). Produkowany jest w szpiku kostnym przez komérki
fibroblastoidalne. Przyjmuje sie, ze jest on jednym z kluczowych sktadnikéw mikrosrodowiska krwiotwdérczego
szpiku kostnego i wspoétdziata z innymi cytokinami na wczesnych etapach mielopoezy regulujac proliferacje i
réznicowanie komérek hemopoetycznych. Bezposrednie dane doswiadczalne wskazuja, ze sposrdd ludzkich komérek
krwiotwérczych, komérki ukierunkowane uktadu czerwonokrwinkowego wydaja sie byé najbardziej wrazliwe na
ewentualne zaburzenia w transdukcji sygnatu poprzez receptor c-kit.

Summary'. The c-kit protooncogene encodes a tyrosine kinase receptor which is expressed on many types of human
cells, including ~4 % of bone marrow mononuclear cells. Data is accumulating about the role of the kit receptor in
the development of human hemopoietic progenitors at different levels of maturation and commitment. It is known
that the kit receptor is stimulated by the growth hormone known in literature as stem cell factor (SCF), mast cell
growth factor (MGF) or Steel factor (SF). This ligand is produced in a membrane bound and soluble form by bone
marrow stromal cells and seems to be an important component of the marrow hemopoietic microenvironment. It acts
on pre-CFU and CFU cells in combination with other cytokines and synergistically enhances the clonal growth of
myeloid progenitors. Using the oligodeoxynucleotide antisense strategy we were able to demonstrate that the
development and proliferation of human erythropoietic progenitors seems to be extremely sensitive to abrogation of
the c-kit protooncogene, even when the cells are not stimulated in culture with SCF. Inhibition of CFU-GM colony
formation by normal bone marrow cells has been seen only than when SCF was used in cultures as acostimulator.The
kit receptor is also important in proliferation of malignant hemopoietic cells and according to our results, CFU-GM
from patients with myeloproliferative disorders ( CML - Chronic Myelocytic Leukemia. PV - Polycythemia vera)
seem to be extremely sensitive to kit receptor depletion.
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Wykaz skrétow stosowanych wpracy. AIDS (Aquired Immunodeficiency Syndrome) —zespét nabytego uposledzenia
immunologicznego; bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor ) - czynnik wzrostowy fibroblastéw; BFU-E (Burst
Forming Unit ofErythrocytes) - wczesna komoérka uktadu czerwonokrwinkowego tworzaca in vitro 14 dnia hodowli
duze kolonie erytroidalne; CFU-E (Colony Forming Unit of Erythrocytes) - bardziej zré6znicowana od BFU-E
komarka uktadu czerwonokrwinkowego tworzaca in vitro 7 dnia hodowli mate kolonie erytroidalne; CFU-GM
(Colony Forming Unit of Granulocyto-Macrophages) - wczesna komdrka uktadu granulocytowo-makrofagowego
tworzgca in vitro 11 dnia hodowli kolonie granulocytowo-makrofagowe; CFU-Meg (Colony Forming Unit of
Megacaryocytes) - wczesna komorka ukfadu megakariocytarnego tworzgca 11 dnia hodowli in vitro kolonie
megakariocytarne; CFU-MIX (Colony Forming Unit ofMixed Lineages) - jedna z wcze$niejszych komérek ukfadu
krwiotwérczego tworzaca 15 dnia hodowli in vitro kolonie sktadajace sie z krwinek czerwonych, granulocytéw,
makro fagéw i megakariocytéw; CSF-1 (Colony Stimulating Factor-1) -makrofagopoetyna; EGF (Epidermal Growth
Factor) —czynnik wzrostowy pochodzenia nabtonkowego; EPO - erytropoetyna; MGSA (Melanocyte Growth
StimulatingActivity) - czynnik stymulujacy wzrost melanocytéw; PDGF (Platelet Derived Growth Factor) -czynnik
wzrostowy pochodzenia ptytkowego; GM-CSF (Granulocyto-Macrofages Colony Stimulating Factor) -granulocy-
to-makrofagopoetyna; IL-3 - interleukina 3; KL - ligand receptora c-kit; TNF (Tumor Necrosis Factor) - czynnik
powodujacy martwice nowotworu.

WSTEP

Protoonkogen c-kit koduje receptor komorkowy majacy aktywnos$é kinazy tyrozynowe;j.
Receptor ten wykazuje podobienstwo strukturalne do receptora makrofagopoetynowego
(CSF-1R) oraz receptora ptytkowego czynnika wzrostowego (PDGFR) [19, 71], Wraz z nimi
zaliczany jest wg Ullricha do grupy Il receptoréw tyrozynowych [86], Receptor c-kit ulega
ekspresji m.in. w; mozgu, ptucach, gonadach, watrobie, skdrze, grasicy, weztach chtonnych,
Sledzionie [71]oraz w szpiku kostnym [73], w ktérym odgrywa istotng role w regulacjiwzrostu
i roznicowania komdrek krwiotwérczych. Uwaza sig, ze od prawidtowej jego funkcji zalezy
zywotno$¢ i zdolno$é proliferacji wczesnych komorek uktadu krwiotwdérczego [59], Na
komarki bardziej dojrzate sygnat receptora c-kit oddziatuje w sposob synergistyczny wspolnie
z sygnatami pochodzacymi z receptordw innych cytokin. Ostatnio udato sie zidentyfikowaé
czynnik wzrostowy bedacy ligandem receptora c-kit [28,46,55,93,94,96,97], Nosi on r6zne
nazwy iznany jest w literaturze jako: czynnik komdrek macierzystych (ang. stem cellfactor)
[55, 96, 97], czynnik wzrostowy komorek tucznych (ang. mastocyte growth factor) [28] lub
ligand receptora c-kit (ang. kit ligand) [46, 93]. W niniejszej pracy przyjmiemy to ostatnie
okreslenie.

U myszy opisano szereg mutacji obejmujacych zaréwno gen kodujacy receptor c-kit (locus
w) jak ijego ligand (locus si) [77]. Zwierzeta dotkniete powyzszymi schorzeniami wykazujg
przede wszystkim zaburzenia rozwojowe komérek melanotycznych powtok skornych przeja-
wiajace sie fenotypowo bielactwem siersci u homozygot i plamistymi odbarwieniami u
heterozygot. Najciezsze formy mutacji w loci: w i sl wywierajg rdwniez wptyw na komorki
rozrodcze i krwiotwdrcze. Efektem tych zaburzen jest bezptodno$¢, anemia makrocytama i
niedobdr komorek tucznych [34, 77]. Pomimo ze zmiany dotyczace uktadu czerwonokrwin-
kowego i mastocytéw sg najbardziej nasilone, opublikowano réwniez dane $wiadczgce o
zaburzeniach w obrebie innych linii komérkowych uktadu krwiotwérczego [49, 76, 92].
Ostatnio udato sie zidentyfikowaé szczep szczuréw majacych mutacje genu kodujgcego
receptor c-kit [63, 83]. Podobnie jak myszy, szczurze mutanty wykazujg bielactwo siersci,
objawy anemii makrocytarnej ibrak komorek tucznych.
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Dane, uzyskane z badar uktadu krwiotwodrczego gryzoni dotknietych mutacjami w loci: w
i sl, pozwalaja przypuszczac, ze receptor c-kit powinien petni¢ analogicznie réwniez istotng
role w hemopoezie u ludzi. Jak wiadomo, receptor c-kit wystepuje na wczesnych komaérkach
uktadu krwiotworczego cztowieka [9, 20, 73], ajego ligand jest produkowany przez komorki
tworzace podscielisko krwiotwércze w szpiku kostnym [5, 41]. Nagromadzone w ostatnim
czasie bezposrednie dane eksperymentalne potwierdzajg wazng role uktadu: c-kit receptor -
kit ligand podczas fizjologicznej, jak i patologicznej proliferacji komorek krwiotwdérczych
[17,21,67,73].

Ostatnio wykazano, ze niektore z przypadkow tzw. zespotu Piebalda u ludzi sg wynikiem
mutacji w obrebie genu kodujacego receptor c-kit [33,35]. Opisani osobnicy bedacy heterozy-
gotami odnos$nie zmutowanego genu wykazujg plamiste odbarwienia powtok skdrnych i
witosow bedace wynikiem zaburzen w rozwoju i migracji melanocytéw. Jak dotad jednak nie
stwierdzono u nich zaburzen w obrebie uktadu krwiotwdrczego. Interpretujac te dane nalezy
pamietaé, ze u gryzoni tylko najciezsze formy mutacji i zwykle w postaci homozygotycznej
objawiajg sie defektami ze strony hemopoezy [301. Niekiedy w celu stwierdzenia zaburzehA w
I1zejszych postaciach mutacji, jak np.: u myszy w /W 441 niezbedne jest wykonanie specjal-
nych testow czynnosciowych [12]. Mozna wiec przyjac, ze opisane dotychczas heterozygoty-
czne postacie mutacji c-kit u chorych z zespotem Piebalda sg prawdopodobnie "zbyt stabe",
aby przejawic¢ sie diagnozowalnymi laboratoryjnie zmianami w uktadzie krwiotwérczym. Nie
mozna réwniez wykluczy¢, ze najciezsze postacie takich mutacji u ludzi sg bezwzglednie
letalne, a dotkniete nimi ptody ging wewnatrzmacicznie. Innymi zespotami podejrzanymi o
zaburzenia funkcji receptora c-kit lub jego ligandu sa: anemia Diamonda-Blackfana i zespét
Waarburga [35, 66]. W przypadku obu zaburzen nie stwierdzono jednak narazie u chorych
zmian strukturalnych w obrebie odpowiednich gendéw [1, 11].

Zaktadajac, ze do tej pory u ludzi nie udato sie jeszcze zidentyfikowac najciezszych postaci
mutacji w obrebie genéw kodujacych receptor c-kit ijego ligand, podjeto rézne strategie badan
doswiadczalnych majace wyjasnic role receptora c-kit w ludzkiej hemopoezie.

Badania te polegajg z jednej strony na bezposrednim badaniu wptywu ligandu receptora
c-kit na dojrzewanie iwzrost klonalny komorek ludzkiego szpiku w hodowlach prowadzonych
in vitro [14, 17, 21, 29]. Z drugiej strony prébuje sie zaburzy¢ czynno$¢ receptora c-kit w
testach in vitro za pomocg odpowiednich przeciwciat blokujacych [8, 22, 67] lub wylgczy¢
ekspresje samego genu na poziomie rybosomalnej translacji jego mMRNA za pomocg oligo-
deoxynukleotydow majacych budowe antysensowa [25, 73]. Nalezy réwniez nadmieni¢, ze
w przypadku zwierzat doswiadczalnych, w tym z grupy naczelnych, podjeto pierwsze préby
majgce oceni¢ wplyw podawanego in vivo ligandu receptora c-kit na czynno$¢ uktadu
krwiotwdrczego [6, 85].

Celem pracy jest omowienie danych literaturowych i badan witasnych dotyczacych roli
receptora c-kit w procesie fizjologicznego i patologicznego krwiotworzenia.

PODSTAWY MOLEKULARNE EKSPRESJI RECEPTORA C-KIT

Gen kodujacy receptor c-kit miesci sie u cztowieka na dtugim ramieniu chromosomu 4 w
segmencie 11-12 (4q 11-12) [95] w bezposrednim sasiedztwie genu dla receptora typu AA
ptytkowego czynnika wzrostowego (PDGF) [45]. Na tym samym ramieniu mieszczg sie
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réwniez geny kodujace niektore cytokiny i czynniki wzrostowe wazne w regulacji proliferacji
komérek m.in. geny dla: nabtonkowego czynnika wzrostowego (EGF), czynnika wzrostowe-
go fibroblastow (bFGF), interleukiny 2 (IL-2), interleukiny 8 (IL-8), czynnika ptytkowego 4
(PF 4) iczynnika stymulujacego wzrost melanocytow (MGSA) [7].

Gen kodujacy receptor c-kit skada sie z 23 eksonéw [95]. W regulacji ekspresji tego genu
w ludzkich komérkach hemopoetycznych odgrywa istotng role interleukina 4 (IL-4) [80].
Cytokina ta zmniejsza ekspresje receptora na komérkach zdrowego szpiku, jak i na blastach
biataczkowych. Wszystkie inne testowane do tej pory cytokiny i czynniki wzrostowe (inter-
leukiny od 1 do 9 wigcznie, makrofago-, granulocyto-, makrofago-granulocytopoetyny, jak
interferon - alfa i TNF -beta) nie zmniejszaja ekspresji tego receptora na powierzchni ludzkich
komoérek hemopoetycznych. Z badan wiasnych wynika, ze ekspresja c-kit w komorkach
zdrowego szpiku jest zalezna od aktywnosci metabolicznej samych komoérek [73]. Jest ona
staba w komérkach gtodzonych i przechowywanych w 4°C. W 2 godziny po stymulacji
komaérek surowica, IL-3 i EpO obserwowalismy wzrost ekspresji receptora c-kit, ktéry w 24
godziny po ekspozycji osiggat szczyt [73].

Zgromadzono juz pierwsze dane do$wiadczalne dotyczagce molekularnej regulacji trans-
krypcji tego genu na poziomie chromosomalnego DNA. Z badan tych wynika, ze cis regula-
torowe elementy promotora znajdujg sie na wysokosci od -37 do -560 par zasad od miejsca
inicjacji transkrypcji [48]. Analiza sekwencyjna powyzszego fragmentu promotora genu c-Kit
uwidocznita obecno$¢ sekwencji DNA wigzacych biatko GATA-1. Biatko to, jak wiadomo,
jest jednym z biatek regulujacych transkrypcje DNA i pehii wazng role w transkrypcji m.in.:
genu kodujacego receptor erytropoetynowy, jak i genéw odpowiedzialnych za synteze tancu-
chow globinowych [27, 31]. Mysie komorki embrionalne majagce mutacje genu kodujgcego
GATA-1 r6znicuja sie w kierunku wszystkich linii mielopoetycznych z wyjatkiem krwinek
czerwonych [69]. Dalszych badan wymaga oczywiscie wyjasnienie, na ile w GATA-1 zmu-
towanych komdrkach embrionalnych zaburzenia erytropoezy wynikajg bezpos$rednio z zabu-
rzen w ekspresji genow dla receptora erytropoetynowego iglobiny, a ile z zaburzen w ekspresji
samego receptora c-Kit.

Z badan wiasnych wynika, ze w regulacji transkrypcji protoonkogenu c-kit odgrywa
kluczowg role réwniez inne biatko wiagzgce sie z DNA - biatko c-myb [73]. Eliminujac
ekspresje genu c-myb na poziomie translacji rybosomalnej jego mRNA za pomocga swoistych
antysenséw udato sie nam zahamowaé w komdrkach spoczynkowych ludzkiego szpiku
kostnego wzrost ekspresji receptora c-kit stymulowany przez surowice, IL-3 i EpO. Z danych
literaturowych wiadomo z kolei, ze myszy transgeniczne majgce mutacje w obrebie genu
c-myb nie sg zdolne do zycia pozamacicznego i fenotypowo przypominajg zwierzeta z
wrodzong mutacjg receptora c-kit [61]. Badania sekwencyjne genu c-kit ujawnity ostatnio w
1 intronie genu tuz przed poczatkiem 2 eksonu obecno$¢ dwoch sekwencji w chromosomal-
nym DNA wigzacych c-myb (Vandenbark informacja ustna). Tak wiec rozpoczeta transkryp-
cja 1z 23 eksonéw przed rozpoczeciem transkrypcji 2 eksonu moze by¢ regulowana w tym
miejscu przez biatko c-myb. Poparcie tej hipotezy wymaga dalszych badan przy uzyciu takich
metod, jak: gel shift, footprinting, badania wykorzystujace mutageneze tego fragmentu DNA,
jak i badania typu run on.

Produktem transkrypcji genu c-kit jest inRNA wielkos$ci ~5,5 kb. Zawiera on informacje
stuzace do syntezy taincucha polipeptydowego sktadajgcego sie z 976 aminokwasow [95].
tancuch ten tworzy biatko receptorowe o ciezarze czasteczkowym -145 kd. Mozna w nim
wyrozni¢ domeny: zewnatrzkomdrkowa, Srédbtonowg i wewnatrzkomérkowg. Domena
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zewnatrzkomérkowa receptora zbudowana jest z 497 aminokwas6w i poprzedzona jest 23-
aminokwasowym odcinkiem hydrofilowym. Cze$é zewnatrzkomdrkowa receptora sktada sie
z 5 immunoglobinowo podobnych fragmentdw, szeregu miejsc ulegajacych N-glikolizacji
oraz wewnatrzczasteczkowych mostkow dwusiarczkowych [54]. Cze$¢ srodbtonowa zbudo-
wana jest z 23 aminokwasoéw i taczy domene zewnatrzkomérkowg z 433-aminokwasowym
odcinkiem wewngtrzkomoérkowym receptora. Ten ostatni wykazuje aktywno$¢ enzymatyczng
kinazy tyrozynowej i zawiera struktury niezbedne w procesach: generacji, kontroli i modulacji
sygnatu przewodzonego do wnetrza komorki. W domenie wewnatrzkomdrkowej receptora
wyroznia sie 77-aminokwasowy hydrofilny odcinek rozdzielajacy jg na fragment wigzacy
ATP (lizyna w pozycji 613) i miejsce ulegajgce autofosforylacji (tyrozyna w pozycji 623) w
wyniku reakcji katalizowanej przez wewnatrzczasteczkowa kinaze tyrozynowa [71]. Miejsce
ulegajace autofosforylacji tworzy miejsca przytaczajace domeny SH-2 tych biatek wewnatrz-
komorkowych, ktére biorg udziat w transdukcji sygnatu poprzez receptor [23]. Z kolei
fosforylacja reszty tyrozynowej w pozycji 936 odgrywa prawdopodobnie wazng role w
hamowaniu czynnosci receptora.

Ostatnio opisano w komoérkach ludzkiej erytroleukemii (ang. HEL) druga izoforme recep-
tora [74]. Jest ona wynikiem odmiennego”splajcingu™ fragmentu pre-mRNA kodowanego
przez 9 ekson. Wynikiem tego jest biatko receptorowe pozbawione w domenie zewnatrzko-
moérkowej krotkiego fragmentu cztero-aminokwasowego (Gly - Asn - Asn - Lys). Okazato sig,
ze geny obydwu izoform transfekowane i uaktywnione w komdrkach COS-1 matpiej nerki
kodujgbiatka wykazujace réznice w transdukcji sygnatu. Krétsza forma receptora pozbawiona
powyzszego, bogatego w asparagine odcinka czteroaminokwasowego wykazywata w prze-
ciwienstwie do dtuzszej konstytucyjng wiasciwosé niewielkiego stale utrzymujacego sie stanu
autofosforylaciji.

PODSTAWY MOLEKULARNE EKSPRESJI LIGANDU
RECEPTORA C-KIT

Jak wspomniano, wyizolowano juz i sklonowano gen kodujacy ligand receptora c-kit.
Miesci sie on u cztowieka na dtugim ramieniu chromosomu 12 w segmencie 22-24 (12q 22-
24) [3]. Gen ten sktada sie z 8 eksondéw i koduje mRNA wielkosci ~6,5 kb. Produktem
translacji mRNA jest faincuch peptydowy, ktdry po zsyntetyzowaniu umieszczany jest na

powierzchiij komorki. W wyniku trawienia proteolitycznego ligand jest uwalniany z btony do
srodowiska zewnatrzkomorkowego [32, 55]. Gen kodujacy ligand receptora c-kit ulega
ekspresji m.in: w komdrkach podscieliska szpiku kostnego. W regulacji jego ekspresji istotng
role odgrywa hydrokortyzon [53]. Fakt ten moze czeSciowo ttumaczy¢ zapotrzebowanie
dtugoterminowych hodowli szpiku w modelu Dextera na ten hormon. Mechanizm ten moze
mie¢ rdwniez pewne znaczenie podczas pobudzenia mielopoezy, ktére obserwuje sie w klinice
u chorych leczonych sterydami. Wyjasnienia wymaga natomiast udziatw tym procesie biatka
NF-GMa, ktore jak wiadomo aktywuje transkrypcje niektérych cytokin w komaérkach fibro-
blastoidalnych szpiku kostnego [79]. Wiadomo natomiast, ze interleukina-1 i TNF alfa w
dawkach, w ktorych zwiekszajg w tych komodrkach synteze innych cytokin, hamujg synteze
ligandu receptora c-kit [5]. Obserwacja ta moze czesciowo tlumaczy¢ znane w patologii
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zjawisko polegajgce na zahamowaniu hemopoezy w przewlektych stanach zapalnych. Jak
wiadomo, IL-1 i TNF alfa nalezg do gtéwnych mediatorow humoralnych tych stanéw.

Okazato sie, obok komérek fibroblastoidalnych podscieliska krwiotworczego ligand re-
ceptora c-kit moze by¢ réwniez syntetyzowany w szpiku kostnym przez komérki endotelialne
naczyn krwiono$nych [41]. Obecnos$¢ jego stwierdzono réwniez w komoérkach Sertoliego
gonad meskich [82] oraz w niektérych komaérkach nowotworowych, jak np.: komorkach raka
owsianokomoérkowego pluc [84], czerniaka zto$liwego (wiasne dane niepublikowane), w
blastach niektorych linii komorkowych ostrych biataczek mieloblastycznych [70], a takze
komérkach ludzkiej biataczki T limfocytamej - Jurkat (wtasne dane niepublikowane). Ponie-
waz niektére z wymienionych nowotworéw majajednoczesnie na powierzchni receptor c-Kkit,
mozna przypuszczaé, ze podlegaja one mechanizmom autokrynnej stymulacji wzrostu po-
przez sygnat transdukowany przez receptor c-kit ijego ligand [84].

Wykorzystujgc czutg technike RT-PCR (ang. reverse transcryptase-polymerase chain
reaction) stuzgca do badania wewnatrzkomérkowego mRNA, udato sie nam wykazac¢ ekspres-
je ligandu receptora c-kit w niedojrzatych wczesnych komoérkach szpiku ludzkiego majagcych
antygen CD 34 [72]. Poniewaz komorki te zawierajg jednoczesnie receptor c-kit, nie mozna
wykluczy¢, ze na bardzo wczesnych etapach réznicowania hemopoeza ludzka rowniez zalezna
jest od autokrynnej interakcji c-kit receptor - kit ligand. Komorki te pézniej w trakcie
dojrzewania tracg prawdopodobnie zdolnos$¢ syntezy ligandu receptora c-kit i zalezne sg od
jego parakrynnej syntezy przez komorki podscieliska krwiotwaérczego.

Na uwage zastugujg wyniki, ktére uzyskano badajac tzw. mysie embrionalne komarki
macierzyste (ang. embryonic stem cells). Komdrki te, jak wiadomo, mogg sie réznicowac¢ w
kierunku wczesnych komdrek hemopoetycznych itworzy¢ w hodowlach potptynnych kolonie
krwiotworcze. Okazato sie, ze komorki te na bardzo wczesnym etapie réznicowania majg
MRNA zaréwno dla receptora c-kit, jak ijego ligandu [78]. Trudno jeszcze powiedzieé, w
jakim stopniu jest to ewentualne "odzwierciedlenie” "fizjologicznego" mechanizmu autokryn-
nej stymulacji na wczesnych etapach hemopoezy. Nalezy nadmieni¢, ze w przypadku myszy
opublikowano juz dane przemawiajgce za istotng rolg mechanizméw polegajacych na auto-
krynnej stymulacji w fizjologicznej proliferacji bardzo wczesnych komérek uktadu hemo-
poetycznego. U zwierzat tych stwierdzono, ze w regulacji erytropoezy istotng role odgrywa
autokrynna interakcja erytropoetyny ijej receptora we wczesnych komoérkach uktadu czerwo-
nokrwinkowego [43], a w przypadku granulocyto-inakrofago-poezy analogiczna interakcja
granulocyto-makrofago-poetyny (ang. GM-CSF) ze swoistym receptorem w komadrkach ukie-
runkowanych tej linii [68]. Prowadzone przez nasz zesp6t badania maja wyjasni¢, czy na
wczesnych etapach regulacji ludzkiej erytropoezy odgrywa istotng role mechanizm autokryn-
nej stymulacji receptora c-kit przez jego ligand.

Jak wynika z danych witasnych, w regulacji ekspresji ligandu c-kit w komdrkach CD34
istotng role odgrywa hiatko c-myb oraz sygnat pochodzacy bezposrednio z receptora c-kit [72].
Sytuacja ta przypomina autostymulacje limfocytéw T poprzez interleukine 2 (IL-2) i jej
receptor [88]. W wyniku autostymulacji receptora dla IL-2 limfocyty T zwiekszajg autokrynng
synteze jego ligandu, czyli IL-2.

Badania strukturalne ligandu receptora c-kit wykazaty obecno$¢ dwéch jego izoform:
krotszej i dtuzszej. Jest to wynik odmiennego "splajcingu” pre-mRNA tego genu w obrebie
fragmentu kodowanego przez 6 ekson [3, 32, 55]. Ekson ten koduje odcinek 28-aminokwa-
sowy, w ktérego obrebie umieszczony po syntezie na powierzchni komdrki ligand jest
trawiony enzymatycznie. Trawienie to umozliwia jego uwolnienie do srodowiska zewnetrzne-
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go. Krétsza izoforma ligandu nie ma odpowiednich sekwenqi aminokwasowych, nie moze
wiec by¢ uwalniana enzymatycznie z powierzchni komorki i jest trwale zwigzana z btona.
Forma wydzielana na zewnatrz wystepuje w postaci dwdch niekowalencyjnie zwigzanych
czasteczek tworzacych dimer [13]. Obydwie postacie wykazujg podobny wptyw in vitro na
proliferacje komorek ludzkiego szpiku. Dalszych badar’ wymaga wyjasnienie, jaka jest r6znica
w ich dziataniu in vivo oraz ktdra z postaci ulega ekspresji w komorkach CD34.

MECHANIZM MOLEKULARNY STYMULACJI RECEPTORA C-KIT
PRZEZ LIGAND

Interakcja receptora c-kit z jego ligandem pocigga za sobg dimeryzacje czasteczek recep-
tora i nastepujacaw jej wyniku autofosforylacje [86]. Do utworzonych w ten spos6b w odcinku
wewnatrzkomarkowym receptora reszt fosforanowych przytaczaja sie poprzez domeny SH-2
biatka, ktore biorg bezposredni udziat w transdukcji sygnatu [23]. Nalezy nadmieni¢, ze
wiekszos¢ tych biatek uczestniczy réwniez w procesach transdukcji sygnatu poprzez inne
receptory majace aktywnos¢ kinazy tyrozynowej. Najlepiej poznane z nich to: kinaza 3‘fosfa-
tydyloinozytoli, fosfolipaza C-gamma 1 i kinaza raf-1 [42, 52, 74, 75]. Biatkiem, ktdre jest
wybidrczo zwigzane z transdukcjg sygnatu poprzez receptor c-kit i tym samym moze odpo-
wiadac za obserwowane unikalne efekty biologiczne pobudzenia tego receptora, jest proteina
- vav [62]. Biatko to ma zdolno$¢ wigzania do chromosomalnego DNA i zostato pierwotnie
zidentyfikowane jako jeden z protoonkogendw ulegajacy wybidrczej ekspresji w komérkach
uktadu krwiotworczego [50]. Innym zastugujagcym na uwage biatkiem regulujgcym procesy
transkrypcji, ktore ulega gtéwnie ekspresji w tych komérkach, w ktérych jednoczes$nie
stwierdza sie obecno$¢ receptora c-Kkit, jest biatko SCL [40].

Nie znaleziono do tej pory przekonujagcych dowodéw molekularnych $wiadczacych o
udziale w transdukcji sygnatu poprzez receptor c-kit biatka ras [42, 52, 75]. Jak wiadomo,
biatko to jest wazne w generowaniu sygnatu przez inne receptory obdarzone aktywnoscig
kinazy tyrozynowej [86]. Wyniki badan wiasnych potwierdzaja brak udziatu biatka ras w
transdukcji sygnatu poprzez receptor c-kit. W wykonanych doswiadczeniach hamowalismy
ekspresje protoonkogenu ras za pomoca swoistych antysenséw. Okazato sie, ze zahamowanie
to nie wptywato na uposledzenie wzrostu in vitro kolonii erytroidalnych tworzonych przez
komorki szpiku stymulowane ligandem receptora c-kit i erytropoetyna.

EKSPRESJA RECEPTORA C-KIT W ZDROWYCH
I PATOLOGICZNYCH KOMORKACH KRWIOTWORCZYCH

Receptor c-kit wystepuje na powierzchni 1-4% ludzkich komoérek jednojgdrowych szpiku
kostnego [67]. Obliczono, ze przecietnie na jednej komdrce szpiku kostnego wystepuje ok.
1000 czasteczek receptora. Liczba tajest zblizona do liczby receptoréw dla IL-3 lub GM-CSFu
[67]. Uzywajac przeciwciata monoklonalnego - YB5.B8. skierowanego przeciw receptorowi
c-kit oraz przeciwciat rozpoznajgcych antygeny wczesnych komorek uktadu krwiotwdérczego
(CD34, CD33), komorki jednojadrowe szpiku kostnego podzielono na 3 grupy [9]:
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1) c-kit+/CD34+/CD33- zawierajgca komorki prekursorowe komdrek tworzacych kolonie
hemopoetyczne w hodowlach in vitro (pre-CFU),

2) c-kit+/CD34+/CD33+ zawierajaca komarki tworzace kolonie hemopoetyczne (CFU),

3) c-kit+/CD34-/CD33+ zawierajgca dojrzewajgce komorki tuczne.

