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U ludzi oM jestjedyng a-makroglobuling (nie liczagc PZP, znajdujgcg sie w osoczu kobiet
ciezarnych), obecng w osoczu i innych ptynach biologicznych w dos¢ statym stezeniu [19].
Dla cztowieka a2M nie jest biatkiem ostrej fazy, w odroznieniu od takich gatunkéw, jak
kroliki, szczury i psy [8]

ot2M jest syntetyzowana przez rozne komorki, a szczegélnie przez hepatocyty, monocyty,
fibroblasty [8]. Biatko tojest produkowane takze wjajniku, jgdrze, tozysku i korze nadnerczy
[10, 19]. Nie wiadomo, czy miocyty gtadkie wytwarzajg oM [29]. Synteza o”-makroglo-
buliny u szczurajest indukowana przez IL-6, natomiast u cztowieka IL-6 stymuluje synteze
0”"M w obecnosci interferonu y. Sekrecja oM w korze nadnerczy jest silnie stymulowana
przez TGF-R.

a 2M jest takze wytwarzana przez hodowle astrogleju [35] oraz przez hodowle komdrek
nowotworowych, pochodzacych z takich nowotworéw, jak astrocytoma i glioblastoma [4],
o”-makroglobulinawykrywanajestzaréwno w cytoplazmie tych komérek, jak rowniez w me-
dium hodowlanym.

Biatko podobne do a2M jest wytwarzane w hodowlach komdérkowych, pochodzacych z
ludzkiego czerniaka zto$liwego oraz miesaka. Masa czgsteczkowa monomeru biatka podo-
bnego do oM wynosi 140 kDa, a zatem jest mniejsza od masy czasteczkowej monomeru
0"M, co jest spowodowane prawdopodobnie r6znicg w glikozylacji tych biatek.

Przypuszcza sie, ze inhibitory proteinaz, poprzez regulacje aktywnosci proteinazowej,
moga odgrywac istotng role w migracji komoérek nowotworowych i powstawaniu przerzutow.

Istnieje tez poglad odmienny, weditug ktérego gorsze jest rokowanie dla pacjentow z
nowotworami produkujgcymi oM [26], o*-makroglobulinajest przeno$nikiem, uczestnicza-
cych w immunoregulacji, cytokin. Ponadto immunostymulujgcy mediator, jakim jest IL-2,
jako zwigzek niskoczasteczkowy, moze by¢ hydrolizowany przez proteinazy zwigzane w
kompleksie z oM. W ten sposéb cze$ciowo mozna wytlumaczy¢ supresje odpowiedzi
immunologicznej, ktérg powoduje o2M.

Ludzka o”M jest tetramerem o masie czgsteczkowej 720 kDa, ztozonym z 4 identycznych
podjednostek, kazda o masie 180 kDa [8]. Monomery w obrebie dimeréw potgczone sg
mostkami dwusiarczkowymi, natomiast dimery w obrebie tetrameru tgcza sie wigzaniami
niekowalencyjnymi (rys. 1). Nie u wszystkich gatunkéw glikoproteina tajest tetramerem, np.
urybjestdimerem.

Struktura, zmiany konformacyjne i funkcje a 2-makroglobuliny w polskim piSmiennictwie
przedstawione zostaty w artykule przegladowym w 1986 roku [22]. o*-makroglobulina moze
wystepowaé w postaci natywnej oraz w postaciach transformowanych przez proteinazy lub
aminy I-rzedowe (najczesciej metyloamineg). Natywna a 2M nazywana jest czasem formg S
(ang. slow), poniewaz w polu elektrycznym przemieszcza sie wolno, w odréznieniu od form
F (ang. fast), ktére powstajg w wyniku transformacji natywnej o2M. Badaniem elekroforety-
cznym nie mozna odrézni¢ form transformowanych metylaming i proteinazg. Technikg
rozproszenia promieni X pod matym katem oraz za pomocg mikroskopu elektronowego
mozliwe jest wykazanie roznicy miedzy formami F, w zaleznos$ci od czynnika uzytego do
transformacji [2].

Na podstawie badan z uzyciem mikroskopu elektronowego wykazano, ze odmiana S
wystepuje w dwéch formach: “skrzyzowanej” oraz “pierscieniowej”, z bardziej lub mniej
widoczng tetrameryczng organizacja, co przedstawiono na rysunku 2.

Z natywnej, tetramerycznej oM mozna uzyskaé dwarodzaje dimeréw [8,33]. Homogen-
na populacja dimeréw, z zachowang aktywnos$cig antyproteazowa, ma monomery potaczone
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Rys. 1. Schemat transformowanej chymotrypsyna ludzkiej a2M (posta¢ at) z zaznaczonymi wigzaniami dwusiar-
czkowymi i miejscami wigzania 1gG w obrebie dimeréw (a); miejsce wigzania 1gG ustalono na podstawie zdjecia
z mikroskopu elektronowego (b), ktére postuzyto za zgodg autoréw [8] do wykonania rysunku