Odsetek komorek jednojgdrowych szpiku kostnego, ktore zawierajgjednoczesnie antygen
CD34+ i receptor c-kit, siega ok. 75%. Oznacza to, ze obydwa antygeny znajdujg sie¢ na
pokrywajacych sie, lecz nie identycznych populacjach komérek szpiku. Uwaza sig, ze komor-
ki, ktére maja antygen CD34 i wykazuja brak receptora c-kit, nalezag prawdopodobnie do
wczesnych komérek uktadu limfocytarnego [9],

Uzywajac innego przeciwciata monoklonalnego (SR-1) skierowanego przeciwko recepto-
rowi c-kit stwierdzono, ze wystepuje on gtdéwnie na wczesnych komaérkach uktadu erytro-
poetycznego - od BFU-E poprzez CFU-E do proerytroblastu wiacznie [20, 67]. Wykazano,
ze komdrki majagce antygen c-kit wykazuja rownoczes$nie inne antygeny typowe dla wczes-
nych komérek uktadu czerwonokrwinkowego. Na komdrkach tych stwierdza sie m.in. wysokga
ekspresje antygenow CD34, DR, CD38, Ep-1 przy niskiej ekspresji antygenu CD33 [67],
Okazato sie, ze rosnace in vitro duze istabo heinoglobinizowane kolonie czerwonokrwinkowe
sktadajace sie z proerytroblastéw i erytroblastow zasadochtonnych zawierajg 25 razy wiecej
czasteczek receptora niz kolonie mniejsze, dobrze hemoglobinizowane, utworzone gtéwnie
przez erytroblasty [20]. Za pomocg przeciwciata monoklonalnego SR-1 wykazano réwniez
obecnos¢ receptora c-kit na powierzchni komérek ukierunkowanych uktadu granulocyto-
-makrofagalnego (CFU-GM) [20].

Inna grupa badaczy uzywajac do identyfikacji wczesnych komoérek szpiku kostnego
przeciwciatrozpoznajgcych antygeny CD 34 i CD 38 znalazia, ze receptor c-kit na powierzchni
ma dwa razy wiecej komérek CD34+CD38- (50%) niz CD34+CD38+ (25%) [90]. Pierwsza
grupa komdrek zawiera duze, zasadochtonne komorki o morfologii blastu, ktére sg morfolo-
gicznie iczynnosciowo mniej dojrzate od komérek drugiej grupy. Wskazuje to na fakt, ze c-kit
ulega ekspresji na komérkach bardzo mtodych i ekspresja ta zmniejsza sie stopniowo wraz z
procesem dojrzewania.

Poniewaz, jak wspomniano, receptor c-kit wystepuje na komérkach CD34+/CD33-
/CD38-, nasuwa sie pytanie, czy wystepuje on réwniez na komoérkach macierzystych uktadu
krwiotworczego. Jak wiadomo, jedng z wiasciwosci komdrek macierzystych szpiku jest m.in.
zdolnos$¢ do inicjowania dtugoterminowych hodowli szpiku w modelu Dextera. Pytanie to jest
o tyle wazne, ze znana jest zalezno$¢ komdrek szpiku w warunkach dtugoterminowych
hodowli in vitro od bezposredniego wptywu komorek podscieliska. Jak wiadomo, komarki te
produkuja ligand receptora c-kit. By¢ moze okaze sie, ze stymuluje on bezposrednio receptor
c-kit na powierzchni komdrek macierzystych?

Mato wyjasniona jest do tej pory rola receptora c-kit w limfopoezie. Jak wiadomo, na
powierzchni dojrzatych limfocytdw nie stwierdza sie jego obecnosci. Wiadomo natomiast, ze
u myszy ligand receptora c-kit zwieksza synergistycznie z IL-7 in vitro wzrost limfocytow
pre-B [58].

Receptor c-kit wystepuje réwniez na powierzchni megakariocytéw i ptytek krwi [39].
Przypuszcza sie, ze w tych ostatnich moze odgrywac pewna role w regulacji procesu agregacji
[18].

Jednoczes$nie gromadzg sie dane dotyczace ekspresji i roli receptora c-kit podczas trans-
formacji nowotworowej komorek ukfadu krwiotworczego [4, 73, 89]. Stwierdzono, ze re-
ceptor ten wystepuje na blastach 50-70% pacjentéw chorych na ostre postacie biataczek
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mieloblastycznych [47, 89]. W niektdérych przypadkach ostrych biataczek zidentyfikowano
zaburzenia strukturalne w obrebie samego genu [26]. Nie potwierdzity siejednak wcze$niejsze
sugestie, zaktadajace, ze ekspresja receptora c-kit moze mieé¢ pewne znaczenie rokownicze
dotyczace przezycia w tej grupie chorych [81,89]. Z badan wiasnych wynika, ze receptor c-kit
ulega rowniez nadmiernej ekspresji na komoérkach pobranych od chorych na pewne postacie
zespotow mieloproliferacyjnych, jak m.in. na przewlekta biataczke szpikowsq i czerwienice
prawdziwg [73]. Z drugiej strony wiadomo, ze blasty chorych na przewlektg biataczke
szpikowg sa niezwykle wrazliwe na stymulacje KL [38]. Wiadomo réwniez, ze liczba komorek
majacych ten receptor zwieksza sie podczas fazy odnowy uktadu krwiotworczego u pacjentéw
poddanych chemioterapii [15]. Ekspresje receptora c-kit znaleziono réwniez u 65% chorych
na ostrg biataczke B limfoblastyczng w przypadkach, gdy mieli oni na powierzchni blastow
antygen mieloidalny (MY +) [87].

Receptor c-kit wystepuje rowniez na pewnych hemopoetycznych liniach nowotworowych,
m.in.: na niektorych liniach erytroblastycznych, takich jak: HEL, LAMA, TF-1, MB-02,
OCIMI, OCIM2, JK-1 imegakarioblastycznych: MO7E,CMK[4,20,51]. Ekspresja receptora
c-kit na komorkach innych linii mieloidalnych jest znacznie nizsza [51]. Ciekawym spostrze-
zeniem jest, ze ekspresje receptora c-kit znalezliSmy réwniez w ludzkiej linii nowotworowej
pochodzgacej z limfocytow T - Jurkat.

ROLA RECEPTORA C-KIT | JEGO LIGANDU
W HEMOPOEZIE CZLOWIEKA

Jak wiadomo, nie udato sie do tej pory wyizolowa¢ ludzkich krwiotwérczych komorek
macierzystych. Komorki takie zgodnie z definicjg powinny mie¢ przede wszystkim nieogra-
niczong zdolno$¢ samoodnawiania. Informacje o ich istnieniu uzyskujemy z badan posrednich
m.in. na podstawie zdolnosci rekonstytuowania hemopoezy u biorcéw przeszczepéw krwio-
tworczych czy tez zdolnosci inicjowania dtugoterminowych hodowli szpiku w modelu Dexte-
ra. W zwigzku z powyzszym nie rozstrzygnieto jeszcze, czy na komorkach macierzystych
cztowieka wystepuje receptor c-kit. Dane uzyskane na myszach wskazujgjednak, ze receptor
c-kit odgrywa wazna role w proliferacji komdrek wczesniejszych niz te, na ktére dziatajg inne
znane cytokiny [14, 17, 24]. Stad istniejg wiec pewne uzasadnione podstawy do nazywania
ligandu receptora c-kit czynnikiem komérek macierzystych [59].

Stymulujac in vitro komorki ludzkiego szpiku ligandem receptora c-kit (KL) stwierdzono,
ze dziata on na wysoce niedojrzate komorki CD34+ nie majgce markeréw poszczeg6lnych
linii krwiotwdérczych - lin- (ang. lineage negative ). Stwierdzono, ze KL stymuluje bardziej
komarki CD34+lin- (preCFU) niz CD34+lin+ (CFU) [14]. Wynika stad, ze KL oddziatuje na
komarki wcze$niejsze (pre-CFU) niz te, ktdre sgjuz gotowe do wzrostu klonalnego in vitro
(CFU). Preinkubacja komérek CD34+lin- z KL przed zatozeniem hodowli w potptynnym
medium zwiekszata znacznie ich klonogennosc.

Na uwage zastugujg wyniki, ktére uzyskano badajagc wptyw KL na bardzo wczesne
komarki ludzkiego szpiku o profilu antygenowym CD34+DR-CD15- [17]. Okazato sie, ze KL
znacznie zwigkszatich przezywalno$é w warunkach hodowli dtugoterminowych. Réwnoczes-
nie obserwowano pozytywny wptyw tego czynnika na klonogenno$é tych komorek in vitro.
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KL wraz z IL-3 i GM-CSF zwigkszat znacznie ich zdolno$¢ do tworzenia olbrzymich, 28-
dniowych kolonii.

Wykazano réwniez, ze KL bardziej niz IL-3 zwieksza ograniczong zdolno$¢ CFU-Mix
pochodzacych z krwi pepowinowej i krwi obwodowej do tworzenia kolonii wtérnych in vitro.
Jest to dodatkowy posredni dowdd na to, ze KL dziata na wczesniejsze komarki niz I1L-3 [85].

Przyjmuje sie, ze gldwnym zadaniem KL jest zwiekszenie odpowiedzi proliferacyjnej
komoérek tworzacych kolonie krwiotworcze (CFU) na inne czynniki wzrostowe [21]. W
badaniach in vitro stwierdzono bowiem, ze KL dziata synergistycznie z innymi czynnikami
wzrostowymi zwiekszajac liczbe i wielkos$¢ kolonii wielu linii krwiotwérczych. Stwierdzono,
ze Kl juz w niewielkich stezeniach jest silnym kostymulatorem erytropoetyny w pobudzaniu
wzrostu kolonii erytroidalnych tworzonych przez BFU-E i CFU-Mix. Okazato sie, ze KL w
potgczeniu z EpO stymuluje komarki szpiku do wzrostu wigkszej liczby kolonii erytroidalnych
niz EpO + IL-3 czy tez EpO + GM-CSF. KL nie stymuluje sam jako taki wzrostu kolonii
granulocyto-makrofagowych (CFU-GM), lecz zwigksza ich liczbe dziatajac tagcznie z GM-
CSF i IL-3. W tym samym badaniu nie stwierdzono jednak, aby KL zwiekszat liczbe kolonii
czysto granulocytowych (G-CFU) w kostymulacji z granulocytopoetyng (G-CSF) [21]. KL
zwieksza rowniez liczbe i wielko$é kolonii inegakariocytarnych tworzonych przez CFU-Meg
i BFU-Meg [18]. W niektorych ustalonych liniach inegakariocytarnych KLmoze stymulowaé
synteze pewnych cytokin, takich jak: IL-1, IL-2 i IL-6 [10].

Pragnac uzyska¢ bezposrednie dane dotyczace roli receptora c-kit w regulacji ludzkiej
hemopoezy, postanowilisSmy znies$¢ ekspresje genu kodujacego receptor w komérkach szpiku
za pomocg syntetycznych oligodeoksynukleotydéw skierowanych przeciwko mRNA tego
genu [73]. Wykorzystujac powyzszg strategie moglismy skutecznie zahamowaé¢ w komdrkach
hemopoetycznych rybosomalng translacie mRNA dla c-kit i pozbawi¢ je w ten sposéb
mozliwos$ci syntezy biatka tworzacego receptor [72, 73]. Komorki po inkubacji z odpowied-
nim oligodeoksynukleotydem umieszczano w potptynnym srodowisku hodowlanym obser-
wujac nastepnie ich zdolno$¢ do tworzenia kolonii krwiotwdrczych nalezacych do réznych
linii hemopoetycznych. Nalezy nadmieni¢, ze do zaktadanych hodowli komérkowych, w
ktérych hamowano synteze receptora c-kit, nie dodawano jako czynnika stymulujacego jego
ligandu.

W wykonanych badaniach okazato sie, ze zahamowanie ekspresji receptora c-kit w
ludzkich komdrkach szpiku kostnego prowadzito do uposledzenia wzrostu klonalnego kolonii
erytroidalnych nie wptywajac jednoczes$nie na wzrost kolonii granulocyto-makrofagowych.
W przeprowadzonych doswiadczeniach obserwowaliSmy bowiem gtéwnie zahamowanie
wzrostu komponenty erytroidalnej w koloniach tworzonych przez CFU-Mix. Jednocze$nie
obserwowali$my 70-procentowe zahamowanie wzrostu kolonii erytroidalnych tworzonych
przez BFU-E po stymulacji IL-3 + EpO oraz zahamowanie tworzenia kolonii czerwonokrwin-
kowych tworzonych przez bardziej dojrzate juz CFU-E stymulowane EpO. W réwnolegtych
doswiadczeniach, wytgczajac ekspresje receptora c-kit w klonowanych in vitro komoérkach
nie stwierdzaliSmy zahamowania wzrostu kolonii granulocyto-makrofagowych stymulowa-
nych IL-3 + GM-CSF, a takze kolonii inegakariocytarnych stymulowanych IL-3 + IL-6.

Badania te prowadzg do dwoch waznych wnioskow.

» Pierwszego, ze komdrki tworzace kolonie erytroidalne in vitro (BFU-E, CFU-E) w
przeciwienstwie do innych (CFU-GM, CFU-G, CFU-M, CFU-Meg) sg niezwykle wrazliwe
na zaburzenia w ekspresji receptora c-kit nawet wtedy, gdy nie sg in vitro stymulowane
ligandem tego receptora.
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* Drugim wnioskiem jest spostrzezenie, ze w normalnym ludzkim szpiku kostnym istnieja
komérki ukierunkowane uktadu czerwonokrwinkowego, w ktérych IL-3 moze w pewnym
stopniu rekompensowac brak receptora c-kit. Nalezy jednak nadmieni¢, ze kolonie erytroidal-
ne tworzone przez BFU-E po stymulacji przez IL-3 i EpO, w ktdrych zahamowano ekspresje
receptora c-kit, byly znacznie mniejsze. Wykazywaty jednak prawidtowg hemoglobinizacje.
Stosunek hemoglobiny ptodowej HbF do hemoglobiny dojrzatej HbA pozostawat staty. Moze
to oznaczac, ze receptor c-kit nie bierze bezposredniego udziatu w procesie hemoglobinizacji
komorek uktadu czerwonokrwinkowego.

Istniejg dwa najbardziej prawdopodobne ttumaczenia upo$ledzonego wzrostu kolonii
erytroidalnych w hodowlach komérek, ktérym wytgczono ekspresje receptora c-kit i ktérych
nie stymulowano ligandem.

e Pierwsze, ze w surowicy lub albuminie wchodzacej w skfad medium hodowlanego
znajdowaty sie $ladowe stezenia ligandu receptora c-kit, wystarczajgce do stymulacji bardziej
wrazliwych najego dziatanie komdrek prekursorowych linii erytropoetycznej.

e Drugie, iz same komaérki prekursorowe uktadu czerwonokrwinkowego hodowane in vitro
sg zdolne do autokrynnej syntezy ligandu.

Jak wspomniano powyzej, istotnie w komdrkach CD34+ udato si¢ nam uzyskac sygnat
ekspresji ligandu receptora c-kit [72].

Zblizone wyniki do naszych uzyskano w badaniach, w ktérych funkcje receptora c-kit
blokowano za pomocg swoistego przeciwciata. Blokujgc w ten sposdb receptor hamowano
wzrost ok. 70% BFU-E w hodowlach komérek szpiku stymulowanych EpO iIL-3 [67]. Nalezy
jednak nadmieni¢, ze przeciwciato to nie uposledzato proliferacji in vitro bardziej dojrzatych
juz CFU-E stymulowanych samg EpO [20].

Dalszych badan wymaga wyjasnienie roli receptora c-kit w patogenezie rozrostdw nowo-
tworowych uktadu krwiotwdérczego. Wytaczajac ekspresje tego receptora w blastach uzyska-
nych od chorych na ostre biataczki inielo- i limfoblastyczne za pomocg swoistych antysensow,
nie udato sie nam zahamowac znaczgco wzrostu in vitro komérek tych nowotworéw [73]. Z
danych literaturowych wynika jednak, ze proliferacja niektérych ludzkich linii nowotworo-
wych uzyskanych od chorych na ostre biataczki szpikowe, takie jak np. MO7E, zalezna jest
od stymulacji ich ligandem receptora c-kit [51]. W komdrkach niektérych linii stwierdzono
nawet mozliwos¢ syntezy ligandu [70], ktéra moze przemawiac¢ za autokrynng stymulacjg ich
wzrostu nowotworowego poprzez receptor c-Kit.

Odmienne wyniki uzyskaliSmy natomiast u chorych na przewlektg biataczke szpikowsq i
czerwienice prawdziwg [73]. Eksponujac komérki pobrane od tych chorych wobec antysen-
séw dla receptora c-kit udato sie nam u50% chorych na przewlekig biataczke szpikowg i 100%
chorych na czerwienice prawdziwg zahamowa¢ in vitro wzrost kolonii granulocytowo-
makrofagowych. Jak wspomniano, w komdrkach pochodzgcych od tych chorych dochodzi
do nadmiernej ekspresji receptora c-kit. Z badan in vitro wiadomo réwniez, ze komorki te sg
niezwykle wrazliwe in vitro na stymulacje ligandem receptora c-kit [38]. Na uwage zastuguje
réwniez fakt opisania zespotu mielodysplastycznego bedacego wynikiem braku diugiego
ramienia 4 chromosomu (4q-syndrom). Zespét ten doprowadzit do tzw. ostrej biataczki
komdrek macierzystych (ang. stem cell leukemia) [15].

Dyskutowany jest réwniez ewentualny udziat receptora c-kit i jego ligandu w etiopatoge-
nezie niektérych wrodzonych anemii, np. tzw. anemii czysto-czerwonokrwinkowej Diaman-
da-Blackfana [1,11,66]. Wiadomo, ze w niektorych przypadkach tego schorzenia pobrane od
chorych i hodowane in vitro BFU-E odpowiadajg na stymulacje ligandem receptora c-kit [2,
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11]. Uwaza sie, ze w tej grupie pacjentéw ligand receptora c-kit przywraca zmniejszong
wrazliwos$¢ wczesnych komérek uktadu czerwonokrwinkowego na erytropoetyne [11]. Jak
jednak wspomniano, u pacjentéw dotknietych tym schorzeniem nie stwierdzono do tej pory
zmian strukturalnych w obrebie genéw kodujacych receptor i ligand [66]. Nie mozna wyklu-
czy¢jednak, ze defekt warunkujacy to schorzenie lezy dystalnie od receptora np. na poziomie
drugich przekaznikéw sygnatu. Gdy rozwaza sie mozliwo$¢ udziatu zaburzen w transdukcji
sygnatu poprzez receptor c-kit w etiopatogenezie zespotu Diamonda-Blackfana, pojawia sie
jednak watpliwos$¢, dlaczego chorzy dotknieci tym schorzeniem nie wykazujg tak typowych
dla mutacji w loci w i sl zaburzen melanopoezy [33, 35].

MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA LIGANDU RECEPTORA C-KIT
W KLINICE. DALSZE KIERUNKI BADAN

Dzieki postepom technologii molekularnej ligand receptora c-kit jest obecnie otrzymywa-
ny w postaci rekombinowanego biatka. Rozwaza sie wiele mozliwosci jego praktycznego
wykorzystania w klinice. Po pierwsze po opracowaniu odpowiednich protokotéw terapeuty-
cznych mogtby on znalez¢ zastosowanie wspdlnie z innymi cytokinami in vivo w probach
stymulacji odnowy uktadu krwiotwdérczego u chorych leczonych wysokimi dawkami chemio-
terapii. Takie same zastosowanie mogtoby znalez¢ w przypadku chorych leczonych przeszcze-
pieniami szpiku kostnego. Pierwsze napawajgce optymizmem obserwacje dotyczg malp z
grupy naczelnych [6]. U zwierzat tych terapia ligandem receptora c-kit zwiekszata we krwi
obwodowej wartos$ci hematokrytu oraz liczbe granulocytdw i monocytow. Jednocze$nie w
szpiku kostnym obserwowano wzrost liczby komérek tworzacych kolonie erytro- i granu-
lopoetyczne. Rozwaza sie rowniez mozliwosé wykorzystania ligandu receptora c-kit w
leczeniu cytopenii zwigzanych z infekcjg wirusem HIV [60]. Z badan przeprowadzonych in
vitro wynika bowiem, ze moze on zwieksza¢ u tych chorych klonogenno$¢ komorek tworza-
cych kolonie hemopoetyczne. Okazato sie réwniez, ze jednocze$nie zmniejsza on wrazliwos$¢
wczesnych komorek erytropoetycznych (BFU-E) na toksyczny, jatrogenny wptyw stosowanej
w leczeniu AIDS zidovudiny [60].

Rekombinowany ligand receptora c-kit mégtby znalezé réwniez zastosowanie w leczeniu
tych niektérych przypadkéw anemii czysto-czerwonokrwinkowej Diamonda-Blackfana, w
ktérych przywraca wrazliwo$¢ komoérek BFU-E na erytropoetyne [1, 11, 66]. By¢ moze
znajdzie on rowniez zastosowanie lecznicze w przypadkach nabytych aplazji szpiku izespo-
fach mielodysplastycznych. Z badan uzyskanych w hodowlach in vitro wiadomo, ze u
niektérych chorych komérki tworzace kolonie odpowiadajg na stymulacje tym czynnikiem
wzrostowym [37].

Ostatnio okazato sie, ze ligand receptora c-kit zwieksza wydajnos¢ transfekcji, czyli
wigczania do materiatu genetycznego komérek egzogennych odcinkéw DNA [64]. Obserwa-
cja ta moze mie¢ znaczenie dla optymalizacji metod terapii genowej.

Z kolei wspomniana strategia blokowania receptora c-kit swoistymi antysensami mogtaby
znalez¢ praktyczne zastosowanie w zahamowaniu patologicznego wzrostu komérek w przy-
padkach zespotdw mieloproliferacyjnych zaleznych od sygnatu receptora c-kit, jak np. w
przewlektej biataczce szpikowej lub czerwienicy prawdziwej [73].



ROLA RECEPTORA C-KIT IJEGO LIGANDU.. 199

Podsumowujac role, jaka pehii uktad receptor c-kit - kit ligand w uktadzie krwiotwdérczym,
nalezy wspomnie¢, ze w ostatnim czasie opisano dwa zblizone budowag do receptora c-kit
receptory majgce wewnatrzczasteczkowg aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej: flk-1 i flk-2 [56,57].
Obydwa ulegaja ekspresji na komorkach krwiotworczych. Nie wiadomo jeszcze, jak wazny
jest ich udziat w regulacji proceséw krwiotworzenia.

Rozpatrujgc zaburzenia czynnosci receptoréw dla czynnikdw wzrostowych nalezy pamie-
ta¢, ze defekty niektérych z nich mogg ulega¢ kompensacji poprzez prawidtowg czynno$¢
innych. Myszy majace najciezsze formy mutacji receptora c-kit, jak i myszy niezdolne do
prawidtowej syntezy jego ligandu mogga zy¢ pomimo ciezkich niedoboréw w uktadzie krwio-
tworczym [91]. U zwierzat tych wykazano, ze IL-3 podawana w infuzji in vivo lub dodawana
do komérek szpiku hodowanych in vitro moze w pewnym stopniu kompensowac¢ defekt
receptora c-kit [36, 65].

Z badan witasnych wynika réwniez, ze pomimo catkowitej eliminacji ekspresji receptora
c-kit weczesne komorki uktadu czerwonokrwinkowego sgjeszcze zdolne do tworzenia in vitro
kolonii erytroidalnych po stymulacji EpO i IL-3. Kolonie takie sa wprawdzie mniejsze i mniej
liczne, lecz za to prawidtowo hemoglobinizowane.

Im wiecej uzyskujemy informacji dotyczacych funkcji receptora c-kit, tym wiecej pojawia
sie nowych pytan. Czy receptor c-kit jest obecny na powierzchni komoérek, ktére majg wzor
antygenowy CD34+, lin-, THY 1+? Komorki te zostaty ostatnio opisane z sugestia, ze stanowig
populacje komérek macierzystych szpiku [44]. Jak wyttumaczy¢ jednoczesng ekspresje
receptora c-kit ijego ligandu w komérkach CD34+ szpiku kostnego? Czy na pewnym etapie
erytropoezy mozliwy jest autokrynny wzrost wczesnych komérek tej linii krwiotworczej?>
Ktore z biatek petnigcych role drugich przekaznikéw informacji okazg sie swoiste w procesie
transdukcji sygnatu w tym ukladzie receptorowym? Czy posta¢ ligandu receptora c-Kkit
zwigzana z btong komoérkowa moze réwniez sama petnié role receptora? Jak wazny jest z kolei
udziat receptora c-kit w procesach adhezji komérek w uktadzie krwiotwérczym? [16]

Niebywaty postep biologii molekularnej, ktéry przezywamy w ostatnich latach, pozwolit
na rozwiazanie zagadki podtoza molekularnego patomechanizmu mysich mutacji w loci w i
sl. Dostarczyt rowniez szereg danych dotyczacych roli receptora c-kit i jego ligandu w
fizjologicznej i patologicznej hemopoezie u cztowieka. Wiele wskazuje na to, ze czeka nas
jeszcze wiele niespodzianek. Jak daleko zajdziemy w kierunku rozwigzania zagadki krwio-
tworzenia badajac ten uktad transdukcji sygnatu w ukfadzie krwiotwdrczym okaza najblizsze
lata.
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WSPOLCZESNE POGLADY
NA INTERAKCJE MIEDZYKOMORKOWE
W GONADZIE MESKIEJ SSAKOW*

INTERCELLULAR COMMUNICATION
IN MAMMALIAN TESTIS-A REVIEW

Barbara BILINSKA

Pracownia Endokrynologii Zwierzat i Hodowli Tkanek, Zaktad Fizjologii Zwierzat,
Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Streszczenie. Postep metod biochemicznych, immunocytochemicznych, badania w mikroskopie elektronowym, a
takze rozwdj technik in vitro pozwalaja na analize poszczegdlnych typéw komadrek w gonadzie meskiej. Wzajemne
oddziatywania hormonalne miedzy tymi komérkami stanowia przedmiot badan ostatnich lat. Poza regulacja endo-
krynowg istnieje para- i autokrynowe oddziatywanie miedzy komdrkami jadra, a wcigz odkrywane nowe faktory
(czynniki) nazwane sg para- i autoregulatorami. Celem artykutu jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat
interakcji hormonalnych miedzy komérkami Sertoliego, komérkami Leydiga, komdrkami mioidalnymi i rozrodczy-
mi, ktore optymalizuja funkcje jadra.

Stowa kluczowe: jadro, komoérki Sertoliego, komérki Leydiga, komérki mioidalne, komérki rozrodcze, regulacja
endokrynowa, parakrynowa, autokrynowa.

Summary\ Recent progress in biochemical and immunocytochemical methods, electron microscopic investigations
and new culture techniques allow to analyze various types of testicular cells. The control of Sertoli, Leydig, mioid
and germ cells appeared to be modulated by numerous growth factors and para-or autocrine regulators arising within
the testis. The purpose of this review is to present recent state of knowledge concerning central as well as local
hormonal regulations of testicular cell function. Special attention was paid to the role of cell interactions in the
secretory activity of the testis.

Key words: testis, Sertoli cells, Leydig cells, ntyoid cells, germ cells, endocrine, paracrine, autocrine regulation.

Wykaz skrotéw. LH - hormon luteinizujacy (lutropina), FSH - hormon dojrzewania pecherzyka (folitropina), LH-RH
- hormon uwalniajgcy LH, FSH-RH - hormon uwalniajagcy FSH, GnRH - gonadoliberyna (hormon uwalniajacy
gonadotropiny), PRL - prolaktyna, TSH - tyreotropina, ACTH - kortykotropina, CRH - hormon uwalniajgcy
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Organization - SMA Grant, Special Programme of Research, Development and Research Training in Human
Reproduction, 2) CPBP 05.06.1.2.2. ART - Olsztyn. 3) Z-12/91 KBN Warszawa.
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kortykotroping, MSH - melanotropina, ABP - biatko wigzace androgeny, TGF - transformujacy czynnik wzrostu,
EGF - epidermalny czynnik wzrostu, IGF - insulinowy czynnik wzrostu, IL-1 - interleukina jadrowa, LTB4 -
leukotrien B4, MIH - substancja hamujaca rozwdéj przewoddw Millera (Miillerian inhibiting hormone), AVT -
arginino-wazotocyna, AVP-arginino-wazopresyna, POMC - pro-opiomelanokortyna, PA - aktywator plazminoge-
nu, P-mod-S - substancja wydzielana przez komérki mioidalne (peritubular), modulujaca funkcje komdrek Sertolie-
go, ANF - atrial natriureticfactor, rAP-11 - atriopeptin typ II.

WSTEP

Zdolnos¢ komorek do interakcji i wzajemnego komunikowania sie jest niezwykle istotng
cechg ukfadoéw biologicznych. Juz w 1878 r. Claude Bernard zauwazyt, ze $rodowisko
wewnetrzne organizmu, tkanki, komérki stanowi system kontrolujacy ich wzrost, rozwoj i
utrzymanie prawidtowej funkcji. Wiedza dotyczaca omawianego zagadnienia rozwija si¢
bardzo dynamicznie. W ostatnich latach szczeg6lnie intensywne sg badania molekularnego
podtoza interakcji miedzykomérkowych w czasie embriogenezy i organogenezy [38]. Jest
oczywiste, iz komunikacja miedzykomdérkowa zachodzi na rozmaitych poziomach. Jednym z
nich jest regulacja hormonalna, ktéra polega na:

(a) syntezie przekaznika sygnatu przez komorke sekrecyjna,

(b) uwolnieniu jego czasteczki do wspdlnego $rodowiska oraz

(c) wiagzaniu go ze specyficznym receptorem w komdrce docelowe;j .

Ostatnio wyodrebniono rézne systemy hormonalnej komunikacji miedzykomorkowej (rys.
1). W klasycznym ukladzie dziata regulacja endokrynowa (A), gdzie komdérka wydzielajaca
stanowi cze$¢ gruczotu dokrewnego, za$ hormon, czyli sygnat dla komorki docelowej jest
przenoszony drogg krwi. Dla uktadu nerwowego natomiast charakterystyczna jest regulacja
neurokrynowa (B), w ktorej z komdrki nerwowej uwalniany jest neurotransmiter stanowigcy
przekaznik sygnatu wysytany do komorki docelowej. W regulacji egzokrynowej (C) $rodo-
wiskiem jest np. sok zotgdkowy, a interakcja dotyczy rozmaitych komoérek sekrecyjnych
zotadka. Ponadto istnieje regulacja parakrynowa (D), gdzie produkt sekrecji oddziatuje na
komarke sasiadujaca lub autokrynowa (E), kiedy komérka pozostaje pod wptywem czynnika,
ktory sama produkuje. Wreszcie ostatnim typem hormonalnych interakcji miedzykomaérko-
wych to oddziatywanie feromonéw przenoszonych w $rodowisku wodnym lub w powietrzu
(F) [53].

W gonadzie meskiej mechanizmy regulacyjne sg szczeg6lnie ztozone z duzg mozliwoScia
samosterowania opartego gtéwnie na ujemnych sprzezeniach zwrotnych (rys. 2). W tym
wielopoziomowym systemie wazng role odgrywaja neurony podwzgdrza, poniewaz sekrecyj-
na czynno$¢ neuronéw wytwarzajacych LH-RH i FSH-RH, czyli GnRH (gonadoliberyne -
czynnik uwalniajgcy gonadotropiny), podlega regulacji przez obecne w podwzgdrzu neurony
noradrenergiczne, dopaminoergiczne, serotoninoergiczne, somatostatynoergiczne, opiatoer-
giczne, endorfinoergiczne, enkefalinoergiczne, SP-ergiczne i inne [57,58]. Z kolei, czynno$¢
neuronéw syntetyzujacych i wydzielajacych GnRH wplywa na uwalnianie hormonéw z
przysadki mozgowej, a takze kontrolowana jest przez poziom hormondéw steroidowych we
krwi.

Rozpatrujac regulacje centralng (o$rodkowa) i lokalng, w obrebie gonady, nalezy pamie-
taé, ze opierajg sie one na wspoétdziataniu czynnosci uktadu nerwowego i hormonéw badz
substancji aktywnych biologicznie. Pomimo ze lokalna regulacja w obrebie gonady obejmuje



INTERAKCJE MIEDZYKOMORKOWE W GONADZIE MESKIEJ SSAKOW 207

wiele mechanizméw o duzym stopniu autonomii, istnieje jednak $ciste powigzanie czynno-
Sciowe z zachowang wyraznie nadrzedng rolg osrodkowego uktadu nerwowego. Regulacja
nerwowa dziata szybko i precyzyjnie, wymaga jednak utrzymania w statej gotowosci wielu
milionéw neurondw wraz z ich licznymi wypustkami. Stan gotowosci czynnosciowej polega
na utrzymaniu réznicy potencjatéw miedzy powierzchnig widkna nerwowego, ajego wne-
trzem. Zadanie to spehiia pompa sodowo-potasowa w procesie bardzo dla organizmu kosztow-
nym, bowiem energochtonnym.

Rys. 1. Rézne typy hormonalnej interakcji miedzykomadrkowej [53]

Regulacja hormonalna natomiast odbywa sie poprzez krew, niejako przy okazji, awiec bez
kosztdw energetycznych. Jest to jednak proces wolny, uwarunkowany czynnos$cig wielu
przenos$nikéw. Czas dotarcia czasteczki hormonu do narzadu docelowego jest wielokrotnie
dtuzszy niz w przypadku przestania poleceri drogg nerwowga; wymaga ponadto obecnosci
specyficznych receptoréw btonowych icytoplazmatycznych [49].

Mechanizmy centralnej regulacji czynnosci jader byly i sa przedmiotem wielu badan [1,
8, 11, 12, 22, 88, 94], mechanizmy lokalne natomiast sa obiektem do$wiadczer naukowych
ostatnich lat i wcigz przybywa informacji dotyczacych wzajemnych interakcji miedzykomor-
kowych w jadrze [23, 52, 73, 79, 80, 81, 83, 86]. W ostatnim dziesiecioleciu endokrynologia
zostata zrewolucjonizowana przez wykrycie dodatkowych faktoréw (czynnikéw), ktore
regulujgwzrost iréznicowanie, a nie sshormonami. Czynniki te lub regulatory dziatajg czesto
lokalnie na komorki sasiadujgce (regulatory parakrynowe) lub na komorki je produkujace
(regulatory autokrynowe). Nalezy zaznaczy¢, ze regulatory sg czynnikami modulujgcymi
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Rys. 2. O$ podwzgdrze-przysadka-jadro

funkcje komoérek droga wigzania si¢ ze specyficznymi receptorami obecitymi w danej
komorce [99]. Przyktadem hormonu dziatajacego na réznych drogach jest testosteron, ktéry
w drodze endokrynowej odpowiada na pulsacyjne wydzielanie LH [38] parakrynowej, oddzia-
tuje na komorki rozrodcze i Sertoliego aktywujac polimeraze RNA [50] i synteze biatka
wigzacego androgeny (ABP) [35] oraz jako regulator autokrynowy dziata na komorki
Leydiga, ktore go produkuja [21].

Zasadniczymi funkcjami gonady meskiej jest wytwarzanie plemnikéw oraz produkcja
hormonéw steroidowych. Jadro ssakéw sklada sie z dwéch anatomicznie wydzielonych
czeSci: kanalikéw nasiennych zawierajgcych komorki Sertoliego i komérki rozrodcze w
réznym stadium rozwoju oraz tkanki interstycjalnej z komdrkami Leydiga odpowiedzialnymi
za produkcje androgenow (rys. 3). Kluczowa rola, jakg petnig komérki Sertoliego w lokalnej
regulacji czynnosci jadra, uwarunkowana jest specyficznym utozeniem tych komoérek w
gonadzie meskiej. Sa one zwigzane z parakrynowg regulacjg procesu spermatogenezy, para-
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krynowakontrolg funkcji komdrek mioidalnych i komoérek Leydiga, podlegajac rownoczesnie
dziataniu para- i autoregulatoréw [56, 99].

Rozwdj technik in vitro, stwarzajagcy mozliwi $¢ hodowania czystych kultur komérek
Sertoliego [33], rozrodczych (w réznych stadiach ich rozwoju), okotokanalikowych (mioidal-
nych) [91] oraz komérek Leydiga [12] pozwala na poznanie funkcjonalnej aktywnosci jadra.
Najnowsze techniki z uzyciem dwukomorowego naczynia hodowlanego umozliwiajg badania
interakcji dwu lub wiecej typow komorek izolowanych z jadra (rys. 4). W komorze takiej
komarki Sertoliego rosng na filtrze miliporowym, komérki mioidalne pod powierzchnig filtru,
komorki rozrodcze dodane sg do gornej komory, a komérki Leydiga lezg w dolnej czesci
naczynia hodowlanego [36,43,44].

Rys. 3. Schemat budowy jadra [99]

WZAJEMNE ODDZIALYWANIE
KOMOREK SERTOLIEGO | ROZRODCZYCH

W kanaliku nasiennym komadrki Sertoliego towarzyszg komoérkom rozrodczym istanowig
jedyne niegametogeniczne elementy nabtonka plemnikotwoérczego. Komorki te spoczywaja
na blaszce podstawnej i charakteryzujg sie licznymi wypustkami, miedzy ktoére wnikajg
komarki rozrodcze. W wyniku wytworzenia przez sasiadujgce ze sobg komorki Sertoliego
potaczen zamykajacych Scistych powstajg dwa Scisle odizolowane przedziaty: przypodstawny
i przysrodkowy (adluminalny), dzieki ktdrym skitad chemiczny $rodowiska w przedziale
przy$rodkowym rézni sie znacznie od sktadu chemicznego osocza (rys. 5). Tak wiec, komorki
Sertoliego odpowiadaja za formowanie bariery krew-jadro, ktérej biologiczna rolajest bardzo
wazna dla prawidtowego przebiegu spermatogenezy. Ponadto komorki te sg docelowymi dla
FSH hormonu dziatajagcego w drodze endokrynowej, odpowiedzialnego za utrzymanie proce-
su spermatogenezy [3, 34, 102]. Podlegaja takze wptywowi glukagonu i tyreotropiny (TSH)
(rys. 6) [27]. Poza tym poprzez produkcje szeregu biatek modulujg funkcje komérek rozrod-
czych. | tak, biatka, transferyna i ceruloplazinina sg zaangazowane w transport zelaza i miedzi
z osocza do przedziatu przysrodkowego w kanaliku nasiennym [89, 90, 104]. Mleczany,
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Rys. 4. Schemat dwukomorowego naczynia do prowadzenia hodowli réznych typéw komérek izolowanych z jadra
[36]

pirogroniany i a-ketokwasy sg niezbedne do prawidtowego wzrostu i dojrzewania komaérek
rozrodczych [45]. Komorki Sertoliego odpowiadajg w drodze parakrynowej na wiele czynni-
kéw wzrostu: transformujacy (TGF-a i TGF-B) [75, 97, 105], insulinowy (IGF-1 i IGF-I1)
[100] i epidermalny (EGF) [4]. Czes¢ z nich, jak TGF-B, IGF-1, produkowane jest przez
komorki Sertoliego, stanowigc tym samym dla innych komoérek jadra regulatory parakrynowe
badz sg autokrynowymi dla komoérek Sertoliego [15].

EGF i inne biatka wptywajg na tempo mitoz niezbednych w czasie zmieniajacych sie
stadiéw cyklu nabtonka plemnikotwoérczego [4]. Biatko wigzace witamine A jest czynnikiem
0 podstawowym znaczeniu w utrzymaniu prawidtowego procesu spermatogenezy [31, 72].

IGF-1, zwany inaczej somatomedyng C dziata na mejotyczne spermatocyty oraz reguluje
synteze DNA [15,100]. Jadrowa interleukina (IL-1) stymuluje wzrost komérek rozrodczych
[46], natomiast IGF-Il wptywa na ich metabolizm [71]. Istotnym z punktu widzenia organo-
genezy jest MIH - substancja biatkowa, zwana hormonem powodujgcym regresje przewodow
Millera, syntetyzowana przez ptodowe i perinatalne komérki Sertoliego [25]. Autokrynowo
komorki Sertoliego dziataja produkujac adenozyne, ktéra hamuje ich odpowiedz na FSH [60].
Takze prostaglandyny sg ich autokrynowym regulatorem [20]. Wiadomo tez, ze czynnos$ciowa
aktywno$¢ komorek Sertoliego moze by¢ modulowana przez komarki rozrodcze wnikajace
miedzy wypustki cytoplazmatyczne komdrek Sertoliego. | tak, sekrecja biatka wigzgcego
androgeny (ABP) jest stymulowana w obecnosci pachytenowych spermatocytéw przylegaja-
cych do komorek Sertoliego [24]. Z kolei gdy komorki rozrodcze ulegaja uszkodzeniu,
obserwuje sie spadek funkcji komorek Sertoliego wyrazajacy sie obnizeniem poziomu estra-
diolu [51] oraz spadkiem syntezy RNA [76].

Na koniec nalezy zaznaczyé¢, ze cytoarchitektura kanalika i utozenie komoérek Sertoliego
wzgledem komérek rozrodczych w réznych stadiach rozwoju stanowi jeden z najlepszych
przyktadow interakcji komorek w obrebie narzadu, a rozwiniecie specyficznych potgczen
miedzykomorkowych Swiadczy o silnych oddziatywaniach pomiedzy sasiadujgcymi komor-
kami [56, 78].
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Rys. 5. Schemat interakcji miedzy komérkami Sertoliego a komérkami rozrodczymi [13]; x - potaczenia $cisle
zamykajace

INTERAKCJA KOMORKI SERTOLIEGO - KOMORKI LEYDIGA

Komoérki Sertoliego w hodowli sg niezwykle aktywne, wydzielajg ponad 80 ré6znych biatek
zaleznych iniezaleznych od FSH [69,84,101]. Jednym z nich, majagcym kluczowe znaczenie
w kontroli funkcji kanalika nasiennego jest biatko wigzace androgeny (ABP) [37, 44]. Jego
sekrecja jest stymulowana zaréwno przez FSH, jak i testosteron produkowany przez komorki
Leydiga. Biatko to jest w 20% wydzielane do krwi, a w 80% do ptynu kanalikowego,
powodujac polaryzacje komoérek Sertoliego [43]. Nalezy pamietac, ze wiasnie testosteron jest
gtownym regulatorem parakrynowym funkcji komorek Sertoliego iautokrynowym dla komé-
rek Leydiga (rys. 6) [19, 77],
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Ponadto wzajemne oddziatywania pomiedzy obydwoma typami komérek opierajg sie na
produkcji przez komérki Sertoliego biatka podobnego do LHRH (LHRH-like) [42, 82, 83,
87], majacego znaczny wptyw na funkcje komorek Leydiga. Dziatanie tego regulatora
przypomina dziatanie LHRH, ktdérego receptory znajduja sie w blonie cytoplazmatycznej
komoérek Leydiga [85]. W zaleznosci od czasu dziatania tego biatka wptyw na funkcje
komorek moze by¢ pozytywny lub negatywny. Obecnie uwaza sie, ze czynnik ten zmienia
przepuszczalno$¢ naczyniowg, regulujac tym samym stezenie testosteronu w ptynie kanaliko-
wym. Innym biatkiem regulatorowym dla komoérek Leydiga jest czynnik rézny od LHRH {non
LHRH-like), a wykryty rdbwnoczesnie z wyzej opisanym [67, 107]. Takze estradiol, TGF-B i
prostaglandyny, produkty sekrecji komérek Sertoliego to parakrynowe modulatory funkcji
komorek Leydiga [51, 96]. Innym waznym wewnatrzjgdrowym, parakrynowym regulatorem
jest inhibina wydzielana przez komoérki Sertoliego [41, 63]. Jej heterodimer wzmaga, a
homodimer redukuje sekrecje testosteronu w komdrkach Leydiga [74]. Ten fakt stanowit
pierwszy dowod na istnienie lokalnych mechanizmédw zachodzacych miedzy kanalikiem
nasiennym a tkanka interstycjalng. Wiadomo bowiem, ze komorki te w jadrze nie kontaktuja
sie ze soba; zaczeto wiec szuka¢ parakrynowych mechanizméw wzajemnych oddziatywan
miedzykomorkowych [84].

Rys. 6. Schemat oddziatywan miedzy komérkami Sertoliego a komérkami Leydiga: INH - inhibina, ANF - atrial
natriuretic factor, rAPII - atriopeptin typ Il

Prolaktyna (PRL) to hormon petniacy endokrynowa role w funkcji komorek Leydiga,
prowadzacy do wzrostu ilosci receptoréw LH iaktywnos$ci aromatazy - enzymu niezbednego
do przeksztatcania testosteronu w estradiol [66]. To ostatnie zjawisko zachodzi w komdrkach
Sertoliego, a wspotdziatanie obu typéw komoérek zostato opisane jako teoria zaleznosci
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"dwoch gonadotropin-dwoch komarek” (rys. 7) [26]. Czynniki wzrostu, ktdre sg parakryno-
wymi regulatorami dla wszystkich typdw komérek [6], w znacznym stopniu modulujg takze
funkcje komérek Leydiga. TGF-R [55,96] oraz IGF-I [54,61 Jregulujg proces steroidogenezy.
Ten ostatni czynnik wraz z interleuking jadrowg (IL-1) dziata jako regulator autokrynowy
hamujac sekrecje testosteronu w komérkach Leydiga [16, 17].

Nastepny parakrynowy regulator funkcjikomorek Leydiga to system renino-angiotensyno-
wy, obnizajacy steroidogeneze poprzez wigzanie sie ze specyficznymi receptorami obecnymi
w komoarkach Leydiga [47]. W komdrkach tych, izolowanych z dorostych szczuréw wykazano
takze miejsca wiazace dla biatek atrialnych, pod ktérych wplywem wzrasta produkcja
testosteronu [32].

Komoérki Leydiga maja réwniez receptory arginino-wazotocynowe (AVT), arginino-wazo-
presynowe (AVP) i oksytocyny, co pozwala im na odpowiedZ na dziatanie hormonéw
podwzgdrzowych. Hormony te powoduja spadek biosyntezy testosteronu stymulowanej przez
LH, oksytocyna natomiast powoduje wzrost akumulacji testosteronu w komérkach Leydiga
[58, 64, 103].

Katecholaminy [2], interferony a iy[65] oraz serotonina [18] sg negatywnymi regulatorami
funkcji komoérek Leydiga. Poza tym ze komérki Leydiga sa zdolne do odpowiedzi na regulacje
parakrynowg, same takze produkujg szereg czynnikow biatkowych. Hormon uwalniajgcy
kortykotropine (CRH) [108] i R-endor-
fina [62] stanowig przyktady autokryno-
wych regulatoréw komoérek Leydiga.

Obecnie uzyskane dowody wskazujg, ze
komunikacja miedzy komoérkami Ley-
diga i kanalikami odbywa sie réwniez
przez zwigzki opiatowe (pochodne pro-
enkefalinowych biatek). I tak, pochodne
pro-opiomelanokortyny (POMC), kto-
rych obecnos$¢ stwierdzono w przednim
i sSrodkowym placie przysadki mézgo-
wej, zostaty takze opisanejako produkty
sekrecji komdrek Leydiga [5]. Dziatajg
one w drodze parakrynowej, wiadomo
bowiem, ze ACTH ia-MSH [14] pod-
noszg poziom cAMP w komérkach Ser-
toliego, a R-endorfina redukuje ten
poziom i hamuje stymulowang przez
FSH akumulacje cAMP [28,29,30,62].
Podsumowujac badania nad regulacja
hormonalng funkcji komérek Leydiga,
mozna stwierdzi¢, ze regulacja ta jest
procesem wieloczyunikowym, skoro
produkcja i uwalnianie testosteronu
podlega dziataniu tak wielu auto- i para-
krynowych regulatoréw, ktére optyma-
lizuja funkcje jader [73, 81]. Rys. 7. Model "dwie gonadotropiny - dwie komérki* [26]
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INTERAKCJA KOMOREK SERTOLIEGO,
'MIOIDALNYCH, CZYLI OKOLOKANALIKOWYCH
| KOMOREK LEYDIGA

Komoérki Sertoliego wraz z mioidalnymi syntetyzuja biatka substancji miedzykomaérkowej
(extracellular matrix), ktora formuje blaszke podstawng kanalika [3]. Fibronektyna, kolagen
typu i IV oraz proteoglikany sg produkowane przez komoérki mioidalne kanalika, natomiast
laminina, a takze kolagen typu IV i proteoglikany przez komorki Sertoliego [92, 93]. Koope-
racja obu typdéw komérek odgrywa doniosta role w utrzymaniu odpowiedniej struktury
kanalika, a co za tym idzie w regulacji procesu spermatogenezy (rys. 5). Fakt ten stanowi
kluczowe zjawisko w odtwarzaniu sie substancji miedzykomorkowej i kontroli zmian w
barierze krew-jadro, potrzebnej do przemieszczania sie spennatocytéw do przedziatu przy-
srodkowego [106]. Ponadto nalezy doda¢, ze oksytocyna produkowana przez komorki Ley-
diga dziata na komorki okotokanalikowe powodujac ich $cisniecie, zespolenie ich warstwy,
napedzajac tym samym uwolnione plemniki do sieci jadra (rys. 8) [70].

Dalsze wzajemne oddziatywanie polega na sekrecji aktywatora plazminogenu (PA) wy-
dzielanego przez komaérki Sertoliego zaleznie od poziomu FSH. Mioidalne komérki natomiast
produkujg inhibitor aktywatora plazminogenu (PA-1), ktéry limituje aktywno$¢ wyzej opisa-
nego biatka i petni regulacyjng role w modulowaniu specyficznej aktywnosci proteaz wydzie-
lanych przez komorki Sertoliego sgsiadujgce z mioidalnymi [39].

Ponadto komorki okotokanalikowe dziatajag w drodze parakrynowej na komorki Sertoliego,
produkujgc substancje modulujgcg funkcje tych ostatnich (P-mod S) [40, 93]. Produkcja tego
biatka stymulowana jest przez androgeny produkowane w komdrkach Leydiga. Nalezy
zaznaczy¢, ze specyficzne receptory androgendw zostaty wykryte wiasnie w komérkach
mioidalnych [95]. Opisane wspotdziatanie dotyczy trzech typow komorek jadra i petni istotng
role w utrzymaniu prawidtowej funkcji gonady meskie;j.

INTERAKCJA KOMOREK ROZRODCZYCH
Z KOMORKAMI LEYDIGA

Istniejg dowody, ze komorki rozrodcze oddziatujg na komorki Leydiga, bowiem komaérki
te otoczone przez kanaliki stadium VII i VIII cyklu nabtonka plemnikotwdrczego sg duzo
wieksze niz w sasiedztwie komoérek innych stadiow [8, 10]. Wiadomo takze, ze komorki
rozrodcze w tych stadiach cyklu wymagaja najwiekszej ilosci testosteronu do prawidtowego
ich rozwoju i funkcji [7]. Ponadto uszkodzenie komdrek rozrodczych wydaje sie wptywaé na
zmniejszenie rozmiaréw komérek Leydiga [68].

W komérkach rozrodczych wykazano obecno$¢ biatek POMC-pochodnych i proenkefali-
nowych [28, 48]. Poniewaz te zwigzki regulujg funkcje komérek Sertoliego i komodrek
Leydiga, istnieje mozliwo$¢, ze substancje te majg podobne dziatanie takze na komorki
rozrodcze.
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Rys. 8. Schemat oddziatywan para- i autokrynowych miedzy komérkami Sertoliego, komérkami mioidalnymi a
komérkami Leydiga: PA - aktywator plazminogenu, PA-I - inhibitor aktywatora plazminogenu, T - testosteron,
E2 -estradiol

MAKROFAGI A FUNKCJA JADRA

Produkcja interleukiny jadrowej (IL-1) przez makrofagi jest wynikiem ich aktywacji przez
rézne czynniki stymulujace uwalnianie do tkanki interstycjalnej [59]. Funkcja IL-1 jest
wieloraka, m.in. pod jej wptywem nastepuje wzrost sekrecji prostaglandyn, zaangazowanych
w regulacje parakrynowg funkcji komorek Sertoliego. Aktywacja jadrowej IL-1 regulowana
jest przez LH, poprzez mechanizmy niezalezne od testosteronu [9]. Leukotrien B (LTB4),
produkowany przede wszystkim przez makrofagi lezace w tkance interstycjalnej, takze przez



216 B. BILINSKA

komorki Leydiga, a nawet Sertoliego powoduje wzrost stymulowanej przez LH produkcji
testosteronu (rys. 5).

Poza makrofagami, w tkance interstycjalnej leza komorki endotelialne, limfocyty i fibrob-
lasty, ktére réwniez oddziatujg wzajemnie na siebie oraz podlegajg parakrynowej regulacji
przez produkty komdrek kanalika nasiennego [98].

Dynamiczny w ostatniej dekadzie postep metod biochemicznych, iinmunocytochemicz-
nych oraz badania w mikroskopie elektronowym pozwalajg na prowadzenie dalszych badan
nad integracja elementéw endokrynowych i gametogenicznych w jadrze. Natomiast techniki
hodowli tkanek umozliwiajg badanie funkcji izolowanych typéw komorek z dala od proceséw
zachodzacych w niejednorodnym strukturalnie i czynnosciowo gruczole dokrewnym, jakim
jestjadro.
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Streszczenie. Folikulogeneza rozpoczyna sie zwykle w jajnikach ptodowych, w ktérych oocyty zostajgotoczone przez
komorki, bedace prekursorami warstwy ziarnistej. Dalszy rozwdj pecherzykéw charakteryzuje sie szybkim wzrostem
oocytu, wytwarzaniem ostonki przejrzystej, intensywna proliferacjg komérek ziarnistych i formowaniem sie ostonki
pecherzyka. Pojawienie sie w pecherzyku jamki oznacza koniec szybkiego wzrostu oocytu irozpoczecie intensywnej
syntezy estradiolu, w ktdrej uwidacznia si¢ interakcja komdérek ostonki wewnetrznej i komérek ziarnistych. Przed-
owulacyjny wyrzut przysadkowego LH stymuluje produkcje progesteronu, a takze procesy prowadzace do wznowie-
nia mejozy iowulacji. Z puli pecherzykéw zaczynajacych wzrost owuluje bardzo niewiele, areszta ulega atrezji. Na
proces selekcji pecherzykéw przeznaczonych do owulacji majg wptyw przede wszystkim gonadotropiny i steroidy,
jak réwniez wiele innych obecnych w pecherzyku czynnikow.

Stowa kluczowe: rozwdj pecherzyka, steroidogeneza, wznowienie mejozy, owulacja, selekcja, atrezja.

Summary. The folliculogenesis usually starts in the fetal ovaries in which the oocytes become surrounded by a few
cells, the precursors of the granulosa layer. The further follicular development involves a rapid oocyte growth, zona
pellucida formation, intensive granulosa cell proliferation and the arrangement of theca layer. The appearance of
follicular antrum indicates the end of the rapid oocyte growth and the beginning of the substantial estradiol synthesis
which involves interaction of the theca interna and granulosa cells. The preovulatory pituitary LH surge stimulates
progesterone synthesis and also processes leading to the resumption of meiosis and ovulation. Only a few of the
follicles starting to growth are ovulable while the rest become atretic. The process of selection of ovulable follicles is
influenced mainly by gonadotropins and steroids as well as many other factors present in the follicle.

Keywords: follicular development, steroidogenesis, meiosis resumption, ovulation, selection, atresia.
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Pecherzykjajnikowy jest bardzo dynamiczng strukturg. W czasie swojego rozwoj u stwarza
on odpowiednie $rodowisko do wzrostu i dojrzewania oocytu. Rozwdj pecherzyka zostat
podzielony na kolejne stadia. Najwazniejsze z nich przedstawia rysunek 1.

Rys. 1. Najwazniejsze stadia rozwoju pecherzyka: o -oocyt, G - komérki ziarniste, B - btona podstawna, T - ko-
morki ostonki. TE - komérki ostonki zewnetrznej, TI - komérki ostonki wewnetrznej, Z - ostonka przejrzysta
oocytu, W - wzgdrek jajonosny. A - jamka
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ROZWOJ PECHERZYKOW

PECHERZYKI PIERWOTNE

Pecherzyki zaczynajg sie tworzy¢ w jajnikach w okresie zycia zarodkowego lub wkrotce
po urodzeniu, a czas, w ktdrym ten proces przebiega, jest scisle okreslony dla danego gatunku.
Poczatek folikulogenezy determinowany jest pojawieniem sie w jajniku oocytoéw, stanowig
one bowiem centra, wokot ktérych gromadza sie i rozwijajg pozostate komponenty pecherzy-
kow [8]. Prekursorami oocytdw sg komarki praptciowe, ktére przywedrowuja do zawigzkow
gonad z endodermy pecherzyka zo6ttkowego. Zardwno w czasie tej wedrowki, jak i po
zasiedleniu génad komaérki praptciowe intensywnie sie mnoza. Kiedy juz wiadomo, ze gonady
rozwijaja sie w kierunku zefskim, komorki ptciowe okresla sie mianem oogonii. W momencie
rozpoczecia mejozy oogonia przeksztatcajg sie w oocyty [6]. Do tej pory niewiele wiadomo
0 mechanizmach zaréwno indukowania mejozy, jak i szybkiego zahamowania tego procesu
w diplotenie pierwszego podziatu redukcyjnego, konczacego sie dekondensacjg chromoso-
mow i utworzeniem pecherzyka zarodkowego. Sa sugestie, ze komérki jajnika, pochodzace
ze $rodnerczy i tworzace sie€ jajnika (rete ovarii), uwalniajg substancje indukujaca mejoze
[14], natomiast komdrki, ktére przywedrowuja, aby otoczy¢ oocyty, produkujg inhibitory
mejozy [17]. Pochodzenie tych ostatnich komorek, bedacych prekursorami warstwy ziarnistej,
jest nadal kontrowersyjne. Przypuszcza sie, ze pochodzg one z nabtonka powierzchniowego,
z sieci jajnika lub komérek mezenchymalnyck [2,14, 57]. Kilka z nich otacza oocyt ptasky i
niekompletng warstwa, wokdt ktérej wytwarza sie btona podstawna. Powstata w ten sposéb
struktura nosi nazwe nierosngcego pecherzyka lub pecherzyka pierwotnego (rys. 1). Peche-
rzyki te mogg przetrwaé¢ w jajniku wiele lat bez dalszego rozwoju, jednakze cze$¢ z nich
zaczyna wzrasta¢ wkrétce po powstaniu. Nie rozwijaja sie one jednak do stadium pecherzyka
Graafa, bowiem wczedniej ulegajg atrezji. Dopiero kiedy samica osigga dojrzato$¢ ptciows,
w kazdym cyklu pewna charakterystyczna dla danego gatunku ilo$¢ dochodzi do stadium
pecherzyka przedowulacyjnego i owuluje.