wigzaniami dwusiarczkowymi (rys. 3a - dimery 1,2 i 3,4). Mozna je uzyska¢ poprzez
dysocjacje postaci tetramerycznej, obnizajac pH, stosujac niska site jonowg (potowiczna
dysocjacja zachodzi przy pH 6,3 i stezeniu NaCl 50 mM), w roztworach zawierajgcych
dwuwarto$ciowe kationy (takiejak Zn2+i Cd2+), mocznik lub detergent [8,27]. W roztworach
0 pH ponizej 4,5 dysocjacja zwigzana jest z dezorganizacjg i utratg aktywnos$ci dimeréw.
Dimery uzyskane z uzyciem Zn2+4atwo ulegajapolimeryzacji [8]. Pod wptywem jondw cynku
w stezeniu 10mM, w temperaturze 4°C, dimery oM ulegajg asocjacji, tworzac diugie, liniowe
lregularnie zorganizowane tasmy. Dimery a”M powstate w obecno$cijonéw kadmu nie tgczg
sie w tak regularne struktury, jak dimery otrzymane w obecnosci jonéw cynku. Asocjacja
dimerdow utworzonych z udziatem Zn2+ jak i regularna struktura powstatych z nich polimeréw
moze wynika¢ ze zdolnos$ci wiazania tego metalu przez a*M. Jeden mol tej glikoproteiny

Rys. 2. Natywna, tetrameryczna, ludzka a2M: a - posta¢ “skrzyzowana”, g - posta¢ “pier$cieniowa”,cdof-p o -
stacie posrednie (rysunki wykonano na podstawie elektronograméw [8] za zgoda autoréw)
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wigze 3,9-9,2 atomow cynku. W badaniach z uzyciem techniki NMR wykazano w czasteczce
0"M obecnos$¢ 2 miejsc wigzacych cynk z réznym powinowactwem. Glikoproteina ta petnic¢
moze funkcje przenosnika we krwi cynku oraz kadmu.

Drugim sposobem uzyskiwania dimeréw 0”"M jest redukcja wigzan dwusiarczkowych
faczacych dwamonomery, np. za pomoca ditiotreitolu lub tioredoksyny (rys. 3a- dimery 1,3
i 2,4). Uzyskane w ten sposéb dimery zachowuja zdolno$¢ wigzania proteinaz, ale nie sg
morfologicznie homogenne.

Tetrameryczna, ludzka 0*M transformowanaenzymami proteolitycznymi ksztattem przy-
pomina rosyjska litere ac (rys. 3g).

Rys. 3. Postacie a2M: natywna (a), w petni transformowana proteinaza (g) oraz posrednie (b-f) - napodstawie
zdje¢ z mikroskopu elektronowego [8] za zgoda autoréw

Wytworzone dimery z tetramerycznej, transformowanej, ludzkiej a2M ksztattem przypo-
minajg greckie litery epsilon (e) lub omega (co). Dimeryczne, transformowane postacie a2M
z zachowanymi wigzaniami dwusiarczkowymi pomiedzy monomerami (potowki “przecietej
poziomo postaci w ksztakcie litery jk) mozna uzyska¢ dwoma sposobami:

1/ przez dysocjacje, w obecnosci dwuwarto$ciowych kationéw lub w niskim pH, natyw-
nego tetrameru do dimerdw, ktore nastepnie inkubuje sie z proteinazami lub

2/ przez dysocjacje transformowanych tetramerdw.

Tetrameryczna, ludzka oM transformowana metyloaming pordwnywanajest do litery H.
Czesciej uzyskiwane sg postacie, w ktérych pofaczenie poziome pomiedzy pionowymi
ramionami jest niekompletne (rys.4a,b,c). Czasem obecne sg dwa cienkie potgczenia w
ksztatcie liter V pomiedzy konicami pionowych ramion (rys.4d).

Uzywajac do transformacji plazminy, stosujac krotki czas inkubacji (2-5 min w temp. 4°C),
mozna wykaza¢ obecno$¢ form natywnych (rys.3a), w petni transformowanych (rys. 3g) oraz
wiele form posrednich, zawierajacych 1, 2 lub 3 ramiona, co upodabniaje do postaci m.

Wszystkie postacie a 2M, od natywnej do w petni transformowanej oraz postacie posrednie,
uzyskano réwniez przy pomocy trawienia chymotrypsyna, przez krétki okres, w stechiometry-
cznym stosunku o”M:chymotrypsyng 1:1 lub 2:1.
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Rys. 4. Tranformowana metylaming tetrameryczna, ludzka a2M - na podstawie zdje¢ z mikroskopu elektronowe-
go [8], za zgoda autoréw, opis w tekscie

Na podstawie dotychczasowych badan o”-makroglobuliny, opracowano modele jej cza-
steczki [8]. W najnowszym modelu, natywna ot2M utworzonajest przez dwadimery, z ktérych
kazdy przypomina litere S (rys. 5a). Monomery w obrebie dimeru potgczone sg dwoma
wigzaniami dwusiarczkowymi. Pomiedzy dwoma potgczonymi dimerami powstaje pusta
przestrzeA. Domena wigzaca sie z receptorem znajduje sie w C-koncowym fragmencie
fancucha kazdego monomeru. W natywnej a2-makroglobulinie domena ta jest zwinieta, a
zatem jest ona niedostepna dla receptora, jak réwniez nie mozna wykazac jej obecnosci w
reakcji ze swoistymi przeciwciatami. N-koncowe fragmenty znajdujg sie w centralnej czesci
czasteczki, zawierajacej wigzania dwusiarczkowe.