PECHERZYKI PIERWSZORZEDOWE | DRUGORZEDOWE

Bodzcem stymulujgcym nie rosngce pecherzyki do dalszego rozwoju sg najprawdopodob-
niej gonadotropiny [14, 17]. Wiadomo réwniez, ze wystepujaca u starszych samic redukcja
populacji pecherzykéw pierwotnych prowadzi do zmniejszenia ilosci pecherzykéw zaczyna-
jacych wzrost [44]. Jedng z pierwszych oznak wzrostu jest powigkszenie sie zaréwno oocytu,
jak i komorek ziarnistych oraz zmiana ksztattu tych ostatnich z ptaskich na kuboidalne (rys.
1). Nastepnie komorki ziarniste dzielg sie intensywnie, tworzac wokdt oocytu warstwe
ziarnistg. Jednocze$nie miedzy oocytem a komdrkami ziarnistymi bezposrednio go otaczaja-
cymi pojawiajg sie glikoproteinowe komponenty ostonki przejrzystej. Biatka ostonki przej-
rzystej wykryto juz w oocytach pecherzykéw pierwotnych i uwaza sie, ze przynajmniej do
stadium pecherzyka drugorzedowego ostonka jest wytworem oocytu. U krélika w p6z-
niejszych stadiach rozwoju pecherzyka komponenty ostonki zlokalizowano réwniez w komar-
kach ziarnistych otaczajacych oocyt, jakkolwiek nie wykluczono mozliwosci, ze znalazty sie
w tych komérkach w drodze endocytozy lub w wyniku fagocytozy [89]. Badania przeprowa-
dzone na chomikach dowiodty, Zze ostonka przejrzysta u tych zwierzat jest wytworem oocytu
[42].
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Juz wokot btony podstawnej pecherzyka pierwszorzedowego zaczyna sie formowac kon-
centryczna ostonka pecherzyka. Tworzajg komorki podobne do fibroblastow, pochodzace ze
zdolnych do proliferacji i réznicowania sie komdrek mezenchymalnych stromy jajnika [23],
Whnikajace w pdzniejszym okresie naczynia krwionosne zapoczatkowujg réznicowanie sie
ostonki na zbudowang gtéwnie z komérek steroidogennych ostonke wewnetrzng itgcznotkan-
kowga ostonke zewnetrzng. Réznicowanie warstwy wewnetrznej zaczyna sie od $rodka i
biegnie w kierunku btony podstawnej, a pierwszymi oznakami tego procesu jest pojawienie
sie receptoréw LH i aktywnych enzymow steroidogennych [23].

PECHERZYKI TRZECIORZEDOWE

Pecherzyki trzeciorzedowe sajuz pecherzykami antralnymi (rys. 1). We wczesnych peche-
rzykach trzeciorzedowych miedzy komdrkami ziarnistymi tworzg sie liczne, wypetnione
ptynem szczeliny, ktdre w koncu taczg sie ze soba, tworzac stale powiekszajaca sie jamke.
Ptyn pecherzykowy jest zarowno wytworem komarek ziarnistych, jak i przesagczem z osocza.
Zawiera on bardzo liczne zwigzki, w tym glikozoaminoglikany, aminokwasy, biatka (takze
enzymy), cukry, sole, hormony iczynniki, o ktérych bedzie jeszcze mowa pdzniej. Sktad ptynu
zmienia sie. Na przyktad w miare dojrzewania pecherzyka ro$nie w nim poziom estrogenéw
[74], a zmniejsza sie zawarto$¢ siarczanu chondroityny i heparanosiarczanu [43].

Gromadzacy sie w jamce ptyn spycha na obwdéd pecherzyka oocyt wraz z otaczajagcymi go
komaérkami ziarnistymi. Jest to okres réznicowania sie komorek ziarnistych i formowania
wzgorka jajonosnego. Komorki ziarniste bezposrednio otaczajace oocyt utworzg wieniec
promienisty, potgczony rodzajem mostka z komorkami ziarnistymi tworzacymi $ciane peche-
rzyka (rys. 1). Komorki Sciany przylegajace do btony podstawnej przybieraja ksztatt kolum-
nowaty, co w starszych pecherzykach doprowadzi do powstania tzw. pseudostratyfikacji
warstwy ziarnistej, bedacej jedng z cech rozpoznawczych nieatretycznych pecherzykéw [88].

Pojawienie sie jamki konczy réwniez okres wielkiego wzrostu oocytu, w czasie ktérego
zwigksza on wielokrotnie swa objeto$¢ (np. u myszy 70-100-krotnie). Pézniej oocyt rosnie
juz niewiele. W czasie wielkiego wzrostu oocytu zwieksza sie objetos¢ jego jadra, a jeszcze
bardziej cytoplazmy. W duzym, pecherzykowatym jadrze zachodzi intensywna synteza roz-
nych rodzajéow RNA, a w cytoplazinie produkowane sg przede wszystkim biatka. W cyto-
plazmie wzrasta ilo§¢ mitochondriéw oraz zmienia sie ich ksztakt. Przybywa réwniez struktur
tworzacych siateczke srédplazmatyczng. Pojawiajg sie rownolegle utozone btony z porami,
tzw. btony pierscieniowane (anulatae lamellae), a takze koncentryczne btony. Jest coraz
wiecej rybosomoéw [6,87]. Przejawem aktywnosci aparatu Golgiego jest pojawienie sie ziaren
korowych, zawierajacych przede wszystkim glikoproteiny, jak rowniez produkcja glikopro-
tein ostonki przejrzystej. Te ostatnie oznacza sie jako: ZPBZP7iZP». Zardwno ziarna korowe,
jak i ostonka przejrzysta odgrywaja role dopiero przy zaptodnieniu, gtéwnie w powstawaniu
bloku polispermii. Glikoproteiny ZP" wykazujg aktywno$¢ receptorowg w stosunku do
plemnikéw i sg tez one induktorami reakcji akrosomalnej [6, 16, 58, 87]. Na podstawie
wynikéw licznych badan Cran [16] sugeruje, ze w czasie zaptodnienia zawarto$¢ ziaren
korowych, uwolniona do przestrzeni okotozéttkowej, dziata na ostonke, zmieniajac jej zdol-
no$¢ wigzania plemnikdw i indukujac tez proteolize ZPr Zmiany te hamujg przechodzenie
nastepnych plemnikéw przez ostonke. Ostonka przejrzysta najprawdopodobniej odgrywa tez
role ochronng do czasu "wyklucia" sie zarodka [58]. Ta tak wazna w okresie poowulacyjnym
struktura stanowi jednak w pecherzyku rodzaj bariery miedzy oocytem a komdérkami ziarni-
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stymi. Jednakze w miare powstawania jest ona penetrowana przez wypustki komorek ziarnis-
tych i mikrokosmki oocytu. W miejscach styku tych dwéch rodzajéow komorek powstajg
desmosomy i coraz liczniejsze ztgcza szczelinowe, ktére umozliwiajg szybki przeptyw meta-
bolitéw do oocytu, w tym prekursoréw kwaséw rybonukleinowych i niektérych aminokwa-
sO6w. Sama ostonka jest takze przepuszczalna dla wielu substancji nawet o stosunkowo duzych
czasteczkach [6].

Ztacza szczelinowe powstajg rowniez miedzy komaérkami ziarnistymi, a ich ilo$¢ zwieksza
sie szybko w miare wzrostu pecherzyka. W duzych pecherzykach antralnych moga one
zajmowac nawet 30% powierzchni komorek [2], Dzieki nim komorki potgczone sg rodzajem
kanatéw zapewniajgcych transport substancji. Taki sprawny system potgczen jest niezmiernie
wazny ze wzgledu na to, ze warstwa ziarnista jest pozbawiona naczyn krwionosnych. Otacza-
jaca ja btona podstawna stanowi dodatkowag bariere oddzielajacajg od naczyn krwiono$nych
ostonki. Amorficzna btona podstawna, zbudowana z lamininy, kolagenu, fibronektyny i
proteoglikanéw, traktowana jest przez jednych autoréw jako struktura potprzepuszczalna, a
przez innych uwazana jest za bariere miedzy krwig a wnetrzem pecherzyka, wybiérczo
przepuszczajgca tylko pewne zwigzki [43, 66].

W pecherzykach trzeciorzedowych przebiega tez koricowe réznicowanie sie jego ostonki.
Powstata w wyniku tego procesu ostonka zewnetrzna zbudowana jest z fibroblastow, komérek
kurczliwych i naczyn krwionosnych. Wszystkie te komponenty poprzeplatane sa licznymi
widknami kolagenowymi. W ostonce wewnetrznej dominujg komarki wydzielnicze o ultra-
strukturze typowej dla komérek steroidogennych (gtadka siateczka $rédplazmatyczna, mito-
chondria z rurkowatymi grzebieniami, krople lipidowe). Ostonka wewnetrzna ma takze
elementy tkanki tgcznej ijest bardzo bogato ukrwiona [43].

Mate pecherzyki antralne syntetyzuja wzrastajace ilosci estradiolu. W syntezie tej zaanga-
zowane sg zarowno komorki ostonki produkujace gtéwnie androgeny, jak i komorki ziarniste,
w ktorych przebiegaja tylko koncowe etapy syntezy estradiolu (tzw. aromatyzacja) [25, 28,
46, 67]. Ostonka wewnetrzna takze moze produkowaé pewng ilos¢ estradiolu - rézna u
réznych zwierzat [31, 33, 70]. Ultrastruktura komérek ziarnistych wskazuje w tym czasie
gtéwnie na synteze biatek, maja one bowiem mitochondria lamelarne i duzo elementéw
szorstkiej siateczki $rédplazinatycznej [7, 17, 26]. Zwigzane jest to z produkcja réznych
niesteroidowych sktadnikow ptynu pecherzykowego. Produkowany przez pecherzyk estradiol
jest niezmiernie wazny dla jego dalszego rozwoju. Stymuluje on mitozy, powstawanie ztgcz
szczelinowych, tworzenie sie jamki, powstawanie wiasnych receptoréw, jak i receptorow
hormondéw gonadotropowych [1,17,62]. Proces syntezy estrogendw zostat doktadniej opisany
w rozdziale poswieconym syntezie steroidéw.

PECHERZYKI GRAAFA

Dalszemu rozwojowi pecherzykdw towarzyszy szybkie powiekszanie sie jamki, spowodo-
wane przybywaniem ptynu pecherzykowego. Widoczne jest tez dalsze rdznicowanie sie
warstwy ziarnistej. Proces ten prowadzi do wyksztatcenia sie w pecherzyku przedowulacyj-
nym co najmniej dwoch subpopulacji komérek, rozpoznawanych nawet przez monoklonalne
przeciwciata [22] i dajacych sie rozdzieli¢ w gradiencie stezerr [38]. Jedng z nich tworzg
wspomniane juz komérki o wydtuzonym ksztatcie, ktére wspierajg sie na btonie podstawnej,
a nazywane sg komaérkami muralnymi. Druga subpopulacja komorek, charakteryzujacych sie
bardziej okragtym ksztattem iluzniejszym rozmieszczeniem, otacza jamke i tworzy warstwe
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antralng. Temu morfologicznemu zréznicowaniu odpowiada tez zr6znicowanie funkcjonalne:
w warstwie muralnej jest wiecej enzymow biorgcych udziat w steroidogenezie, tutaj tez
gtéwnie rozmieszczone sg receptory LH [2, 53, 62, 77, 84, 93]. Amsterdam [2] sugeruje, ze
strukturg indukujaca réznicowanie sie warstwy ziarnistej jest btona podstawna. Dlatego tez
przylegajace do niej komdrki inuralne sg bardziej wyspecjalizowane.

W miare wzrostu pecherzyk produkuje i uwalnia do krwi coraz wiecej estradiolu [33, 74].
W okresie przedowulacyjnym bardzo wysoki juz poziom estradiolu powoduje uwolnienie z
przysadki fali LH. Z kolei LH zapoczatkowuje szereg takich przedowulacyjnych procesow,
jak: zmiana Kkierunku steroidogenezy, wznowienie mejozy czy tworzenie sie stigmy.

Zmiana kierunku steroidogenezy zwigzana jest z zahamowaniem syntezy estradiolu i
rozpoczeciem produkcji progesteronu. Progesteron bierze udziat w procesach prowadzgcych
do aktywacji enzymow proteolitycznych rozktadajgcych Sciane pecherzyka [64] ijest on takze
potrzebny do prawidtowego przebiegu mejozy [50]. Progesteron syntetyzowany jest zar6wno
przez komorki ostonki wewnetrznej, jak iwarstwy ziarnistej [30,63], Zmiana funkcji komorek
ziarnistych znajduje odzwierciedlenie w reorganizacji ich ultrastruktury, polegajacej na szyb-
kim pojawieniu sie duzej ilosci komponentow typowych dla komérek steroidogennych [7, 26,
43]. Zmiany te sg bardziej wyrazne w warstwie muralnej. Po fali LH obserwuje sie jeszcze
inne procesy zwigzane z postepujacg lutenizacja pecherzyka. Btona podstawna ulega w wielu
miejscach fragmentacji, w awaskularnej do tej pory warstwie ziarnistej zaczynajg sie tworzy¢
naczynia, a komdrki ostonki wewnetrznej ulegajg hypertrofii [26, 43,55, 75].

WZNOWIENIE PROCESU MEJOZY

Dojrzewanie oocytu prowadzi do rozdzielenia par homologicznych chromosoméw, elimi-
nowania potowy z nich przez utworzenie ciatka kierunkowego i powstania zdolnego do
zaptodnienia oocytu. Towarzyszag mu zmiany we wzgdrku jajonosSnym. Bogate w kwas
hialuronowy glikozoaminoglikany zaczynaja wypetnia¢ przestrzenie miedzy oddalajacymi sie
od siebie i zmieniajagcymi ksztatt komoérkami wzgorka. Zjawisko to nosi nazwe ekspansji
wzgorka [21].

Proces wznowienia mejozy budzit zainteresowanie badaczy od dawna. Juz od z g6ra 50 lat
wiadomo, ze izolowane z antralnych pecherzykéw oocyty mogg dojrzewac spontanicznie w
warunkach invitro [59]. Invivo do czasu przedowulacyjnego wyrzutu LH wznowienie mejozy
jest hamowane przez czynniki produkowane w pecherzyku. Obecnie wiadomo, ze wiele
zwigzkéw moze dziata¢ supresyjnie na dojrzewanie oocytu. Za najwazniejsze z nich uwaza
sie grupe polipeptydéw okreslanych jako OMI (Oocyte Meiosis Inhibitors) i cAMP. OMI
wywierajg swoje hamujace dziatanie za posrednictwem komorek wzgorka. Komérki wzgorka
najprawdopodobniej przetwarzajg je we wiasciwe inhibitory, wzglednie OMI stymulujg w
nich (by¢ moze taczac sie z receptorami komadrek wzgorka) synteze wiasciwych inhibitorow,
przedostajacych sie do oocytu. Fala LH hamuje tworzenie sie inhibitoréw, wzglednie ich
wnikanie do oocytu na skutek zaniku zigcz szczelinowych miedzy komérkami wzgorka a
oocytem [79], Jednakze czas zanikania tych potgczen jest bardzo kontrowersyjny. Z przepro-
wadzonych badan wynika, ze ujednych zwierzat dzieje sie to przed, a u innych po wznowieniu
mejozy [18, 21, 52, 79]. Larsen sugeruje, ze po fali LH nawet istniejgce ztacza moga by¢ juz
niefunkcjonalne [41].

Wiadomo réwniez, ze wznowienie mejozy moze by¢ hamowane przez wysoki poziom
cAMP w oocycie i ze gtownym Zrédiem tego zwigzku sg komérki ziarniste (bogaty przeglad
literatury zamieszczaja Thibault [79] i Dekel [18]). Hipotetyczny mechanizm inhibujgcego
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dziatania cAMP przedstawiono na rysunku 2. Po wyrzucie LH ilos¢ cAMP w oocycie spada
i mejoza zostaje wznowiona. Mechanizm spadku poziomu cAMP zaproponowat Dekel [18]
opierajac sie na badaniach Larsena [41], z ktérych wynikato, ze ztacza szczelinowe miedzy
komaérkami wzgdrka a warstwa ziarnistg tworzacg Sciane pecherzyka zanikajg przed wzno-
wieniem mejozy. Jezeli jednak, jak sadzi Dekel, komdrki wzgdrka jajono$nego stanowig
przede wszystkim rodzaj kanatow do transportowania inhibitora, wystarczy zanikanie ztgcz
miedzy $ciang pecherzyka a wzgorkiem, aby cAMP nie przechodzit do oocytu i nie hamowat
procesu mejozy.

X-P
CAMP
aktywna
nieaktywna aktywna fosfataza
PKA PKA biatkowa

Rys. 2. Zmodyfikowany model hamowania i przedowulacyjnego wznawiania mejozy, zamieszczony w publikacji
Wassermanna [87]: model ten zaktada, ze fosfoproteina X-P hamuje proces mejozy, a jej defosforylowana forma X
doprowadza do wznowienia mejozy; proteina X jest fosforylowana przez zalezng od cAMP kinaze biatkowg
(PKA), a fosfoproteina X-P jest defosforylowana przez fosfataze fosfoproteinowa; aktywno$¢ tych dwoch enzy-
mow determinuje poziomy X-P i X w oocycie; wznowienie mejozy jest zapoczatkowane przez obnizenie poziomu
cAMP w oocycie; efektem tego jest spadek aktywnosci PKA, defosforylacja X-P i zwiekszenie ilosci X

U nizszych kregowcow (ryby, ptazy) zwigzkami, z ktérych pomocg LH indukuje wzno-
wienie mejozy, sa progestageny [36, 45,54]. Dziatajg one najprawdopodobniej przez obnize-
nie poziomu cAMP w oocycie. U ssakéw mejoza takze jest wznawiana w czasie wysokiego
poziomu progesteronu [71, 75], a odpowiedni poziom steroidéw potrzebny jest do prawidto-
wego przebiegu mejozy [50]. Obecnie trwajg badania nad udowodnieniem roli progesteronu
w indukowaniu mejozy u ssakow [86, 94].

Jednoczes$nie z dojrzewaniem oocytu w pecherzyku przebiegajg procesy prowadzace do
powstania stigmy i owulacji. Oba te procesy sg synchronizowane stymulacyjnym dziataniem
LH idzieki temu w momencie wytworzenia sie stigmy dojrzaty oocyt, u wiekszosci zwierzat
w metafazie drugiego podziatu redukcyjnego, opuszcza pecherzyk.

MECHANIZM OWULACIJI

Aby zamkniety wewnatrz pecherzyka oocyt mogt owulowac, wszystkie warstwy, budujgce
$ciany pecherzyka (warstwa ziarnista, btona podstawna, ostonka wewnetrzna i zewnetrzna) i
przykrywajgce go w miejscu, w ktorym przedowulacyjny pecherzyk wystaje nad powierzchnie
jajnika i w ktédrym tworzy sie stigma (btona biatawa, blaszka podstawna i nabtonek powie-
rzchniowy), muszg ulec zniszczeniu. W sktad wiekszo$ci tych warstw wchodzi kolagen. Jego
widkna przeplatajg ostonke zewnetrzng i btone biatawa, jest on tez czescig sktadowg btony
podstawnej i blaszki podstawnej [43]. Procesy, prowadzace do proteolitycznego rozkiadu
wiokien kolagenowych tworzacych rodzaj biatkowego szkieletu pecherzyka, stanowig wiec
wazny element przedstawianych dzi$ modeli mechanizmu owulacji, cho¢ uwzgledniajg one
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tez udziat wielu innych czynnikéw [43, 51, 76, 92]. Rysunek 3 przedstawia jeden z takich
modeli, skonstruowany przez Morioke iwsp. [51] na podstawie wynikéw wielu badan.

Rys.3. Hipotetyczny model wazniejszych proceséw w czasie owulacji (zmodyfikowany schemat z pracy Moriki i
wsp. [51]): PKA - kinaza biatkowa zalezna od cAMP

Wiadomo, ze proces owulacji jest inicjowany przez uwolnienie przysadkowego LH.
Mediatorem dziatania LH w wielu biochemicznych przemianach jest cAMP. cAMP przez
zalezne od niego kinazy biatkowe stymuluje synteze prostaglandyn, leukotrienow iaktywatora
plazininogenu. Substratem dla aktywatora plazminogenu jest plazminogen, ktory pochodzi z
krwi ijest obecny w ptynie pecherzykowym. Aktywator plazminogenu przeksztatca plazmi-
nogen w plazmine, ktéra jest enzymem uczynniajgcym nieaktywng kolagenaze. Aktywna
kolagenaza razem z innymi enzymami trawi $ciane pecherzyka. Synteza kolagenazy jest
prawdopodobnie stymulowana bezposrednio przez LH w takich komponentach pecherzyka,
jak: fibroblasty, nabtonek powierzchniowy czy makrofagi.

Uwaza sie, ze procesy prowadzace do uaktywnienia enzymow proteolitycznych sg stymu-
lowane réwniez przez steroidy, a zwaszcza progesteron, jednakze mechanizm tej stymulacji
nie zostatjeszcze zbadany [40, 64, 81].

Ostatnio Cajander [15] przeprowadzit immunohistochemiczne badania nad lokalizacja
aktywatora plazminogenu w przedowulacyjnych pecherzykach szczuréw. W miare zblizania
sie owulacji reakcja pojawiata sie najpierw w ostonce wewnetrznej, warstwie ziarnistej i
wzgoérku jajonosnym, a nastepnie w ostonce zewnetrznej i btonie biatawej przykrywajgcej
pecherzyk.



PECHERZYKI JAIJNIKOWE SSAKOW 229

Do bardzo waznych w procesie owulacji zwigzkdw nalezg réwniez prostaglandyny. Ich
ilos¢ wzrasta po fali LH i mozna nimi indukowa¢ owulacje [11,43,82,91]. Ich rola nie zostata
jeszcze jednoznacznie okre$lona, ale najprawdopodobniej aktywujg one kolagenaze (rys. 3).

Wiadomo roéwniez, ze prostaglandyny stymulujg skurcze jajnika i wywotujg zmiany w
naczyniach, manifestujgce sie ich rozszerzeniem izwiekszona przepuszczalnoscia. Przedowu-
lacyjne zmiany naczyniowe badali Kitai i wsp. [39] u krdlikéw. Zastosowali oni metode
mikrokorozyjna, dzieki ktorej otrzymywali odlewy naczyn przedowulacyjnych pecherzykow.
Autorzy ci obserwowali najpierw rozszerzenie, a zarazem sptaszczenie naczyn, a potem
pojawienie sie ubytkbw w naczyniach czesci apikalnej pecherzyka. Badania te wyjasniaja,
dlaczego miejsce pekniecia pecherzyka widoczne jest wczesniej jako blady, pozbawiony
krazenia obszar. Hipoteze mechanizmu powstania takiego awaskularnego miejsca podali
Bjersing i Cajander [9]. Sadzg oni, ze szybkie powiekszanie sie pecherzyka w okresie
przedowulacyjnym, spowodowane gromadzeniem sie ptynu pecherzykowego, moze prowa-
dzi¢ do rozciaganiajednych naczyn, a scie$niania innych, zwtaszcza tych potozonych w czesci
apikalnej iograniczonych sztywng btong biatawg. Rezultatem tego jest zmniejszenie doptywu
krwi w czesci apikalnej. Brak tlenu isktadnikéw odzywczych, a zwigkszona ilo$¢ metabolitow
prowadzi do wyciekania enzymow lizosomalnych i trawienia komdrek. Zmiany morfologicz-
ne w czasie tworzenia sie stigmy zostaty wyczerpujaco opisane [9, 13, 47, 56, 76, 78] i
wiadomo, ze sg to zmiany degeneracyjne, w wyniku ktérych komérki obumierajg lub odrywajg
sie od sciany pecherzyka. Rownoczesnie przebiega proteolityczny rozktad utkania kolageno-
wego.

Omawiajac krazenie w przedowulacyjnym pecherzyku warto wspomnieé, ze rozszerzeniu
naczyn towarzyszy zwiekszenie ich przepuszczalnosci, prowadzace do wyciekania komérek
krwi [39]. Obserwuje sie rdwniez obrzek pecherzyka. Espey [24] poréwnuje procesy toczgce
sie w przedowulacyjnym pecherzyku do stanu zapalnego, wywotanego gtownie dziataniem
prostaglandyn i histaminy. Wedtug tego autora owulacja jest wynikiem stanu zapalnego
pecherzyka.

Obecnie uwaza sig, ze czynnikiem wspomagajacym owulacje jest takze skurcz miesni
gtadkich, prowadzacy do obkurczania sie podstawy pecherzyka [65]. Skurcz podstawy powo-
duje wypychanie pecherzyka na powierzchnie jajnika i rozcigganie jego czesci apikalnej,
ostabionej juz dziataniem enzymow proteolitycznych. Obkurczanie podstawy pecherzyka
musi byé réwnowazone rozcigganiem jego $ciany wystajacej nad powierzchnie jajnika,
poniewaz wiadomo, ze cisnienie wewnatrz pecherzyka przed owulacjg nie wzrasta [10, 65,
75].

Po owulacji pecherzyk przeksztatca sie¢ w ciatko z6te, a oocyt dostaje sie do jajowodu,
gdzie moze nastgpi¢ jego zaptodnienie i pierwsze podziaty.

SYNTEZA STEROIDOW

Ze wzgledu na synteze hormonow steroidowych rozw6j pecherzyka mozna podzieli¢ na
trzy etapy.

* W pierwszym z nich, trwajgcym do czasu wyrdznicowania si¢ ostonki wewnetrznej, czyli
do stadium wczesnego pecherzyka trzeciorzedowego, pecherzyk syntetyzuje niewielkie ilosci
steroidow. Jest to okres wielkiego wzrostu oocytu, w czasie ktérego funkcja czesci somatycz-
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nej pecherzyka jest przede wszystkim wspomaganie proceséw przebiegajacych w oocycie
[12].

« W drugim etapie pecherzyk produkuje gtdwnie estrogeny, w tym tak wazny dla jego
prawidtowego rozwoju estradiol (rys. 4).

Rys. 4. Drogi syntezy pecherzykowych steroiddw; zmodyfikowany schemat zamieszczony w pracy Irelanda [37]):
[+] oznacza stymulacje, a [-] supresje aktywnosci enzyméw przez FSH lub LH; CHOL-cholesterol; PREG -
pregnenolon; PROG - progesteron; ANDRO - androgeny; P450 - oksydazy cytochromowe: P450scc odszezepiajg
fancuch boczny cholesterolu; P450cl7 aktywuja przej$cie progestagenéw w androgeny; P450arom powodujg
przejécie androgenéw w estrogeny, a konwersja ta jest zwigzana z aromatyzacjg pierscienia A; 3RHSD -
dehydrogenaza A5-3B3-hydroksysterydowa; T - komorka ostonki wewnetrznej, G - komorka ziarnista, B - btona
podstawna

Prekursorem steroidéw jest cholesterol, ktéry moze byé produkowany przez komérki
steroidogenne z octanu. Najczesciej jednak zrodtem cholesterolu sg lipoproteiny niskiej i
wysokiej gestosci, dostarczane do pecherzyka z krwig [48, 61, 72]. W komorkach ostonki
wewnetrznej z cholesterolu powstaje pregnenolon, dalej progesteron i androgeny, ktére u
niektorych zwierzat sa koncowym produktem syntezy tych komoérek [33]. Androgeny prze-
chodza nastepnie przez btone podstawng do komorek ziarnistych, zawierajgcych czynny
system aromataz isg przez nie aromatyzowane do estrogendéw. Tak wiec synteza estrogenow
jest wynikiem interakcji komérek ostonki wewnetrznej i warstwy ziarnistej, w tym przede
wszystkim jej czesci muralnej [25, 28, 33, 34, 46, 67]. U wielu zwierzat rowniez komaérki
ostonki wewnetrznej majg czynny system aromataz i moga w r6znym stopniu przyczynia¢ sie
do syntezy estrogenéw [31, 33, 70]. Powstajace w pecherzyku steroidy modulujg dalsza
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synteze hormondw. Szczegdtowe informacje na ten temat zawierajg publikacje 1, 27, 33, 68
i 75.

Reakcje zwigzane z przejsciem cholesterolu w pregnenolon przebiegajaw mitochondriach,
awszystkie dalsze przemiany w gladkiej siateczce $rédplazmatycznej. Wiekszos$¢ tych reakcji
zachodzi przy udziale oksydaz cytochromowych z grupy P450, zaznaczonych na rysunku 4.
Do nielicznych wyjatkow nalezy np. przemiana pregnenolonu w progesteron, aktywowana
przez dehydrogenaze A5'3p-hydroksysterydowg (A5-3R-HSDH).

Komérki ostonki wewnetrznej maja receptory LH i synteza steroiddw jest w nich stymu-
lowana przez LH [23, 33]. W komérkach warstwy ziarnistej znajdujg sie receptory FSH, aw
duzych pecherzykach antralnych pojawiajg sie takze receptory LH, ktore zlokalizowane sg
przede wszystkim w czesci muralnej tej warstwy [2]. Tak wiec proces aromatyzacji stymulo-
wany jest poczatkowo przez FSH, a w duzych pecherzykach przez obie gonadotropiny: FSH
i LH [29, 33]. W tym czasie w komdrkach ziarnistych przebiega gtéwnie aromatyzacja, a ich
ultrastruktura jest typowa dla komdrek syntetyzujacych biatka [7, 17, 26].

Rownolegle ze wzrostem pecherzyka zwigksza sie tez ilos¢ produkowanych estrogendw,
co w koncu doprowadza do uwolnienia przedowulacyjnej fali przysadkowego LH [33].

e Trzeci, krotki przedowulacyjny etap charakteryzuje sie intensywna, stymulowang falg
LH syntezg pecherzykowego progesteronu z jednoczesnym dramatycznym spadkiem produ-
kcji androgendw iestrogenéw [33,73,74, 75]. Do tej pory nie wyjasniono przyczyny supresji
syntezy estrogenow i nie stwierdzono, czy zmiana kierunku steroidogenezy spowodowana jest
spadkiem aktywnos$ci aromatazy, czy tez brakiem androgendéw, ktére mogg by¢ aromatyzo-
wane do estrogenéw [33]. Badania aktywnos$ci A5-38-HSDH wykazaty, ze synteza progeste-
ronu przebiega zaréwno w komdrkach ostonki wewnetrznej, jak i w komdrkach ziarnistych
[53, 77, 88]. Potwierdzaja to hodowle in vitro obu izolowanych komponentéw pecherzykéw
[30,60,63]. Komoérki ziarniste dopiero w tym przedowulacyjnym okresie wykazuja ultrastru-
kture komdrek steroidogennych [26, 43].

PROCES SELEKCJI |1 ATREZJI

Z pecherzykdw rozpoczynajacych wzrost owuluje bardzo niewiele. Reszta stanowigca 75%
do 99,9% ulega atrezji na réznych etapach rozwoju. Przebieg procesu atrezji zalezy od stadium
rozwoju pecherzyka, w ktérym zaczyna sie ten proces degeneracji, od gatunku zwierzecia, a
takze od wielu nie zbadanych dotychczas czynnikéw. Zjawisko atrezji nie jest jeszcze dobrze
poznane ido tej pory nie ustalono nawet, jak dtugo trwa catkowita dezintegracja pecherzyka.

Pierwsze oznaki atrezji widoczne sg w oocytach i warstwie ziarnistej. Cytoplazma dege-
nerujagcego w fazie wzrostu oocytu moze stac sie kwasochtonna, ostonka jagdrowa pofatdowa-
na, a ostonka przejrzysta jest czesto penetrowana przez komoérki, ktére najprawdopodobniej
sg komorkami ziarnistymi. W oocytach, ktdre ukonczyty faze wzrostu, obserwuje sie czesto
figury mejotyczne (zjawisko tzw. pseudodojrzewania), podziaty partenogenetyczne, fragmen-
tacje i lize. Warstwa ziarnista zawiera zwykle mniej komoérek (zmniejsza sie ilos¢ mitoz), a
wiele z nich ma pyknotyczne jadra. W dalszych stadiach atrezji zanika btona podstawna,
warstwa ziarnista jest infiltrowana przez leukocyty i komorki ziarniste sa fagocytowane lub
nastepuje ich liza. Komorki ostonki wewnetrznej ulegajg hypertrofii i przeksztatcajg sie w tzw.
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wtorne komorki interstycjalne lub tworza struktury podobne do ciatka z6ttego, w $rodku
ktérych widoczne sa resztki oocytow [23, 57].

Juz od dawna prowadzone sg badania nad czynnikami decydujacymi o selekcji pecherzy-
kéw predestynowanych do owulacji, czyli pecherzykéw dominujacych. Stwierdzono, ze do
prawidtowego rozwoju pecherzyk6éw potrzebne sg przede wszystkim dziatajace w odpowied-
nim czasie i stezeniu gonadotropiny i steroidy. Poza tym komorki pecherzyka muszg mie¢
receptory tych hormondéw. W poczatkowym okresie rozwoju pecherzyka bardzo wazna role
odgrywa estradiol i FSH [62,69]. Estradiol stymuluje powstanie wtasnych receptoréw, dzieki
ktdrym moze dziata¢ w pecherzyku w drodze auto- i parakrynowej. Uwolniony do krwi
reguluje w drodze sprzezen zwrotnych, obejmujagcych tez podwzgorze, sekrecje gonadotropin
z przysadki. Jednoczes$nie estradiol stymuluje synteze receptorow FSH w komorkach ziarnis-
tych, a razem z FSH indukuje system aromataz. Z kolei FSH stymuluje aktywno$¢ tych
enzymow, co prowadzi do zwigkszenia syntezy estradiolu. W duzych pecherzykach aktyw-
no$¢ aromataz w warstwie ziarnistej jest stymulowana dziataniem FSH i LH. Receptory LH
powstajg na skutek synergistycznego dziatania FSH iestradiolu. Indukowanie i stymulowanie
systemu aromataz jest niezmiernie wazne dla syntezy odpowiednich ilosci estradiolu, odgry-
wajacego decydujacag role w rozwoju pecherzyka. Wiadomo, ze pecherzyki dominujace
produkujag wiecej estradiolu niz pecherzyki atretyczne [19, 37, 85]. Zbyt mata aktywnos$¢
aromataz prowadzi do zwiekszenia ilosci ostonkowych androgenéw, ktére przechodza przez
btone podstawng do komérek ziarnistych i tgczac sie z receptorami witaczajg niezbadany
jeszcze mechanizm, prowadzacy do obumierania tych komdrek i w konsekwencji oocytu. Z
drugiej strony androgeny sg hormonami, ktére posrednio, jako substrat do aromatyzacji, sg
niezbedne do stymulowania rozwoju pecherzyka. Gdy jest ich za mato, pecherzyk syntetyzuje
tez za mato estradiolu ijego warstwa ziarnista i oocyt obumierajg. Tak wiec androgeny sg
zwigzkami, ktére moga przesadzac o dalszym losie pecherzyka [23], W zdrowych pecherzy-
kach ilo$¢ syntetyzowanych androgendw jest najprawdopodobniej regulowana na zasadzie
lokalnego sprzezenia zwrotnego przez estradiol, ktdry przechodzi do komorek ostonki i
hamuje synteze zbyt duzych ilosci tych hormondéw [33].

W procesie selekcji pecherzykéw niezmiernie wazny jest wystepujacy w kazdym cyklu
ptciowym wzrost poziomu gonadotropin, a takze stadium rozwoju, w ktérym znajduje sie
pecherzyk w tym wiasnie czasie. Baird [3] poréwnuje okres wyzszego poziomu gonadotropin
do furtki, przez ktérg przechodzg tylko uprzywilejowane pecherzyki, bedace w odpowiednim
stadium rozwoju, pozwalajgcym na skorzystanie z dziatania FSH, przede wszystkim jako
hormonu stymulujgcego system aromataz. Dtugo$¢ podwyzszonego poziomu FSH (inaczej
moéwiac "szeroko$¢ furtki") warunkuje charakterystyczng dla danego gatunku ilo$¢ dominu-
jacych pecherzykéw. Atrezji ulegajg te pecherzyki, ktorych stadium rozwojowe nie jest
zsynchronizowane z hormonalnym profilem cyklu ptciowego. Uwaza sie réwniez, ze peche-
rzyki dominujgce moga uwalnia¢ czynniki atretogenne [37]. Zbadan przeprowadzonych przez
Hirshfield [35] wynika, ze najwiecej pecherzykéw degeneruje we wczesnej fazie antralnej.
Jak podkre$la autorka, jest to faza intensywnego réznicowania sie pecherzyka, a wiele
zwigzanych z tym proces6w wymaga stymulujgcego dziatania FSH. O kluczowej roli gona-
dotropin w rozwoju pecherzyka $wiadczy takze przedowulacyjny wyrzut LH determinujacy
dojrzewanie oocytu i owulacje. W Swietle powyzszych danych zupetnie stuszne wydaje sie
uznanie hormonéw gonadotropowych i steroidowych za makroregulatory rozwoju pecherzy-
ka. Jednakze coraz czesciej podkresla sie, ze na proces selekcji majg wptyw takze inne obecne
w pecherzyku czynniki. Dziatanie niektorych z nich zostato omdéwione ponizej.
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NIESTEROIDOWE CZYNNIKI
REGULUJACE ROZWOJ PECHERZYKA

Ostatnie badania przynoszg coraz wiecej danych na temat niesteroidowych czynnikdw,
syntetyzowanych przez lub obecnych w pecherzyku, a regulujacych funkcje jajnikow, w tym
i pecherzykéw. Czynnikéw tych jest bardzo duzo. W wielu wypadkach ich dziatanie nie
zostato jeszcze dobrze poznane, stad w literaturze mozna zmalez¢ sprzeczne doniesienia na
temat ich funkcji. Czynniki te zostaty podzielone na pewne grupy.

CZYNNIKI WZROSTU

Wsp6lng ich cechajest stymulowanie mitoz. Ich dziatanie moze by¢ szczeg6lnie wazne w
poczatkowej fazie rozwoju pecherzyka, jakkolwiek brak doktadnych danych o powigzaniu
tych czynnikéw ze wzrostem i rozwojem pecherzyka [23]. Poszczeg6lne czynniki wzrostu
wywieraja takze inne, czesto niekorzystne dla pecherzyka dziatania. Nabtonkowy czynnik
wzrostu (EGF) hamuje funkcje stymulowane dziataniem FSH (np. dziata supresyjnie na
aktywnos$¢ aromatazy) i moze doprowadzi¢ do atrezji pecherzyka [4,20,80]. Blokuje on takze
dziatanie LH w komorkach ostonki wewnetrznej, najprawdopodobniej doprowadzajgc do
utraty receptorow LH. Insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF-I) jest identyfikowany z
somatoinedyng C. Jest on syntetyzowany w komorkach ziarnistych i dziata stymulujgco na
synteze steroidow zaréwno w komoérkach ziarnistych, jak i ostonkowych. Zwieksza on tez
ilos¢ receptoréw LH [5,23]. Fibroblastyczny czynnik wzrostu (FGF)jest obecny w komérkach
ziarnistych i dziata supresyjnie na aktywos$¢ aromataz, obnizajac w ten sposéb ilo$¢ syntety-
zowanego estradiolu. Hamuje takze powstawanie receptoréw LH w komorkach ziarnistych
[49, 80]. Przejawia on takze aktywno$¢ angiogeniczng, charakterystyczng dla czynnikow
aangiogenicznych. Wspdlnie z nimi odgrywa wazng role w rozwoju naczyn krwionosnych w
czasie roznicowania sie pecherzyka, a takze w procesie przeksztatcania sie pecherzyka w
ciatko zotte [5, 80].

GONADOLIBERYNA (GnRH)

Kojarzy sie jg zwykle z podwzg6rzem, ale najprawdopodobniej jest ona syntetyzowana
takze w jajniku i jest obecna w pecherzyku [23, 80]. W poczatkowych stadiach rozwoju
pecherzyka GnRH wywiera wptyw hamujacy, inhibujgc steroidogeneze i tworzenie recepto-
row LH. Natomiast w przedowulacyjnych pecherzykach stymuluje synteze progesteronu.
Wykazano réwniez jej indukujace dziatanie na wznowienie mejozy i na proces owulacji [2,
32, 80].

PROTEINY GONAD

Proteiny te modulujace sekrecje przysadkowego FSH zostaly wyczerpujgco opisane przez
Yinga [90]. Inhibina i folikulostatyna dziatajg supresyjnie na uwalnianie FSH i stymuluja
sekrecje progesteronu przy réwnoczesnym hamowaniu produkcji estradiolu. Inhibina ponadto
hamuje wznowienie mejozy. Aktywina wzmaga sekrecje FSH z przysadki, obniza synteze
progesteronu, a stymuluje synteze estradiolu.
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REGULATORY LUTEINIZACII

Inhibitor luteinizacji (L), obecny w duzych ilosciach w ptynie z matych pecherzykéw,
zapobiega procesowi luteinizacji. W miare rozwoju pecherzykéw maleje w nich aktywnos$¢
inhibitora luteinizacji, awzrasta aktywno$¢ stymulatora luteinizacji (SL). Ten ostatni znajduje
sie w duzej ilosci w ptynie z duzych pecherzykow, w ktérych stymuluje proces luteinizaciji,
w tym synteze progesteronu [80].

INHIBITORY WIAZANIA GONADOTROPIN

Inhibitor wigzania FSH (FSH-BI) dziata supresyjnie na wigzanie FSH przez komorki
ziarniste i tym samym indukuje proces atrezji pecherzyka. Analogiczny inhibitor wigzania LH
jest obecny przede wszystkim w ciatkach zottych (bogaty przeglad literatury zamieszcza
Tsafriri [80]).

PRODUKTY TYPOWE DLA KOMOREK NERWOWYCH

Osobna grupe stanowig zwiazki, znane jako produkty typowe dla komorek nerwowych, a
syntetyzowane takze przez komdrki jajnika, jak na przyktad katecholaminy, oksytocyna czy
wazopresyna. Zwigzki te moga rowniez modulowaé funkcje pecherzyka [23, 68, 80].

Wazng role w pecherzyku odgrywaja prostaglandyny, ktére oprécz wspomnianego juz
udziatu w procesie owulacji moga dziata¢ jako regulatory steroidogenezy [1, 68].

Istnieje jeszcze wiele innych niesteroidowych zwigzkow, ktérych wptyw na funkcje jajnika
zostat juz udowodniony lub jest dopiero badany.

PODZIEKOWANIE

Sktadam bardzo serdeczne podziekowanie Pani Profesor Stanistawie Stoktosowej za
przeczytanie manuskryptu i Jej cenne krytyczne uwagi.
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FLOW CYTOMETRY AND ITS APPLICATION IN CELL BIOLOGY
AND SOME MEDICAL PROBLEMS
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Zaktad Cytofizjologii Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego oraz Pracownia
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Streszczenie. Cytometrie przeptywowa wykorzystuje sie do pomiaru ugiecia i rozproszenia $wiatta oraz do wzbudze-
nia fluorescencji oddzielnie dla kazdej komérki. Jest mozliwe mierzenie wielu tysiecy komdrek w ciggu minuty pod
warunkiem, ze mamy do dyspozycji dobry do tego celu komputer. Wybrane komérki mozna tez fizycznie rozdziela¢
(sortowacé). W tym przegladzie opisana jest zasada dziatania cytometréw oraz wiele przykfadéw wykorzystania
cytometrii przeptywowej w poznawaniu biologii komérki iw rozwigzywaniu niektérych problemoéw lekarskich.

Summary. Flow cytometry is used to measure forward and side scattered light as well as fluorescence for each cell,
separately. Thousands of cells may be measured within one minute if proper computer is available. Some predeter-
mined cells may be physically separated (sorted) as well. In the review we describe basic information on cytometers.
and use of flow cytometry in description of cell biology and solution of some medical problems.

PODSTAWY CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ

Cytometria przeptywowa jest sposobem okre$lania liczebnosci subpopulacji komarek.
Cytometrig przeptywowa mozna ocenia¢ cechy morfologiczne badanych komérek, jak i ilos¢
zwigzanego przez ich struktury barwnika. To z kolei pozwala wnioskowaé o zawarto$ci w
komérce okreslonych substancji, np. DNA, RNA, biatek, determinant antygenowych, a takze
o stanie fizjologicznym komarki.

*Artykut zostat przygotowany do publikacji w czasopismie "Medycyna 2000" i za zgodg obu redakcji w formie nieco
zmienionej i pod zmienionym tytutem jest publikowany w "Postepach Biologii Komérki".
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Zasada dziatania cytometru przeptywowego jest zblizona do dziatania mikroskopu fluore-
scencyjnego, wyposazonego w ukiad spektrofotometryczny. Pierwowzorem dzisiejszych
cytometréw mozna nazwac urzadzenie skonstruowane przez Kamentsky ’ego w 1965 roku [39,
40, 41]. Cytometr przeptywowy powstat przez wprowadzenie kanatu przeptywowego do
mikroskopu, w miejsce preparatu. Kanatem tym, w strumieniu cieczy formowanym sitami
hydrodynamicznymi ptyna badane komdrki (czastki). Istotnym warunkiem konstrukcyjnym
jest zachowanie laminamego przeptywu i dostatecznie niskiego stezenia komorek, aby ptynety
one pojedynczo, w tej samej koncentrycznej warstwie cieczy, doktadnie w $Srodku kanatu.
Wigzka Swiatta, najczesciej niebieskiego lub ultrafioletowego oswietla przeptywajace komoér-
ki. Swiatto to podlega ugieciu i rozproszeniu na komérkach oraz wzbudza fluorescencije, jezeli
komérki byly uprzednio zabarwione odpowiednimi barwnikami fluoryzujacymi. Swiatto
ugiete i rozproszone oraz $wiatto fluorescencji po zebraniu przez odpowiedni uktad optyczny
i filtry zaporowe trafia do detektoréw (np. fotopowielaczy). Kazda komdrka przeptywajaca
przez strumien $wiatta moze wiec mie¢ zmierzonych i zarejestrowanych kilka parametrow:
ugiecie Swiatlta na jej brzegach (forward scatter), rozproszenie $wiatta na jej strukturach
wewnatrzkomérkowych i btonie komorkowej (side scatter) oraz natezenie fluorescencji
jednego lub kilku barwnikéw fluorescencyjnych. Liczba mierzonych parametréw zalezy od
stopnia rozbudowania przyrzadu (minimalne wyposazenie obejmuje jeden kanat fluorescen-
cyjny). Dwa pierwsze parametry wyzej wymienione stuza do opisania morfologii komérek i
nie zaleza od ich barwienia. Do opisanego wyzej ukladu optycznego dodane sg systemy
automatyki i sterowania oraz mikrokomputer stuzacy do zbierania i przetwarzania danych.
Cale urzadzenie pozwala na pomiar fluorescencji oraz cech morfologicznych komérek z
praktyczng predkoscig ok. 100 komdrek na sekunde. W rozsagdnym wiec czasie -rzedu 5 minut
- mozna zmierzy¢ cechy morfologiczne i fluorescencje 20 000-30 000 komérek. Pozwala to
osiggna¢ wysoka doktadno$¢ i bardzo maty rozrzut wynikéw przy minimalnym naktadzie
pracy - co jest nieosiggalne innymi metodami [52].

Zaleta cytometrii jest mozliwo$¢ wykonania wielu pomiaréw kazdej z bardzo wielu
komorek tak, ze pomiary te mozna dobrze opracowac statystycznie. Nie otrzymuje sie wartosci
$redniej, jak w pomiarach biochemicznych, ale oddzielng warto$¢ pomiaru dla kazdej komor-
ki. Komaérki tez mozna potem fizycznie rozdziela¢ (sortowac). Gtéwna niedogodnoscia jest
koniecznos¢ uzycia zawiesiny czastek, przez co traci sie informacje o budowie tkanki i
wzajemnym utozeniu komérek. Rowniez mierzony parametr dotyczy catej czastki (komaérki),
a nie jego rozmieszczenia wewnatrz komorki.

Dobor zastosowanego barwnika fluorescencyjnego (fluorochromu) zalezy od tego, jaki
sktadnik komorki chcemy badaé. | tak - do barwienia kwaséw nukleinowych (rys. 1),
szczegOlnie DNA, stosuje sie zwykle 4°,6-dwuamidyno-2-fenyloindol (DAPI), oranz akrydy-
ny (AO), jodek propidium (PI), bromek etydyny (EB), Hoechst 33258 i inne [16, 42]. Biatka
wigzg sie niespecyficznie z sulforodaminag, a wiele dostepnych na rynku przeciwciat znakuje
sie tioizocyjanianem fluoresceiny (FITC) albo fykoerytryng (PE). Aktywno$¢ mitochondriow
mozna bada¢ przy pomocy wychwytywania przez nie rodaminy 123 [62]. Z wyzej wymienio-
nych barwnikéw do rutynowego oznaczania zawarto$ci DNA szczeg6lnie uzyteczny jest
DAPI, pozwala bowiem na proste barwienie zardwno zywych, jak i utrwalonych w alkoholu
komorek. Ponadto barwnik ten pozwala na uzyskanie bardzo wysokiej rozdzielczo$ci pomiaru
[70]. Drugim bardzo cennym, cho¢ kapry$nym w uzyciu, barwnikiem jest oranz akrydyny [14,
15]. Po wytrawieniu RNA jednoniciowy DNA po kwasnej denaturacji fluoryzuje czerwono,
metachromatycznie, podczas gdy dwuniciowy, niezdenaturowany DNA - zielono. Wyko-
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rzystuje sie rowniez rézng wrazli-
wos$¢ chromatyny na denaturacje w
zaleznosci od fazy cyklu komarko-
wego, co pozwala np. na odréznianie
komédrek w mitozie od komorek w
fazie G7, a wiec na obliczenie inde-
ksu mitotycznego [14].

Do wzbudzania fluorescencji po-
trzebne jest odpowiednio silne Zrédto
Swiatta. Stosuje sie tu badZz lasery
[74], badZ wysokoci$nieniowe lampy
rteciowe typu np. HBO-10O. Z wielu
typow laserow zwykle wykorzystuje
sie lasery argonowe emitujgce Swiat-
to o dtugosci fali 488 nm, kryptono-
we badz helowo-neonowe. Duzym
problemem jest zasilanie ichtodzenie
laseréw. Lasery duzej mocy optycz-
nej, rzedu 5W - wymagajg zasilania
energig elektryczng o mocy kilkuna-
stu kilowatow i przeptywu wody Rys. 1. Cytogram komorek biataczki ludzkiej HL-60; kazdy
chtodzacej kilkunastu litréw na mi- punkt cytolg_ramu 0gp0wiadajed_nej_komérpe o okre$lonej za-

, warto$ci DNA i RNA (barwienie oranzem akrydyny)

nute, co stwarza okreslone problemy

techniczno-eksploatacyjne. Zaletg tych laseréw jest jednak duza intensywnos¢ Swiatta i wiele
linii emisyjnych o uzytecznym natezeniu. Z drugiej strony lasery matej mocy moga by¢
chtodzone powietrzem, ale uzyteczna jest tylko niebiesko-zielona linia emisyjna 488 nm, co
znacznie ogranicza wybér mozliwych do zastosowania lluorochroméw. Tych wad nie ma
lampa rteciowa, ktdra jest Zrodtem Swiatta od nadfioletu do czerwieni. Wyboru odpowiedniej
dtugosci fali Swiatta wzbudzajgcego dokonuje sie przez zmiane zestawu filtrow. Powazng
wadg lampy rteciowej jest niska stabilnos¢ tuku utrudniajaca niekiedy w znacznym stopniu
pomiary oraz jej niewielka trwatosc.

Konstrukcja kanatu, przez ktory ptyng komorki i wchodzg w wigzke Swiatta wzbudzajg-
cego, decyduje o parametrach przyrzadu. Jest ona pochodng przyjetej koncepcji optycznej,
liczby mierzonych parametréw, rodzaju zrédfa Swiatla itp. Jednym z czesto spotykanych
typow kanatu jest kanat o o$wietleniu epiluminescencyjnym - wigzka $wiatta wzbudzajgcego
pada przez obiektyw imersyjny o mozliwie duzej aperturze numerycznej, a Swiatto fluorescen-
cji wraca tym samym obiektywem i przez uktad $wiattodzielagcy oraz zestaw filtrow pasmo-
wych pada na detektory.

W cytometrach z laserowym zrédlem Swiatta kanat ma czesto kwarcowy, cylindryczny
fragment o$wietlony z boku skupiong wigzka lasera lub laseréw. Od $cianek kanatu odchodzg
np. Swiattowody przenoszac $Swiatto fluorescencji, rozproszenia w przod lub rozproszenia
wstecznego itd. Z optycznego punktu widzenia system ten jest prostszy i sprawniejszy od
epiluminescencji, cho¢ bardziej kosztowny.

Niektdére cytometry umozliwiajg rozdzielanie przeptywajacej zawiesiny komorkowej na
frakcje w zaleznosci np. od natezenia Swiatta fluorescencji. Powszechnie stosowang obecnie
metodg sortowania jest tadowanie elektrostatyczne jednokomorkowych kropelek zawiesiny



242 J. KAWIAK, J.S. SKIERSKI

[36] i odchylanie ich w odpowiednio uksztattowanym i sterowanym polu elektrycznym.
Przyktadem tak dziatajgcego sortera jest FACS finny Becton-Dickinson (Fluorescence Acti-
vated Cell Sorter).

OKRESLANIE PROLIFERACJI KOMOREK

Przyktadem zastosowan techniki cytometrii przeptywowej jest oznaczanie kwaséw nuklei-
nowych - DNA i RNA w komoérce, co mozna wigza¢ z cyklem komérkowym. Na rysunku 1
przedstawiono cytogram komorek ludzkiej biataczki HL-60. Cytogramem nazywamy obraz
na ekranie oscyloskopu lub monitora komputera, na ktorym kazda $wiecaca kropka odpowiada
jednej komdrce (czastce), a jej potozenie w uktadzie wspotrzednych jest proporcjonalne do
wartos$ci mierzonego parametru.

W badaniu cyklu komdrkowego czesto stosowang metodajest oznaczanie zawartosci DNA
po jego kwasnej denaturacji. Przedstawienie wynikoéw po barwieniu oranzem akrydyny (rys.
2) w postaci cytograinu otp (warto$¢ cip jest to stosunek czerwonej fluorescencji do sumy
zielonej i czerwonej) umozliwia odréznienie komorek w mitozie od komérek w fazie G2.

Przy pomocy odpowiednich progra-
mow komputerowych mozliwe jest takie
przeksztatcenie cytogramow, aby uzy-
ska¢ histogramy np. zawartosci DNA.
Na rysunku 3 przedstawiono typowy hi-
stogram DNA dla populacji komdrek
HL-60, rosnacej w fazie logarytmicznej.
Obliczenie odsetka komdrek w poszcze-
gélnych fazach cyklu jest mozliwe, cho¢
wymaga zastosowania wysoce skompli-
kowanych programéw komputerowych,
szczegOlnie w przypadku badania popu-
lacji o zaburzonym wzroscie lub cha-
rakteryzujacych sie zmienng w czasie
ploidalnoscig [17]. Na rysunku 3 prze-
dstawiono réwniez wyniki analizy kom-
puterowej przy pomocy programu

MULTICYCLE.
Rys. 2. Cytogram aT komorek biataczki HL-60; zaleznos¢ Eksperyment statmokinetyczny po-
catkowitej fluorescencji od warto$ci aj; warto$¢ aT defi- lega na podaniu do hodowli substancji

niuje sie jako stosunek natezenia czerwonej fluorescencji do

sumy natezen czerwonej i zielonej fluorescencji (barwienie np. melaStyny‘ bIOkuJalceJ komorki w

oranzem akrydyny po trawieniu RNA-zg i po kwasnej dena- fazie M i pomiarze liczby komorek w
turacji DNA); jednoniciowy. zdenaturowany DNA fluory- mitozie (indeksu mitotycznego) w roz-
zuje czerwono, dwuniciowy (natywny) DNA - zielono nym czasie po podaniu substancji blo-

kujacej. WykreSlajac na papierze
logarytmicznym indeks mitotyczny w
funkcji czasu otrzymujemy linie prosta, z ktérej nachylenia mozna obliczy¢ czas podwojenia
(doubling time, generation time) populacji komérkowej. W podobny sposéb mozna obliczy¢
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Rys. 3. Typowy histogram zawarto$ci DNA: pierwszy szczyt (pole kratkowane) odpowiada komérkom w fazie Gi,

drugi szczyt (kreski pionowe) - komdrkom w fazie G2 i M; pole (kreski skosne) pomiedzy szczytami odpowiada ko-

moérkom w fazie S cyklu komérkowego (komérki biataczki HL-60, analiza histogramu dokonana przy pomocy pro-
gramu MULTICYCLE)

czasy trwania poszczegélnych faz cyklu oraz ocenia¢ zmiany wywotane dziataniem réznych
czynnikéw - np. lekéw [7, 8, 13, 44, 71, 72, 77].

W pracowni hodowli komdrkowych lub tkankowych mozemy, szczegdlnie przy barwieniu
DAPI-sulforodaming i AO, $ledzi¢ stan hodowli. Przy rutynowej kontroli zawartosci DNA,
stwierdzenie nagtego pogorszenia sie rozdzielczosci histogramu DNA nasuwa podejrzenie
zakazenia hodowli mykoplazma. W farmakologii i onkologii doswiadczalnej znalazto zasto-
sowanie badanie cytotoksyczno$ci lekdw na poziomie cyklu komorkowego oraz badanie
lekéw cytostatycznych pod katem ich dziatania na cykl oraz klonogenno$é komérek normal-
nych i nowotworowych [34, 59]. Wykorzystuje sie te metody do badania in vitro wptywu na
komorki cztowieka nowych, dotad nie stosowanych lekéw bgdZ do oceny sposobu dziatania
lekéw juz wprowadzonych do lecznictwa [19, 20, 21, 37, 66, 79].

Nalezy wspomnie¢ o dostepnosci réznych przeciwcial monoklonalnych znakowanych
takimi barwnikami, jak FITC i PE, co umozliwia badanie determinant antygen6w powierzch-
niowych badz $rédkomérkowych komérek normalnych i nowotworowych. Monoklonalne
przeciwciato Ki-67 jest wskaznikiem proliferacji komérek; wigze sie z antygenem jadrowym,
ktérego nie ma w komérkach niepobudzonych [6, 27].
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BADANIE KRWI OBWODOWEJ

Analiza krwi obwodowej (zylnej) jest zrodtem wielu informacji o stanie pacjenta, a takze
czasem umozliwia prognozowanie dalszego przebiegu jego choroby. Jednym z najczestszych
badan jest tzw. morfologia, tj. ocena w 1 pl krwi liczby erytrocytéw, leukocytdw iptytek krwi.
Szczegbtowa analiza leukocytéw jest ograniczona zwykle do okre$lenia procentu granulocy-
téw, limfocytéw i monocytéw, mimo ze dostepnymi obecnie przeciwciatami mozna odrézniaé
limfocyty B od T i od komdrek NK, awsrod limfocytow T - komdrki Th i Ts [33]. Procedury
iinmunocytochemiczne mozna stosowa¢ do komérek w rozmazach, ale wtedy zmudne jest
policzenie odpowiednio duzej liczby komérek, aby mozna byto zastosowa¢ metody statysty-
czne do oceny wynikéw. Cytometria przeptywowa jest wtedy metoda z wyboru.

Reakcje immunocytochemiczna, najwygodniej bezposrednia, przeprowadza sie z zawiesi-
ng komorek. Mozna uzyé réwnoczesnie dwa rézne przeciwciata znakowane réznymi fluoro-
chromami dla jednoczesnego liczenia co najmniej czterech réznych rodzajow komdrek:
takich, ktére nie wigza barwnikdw, komorek wigzacych oba barwniki badz wigzacych jeden
lub drugi barwnik. Dobrze gdy fluorochromami sg fluoresceina (FITC) i fykoerytryna (PE),
gdyz barwniki te mozna wzbudzaé¢ Swiattem o tej samej dtugosci (488 mn - np. laser
argonowy), a emitujg one $wiatto o réznych dtugosciach (odpowiednio 520 i 580 mn). Jezeli
komérki nie moga by¢ natychmiast wprowadzone do cytometru przeptywowego, mozna je
pozostawi¢ w temperaturze 4°C przez kilka godzin badz po utrwaleniu do tygodnia [46].

OKRESLENIE STANU UKLADU IMMUNOLOGICZNEGO

Okreslenie fenotypu leukocytow krwi i komérek szpiku umozliwia monitorowanie stanu
uktadu immunologicznego w trakcie choroby ileczenia pacjenta [33, 50]. W tym celu mozna
oddzieli¢ komorki mononukleame wirowaniem na Ficolu z uropoling przed reakcjg immuno-
cytochemiczng. Doktadng selekcje wybranych subpopulacji leukocytéw wykonuje sie elektro-
nicznie podczas analizy zarejestrowanych w cytometrze komérek. Tym sposobem tatwo
mozna odr6zni¢ mate i "bezziarniste" limfocyty od duzych, z wieksza liczbg “ziarnistosci"
monocytow i od posredniej wielkosci granulocytéw o duzej "ziarnistosci". Jak juz wspomnia-
no, wielko$¢ komarek okresla sie rozproszeniem $wiatta w osi jego wigzki (forward scatter),
a "ziarnisto$¢" jest mierzona rozproszeniem Swiatta pod katem 90° (side scatter). Kazda z
grup komorek wydziela sie elektronicznie idalej analizuje, jakie przeciwciatg(fluorochroiny)
zostaly zwigzane przez komorke dla doktadniejszego jej opisu (rys. 4 i 5).

Tymi sposobami mozna ustali¢, jak obniza sie liczba limfocytéw Th, jak zmienia sie liczba
komorek Ts oraz NK podczas leczenia chorego na nowotwor cytostatykami [9, 50]. Wazne
jest bowiem, aby nie stosowac na $lepo duzych dawek cytostatykow, jak to jest przyjete w
nowoczesnym leczeniu nowotworéw. Podobnie napromienianie nowotworéw, nawet miejsco-
we, wptywa na stan ukfadu immunologicznego pacjenta. Jest tez oczywiste, ze intensywne
leczenie biataczki np. przeszczepem szpiku wymaga doktadnego monitorowania odtwarzania
ukfadu hematologicznego i odpornosciowego pacjenta [48]. Podobnie, ustalono diugotrwate
przebywanie w organizmie limfocytéw pobranych z okolicy nowotworu i namnozonych in
vitro (komérki LAK), a potem podanych adoptywnie w celu leczenia przerzutéow [1],
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Monitorowanie uktadu immunologicznego pacjenta jest rbwniez konieczne przy allogeni-
cznych przeszczepach narzadow: nerek, serca, szpiku, trzustki, kiedy stosuje sie leki immu-
nosupresyjne, np. cyklosporyne A (CsA). Jednym z jej dziatan jest zdolno$¢ hamowania
wczesnych przejawow aktywacji limfocytéw T. Hamowana jest transkrypcja genéw limfokin,
np. IL-2, IL-3, IFNy, jednak CsA nie hamuje produkcji GM-CSF w odpowiedzi na sygnat
inicjowany oddziatywaniem antygenu z receptorem limfocytu T [10, 23]. Ten wptyw CsA na
komérki T powoduje wtérne efekty w limfocytach B, makrofagach i innych komaérkach,
zalezne od produktéw aktywowanych limfocytow T. W innych badaniach poziom limfocytow
T CD4+, CD8+oraz HLA-DR+ kontrolowano cytometrig przeptywowg podczas préb zapo-
biegania odrzucaniu "p6znego" przeszczepu nerek podawaniem przeciwciat monoklonalnych
[58]. Dziatanie lekéw iminunosupresyjnych powinno by¢ wiec doktadnie monitorowane, aby
nie wyrzadzié¢ szkody pacjentowi, ale utrzymaé uktad immunologiczny w optymalnym stanie,
by nie nastgpito odrzucenie przeszczepionego narzadu.

Odnowe uktadu immunologicznego po przeszczepie szpiku badano wielokrotnie [64, 65].
Przekonano sie, ze u pacjentdéw po przeszczepieniu szpiku brak jest zrbwnowazonej repopu-
lacji komérek T [5], natomiast wcze$nie pojawiajg sie komdrki NK [48,55] oraz limfocyty B
0 niezwyklej ekspresji antygenéw powierzchniowych [4]. U 8/10 pacjentéw wkrotce po
przeszczepieniu szpiku [48] zauwazono, ze w ich krwi utrzymuje sie podwyzszona wzgledna
1bezwzgledna liczba limfocytdw T CD8+oraz obnizona liczba komérek CD4+ Powoduje to
odwrocenie normalnego stosunku komaérek pomocniczych do supresorowych we krwi oséb z
przeszczepami allogenicznymi i autogenicznymi. Mozna wiec sadzié, ze supresja immunolo-
giczna jest czescig procesu rekonstytucji przeszczepionego szpiku. Stan ten nie wraca do stanu
prawidtowego nawet po 2 latach od przeszczepienia szpiku. Do 30 dni po przeszczepie
limfocyty T fenotypowo "pomocnicze"” nie sg jednak zdolne do aktywnos$ci pomocniczej w
stosunku do limfocytéw B w testach in vitro. Normalny poziom IgG i IgM w osoczu pojawia
sie u pacjentow dopiero po 4-6 miesigcach. Powyzszy opis ilustruje ztozone zmiany zacho-
dzace we krwi u pacjentéw po przeszczepieniu szpiku. U réznych oséb zmiany te moga réznie
przebiegac i stad istnieje potrzeba ich $ledzenia.

Przyktadem zakaznego schorzenia wirusowego szczeg6lnie skierowanego na uktad immu-
nologiczny jest AIDS, gdy wirus wybiérczo atakuje limfocyty T CD4+ Podczas progresji
choroby stopniowo zmniejsza si¢ liczba limfocytéw T CD4+ [32]. CD4 jest bowiem recepto-
rem o duzym powinowactwie do biatka gpl20 otoczki ludzkiego wirusa upo$ledzenia immu-
nologicznego (HIV - human immunodeficiency virus) [45]. W niezakazonych komérkach,
CD4 wigze monomorficzng domene na MHC klasy 1l komorki prezentujacej antygen (APC)
umozliwiajgc rozpoznanie antygenu przez limfocyt T ijego aktywacje. Biatko wirusa gpl20
ma sekwencje aminokwaséw zblizong do domeny MHC klasy Il i stad, podobnie jak ta
domena, biatko gpl20 aktywuje limfocytT [35]. Spoczynkowe limfocyty T CD4+jak rowniez
monocyty i makrofagi majace stabg ekspresje CD4 [67] moga by¢ rezerwuarem wirusa HIV-1
u zakazonych os6b [12]. W trakcie préb leczenia tego ciezkiego schorzenia powinno sie
$ledzi¢ stan chorego okre$laniem jego subpopulacji komérek CD4+we krwi.
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Rys. 4. Przyktad analizy leukocytow krwi osoby zdrowej: A - opis morfologiczny komoérek, FSC - forward scatter
= warto$¢ ugiecia $wiatta proporcjonalna do wielkosci komérki, SSC - side scatter =warto$¢ rozproszenia $wiatta
opisujaca strukture komérki, jej “ziarnisto$¢"; program komputerowy wykresla histogramy FSC i SSC (widoczne u
dotu iz lewej strony wykresu) i na tej podstawie oddziela linig pionowg nie-komérki (debris) od skupienia
limfocytéw (u dotu wykresu) oraz liniami poziomymi limfocyty (SSC) od monocytéw (skupienie komérek z prawej
u dotu) i monocytéw od granulocytdow (GRAN - skupienie komérek z prawej w $rodku i u gory); B - opis
fluorescencji komdrek po dziataniu na nie przeciwciatami HLe-1 (antyCD45-FITC) wigzacymi sie ze wszystkimi
leukocytami oraz Leu M3 (antyCD14-PE) wigzacymi sie z monocytami/makrofagami; program komputerowy
wykresla histogramy fluorescencji (FL1 dla fluoresceiny oraz FL2 dla fykoerytryny) i na tej podstawie oddziela
monocyty (linia pozioma MONO), granulocyty od nie-komérek (linia pionowa GRAN) i limfocyty od
granulocytéw (tylko cze$ciowo, linia pionowa LIMF)
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FSC

W oknie:
% Limf 33 % Limf
% Mono 8 % Mono
% Gran 59 % Gran

% Debris

% Limf
razem

84

13

95

Rys. 5, Te same leukocyty krwi co na rys. 4: A - na wykresie "oknem" wydzielono do analizy limfocyty;
fluorescencje komoérek w obrebie "okna" przedstawia cze$¢ rysunku B; na wykresie pozostaty gtéwnie limfocyty
wigzace przeciwciato HLe-1, co $wiadczy o poprawnym ustawieniu "okna"; z prawej strony wykresu Bjest procent

réznych czastek w obrebie "okna" (w oknie:), a po lewej stronie jest odczytany z wykresu na rys. 4B procent

réznych leukocytéw w badanej probce krwi
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ROZPOZNAWANIE | PROGNOZOWANIE
PRZEBIEGU SCHORZEN NOWOTWOROWYCH

Cytoinetr przeptywowy mozna wykorzysta¢ do celow diagnostycznych. W biataczkach
analizuje sie komarki krwi i szpiku znakujac je przeciwciatami monoklonalnymf [25, 26], a
cytometr przeptywowy umozliwia doktadng ocene liczby komérek o cechach nowotworo-
wych. Na przykfad, w powszechnie akceptowanej i uzywanej klasyfikacji ostrych biataczek
szpikowych (AML) wykorzystuje sie kryteria morfologiczne i cytochemiczne ustalone przez
tzw. wspotpracujaca grupe francusko-amerykansko-brytyjska(FAB) [54]. AML safenotypo-
wo heterogenna grupa schorzen juz w chwili diagnozy, a mozliwo$¢ odrdzniania w tych
warunkach komorek biataczkowych od prawidtowych pozwala na wykrycie komérek nowo-
tworowych pozostajgcych ewentualnie po leczeniu [69].

W klinice onkologicznej badanie ploidalnosci komérek biataczkowych lub guzéw litych,
szczegOlnie pecherza moczowego iraka ptuc [61] uwaza sie za istotny wskaznik prognostycz-
ny [2, 3, 31, 51, 53, 57, 75]. Za niekorzystny wskaznik prognostyczny [49] uwaza sie tez
wzgledna oporno$¢ nowotworu na konwencjonalne leczenie, tzw. oporno$¢ wielolekowg
(multidrug resistance - MDR) [24]. Powodem opornosci moze by¢ zawodowe narazenie
osoby na chemiczne mutageny badz uprzednie juz leczenie chorego. Wywotana u zwierzat
oporno$¢ wigze sie z ekspresja na powierzchni komérek biatka o masie czasteczkowej 170-
180 kDa nazwanego glikoproteing - P. Wyzszy poziom tego biatka w komdrkach biataczki
jest sprzezony z obecno$cig na nich antygenu CD34, chociaz oba biatka uwaza sie za
niezalezne czynniki prognostyczne [30]. Antygen CD34 na komodrkach biataczkowych opor-
nych ma gesto$¢ okoto 10-krotnie wyzszg niz na komorkach prawidtowych [69], stad mozna
te komarki odrozni¢ cytometrig przeptywowa. Ekspresje genu opornosci wielolekowej mozna
stwierdzi¢ badaniem obecnosci w komdrkach mRNA tego genu tancuchowag reakcjg polime-
razy RNA (PCR) badz testem czynnosciowym przy uzyciu cytometru przeptywowego [30].

Cytometrig przeptywowa jest tez wykorzystywana w prognozowaniu przebiegu biataczek
np. w ALL komdrek T [73].

MONITOROWANIE PRZEBIEGU LECZENIA ZAKAZEN

W przypadkach masowego zakazenia bakteryjnego (sepsis) spowodowanego np. przebi-
ciem przewodu pokarmowego nastepujg duze zmiany w komdrkach obronnych. Monocyty
krwi tracg np. obecny na ich powierzchni antygen HLA-DR, co jest wskaznikiem funkcjonal-
nej niewydolnosci tych komérek (zmiany mozliwosci prezentacji antygenu, tworzenia nad-
tlenkéw, wydzielania cytokin). Zjawisko to nazwano "paralizem immunologicznym" [76].
Krytycznym parametrem w tym stanie jest ekspresja antygenu HLA-DR na monocytach
mniejsza niz 20% wartosci prawidtowej, co mozna $ledzi¢ cytometrig przeptywowsa. Sa
sugestie, aby w takich przypadkach prowadzi¢ leczenie pacjenta interferonem gamma i
GM-CSF, ktére normalizujg zaburzone funkcje monocytéw i ekspresje HLA-DR.
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ZMIANY KOMOREK UKELADU IMMUNOLOGICZNEGO
W NARZADACH

W przewlektym schorzeniu centralnego uktadu nerwowego-sclerosis multiplex- wyste-
puja liczne, duze nacieki limfocytow T i makrofagéw oraz demielinizacja. Uwaza sie, ze
proces zapalny w tym schorzeniu inicjuja autoreaktywne limfocyty T skierowane przeciwko
biatkom mieliny, gtéwnie zasadowemu biatku mieliny (mielin basie protein - MBP) [78].

Zapalenie reumatoidalne stawdw jest schorzeniem autoimmunizacyjnym, ktérego jednym
z objawow jest dlugotrwate zapalenie stawow. Nacieki komorek jednojadrzastych btony
maziowej doprowadzajg do zniszczenia chrzastki stawowej i otaczajagcych staw tkanek.
Chociaz patogeneza tego schorzenia nie jest znana, wazna role w inicjacji schorzenia przypi-
suje sie limfocytom T skierowanym przeciw wtasnym antygenom. Zapalenie reumatoidalne
ma zwigzek z allelami genéw MHC klasy IIDR4 iDR1. W tym schorzeniu czasem obserwuje
sie obecnos¢ oligoklonalnych, aktywowanych limfocytéw T CD4+w btonach maziowych i
otaczajacych tkankach, co pozwala sugerowaé oddziatywanie antygendw MHC klasy Il z
receptorem limfocytu T o tancuchach a iR (aBTCR). Zgodnie z tymi przypuszczeniami
stwierdzono, ze czesto$¢ limfocytow T z TCR VRI4+ jest wieksza w ptynie stawowym
zajetych stawdw niz we krwi obwodowej pacjenta [56], co moze by¢ wskazéwka diagnosty-
czng i prognostyczng dajaca sie ustali¢ metodami cytometrii przeptywowe;j.

Znanym zjawiskiem jest mniejsza wielko$¢ grasicy u zwierzat noszacych nowotwory [63,
68]. Przekonano sig, ze wzrost nowotworu moze wywotywac istotne zmiany subpopulacji
tymocytéw w grasicy [43], co prawdopodobnie nie pozostaje bez wptywu na subpopulacje
limfocytow we krwi i funkcje obronne organizmu przeciw nowotworowi. Nowotwor wywiera
ten wptyw przez uwalnianie do krazenia dotad blizej niepoznanych substancji dyfundujacych
przez filtry 0,2 pm. Dok}adne $ledzenie zmian subpopulacji limfocytéw we krwi u pacjentow
z nowotworem mogtoby by¢ wskazéwka prognostyczna.

BADANIE FUNKCJI KOMOREK

Oprdécz mozliwosci badania "stanu morfologicznego" uktadu immunologicznego przez
opisanie zmian subpopulacji komérek tego uktadu, mozna oceni¢ czynnosci tych komaérek, co
przedstawiono w tabeli I. Rowniez w tych badaniach cytometr przeptywowy jest narzedziem
bardzo pomocnym, utatwiajgcym analize wynikéw. In vitro bada sie zwykle cytotoksyczne
wiasciwosci limfocytéw pacjenta oraz zdolnos¢ limfocytow (komorek) pacjenta do odpowie-
dzi proliferacja na lektyny, przeciwciata monoklonalne albo okre$lone komérki w uktadzie
allo- badz autologicznym. W pierwszym przypadku testuje sie aktywno$¢ cytotoksyczng
komoérek NK w stosunku do znakowanych chromem-51 komorek docelowych - allogenicz-
nych linii komérkowych, albo cytotoksyczne wiasnosci limfocytéow T w stosunku do innych
allo- badz autologicznych komdrek docelowych. W przypadku drugim czyta sie wynik
pobudzeniem proliferacji komérek, zwykle wykorzystujac test wigczania H -tymidyny do
komarek.

W badaniach wiasnosci cytotoksycznych komérek uktadu immunologicznego mozna
radioaktywny chrom-51 zastgpié barwnikami fluorescencyjnymiwnikajacymi tylko do komé-
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rek martwych, np. bromkiem etydyny albo jodkiem propidium [22, 38]. Sg to testy analogi-
czne do testu z btekitem trypanu, powszechnie wykorzystywanym do opisania liczby komorek
martwych; w testach tych zaktada sie, ze komdrki z uszkodzong plazmolemg przepuszczalng
dla barwnikdw sg martwe. Sposobem wykrywania komorek zywych jest uzycie dwuoctanu
fluoresceiny [60]. Jest on gromadzony w zywych komoérkach i tam hydrolizowany do wolnej
fluoresceiny przez esterazy. Polarna fluoresceina nie moze przenikaé przez nieuszkodzong
btone komorki i stad komdrka zywa "Swieci”, podczas gdy martwa nie moze gromadzic¢
barwnika.

Znakowane fluorochroma- TABELA I. Parametry komoérkowe, ktére mozna mierzyé cytometrem
mi komorki martwe badz zywe przeptywowym wg [43]
mozna analizowac cytometrem  strykturaine Czynnosciowe

przeptywowym [11, 38] celem

. .. wielko$¢ stan redoks
ustalenia w testach in vitro cy- “ziarnisto$¢" (og6lna Struktur zywotno$é
totoksycznosci ludzkich komd-  zawartos¢ barwnika potencjat btonowy
rek uktadu immunologicznego. antygeny powierzchniowe tadunek powierzchniowy
Takie Wyniki interpretuje Sie w wigzanie lektyn transport przez btone komérkowa
. . . zawarto$¢ biatek pH wewnatrz komorki
terminach zdolnosci uktadu im- zawarto$¢ DNA receptory powierzchniowe
munologicznego pacjenta do 0-  zawartos¢ RNA aktywno$¢ enzymu
brony (test funkcjonalny). budowa chromatyny endocytoza

Cytometrem przeptywo-
wym mozna doktadnie okresli¢
stan komérek w cyklu komérkowym [10, 11, 474, jak o tym wspomniano. Daje sie wiec
zastgpi¢ manipulacje z radioaktywnym trytem (H -tymidyng) stosowanym do wyznaczania
komoérek w fazie S cyklu, badaniem wiaczania do DNA nieradioaktywnej bromodezoksyu-
rydyny (BrdUrd) i pézniejszego wykrywania monoklonalnym przeciwciatem obecnej w
jadrze BrdUrd reakcjg iminunocytochemiczng [18, 29]. Wyznakowane BrdUrd komorki
mozna réwnoczesnie znakowacé przeciwciatem, ktére w heterogennej mieszaninie komdérek
pozwala wyniki wigczania BrdUrd odnosi¢ tylko do okre$lonego rodzaju komdrek, np.
limfocytow T. Do analizy wystarcza podobna liczba komoérek jak w standardowych badaniach
tego rodzaju.

Komorki nowotworowe melanoma, ktére nie maja ekspresji MHC klasy I, mozna zmieni¢
transfekujac je plazmidem zawierajagcym geny antygendw zgodnos$ci tkankowej [28]. Produkt
tak wprowadzonego genu moze zmieni¢ wiele wasnosci fenotypowych komérek nowotworo-
wych. Mechanizmy tych zmian nie sg znane, ale ich obecno$¢ moze by¢ interesujaca dla
onkologa poszukujgcego zmian fenotypowych komdrki nowotworowej, ktére czynityby ja
bardziej iinmunogenna.

PODSUMOWANIE

Cytometria przeptywowa jest wspaniatg nowoczesng metoda o ogromnych, przez wielu
niedocenianych mozliwosciach. Na przeszkodzie jej szerokiego stosowania stoi jednak za-
réwno wysoka cena aparatow wahajaca sie miedzy kilkudziesiecioma tysigcami i kilkuset
tysigcami dolaréw oraz wiedza i doswiadczenie osoby prowadzacej badania. To ostatnie
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decyduje o wiasciwej obstudze niektorych typow cytometréw oraz umiejetnosci krytycznej
interpretacji wynikow.
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MOLEKULARNE PODSTAWY ETAPU PROMOCJI
NOWOTWOROW. BADANIA NA KOMORKOWYCH
MODELACH IN VITRO

MOLECULAR BASIS OF TUMOR PROMOTION.
STUDIES ON IN VITRO CELL CULTURE MODELS

Karol DOWIJAT

Zaktad Cytologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa

Streszczenie. Artykut omawia badania nad nowa klasg genéw, zwanych pro-genami, warunkujacych wrazliwo$¢ na
etap promocji w wielostopniowej karcinogenezie. Pro-geny (pro-1 i pro-2) wyizolowano wykorzystujac istnienie
modelowego uktadu wrazliwych iopornych na indukowang przez estry forbolu transformacje nowotworowg klonéw
mysich komdrek epidermalnych JB6. Wykazano, ze wprowadzenie aktywnego pro-genu do komérek niewrazliwego
na promocje klonu warunkuje nabycie wrazliwego fenotypu. Aktywne homologi mysich pro-genéw wykryto i
nastepnie sklonowano w komérkach ludzkich izolowanych od pacjentéw z rakiem nosogardzieli. Klony z komérek
ludzkich, podobnie jak mysie pro-geny, przenosity ceche wrazliwosci po transfekcji do niewrazliwych komérek.
Zbadanie struktury molekularnej ludzkich homologéw pozwala wnioskowa¢ o mechanizmie ich aktywacji. Stwier-
dzono, ze w wyniku transfekcji pro-1 do komérek pobranych od osobnikéw genetycznie predysponowanych na raka
uzyskuje sie znaczne przedtuzenie czasu przezycia w hodowli in vitro. Wynik ten moze by¢ interpretowany jako
skutek kooperacji pomiedzy wprowadzonym aktywnym pro-genem igenem lub genami warunkujacymi predyspo-
zycje nowotworowa, a prowadzacym w kierunku rozwoju nowotworu.

Stowa kluczowe: karcinogeneza, promocja, pro-geny.

Summary. The article adresses a novel class of genes, called pro-genes, that control promotion phase in multistep
carcinogenesis. Pro-genes have been cloned using a model system of JB6 family of clonal mouse epidermal cell lines
with variants that are sensitive or resistant to tumor promoter induced neoplastic transformation. It has been shown
that transfection of activated pro-genes confers on insensitive cells susceptibility to induction of anchorage-inde-
pendent growth by tumor-promoting phorbol esters. Subsequently, an active homologs of mouse pro-genes have
been found and cloned from human nasopharyngeal carcinoma cells. Most of human homologs of mouse pro-gene
has been able to transfer sensitivity to tumor promoters upon transfection into insensitive cells. Comparison of
molecular structure of an active and an inactive human clones has allowed determination of their possible mode of
activation. It has been shown that transfection with an activated mouse pro-gene specifically conferred partial
immortality on the fibroblasts of basal cell nevus syndrome, a cancer-prone condition in men. This result may be
interprated as a gene cooperation phenomenon that can contribute to progression toward neoplasia.

Key words: carcinogenesis, promotion, pro-genes.
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Kazdy z obecnych modeli karcinogenezy powinien uwzglednia¢ wielostopniowos$¢ tego
procesu. Wyniki badan przeprowadzonych na modelach in vivo [13] i in vitro [1] oraz dane
epidemiologiczne [16], dokumentujg konieczno$¢ zaistnienia przynajmniej dwaoch
dziedzicznych zmian w komorce prawidtowej, aby stata sie potencjalnie nowotworogenna.
Jej dalsza progresja w kierunku petnej ztosliwosci uwarunkowana jest dodatkowymi
zmianami, takimi jak aktywacja onkogenu i inaktywacja genu supresorowego
(antyonkogenu).

W procesie rozwoju nowotworu przyjeto wyréznia¢ trzy fazy: inicjacje, promocje i
progresje [22]. W klasycznym "dwufazowym" modelu karcinogenezy indukowanej w skorze
myszy [4] jednorazowe podanie niewielkiej dawki karcinogenu, takiego jak benzopiren, z
nastepujacym po tym wielokrotnym podawaniu drugiego czynnika powoduje rozwdj licznych
guzéw nowotworowych, ktorych indukcja nie bytaby mozliwa przez kazdy z tych czynnikow
osobno. Ten drugi czynnik przyjeto nazywaé¢ promotorem, a faza w rozwoju nowotworu
warunkowana jego dziataniem okre$lana jest jako promocja. Inicjacja definiowana jest jako
nieodwracalna zmiana w genomie komorki, natomiast promocja widziana jest jako rozrost
klonalny zainicjowanych komaérek, ktdry zwieksza prawdopodobiefstwo przemiany jednej z
nich w kierunku petnej ztosliwosci.

Zidentyfikowano juz wiele zwigzkéw chemicznych majacych aktywno$¢ promujaca
nowotwory. W$rod nich, jedne z najskuteczniejszych w dziataniu sg estry forbolu bedace
aktywnymi sktadnikami oleju krotonowego, ktéry poczatkowo stosowano jako rozpuszczalnik
weglowodoréw testowanych na skérze myszy jako potencjalne karcinogeny [3]. Bardzo
silnym i najczesciej stosowanym w badaniach nad promocjg estrem forbolu jest TPA (12-0-
tetra-decanoilo-13-acetyloforbol).Czynnikami spetniajagcymi kryteria promotoréw
nowotwordw cztowieka sg azbest i dym papierosowy w raku ptuc czy tez promieniowanie
jonizujace w rakach skary.

Proces promocji nowotwordw bez watpienia determinowany jest zaréwno czynnikami
epigenetycznymi, jak i genetycznymi. O udziale tych ostatnich $wiadczg badania
przeprowadzone na modelach zwierzecych, w ktoérych poprzez krzyzowanie- odpowiednio
dobranych rodzicéw uzyskiwano osobniki nadwrazliwe lub tez niewrazliwe na dziatanie
promotoréw [5,6,11,23]. U nadwrazliwych zwierzat odpowiedz na czynniki inicjujgce byta
niezmieniona, co wskazuje, ze inicjacja i promocja sg pod kontrolg odrebnych gendw.
Analizujac liczbe guzéw indukowanych wedtug schematu inicjator -* promotor u wrazliwych
i niewrazliwych rodzicéw, w pokoleniu Fi oraz u mieszancéow z krzyzéwek wsobnych i
wstecznych, stwierdzono, ze wrazliwo$¢ na promotory dziedziczy sie jak autosomalna,
wspétdominujaca cecha. Obserwacja, ze przedwczesne zakonczenie fazy promocyjnej nie
prowadzi do powrotu do stanu inicjacji, a raczej do rdznych stadiow postinicjacyjnych,
wskazuje, ze pod wplywem promotora zaszty zmiany nieodwracalne, ktore sg
najprawdopodobniej determinowane genetycznie [26]. Wszystkie te obserwacje stanowig
podstawe do wnioskowania o istnieniu specyficznych genéw determinujacych wrazliwos$¢ na
faze promocyjng w wielostopniowym procesie karcinogenezy. Uzyskanie wielu linii
komérkowych réznigcych sie parametrami odpowiedzi na promotory nowotworéw stworzyto
dogodne warunki do badania tych zjawisk na poziomie molekularnym. Jednym z takich
uktadéw modelowych jest rodzina linii mysich komérek naskdrka JB6 wyprowadzonych z
pierwotnej hodowli w wyniku kolejnych klonowan [7]. Poszczeg6lne klony JB6 rdznia sie
wrazliwoscig na transformacje nowotworowg indukowang estrami forbolu, a takze innymi
promotorami. Komarki wrazliwych klonéw tworzg kolonie w pétptynnym agarze w obecnosci
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TPA, podczas gdy niewrazliwe klony nie sg zdolne do wzrostu w tych warunkach. Fenotyp
komorek linii wrazliwych umownie oznacza sie symbolem P+(promotable) w odréznieniu od
wariantéw niewrazliwych, ktore sagP- (nonpromotable). Trzeci rodzaj fenotypu, jaki udato sie
wyrozni¢ wsrod wariantéw linii JB6, przyjeto nazywac Tx (tumorigenic)’, komarki klonéw o
tym fenotypie, w odréznieniu od komoérek P+ tworzg kolonie w pdiptynnym agarze bez
obecnosci TPA w S$rodowisku. Kolonie komodrek przeszczepione z agaru myszom
allogenicznym lub nagim tworzg guzy, przeto uznawane sg za nowotworowe. Wielka zaletg
modelu JB6 jest duza stabilno$¢ fenotypdw P+, P~iTx oraz homogenno$¢ populacji w obrebie
kazdej z linii skfadajacych sie na ten ukfad.

W doswiadczeniach, w ktdrych analizowano fenotyp hybryd uzyskanych w wyniku fuzji
komoérek P+i P_, wykazano, ze fenotyp P+zachowuje sie w sposéb dominujacy, tj. wszystkie
powstate hybrydy byty fenotypowo P+ Dominujacy charakter fenotypu P+ potwierdzono
doswiadczeniami, w ktérych po transfekcji komérek JB6 P' DNA izolowanym z komorek P+
uzyskiwano transfektanty o fenotypie P+ [8]. Obserwacja ta otworzyta droge do prob
izolowania fragmentow DNA z komérek P+, ktére sa nosnikami cechy wrazliwosci na
transformacje nowotworowg indukowang przez TPA.

Strategia, uzyta do molekularnego klonowania genéw determinujgcych ceche P+ [21],
polegata na konstrukcji biblioteki plazmidowej z DNA komérek P+ nastepnie podziale
uzyskanych transformantéw na grupy (sib selection) i testowaniu plazmidowego DNA
izolowanego z komorek kazdej grupy w kierunku zdolnosci do przenoszenia cechy P+
(aktywnos$¢ P+) w teScie transfekcji DNA do komoérek JB6 P_. Grupa transfektantow
wykazujgca najwiekszg aktywnos$¢ byfa nastepnie dzielona na mniejsze icaty cykl testowania
powtarzany. Po 6 cyklach takiej selekcji w uzyskanej grupie zawierajacej 7 plazmidéw, dwa
byty zdolne przenosié¢ ceche P+ po transfekcji ich DNA do komérek P_. Fragmenty DNA z
komérek P+wbudowane w te plazmidy nazwano pro genami (pro-1 i pro-2) przez analogie
do nazwy onkogen [21]. Sekwencje pro-1 i pro-2 nie wykazuja zadnej homologii, chociaz
oba klony przenoszg wrazliwo$¢ na promocje nowotworowg do niewrazliwych komérek JB6
P~z podobng aktywnos$cig wiasciwa [21]. Oba pro geny r6znig sie od wszystkich poznanych
onkogendw, jak réwniez tych gendw, ktérych sekwencje zdeponowano w Los Alamos Data
Bank. Tak wiec, stanowig one zupetnie nowg klase genéw nie majaca zadnych odpowiednikow
ws$rod znanych wirusowych i komérkowych gendw transformujgcych kregowcow. Wielko$¢
pro-1 wynosi 1048, a pro-2 3800 par zasad. Pro-1 zawiera w swym skiadzie dwa typy
powtarzalnych sekwencji: Barn 5 i Bl Alu. Ich obecno$¢ utrudnia wykrywanie tego genu w
komaérkach mysich metodg hybrydyzacji. W obu pro genach stwierdzono obecno$¢ otwartych
ramek odczytu (open readingframe), co wskazuje na istnienie biatkowych produktéw pro-1
i pro-2, chociaz jak do tej pory nie udato sie ich zidentyfikowac.

Izolacja fragmentéw DNA, ktore przypuszczalnie sg nosnikami okreslonej cechy, w tym
przypadku wrazliwosci na przemiane nowotworowg indukowang przez TPA, to dopiero
poczatek drogi, jaka trzeba przebyé¢, aby udowodnié, iz sklonowany gen warunkuje
wystapienie tej cechy. Wykazanie istnienia $cistej korelacji pomiedzy stabilng integracja
wprowadzonych do komdrek JB6 P_aktywnych pro gendw iekspresja fenotypu P+wymagato
dtugotrwatych badan catego zespotu [9].

Komérki JB6 P~(transfektanty pro-l/pro-2) po transfekcji plazmidami zawierajgcymi
kompletne geny pro-1 i pro-2 wysiewano do potptynnego agaru i hodowano w obecnosci lub
braku TPA przez 11-13 dni [9]. Nastepnie izolowano kolonie komorek z agaru i przenoszono
je do hodowli w ptynnej pozywce uzyskujgc w ten sposéb wiele klonalnych linii
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transfektantéw pro-1 i pro-2. Fenotyp (P_, P+ Tx) poszczegélnych klonéw byt sprawdzany
kilkakrotnie w trakcie 20-25 pasazy. Komoérki wybranych klonéw byty réwniez testowane na
myszach nagich w celu oceny ich tumorogennos$ci. Na 8 linii ustalonych z transfektantow
pro-1 50% miato stabilny fenotyp P+ lub Tx, a wéréd 20 linii transfektantéw pro-2 klony o
fenotypie P+ lub Tx stanowity 35%. W obu przypadkach liczby te byty wielokrotnie wyzsze
od tych uzyskanych dla odpowiednich kontroli. Nabycie cechy P+ lub Tx we wszystkich
klonach byto nieodwracalne. Zgodnie z oczekiwaniami, wszystkie klony zdolne do wzrostu
w agarze bez obecnosci TPA, a wiec o fenotypie Tx, byly tez tumorogenne. Badanie
wrazliwosci na TPA, mierzonej liczbg wytworzonych kolonii w agarze w obecnosci
wzrastajgcych stezen TPA, wykazato obnizenie wartosci tego parametru dla transfektantow
pro-2 w poréwnaniu do testowanych réwnolegle komérek linii rodzicielskiej JB6 P+. Czy i
na ile zaobserwowane réznice we wrazliwosci na TPA moga stanowi¢ marker pozwalajacy
na rozréznienie fenotypéw determinowanych przez pro-1 i pro-2, wyjasnia przyszte badania
z uzyciem innych niz TPA promotoréw oraz przeprowadzone na wigkszej liczbie klonéw.

Jesli hipoteza, ze trwala integracja i ekspresja aktywnego pro genu determinuje nabycie
fenotypu P lub Tx, jest stuszna, to wszystkie klony transfektantow P +iTx powinny zawieraé
wprowadzony gen. Obecno$¢ wprowadzonego genu wykrywano metodg hybrydyzacji DNA
stosujac jako sonde molekularng wyznakowany izotopem fragment DNA plazmidowego,
stanowigcy wektor dla pro-1 i pro-2. Tak przeprowadzong analizg potwierdzono stusznosc¢
zatozonej hipotezy, tj. wszystkie klony P+i Tx wykazywaty obecno$¢ wektorowego DNA, co
pozwala sadzi¢, ze zawierajg rowniez wprowadzone przez ten wektor geny pro-1 i pro-2 [9].

Wyniki tego cyklu badan dokumentujg udziat pro genéw w zdarzeniach indukowanych
przez TPA, a prowadzacych do przemiany nowotworowej komorki. W przypadku komorek
JB6P-,ktorejuz sgw stadium przednowotworowym, ich przemiana w komaérki nowotworowe
wymaga jedynie pozyskania aktywnego pro genu i obecnosci promotora [9].

Linie komdrkowe JB6 stanowig dobry model in vitro do badania zjawisk fazy promocyjnej
w przebiegu "dwufazowej" karcinogenezy indukowanej w skdrze myszy. Brak podobnych
uktadow dla komérek ludzkich znacznie ogranicza mozliwos$¢ badania genéw kontrolujacych
kolejne fazy w rozwoju nowotworow cztowieka. W poszukiwaniu odpowiedniego modelu
komoérek cztowieka zatozono istnienie odpowiednikdw pro genéw w komdrkach ludzkich.
Przyjeto tez, ze ich aktywne formy mogg by¢ wykrywalne w uktadzie JB6. Zgodnie z tym
zatozeniem, izolowano DNA z komorek réznych nowotworéw cztowieka oraz
odpowiadajacych im tkanek ibadano ich aktywno$¢ P+w tescie transfekcji do komoérek JB6
P-[20]. Badane probki obejmowaty DNA z komorek limfocytamych, tozyska, watroby iskory
oraz z komaérek nowotworowych raka szyjki macicy, watroby, ptuc i nosogardzieli (NPC -
nasopharyngeal carcinoma). W tym ostatnim przypadku Zrédtem DNA do transfekcji byty
komérki dwdch linii CNEI i CNE2 ustalonych w Hunan Medical College (Chiny) z komérek
rakowych pobranych od dwoéch pacjentéw z NPC [27]. Z calego zestawu tylko DNA z
komorek NPC miato aktywno$é P+ Wynik ten jest szczeg6lnie interesujacy, poniewaz NPC
jest jednym z niewielu ludzkich nowotworéw , w ktérego powstawaniu daje sie wyrdznic
podobne fazy do tych obserwowanych na modelach zwierzecych. Przypuszcza sie, ze latentna
infekcja wirusem Epsteina-Barr (EBV), ktorego DNA wykrywa sie w 100%
niezréznicowanych i stabo zréznicowanych NPC [17], jest tutaj czynnikiem inicjujagcym,
natomiast faza promocyjna to efekt dziatania zespotu czynnikéw Srodowiskowych. Oprécz
Scistego zwigzku pomiedzy NPC a obecnoscig genomu EBYV, inng cechg charakterystyczng
tego nowotworu jest jego niezwykle czeste wystepowanie w populacjach o0sé6b
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zamieszkujgcych potudniowe regiony Chin [10]. Ma to zapewne zwigzek ze sposobem
odzywiania, stosowania pewnych zi6t leczniczych, jak rowniez ze sktadnikami gleby w tych
regionach. Istotnie, po przebadania wielu sktadnikéw zywnosci oraz substancji chemicznych
wystepujacych w regionach o podwyzszonej zapadalnosci na NPC stwierdzono, ze niektore
z nich majg aktywnos$¢ promotoréw [14]. Obserwacja, ze czestos¢ wystepowania NPC wsréd
chiriskich emigrantdow w rdznych krajach jest znacznie wyzsza od odpowiednich $rednich dla
danego kraju [24], pozwala sadzi¢, iz r6znice te moga by¢ wynikiem pewnych predyspozycji
genetycznych. Poniewaz DNA z komérek linii ustalonych z NPC przenosit ceche P+ w
uktadzie komorek JB6, przeto zostat wybrany do molekularnego klonowania ludzkich
odpowiednikdw mysich pro genéw [20]. Strategia klonowania polegata na konstrukcji
biblioteki fagowej z DNA komérek linii CNE2, ktérg nastepnie przeszukiwano
wyznakowanymi pro-1 ipro-2 [20]. Uzyskano 20 klonéw hybrydyzujacych z pro-1 i tylko
3 klony dajace hybrydyzacje z pro-2. Do dalszej analizy wybrano losowo 11 klonéw z grupy
homolog6w pro-1 iwszystkie uzyskane klony pro-2. Charakteryzowanie uzyskanych klonéw
rozpoczeto od sprawdzenia, czy majg one aktywno$¢ P+ podobnie jak DNA, z ktérego
pochodzg [12,20]. Wszystkie homologi pro-2 okazaly sie nieaktywne [20], calg uwage
skupiono wiec na homologach pro-1, ktérych aktywnos¢ P+ zblizona byta do aktywnosci
testowanego rownolegle mysiego pro-1, chociaz jeden z testowanych klonow tej grupy okazat
sie nieaktywny [12]. Mapowanie enzymami restrykcyjnymi i analiza Southerna ujawnita
istnienie 3 strukturalnie odrebnych klas klonéw-homologdw pro-1. Klony stanowigce kazda
z tych klas byty nierozrdznialne przy uzyciu obu tych metod. Fakt wystepowania genu pro-1
w sktadzie trzech réznych fragmentéw DNA wskazuje na trzy rézne lokalizacje homologow
pro-1 w genomie komorek CNE2. We wszystkich klasach zlokalizowano mniejsze fragmenty
restrykcyjne, w ktdrych obrebie miescita sie cata homologia z mysim pro-1. Fragmenty te,
wyizolowane itestowane w uktadzie komoérek JB6, przenosity ceche P+ podczas gdy odcinki
nie hybrydyzujace z mysim pro-1 byty nieaktywne. Tak wiec aktywno$¢ P+ i homologia z
mysim pro-1 wspoétwystepuja razem we wszystkich klonach CNE2. Pozwala to wnioskowac
o Scistym zwiagzku pomiedzy strukturg mysiego i ludzkiego pro genu a ich aktywnoscia
biologiczng w uktadzie komorek JB6.

W grupie 11 przebadanych klonéw CNEZ2 jeden byt nieaktywny, co stworzyto mozliwosé
wykrycia ewentualnych zmian strukturalnych odpowiedzialnych za aktywacje genu
[12].Badania porownawcze nieaktywnego i aktywnych klonéw przy uzyciu takich metod, jak:
mapowanie enzymami restrykcyjnymi, technika Southerna oraz analiza w mikroskopie
elektronowym hybryd utworzonych z komplementarnych nici DNA aktywnego i
nieaktywnego klonu, wykluczyty obecnos¢ wiekszych przegrupowan czy tez delecji
obejmujacych odcinek dtuzszy niz 50 par zasad (czuto$¢ takiej analizy wynosi 30-50
nukleotydéw). Wskazuje to raczej na mechanizm aktywacji polegajacy na zmianach w
niewielkiej liczbie nukleotydow, taki jak mutacja punktowa lub tez delecja kilku-kilkunastu
par zasad. Juz po opublikowaniu tych wynikéw [12] zidentyfikowano fragment o dtugosci
1000 par zasad z zachowang aktywnoscig biologiczng, w ktéorym miescita sie cata homologia
z mysim pro-1. Analogiczne fragmenty aktywnych (4 klony) i nieaktywnego klonu poddano
sekwencjonowaniu i wykryto niezgodno$¢ w przypadku 5 par zasad (dane w opracowywaniu).
Weryfikacja istotnosci znalezionych réznic dla aktywacji czy tez inaktywacji ludzkiego
homologu pro-1 bedzie wymagata trudnych technicznie badan obejmujgcych m.in.:
testowanie aktywnosci biologicznej P+po zamianie odpowiednich par zasad w miejscach
niezgodnosci, klonowanie nieaktywnych homologéw pro-1 z DNA prawidtowych komorek
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nabtonka nosogardzieli i poznanie ich sekwencji oraz identyfikacji ewentualnego produktu
genu pro-1. Tak jak w przypadku mysich pro genéw nalezy zbada¢, czy trwata integracja
ludzkiego homologu po transfekcji do komdrek JB6 P_ wspotwystepuje z fenotypem P+
Niezbedne jest rowniez zbadanie wiekszej liczby prébek DNA od pacjentow z NPC, a takze
z innymi postaciami nowotworéw w celu sprawdzenia, czy aktywnos$¢ P+ jest swoistym
markerem raka nosogardzieli. Wyjasnienie, dlaczego wszystkie ludzkie homologi pro-2 byty
nieaktywne, powinno dostarczy¢ istotnych informacji co do mechanizmu dziatania pro
genéw, jak i sposobu ich aktywacji.

Inny przyktad poszukiwan zrodet komérek w stadium przednowotworowym mogacych
stanowi¢ dogodny ludzki model in vitro do badania fazy promoc;ji i progresji nowotworu na
poziomie molekularnym stanowig préby wprowadzania genéw transformujacych do komaérek
od osobnikéw z uwarunkowanymi genetycznie zaburzeniami czesto przechodzacymi w
zmiany nowotworowe. Czynniki genetyczne warunkujgce te zaburzenia mogg w wyniku
kooperacji z wprowadzonymi genami transformujgcymi uruchamia¢ tancuch zdarzen
prowadzacych w kierunku progresji nowotworu. Czy jest tak w istocie, byto przedmiotem
naszych badan z uzyciem fibroblastow skérnych od pacjentow z zespotem znamion
podstawnokomorkowych (BCNS - Basal Cell Nevus Syndrom) [25]. BCNS jest chorobg
najprawdopodobniej warunkowang przez jeden dominujacy gen autosomalny iosobniki z tym
zespotem czesto zapadajg na rézne nowotwory, takie jak: nabtoniak podstawnokomorkowy,
widkniakomiesak szczek, ameloblastoma jamy ustnej i medulloblastoma mézgu [15, 18]. Do
badan wybrano dwa geny, o ktérych wiadomo, ze odgrywaja role w przednowotworowych
stadiach: v-myc, ktéry po wprowadzeniu do pierwotnych fibroblastéw szczurzych powoduje
ich uniesmiertelnienie, tj. zdolno$¢ do nieograniczonej proliferacji in vitro [19] oraz pro-1,
ktérego udziat w promocyjnej fazie transformacji neoplastycznej komérek JB6 zostat
udokumentowany badaniami autora. Fibroblasty skérne BCNS i komoérki od zdrowych
dawcow odpowiednio dobranych pod wzgledem rasy, pici i wieku byty transferowane mysim
pro-1 lub kurzym v-myc w odpowiednio dobranych wektorach plazmidowych. Poniewaz
nabycie zdolnosci do nieograniczonej proliferacji jest uwazane za konieczny etap prowadzacy
do petnej transformacji komaorki prawidtowej w nowotworowa [2], u uzyskanych w ten sposéb
transfektantdw oceniano gtéwnie te ceche, mogaca stanowi¢ wskaznik progresywnych zmian
nowotworogeimych zainicjowanych wprowadzonym genem. Miarg unieSmiertelnienia byta
maksymalna liczba podwojen populacji w okreSlonych warunkach hodowli in vitro.
Stwierdzono, ze wprowadzenie obu genéw do komoérek BCNS manifestowato sie
przedtuzeniem aktywnos$ci proliferacyjnej o ok. 20 podwojeri populacji. Efekt ten
obserwowano wytacznie w przypadku transfektantéw BCNS. Ich odpowiedniki od zdrowych
dawcow zachowywaly sie jak stosowne kontrole. Morfologia oraz inne parametry wzrostu
kom@rek in vitro, takie jak zdolnos$¢ do tworzenia kolonii w agarze czy wzrostu w pozywce o
matym stezeniu surowicy, uwazane za markery transformacji, byty niezmienione. U
transfektantdw stwierdzono obecno$¢ wprowadzonego DNA , przy czym populacje
transfektantow BCNS byly bogatsze w pro-1 pozytywne komérki. Obserwacja ta pozwala
sadzi¢, ze nabycie aktywnego pro-1przez komérke BCNS warunkuje jej przewage rozrostowg
iw efekcie pozytywna selekcje w populaciji.

UnieSmiertelnienie moze by¢ interpretowane jako zaburzenie prawidtowego
oprogramowania komorki okreslajagcego maksymalng liczbe jej podziatéw. Przedstawione
wyzej badania dowodza, ze jest to wynik kooperacji pomiedzy wprowadzonymi pro-1 lub
v-myc a specyficznym dla komorek BCNS genem. Fakt, ze po transfekcji komoérek BCNS
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uzyskano tylko cze$ciowe przedtuzenie wieku hodowli in vitro, pozwala przypuszczac, ze
proces ten wymaga udziatu jeszcze innych gendw.

Omowione prace z udziatem autora sg przyktadem wykorzystania modeli komoérkowych
invitro do badania na poziomie molekularnym genéw warunkujacych przebieg fazy promocji
w wielostopniowym procesie karcinogenezy. Kazdy model komérkowy in vitro jest duzym
uproszczeniem dla analogicznych zjawisk zachodzacych w catym organizmie, stad
konieczno$¢ weryfikacji wynikdw badan in vitro na odpowiednim modelu in vivo. Dotyczy
to rowniez mysich pro genéw i ich ludzkich homologéw. W przypadku genéw mysich mozna
tego dokonal tworzac tzw. myszy transgeniczne, tj. osobniki uzyskane po implantacji
zarodkéw, do ktérych wprowadzono okreslony gen. Ze zrozumiatych wzgledéw tego typu
weryfikacja jest niemozliwa dla genéw izolowanych z komérek ludzkich. Nie umniejsza to
jednak znaczenia tych badan, a ich wyniki moga postuzy¢ do opracowania skutecznych metod
w profilaktyce nowotwordw cztowieka. Jesli okaze sie, ze obecno$¢ aktywnego pro genu w
komorkach jest swoistym markerem NPC, to jego wykrywanie moze by¢ wykorzystane do
wczesnej diagnostyki zwiekszajacej szanse na skuteczng terapie, a znajomos¢ czyimikéw
aktywujacych pro geny moze postuzy¢ do selektywnej eliminacji tych czynnikow ze
Srodowiska.
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MOLEKULARNE PODSTAWY MUKOWISCYDOZY*

MOLECULAR BASIS OF GENETICS, PATHOMECHANISM
AND DIAGNOSTICS OF CYSTIC FIBROSIS

Anna SKIBINSKA i Michat WITT**
Zaktad Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk, Poznan

Streszczenie. Mukowiscydoza to najczestsza choroba autosomalna recesywna rasy biatej. Gen, ktérego mutacje
powodujg powstawanie choroby, zlokalizowany jest na chromosomie 7. Mutacja powodujgca ok. 70% przypadkéw
mukowiscydozy na $wiecie nazwana zostata deltaF508. Produkt biatkowy tego genu najprawdopodobniejjest kanatem
chlorkowym zaleznym od cAMP. U podstaw patogenezy choroby lezy zaburzenie transportu jonéw przez btone
komérek nabtonka wydzielniczego. W artykule przedstawiono réwniez podstawy diagnostyki molekularnej tej
choroby.

Stowa kluczowe: mukowiscydoza, polimorfizm dtugosci fragmentdw restrykcyjnych DNA, technika PCR (metoda
enzymatycznego amplifikowania fragmentow DNA).

Summary. Cystic fibrosis is the most frequent autosomal recessive disorder. The gene causing the disease is localized
on chromosome 7. Mutation resulting in approximately 70% of cases of cystic fibrosis in aworld population is called
deltaF508. The protein product of this gene is probably a cAMP-dependent chloride channel. A disturbance of ion
transport through membrane of epithelial cell is involved in a pathomechanism of cystic fibrosis. In this article a
principle of molecular diagnostics of cystic fibrosis is also presented.

Keywords: cystic fibrosis, restriction fragment length polymorphism, polymerase chain reaction.

WSTEP

Mukowiscydoza, inaczej zwtdknienie torbielowate (w skrécie CF, od ang. cysticfibrosis),
jest najczesciej wystepujaca chorobg genetyczna dziedziczacg sie autosomalnie recesywnie.
Charakteryzuje sie zaburzeniami czynnosci gruczotdw zewnatrzwydzielniczych
manifestujgcych sie w postaci trzech zespotéw klinicznych:

*Artykut ten zostat napisany w ramach realizacji tematu cze$ciowo finansowanego przez Komitet Badan Naukowych

(projekt badawczy 4 0519 91 01) oraz przez New England Biolabs Foundation.
**Autor, do ktérego nalezy kierowa¢ korespondencije.
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(1) przewlektych, rozsianych zapalen ptuc,

(2) niewydolnosci zewnatrzwydzielniczej trzustki oraz

(3) zwiekszeniem stezenia chloru i sodu w pocie.

Czesto$¢ wystepowania choroby wsrdd rasy biatej oceniana jest na 1:600—1:3600 zywo
urodzonych noworodkéw. Znacznie rzadziej obserwowano inukowiscydoze wsérdd innych ras.
W Polsce czesto$¢ wystepowania mukowiscydozy wynosi ok. 1:2000 zywo urodzonych
noworodkéw [5]. Wynika stad, ze nosicielem nieprawidtowego genu CF jest co 25 cztowiek.

Z historii badan nad etiopatogenezg i klinikg mukowiscydozy wazne sg szczegOlnie trzy
daty.

* W roku 1938 opisano charakterystyczne zmiany w trzustce i nadano chorobie nazwe
fibrocystic disease of the pancreas.

* W roku 1945 poznano sklad $luzu drzewa oskrzelowego, proponujac nazwe dla
obserwowanej choroby mucoviscidosis.

W roku 1953 wykryto podwyzszone stezenie soli w pocie [12].

Jednak na zlokalizowanie isklonowanie genu odpowiedzialnego za inukowiscydoze $wiat
musiat poczekac do lat osiemdziesiatych.

Patologia mukowiscydozy polega na wytwarzaniu gestego, lepkiego $luzu powodujgcego
zaburzenia w narzadach majacych gruczoty $luzowe z powodu trudnosci w jego wydzielaniu.
Wyréznia sie kilka postaci mukowiscydozy. Do najczestszych nalezg: posta¢ z przewaga
zmian w uktadzie oddechowym, tzw. posta¢ ptucna, posta¢ z przewaga zmian w uktadzie
pokarmowym, tzw. brzuszna oraz najczestsza postaé mieszana tgczaca obydwie te
komponenty. Zaburzenia uktadu oddechowego wystepujg u ponad 90% chorych. Gesty, lepki
$luz zatyka oskrzela ijest podtozem dla rozwoju bakterii: najczesciej gronkowcow ztocistych
(Staphylococcus aureus) i pateczek ropy biekitnej (Pseudomonasaeruginosa). U niemowlecia
pierwszym objawem jest suchy, uporczywy kaszel. Nawracajace zapalenia oskrzeli i ptuc,
trudno poddajgce sie leczeniu, prowadza do rozstrzeni oskrzeli i widknienia ptuc,
powodujacych narastajgce ograniczenie pojemnosci zyciowej oraz catkowitej pojemnosci
ptuc ze zwiekszeniem sie objetosci zalegajacej. Do rzadszych zmian chorobowych w uktadzie
oddechowym nalezg polipy nosa oraz stany zapalne zatok przynosowych, wystepujace
zwiaszcza u dzieci starszych. Zaburzenia przewodu pokarmowego sa nieco rzadsze, gdyz
wystepuja u ok. 75% chorych. Gesty, lepki $luz zatyka przewody wyprowadzajace trzustki,
wskutek czego produkowane tam enzymy trawienne nie mogg dotrze¢ do dwunastnicy. U
10-15% chorych w okresie noworodkowym obserwuje sie niedroznos¢ sin6tkowa (meconium
ileus). Zaburzenie charakteryzuje sie zahamowaniem oddania smotki, wymiotami, objawami
niedroznosci i prowadzi czesto do zapalenia otrzewnej. Poza okresem noworodkowym posta¢
brzuszna mukowiscydozy charakteryzuje sie przewlektymi biegunkami, obfitymi,
cuchngcymi, tluszczowatymi stolcami. Mimo dobrego taknienia dochodzi do objawow
niedozywienia: niedoboru masy ciata i wzrostu oraz niedokrwistosci z niedoboru zelaza i
niedoboru witamin (A, E, K). U okoto 20% chorych moze dojs¢ do wypadania odbytu. Innymi
objawami mukowiscydozy sa: op6znienie rozwoju fizycznego dziecka, uposledzenie rozwoju
mies$ni oraz aspermia, spowodowana zaczopowaniem kanalikow nasiennych przez gesty $luz,
co w konsekwencji prowadzi do nieptodnosci meskiej [2].

Leczenie mukowiscydozy polega przede wszystkim na tagodzeniu objawdéw choroby.
Leczenie objawowe zaburzen uktadu oddechowego polega na usuwaniu wydzieliny poprzez
stosowanie lekéw inukolitycznych, drenazu oskrzeli oraz podawaniu antybiotykéw. Z kolei
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leczenie choroby uktadu pokarmowego polega na uzupetnianiu niedoboréw enzymow
trawiennych poprzez podawanie wyciggéw z trzustki oraz stosowaniu diety
wysokokalorycznej z ograniczong iloscig thuszczéw zwierzecych. W niektorych osrodkach
klinicznych wprowadzane sg ostatnio nowe, eksperymentalne podejscia terapeutyczne,
majgce charakter leczenia przyczynowego [19]. Przy statym, systematycznym leczeniu duza
liczba chorych osigga wiek dojrzaty, jednak mimo znacznego postepu w efektywnosci
stosowanej terapii mukowiscydoza jest ciggle chorobg o ztym rokowaniu, ze Srednig dtugoscig
zycia wynoszacg obecnie ok. 28 lat [2].

ODKRYCIE GENU CFTR

W latach osiemdziesiatych trzy niezalezne os$rodki: w Wielkiej Brytanii (Londyn),
Kanadzie (Toronto) i USA (Ann Arbor) prowadzity badania nad lokalizacjg genu CF. Efektem
tych badan byto stwierdzenie, ze gen CF znajduje sie na ramieniu dtugim chromosomu 7 [20].
Od 1987 r. dwa z wymienionych osrodkéw: kanadyjski (Lap-Chee Tsui) oraz amerykanski
(Francis Collins) podejmujg wspotprace, w ktérej wyniku w 1989 r. zostaje wyizolowany i
scharakteryzowany gen CF oraz zostaje wykryta zasadnicza mutacja powodujgca
mukowiscydoze [33]. Wczesniej w trakcie mapowania ramienia dtugiego chromosomu 7
stwierdzono, ze gen CF znajduje sie miedzy onkogenem "met" ianonimowym markerem J3.11
(cyt. wg [24]). Odkrycie flankujacych markerow byto wielkim postepem w lokalizacji genu
CF, mimo ze odlegtos¢ dzielaca je od siebie wynosita prawie 1600 kb (tysiecy par zasad) -
odcinek taki zawiera¢ moze ok. 50 $redniej wielkosci genéw. W Lap-Chee Tsui
charakteryzowano ten odcinek fragmentami, stosujac technike kroczenia (walking) wzdtuz
nici DNA polegajaca na izolowaniu nakladajacych sie klonbw DNA az do osiagnigcia
okreslonego celu. Natomiast w Francis Collins charakteryzowano odcinek 1600 kb stosujac
technike izolacji klonébw DNA przez przeskakiwanie (jumping) dtugich fragmentéw [33].

Dzieki mapowaniu diugiego ramienia chromosomu 7, wysycaniu markerami
genetycznymi oraz badaniu sprzezen miedzy tymi markerami a domniemang mutacja
powodujaca mukowiscydoze, w roku 1989 wyizolowano gen, ktérego uszkodzenie stanowi
podstawe patogenezy mukowiscydozy [30]. Gen ten zawierajgcy ok. 250 kb DNA, zbudowany
z 27 eksonéw koduje biatko nazwane CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator). Biatko tojest biatkiem btonowym, sktadajacym sie z 1480 reszt aminokwasowych.

MUTACJA DELTA F508

Najczesciej spotykanym defektem w mukowiscydozie jest delecja trojki nukleotydéw
(-CTT-) z eksonu 10 genu CFTR, zwana delta F508. Mutacja ta powoduje delecje
fenyloalaniny w pozycji 508 bhiatka CFTR [17] (rys. 1). Wykazano, ze mutacja delta F508 w
populacji Swiatowej wystepuje u ok. 70% chorych na mukowiscydoze [17, 21]. Okazato sie
jednak, ze istnieja populacje, w ktérych wystepowanie mutacji delta F508 jest rzadsze. Polska
populacja charakteryzuje sie nizsza czestoscia wystepowania tej mutacji: tutaj tylko ok. 50%
przypadkéw mukowiscydozy spowodowanych jest mutacja delta F508 [3].
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Do dzi$ poznanych zostato juz ok. 200 réznych mutacji powodujacych mukowiscydoze.
Olbrzymia ich wiekszo$¢ stwierdzona zostata tylko w jednostkowych przypadkach, w
pojedynczych rodzinach. Celem identyfikacji jak najwiekszej ilosci mutacji powotane zostato
specjalne konsorcjum (CF Genetic Analysis Consortium) skupiajace ok. 100 laboratoriow z
ponad 20 krajoéw $wiata.

NORMALNY

DNA GAA AAT ATC ATC TTT GGT GTT TCC
Biatko Glu Asn lle lle Phe Gly Val Ser
Pozycja 504 505 506 507 508 509 510 511
MUKOWISCYDOZA

DNA GAA AAT ATC AT- --T GGT GTT TCC
Biatko Glu Asn lle lle Gly Val Ser

Rys. 1. Poréwnanie struktury fragmentu eksonu 10 genu CFTR oraz biatka CFTR u osobnikéw zdrowych iu
chorych na mukowiscydoze

STRUKTURA | FUNKCJA BIALKA CFTR

Strukture biatka CFTR okre$lono na podstawie sekwencji sklonowanego cDNA [30].
Biatko CFTR jest biatkiem btonowym zbudowanym z 1480 reszt aininokwasowych, o masie
e"czgsteczkowej 168,138 daltonéw [31], wystepujacym w komorkach nabtonka
wydzielniczego, np. w gruczotach potowych, trzustce, oskrzelach. Skiada sie z 12
transbtonowych, hydrofobowych helis oraz trzech hydrofilnych domen cytoplazmatycznych:
NBF1, NBF2 oraz R (rys. 2). Transbtonowe helisy potgczone sa szeScioma petlami. Odcinek
miedzy helisg 7 i 8 jest glikozylowany. Domeny NBF odpowiedzialne za wigzanie
wysokoenergetycznych nukleotydow (ATP) skiadajg sie ze 150 reszt aminokwasowych.
Domena R, kodowana w catosci przez jeden ekson, zbudowana jest z 241 reszt
aminokwasowych i zawiera miejsca akceptorowe dla enzymoéw fosforylujgcych (kinazy
biatkowe A i C), znanych z petnienia funkcji regulatorowych w stosunku do wielu biatek
komorkowych. Mutacja delta F508 wystepuje w domenie NBF1 [31].

Rys. 2. Schematyczny model biatka CFTR
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Struktura CFTR pozwala sadzi¢, ze nalezy ono do rodziny biatek transportujacych,
okreslanych skrotem ABC (ATP-bindingcassette) [14]. Rodzina ta sktada sie z ok. 40 r6znych
biatek, z ktorych wszystkie sg transporterami zaleznymi od ATP. Z kolei charakterystyka
elektrofizjologiczna CFTR sugeruje, ze jest to raczej kanat chlorkowy zalezny od cAMP [1].
Innymi koncepcjami funkcji CFTR branymi pod uwage sa:

- jest to transporter substratu innego niz jony CI- (np. biatka regulujgcego kanat
chlorkowy),

- sam CFTR jest biatkiem regulujagcym endogenny kanat,

- biatko to petni ztozong funkcje tak transportera nieznanego substratu, jak i kanatu Cl-
jednoczesnie [13].

Nie ma dzisiaj watpliwosci, ze zmiana struktury biatka CFTR jest bezposrednio
odpowiedzialna za wystepowanie mukowiscydozy. Mimo to w dalszym ciggu doktadnie nie
wiadomo, w jaki sposéb zmiana ta wptywa na regulacje przeptywujonéw przez btone apikalng
komarek nabtonka. Jezeli przyjac, ze biatko CFTR jest kanatem chlorkowym - co obecnie
wydaje sie najbardziej prawdopodobne - to moze ono ulega¢ aktywacji przez cAMP przy
udziale kinazy biatkowej A lub poprzez wysokie stezenie jondw wapnia przy udziale kinazy
biatkowej C (rys. 3) [22, 35].

Aktywacja receptora przez ligand reguluje stan otwarcia kanatu droga posrednia poprzez
aktywacje trimerowego biatka G (podjednostki a,R,y). Pod wptywem oddziatywania
zaktywowanego receptora na biatko G oddysocjowuje podjednostka a, ktdra taczy sie z GTP.
Kompleks Ga-GTP aktywuje cyklaze adenilanowg, powodujac zwiekszenie stezenia CAMP
w cytoplazinie.Powoduje to aktywacje podjednostki katalitycznej kinazy biatkowej A poprzez

Rys. 5. Komdérkowy model regulacji kanatu jonowego w komérkach nabtonka: B-REC - receptor B-adrenergiczny,
G - biatko G. AC -cyklaza adenilanowa, PKA - kinaza biatkowa A. R - podjednostka regulatorowa kinazy
biatkowej A, C - podjednostka katalityczna kinazy biatkowej A, H - hormon
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wigzanie sie CAMP z jej podjednostka regulatorowg. Aktywna kinaza biatkowa A fosforyluje
biatko tworzace kanat.

Komorkowy model sekrecji sodu i chloru przez komdrki nabtonkowe przyjmuje, ze
wewnetrzny, bezposredni transport przez podstawng bione jest potaczony z procesem
kotransportu jonéw sodu i potasu (rys. 4). S6d i potas, ktdre przechodzg przez btone razem
z chlorem, powracajg do naczyn krwiono$nych podtoza nabtonka oddzielnie dzieki uktadowi
pompy sodowo-potasowej i specyficznemu kanatowi potasowemu. Akumulacja chloru we
wnetrzu komorki powoduje wytworzenie elektrochemicznego gradientu, ktéry wptywajac na
otwarcie apikalnego kanatu chlorkowego umozliwia dyfuzje jonéw chlorkowych na zewnatrz
nabtonka. Wszystkie te procesy powodujg przesuniecie ujemnego potencjatu na zewnatrz
nabtonka, wptywajac tym samym na miedzykomoérkowy ruch jonéw sodu [32]. Uszkodzenie
mechanizmu sekrecji jondw w mukowiscydozie polega prawdopodobnie na zablokowaniu
wyptywu jonow chlorkowych, a co za tym idzie réwniez czasteczek wody, czego
konsekwencjg jest powstawanie gestego, lepkiego $luzu powodujgcego zaburzenia w
narzadach majacych gruczoty $luzowe.

Rys. 4. Komoérkowy model sekrecji jonéw sodu ipotasu przez komorki nabtonka
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BADANIA ZWIAZANE Z TERAPIA GENOWA MUKOWISCYDOZY

Pierwsze wyniki badan zwiazanych z terapiag genowg mukowiscydozy opublikowane
zostaty w 1990 r. przez dwie niezalezne grupy, ktore réwnocze$nie doniosty o skorygowaniu
defektu elektrofizjologicznego komoérek CF transfekowanych prawidtowym genem CFTR
(scislej jego cDNA) [28].

Jedna z grup korygowata defekt CF w linii komorek nabtonka drzewa oskrzelowego,
transfekowanych rekoinbinowanym wirusem krowianki stuzacym jako wektor do
wprowadzenia cDNA-CFTR [29]. Druga grupa korygowata ten sam defekt w linii komérek
gruczolakoraka trzustki, uzywajac do tego samego celu rekoinbinowanej czgsteczki
retrowirusa [6], Innym, bardzo obiecujgcym modeiem doswiadczalnym sg komorki
nabtonkowe drzewa oskrzelowego, pobierane bronchoskopowo ex vivo i nastepnie
transfekowane rekombinowanym adenowirusem zawierajgcym cDNA-CFTR [R.G.Crystal,
doniesienie ustne, 1991]. Skuteczna komplementacja defektu mukowiscydozy w
przeprowadzonych eksperymentach stanowi milowy krok w rozwoju efektywnej terapii
genowej tej choroby stwarzajgc nadzieje na stosukowo szybkie zastosowanie jej w pilotowych
prébach klinicznych.

DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA MUKOWISCYDOZY
I PORADNICTWO GENETYCZNE

Genom kazdego osobnika wykazuje zmienno$¢ osobnicza, ktéra jest m.in. wynikiem
nagromadzonych mutacji. Jezeli okreslona zmiana w sekwencji nukleotydéw wystepuje w
danej populacji z czesto$cig co najmniej 1%, okresla sie ja mianem polimorfizmu DNA.
Polimorfizm DNA mozna wykry¢ poprzez sekwencjonowanie lub analize polimorfizmu
dtugosci fragmentow restrykcyjnych DNA (RFLP od ang. restriction fragment length
polymorphism). Jest to zréznicowanie dtugosci fragmentéw restrykcyjnych powodowane
obecnoscig lub brakiem odpowiedniego miejsca restrykcyjnego w DNA danego osobnika.
Klasycznie bada sie go przy uzyciu techniki Southerna i hybrydyzacji ze specyficznymi
sondami molekularnymi [36]. Analiza RFLP jest szeroko stosowana do diagnostyki choréb
genetycznych cztowieka [16,39]. Wystepowanie sprzezenia nieprawidtowego allelu zjednym
z polimorficznych fragmentéw restrykcyjnych DNA jest warunkiem prowadzenia analizy
RFLP w rodzinie obarczonej chorobg genetyczna, dziedziczaca sie w sposdb mendlowski.

Dzieki polimorfizmowi loci sprzezonych z genem CFTR analiza RFLP pozwala uzyska¢
W znacznym odsetku rodzin = i . i .
mformatywn))// wynik T.B] Naj#czeéciej W Fﬂ'{ﬁgl Haplotypy g!é.r_é:,llscus sprzezonego z genem
diagnostyce mukowiscydozy uzywa sie
markery XV2c i KM 19 lezace w obrebie
locus D7S23, sprzezonego z genem A - —
CFTR [17]. Analiza RFLP tych ) +
markeréw jest typowga analizg sprzezen
stosowang w okre$laniu nosicielstwa

nieprawidtowego allelu [151. W oznacza brak miejsca restrykcyjnego, "+" oznacza obec-
nosc¢ tego miejsca (nazewnictwo za Beaudet i wsp. 1988)

Haplotyp XV-2c/Taql KM 19/Pstl

B
C +
D + +
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Rys. 5. Dziedziczenie nieprawidtowego genu CF w rodzinach obcigzonych mukowiscydoza

metodzie tej pordwnuje sie uktad markeréw obojga rodzicéw, chorego dziecka oraz zdrowego
rodzeAstwa. Analiza RFLP DNA rodzin obcigzonych CF opiera sie na zatozeniu, ze kazde z
rodzicéw jest nosicielem jednego nieprawidtowego allelu, oraz ze chore dziecko dziedziczy
nieprawidtowy allel zaréwno po ojcu, jak i po matce (rys. 5).

Obecnie najczesciej stosowang metoda w badaniach rodzinnych jest analiza RFLP z
zastosowaniem techniki PCR {thepolymerase chain reaction). PCR w poréwnaniu z technika
Southerna ma szereg znaczacych zalet:

ejest technika znacznie szybszg i fatwiejszg technicznie,

* pomija prace z radioaktywnymi izotopami, w zwigzku z czym w rutynowym stosowaniu
jest tansza.

PCR jest metodg enzymatycznego amplifikowania fragmentdw DNA, ktérego matryca
moze by¢é np. genomowy DNA [11, 25, 34]. Pozwala uzyska¢ duze ilosci wiernych kopii
badanego fragmentu DNA w sposéb znacznie prostszy niz ucigzliwsze i trudniejsze
technicznie klonowanie w bakteriach.

PCR umozliwia réwniez bezposredniag detekcje wielu mutacji w rodzinach obcigzonych
chorobami genetycznymi. W przypadku mukowiscydozy w ten sposob bada sie obecnos¢
najczesciej wystepujacej mutacji delta F508 oraz rzadszych mutacji, takich jak np. delta 1507,
G551D, R553X i wiele innych. Niektore z tych mutacji mozna identyfikowaé¢ amplifikujac
kilka réznych fragmentéw genu CFTR w jednej mieszaninie reakcyjnej jednoczesnie,
systemem multiple.x PCR [27]. Innymi metodami stosowanymi do identyfikacji mutacji genu
CFTR sa:

* hybrydyzacja z sondami oligonukleotydowymi specyficznymi dla danego allelu (ASO -
allele specific oligonucleotides) [21],

* analiza miejsc restrykcyjnych wprowadzanych w trakcie PCR (ACRS - amplification
created restriction site) [27] czy

e PCR z uzyciem selektywnie modyfikowanych primerow (ARMS - amplification
refractory mutation system) [26].
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Rys. 6. A - schemat amplifikacji DNA metoda PCR; B - profil temperaturowy jednego typowego cyklu PCR

Wydajnymi metodami screeningowyini, pozwalajgcymi na stosunkowo szybkga detekcje
mutacji sg np.:

+ techniki analizy jednoniciowego polimorfizmu konformacyjnego (SSCP - single
stranded conformation polymorphism) [10] oraz

¢ elektroforezy w gradientowym zelu denaturujgcym (DGG.E - denaturing gradient gel
electrophoresis) [37].

Poradnictwo genetyczne dla rodzin zmukowiscydoza w duzej mierze moze funkcjonowac
dzieki diagnostyce molekularnej CF, a wykrycie nosicielstwa mutacji w tych rodzinach
mozliwe jest jedynie dzieki zastosowaniu tej technologii. Poznanie struktury genu CFTR i
wielu z jego mutacji umozliwia diagnostyke prenatalng CF na podstawie analizy DNA
komorek ptynu owodniowego lub komorek pobranych bezposrednio z trofoblastu.
Zastosowanie analizy DNA u rodzin obcigzonych mukowiscydozg pozwala w wielu
przypadkach jednoznacznie okresli¢ nosicielstwo nieprawidtowego genu CF. Analiza RFLP
loci sprzezonych z locus CFTR przy uzyciu dwéch markeréw XV2c oraz KM19 pozwala
okreslis haplotypy RFLP danego allelu, bedace kombinacjg polimorficznych alleli
wystepujacych w jednym chromosomie [7, 9, 23]. Analize haplotypéw mozna wykorzystaé
do badan defektu w genie CFTR w rodzinach z mukowiscydoza, dzieki sprzezeniu mutacji
powodujgcej chorobe z jednym konkretnym haplotypem, zwanym "haplotypem wysokiego
ryzyka" [17]. Obecnie prowadzone sg intensywne badania nad korelacjg genotyp - fenotyp w



272 A. SKIBINSKA, M. WITT

mukowiscydozie, polegajgce na prébach przyporzadkowania objawéw klinicznych lub ich
grup poszczegdlnym haplotypom i mutacjom genu CFTR [17, 38].

LITERATURA

[1] ANDERSON MP, RICH DP, GREGORY RJ, SMITH AE, WELSH MJ. Generation of cCAMP-activatedchloride
currents by expression of CFTR. Science 1991; 251: 679-682.

[21 BOATTF, WELSH MJ, BEAUDET AL. Cystic fibrosis, [w] The Metabolic Basis of Inherited Diseases, 6th ed.,
Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D. (red.) New York, McGraw-Hill 1989: 2649-2680.

[3] BAL J, MACIEJKO D, POTOCKA A, KRAWCZAK M, REISS J. Frequency of the cystic fibrosis mutation
delta F508 in Poland. Hum Genet 1991; 86: 329.

[4] BEAUDET AL, SPENCE JE, MONTES M, O'BRIEN WE, ESTIVILL X, FARRALL M, WILLIAMSON R.
Experience with DNA markers for the diagnosis of cystic fibrosis. Lancet 1988; I: 50-51.

[5] BOZKOWA K, ZEBRAK J. Zwtdknienie torbielowate (mukowiscydoza) [w] Pediatria. 1.1 Gérnicki B, Debiec
B (red.) Warszawa, PZWL 1985: 505-517.

[6] DRUMM ML, POPE HA, CLIFF WH, ROMMENS JM, MARVIN SA, TSUI LC, COLLINS FS, FRIZZELL
RA, WILSON JM. Correction of the cystic fibrosis defect in vitro by retrovirus-mediated gene transfer. Cell 1990;
62:1227-1233.

[71 ESTIVILL X, FARRALL M, SCAMBLER PJ, BELL GM, HAWLEY KM, LENCH NJ, BATES GP, KRUYER
HC, FREDERICK PA, STAMIR P, WATSON EK WILLIAMSON R, WAINWRIGHT BJ. A candidate gene
for the cystic fibrosis locus isolated by selection for methylation-free islands. Nature 1987; 326: 840-845.

[8] ESTIVILL X, SCAMBLER PJ, WAINWRIGHT BJ, HAWLEY K FREDERICK P, SCHWARTZ M, BAIGET
M, KEREM J, WILLIAMSON R, FARRALL M. Paterns of polymorphism and linkage disequilibrum for cystic
fibrosis. Genomics 1987b; 1: 257-263.

[9] ESTIVILL X, FARRALL M, WILLIAMSON R, FERRARI M, SEIA M, GIUNTA AM, NOVELLI G,
POTENZA L, DALLAPICCOLA B, BORGO G, GASPARINI P. PIGNATTI PF, VITELE E, ROMEO G.
Linkage disequilibrum between cystic fibrosis and linked DNA polymorphisms in Italian families: a collaborative
study. Hum Genet 1988; 43: 23-28.

[10] ESTIVILL X, CHILLON M. CASALS T, BOSCH A, MORRAL N, NUNES V, GASPARINI P, SELA A,
PIGNATTI PF, NOVELLI G, DALLAPICCOLA B, FERNANDEZ E, BENITEZ J, WILLIAMSON R. Delta
F508 gene deletion in cystic fibrosis in Southern Europe. Lancet 1989; Il: 1404.

[11] GELFAND DH. Tag DNA polymerase, [w] PCR Technology: Principles and Applications for DNA
Amplification, Erlich HA (red.) New York, Stockton Press 1989: 17-22.

[12] GOODCHILD MC, DODGE AJ. Cystic fibrosis, [w] Mannual of Diagnosis and Management. Bailliere AB,
Tindwall CD (red.) England, WB Saunders 1985: 35—48.

[13] HIGGINS CF, HYDE SC. Channeling our thoughts. Nature 1991; 352: 194-195.

[14] HYDE SC, EMSLEY P, HARTSHORN MJ, MIMMACKMM, GILEADI U, PEARCE SR, GALLAGHER MP,
GILL DR, HUBBARD RE, HIGGINS CF. Structural model of ATP-binding proteins associated with cystic
fibrosis, multidrug resistance and bacterial transport. Nature 1990; 346: 361-365.

[15]JARUZELSKA J. Analiza genu hydroksylazy fenyloalaniny w diagnostyce feny loketonurii. PostBiol Kom 1989;
16: 165-175.

[16] JUNGERMAN M. WITT M, SLOMSKI R. Diagnostyka choréb genetycznych technikami rekombinacji DNA.
Pol Tyg Lek 1988; 43: 1243-1246.

[17] KEREM B-S, ROMMENS JM, BUCHANAN JA, MARKIEWICZ D, COX TK, CHAKRAVARTI A, BUCH-
WALD M, TSUI LC. Identification of the cystic fibrosis gene: genetic analysis. Science 1989; 245: 1073-1080.

[18] KEREM E. COREY M, KEREM B-S. ROMMENS J. MARKIEWICZ D. LEVISON H, TSUI LC, DURIE P.
The relation between genotype and phenotype incystic fibrosis - analysis of the most common mutation (AF508).
N EnglJ Med 1990; 323: 1517-1522.

[19] KNOWLES MR, CHURCH N, WALTNER WE, YANKASKAS JR. GILLIGAN P, KING M, EDWARDS U,
HELMS RW, BOUCHER RC. A pilot study of aerosolized amiloride for the treatment of lung disease in cystic
fibrosis. N EnglJ Med 1990; 322: 1189-1194.

[20] KNOWLTON RG, COHEN-HAGUENAUER O, CONG NV. FREZAL J, BROWN UA, BARKER D,
BRAMAN JC, SCHUMM JW, TSUI LC, BUCHWALD M, DONIS-KELLER H. A polymorphic DNA marker
linked to cystic fibrosis is located on chromosome 1.Nature 1985; 318: 380-382.



MOLEKULARNE PODSTAWY MUKOWISCYDOZY 273

[21] LEMNA WK. FELDMAN GL, KEREM B, FERNBACH SD, ZEVKOVICH EP, O’BRIEN WE, RIORDAN
IR. COLLINS FS, TSUI L-C, BEAUDET AL. Mutation analysis for heterozygote detection and the prenatal
diagnosis of cystic fibrosis. N EnglJ Med 1990; 322: 291-296.

[22] LI M, McCANN JD, LIEDTKE CM, NAIRN AC, GREENGARD P, WELSH MJ. Cyclic AMP-dependent
protein kinase opens chloride channels in normal but not cystic fibrosis airway epithelium. Nature 1988; 331:
358-360.

[23] MACIEJKO D, BAL J, MAZURCZAK T, MEERMAN G, BUSY Ch, OOSTRA B, HALLEY D. Different
haplotypes for cystic fibrosis-linked DNA polymorphisms in Polish and Dutch populations. Hum Genet 1989; 83:
220-222.

[24] MARX JL. The cystic fibrosis gene is found. Science 1989; 245: 932-935.

[25] MULLINS KB. FALOONA FA. Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase catalyzed chain reaction.
Methods Enzymol 1987; 155: 335-350.

[26] NEWTON CR, SUMMERS C, HEPTINSTALL LE, LYNCH JR, FINNIEAR RS, OGILVIE D, SMITH JC,
MARKHAM AF. Genetic analysis in cystic fibrosis using the amplification refractory mutation system (ARMS):
the J3.11 Mspl polymorphism. JMedGenet 1991; 28: 248-251.

[27] NG ISL, PACE R, RICHARD MV, KOBAYASHI K, KEREM B, TSUI L-C, BEAUDET AL. Methods for
analysis of multiple cystic fibrosis mutations. Hum Genet 1991; 87: 613-617.

[28] QUINTON PM. Righting the wrong protein. Nature 1990; 347: 226.

[29] RICH DP. ANDERSON MP. GREGORY RJ, CHENG SH, PAUL S, JEFFERSON DM, McCANN JD,
KLINGER KW, SMITH AE, WELSH MJ. Expression of cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
corrects defective chloride channel regulation incystic fibrosis airway epithelial cells. Na/z/re 1990; 347:358-363.

[30] RINGE D, PETSKO GA. A transport problem? Nature 1990; 346: 312-313.

[31] RIORDAN JR. ROMMENS JM, KEREM BS, ALON N, ROZMAHEL R, GRZELCZAK Z, ZIELENSKI J,
LOK S, PLAVSIC N, CHOU JL, DRUMM ML, IANNUZZI MC, COLLINS FS, TSUI LC. Identification of the
cystic fibrosis gene: cloning and characterization of complementary DNA. Science 1989; 245: 1066-1073.

[32] ROMEO G, DEVOTO M, GALIETTA LJV. Why is the cystic fibrosis gene so frequent? Hum Genet 1989; 84:
1-5.

[33] ROMMENS JM. IANNUZZI MC, KEREM BS, DRUMM ML, MELMERG, DEAN M, ROZMAHEL R, COLE
JL. KENNEDY D, HIDAKA N, ZSIGA M, BUCHWALD M, RIORDAN JR, TSUI LC, COLLINS FS.
Identification of the cystic fibrosis gene: chromosome walking and jumping. Science 1989; 245: 1059-1065.

[34] SAIKI RK, SCHARF S, FALOONA F. MULLIS KB, HORN GT, ERLICH HA, ARNHEIMN. Enzymatic
amplification of R-globin genomic sequences and restriction site analysis for diagnosis of sickle cell anemia.
Science 1985; 230: 1350-1354.

[35] SCHOUMACHER RA, SHOEMAKER RL, HALM DR. TALLANT EA, WALLACE RW. FRIZZELL RA.
Phosphorylation fails to activate chloride channels from cystic fibrosis airway cells. Nature 1987; 330: 752-754.

[36] SOUTHERN EM. Detection of specific sequences among DNA fragments separated by gel electrophoresis. J
Mol Biol 1975; 98: 503-507.

[37] VIDAUD M. FANEN P, MARTIN J, GHANEM N. NICOLAS S, GOOSSENS M. Three point mutations in the
CFTR gene in French cystic fibrosis patients: identification by denaturing gradient gel electrophoresis. Hum Genet
1990; 85: 446-449.

[38] WITT M, ERICKSON RP, OBER C, HOWATT WF, FARBER R. Correlation of phenotypic and genetic
heterogeneity incystic fibrosis: variability in sweat electrolyte levels contributes to heterogeneity and is increased
with the XV-2c/KM19 B haplotype. AmJ MedGenet 1991; 39: 137-143.

[39] ZIETKIEWICZ E, LATOS-BIELENSKA AM. SLOMSKI R. Wykorzystanie polimorfizmu fragmentow

restrykcyjnych DNA w diagnostyce choréb genetycznie uwarunkowanych. Pol Arch Med Wewn 1985; 74:
269-276.

Otrzymano: 18.05.1092 r.
Przyjeto: 27.05.1992 r.
Adres autoroéw: ul. Strzeszyniska 32, 60-479 Poznan.



http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl





http://rcin.org.pl




	W tym zeszycie Postępów Biologii Komórki
	ROLA RECEPTORA C-KIT I JEGO LIGANDU W REGULACJI PROCESÓW KRWIOTWORZENIA U CZŁOWIEKA -- ROLE OF THE C-KIT RECEPTOR AND ITS LIGAND IN REGULATION OF HUMAN HEMATOPOIESIS  Mariusz Z. RATAJCZAK, Selina M. LUGER, Alan M. GEWIRTZ
	WSPÓŁCZESNE POGLĄDY NA INTERAKCJE MIĘDZYKOMÓRKOWE W GONADZIE MĘSKIEJ SSAKÓW -- INTERCELLULAR COMMUNICATION IN MAMMALIAN TESTIS-A REVIEW  Barbara BILIŃSKA
	STRUKTURA I FUNKCJA PĘCHERZYKÓW JAJNIKOWYCH SSAKÓW -- THE STRUCTURE AND FUNCTION OF OVARIAN FOLLICLES OF MAMMALS  Maria SZOŁTYS
	CYTOMETRIA PRZEPŁYWOWA W BADANIACH KOMÓREK I NIEKTÓRE JEJ ZASTOSOWANIA LEKARSKIE  -- FLOW CYTOMETRY AND ITS APPLICATION IN CELL BIOLOGY AND SOME MEDICAL PROBLEMS Jerzy KAWIAK, Janusz S. SKIERSKI
	MOLEKULARNE PODSTAWY ETAPU PROMOCJI NOWOTWORÓW. BADANIA NA KOMÓRKOWYCH MODELACH IN VITRO -- MOLECULAR BASIS OF TUMOR PROMOTION. STUDIES ON IN VITRO CELL CULTURE MODELS  Karol DOWJAT
	MOLEKULARNE PODSTAWY MUKOWISCYDOZY -- MOLECULAR BASIS OF GENETICS, PATHOMECHANISM AND DIAGNOSTICS OF CYSTIC FIBROSIS  Anna SKIBIŃSKA i Michał WITT
	INFORMACJE DLA AUTORÓW
	TREŚĆ