Rys. 5. Modele natywnej i transformowanych, tetramerycznych a2-makroglobulin: a-posta¢ natywna, b-postaé
transformowana, ¢ - posta¢ transformowana z obecnos$cig dwoch czasteczek proteinaz (wg Delain i wsp. [8] za zgo-
da autoréw): B - region “wabikowy” (ang. bait region) jest miejscem wigzania proteinazy z a2M [40]; w regionie
tym znajduje si¢ wewnetrzne wigzanie tioestrowe (T), pomiedzy cysteing i glutaminianem, ktére pod wptywem pro-
teinazy lub metyloaminy ulega rozszczepieniu; rezultatem nieodwracalnego pekniecia wigzania tioestrowego, beda-
cego miejscem ataku dla enzymu i amin, jest zmiana konformacji a2M i odstoniecie nowych miejsc antygenowych
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Modele oM transformowanej metyloaming lub proteinaza sg bardzo podobne (rys. 5b i
c). Réznica miedzy nimi polega na obecnosci proteinaz, przedstawionych na rysunku 5¢c. W
0@M transformowanej enzymatycznie w postaci dwoch kragzkéw, ktérych brak w modelu oM
transformowanej metyloaming. Dwa mole proteinaz mogg wigzac sie z jednym molem o"M,
sugerujac obecno$¢ dwoch miejsc wigzacych proteinaze [11].

Jedng z konsekwencji rozszczepienia wewnetrznego wigzania tioestrowego o2M jest
generacja wolnych grup SH. Z tetrameru powstajg 4 mole grup holowych. Sg one uwalniane
w wyniku dziataniana wigzanie tioestrowe proteinaz, amin lub wody. Rozszczepienie wew-
netrznych wigzar tioestrowych przy udziale wody zachodzi w procesie powolnego starzenia
sie otjM.

Sposrdd funkcji biologicznych, jakie petni 0”M, najwczes$niej poznano jej hamujacy
wptyw na aktywno$¢ proteinaz [8]. a2M jest inhibitorem wszystkich 4 grup proteinaz
(serynowych, asparaginianowych, holowych i metaloproteinaz). Proteinazy, po rozszczepie-
niu wigzania tioestrowego a2M i zmianie jej konformacji, “ztapane zostajg w putapke” i
tworza niedysocjujacy kompleks. Jedna czasteczka 0™M wigze jedng lub dwie czasteczki
proteinazy. Enzymy zwigzane z oM zachowujg nie zmieniong aktywnos¢ proteolityczng
tylko wobec niskoczasteczkowych substratow, takich jak np. interleukina 2 [41]. Wigzanie
niektdrych proteinaz (np. trombiny) z 0*M nie wymaga udziatu jonéw metali dwuwartos$cio-
wych [13]. Jony wapnia stymulujg natomiast inhibicje APC (ang. activated protein C) z
udziatem oM i 0"AP (o”-antyplazminy). Biatko C inaktywuje czynniki krzepniecia Va i
Villa. Gtéwnym jego inhibitorem sg PCI (ang. protein C inhibitor) i otj-antytrypsyna, ktore
hamujg APC w spos6b niezalezny od jonéw metali dwuwarto$ciowych.

Czy jednak funkcja a2M jako inhibitora proteinaz jest niezbedna, skoro wiadomo, ze
enzymy te sg hamowane przez wiele, niekiedy bardziej swoistych, inhibitorow? Obecnos¢
0"M nawet u prymitywnych organizmow oraz fakt, ze nie stwierdzono u cztowiekajej braku
(prawdopodobnie jest on letalny), przemawia za wazng, chociaz dopiero odkrywang, biologi-
czng rolg tego biatka.

W monocytach, makrofagach, fibroblastach, hepatocytach, adipocytach obecne sg recep-
tory dla transformowanych form 0”M, ale ich ekspresja ograniczona jest $cisle do pewnych
typow komorek, w odrdéznieniu od “wszedobylskiej” ekspresji pokrewnego receptora LDL
[8,19]. Do zaniku receptorow o2M moze dojs¢ np. w hodowlach komérkowych. Liczbe tych
receptoréw w adipocytach zwieksza natomiast insulina [6].

Badaniami immunohistochemicznymi, za pomocg specyficznych przeciwciat monoklo-
nalnych wykazano ekspresje receptora a2MR/LRP w neuronach i astrocytach osrodkowego
uktadu nerwowego, komdérkach nabtonkowych przewodu pokarmowego, miocytach gtadkich,
fibroblastach, komoérkach Leydiga z jader, ziarnistych komaérkach jajnikow, w pochodzgcych
z monocytow makrofagach, fagocytach watroby, ptuc, uktadu limfatycznego [29], Receptor
o™-makroglobuliny (ot2MR) w nerkach, poza fibroblastami, miocytami gtadkimi i makrofa-
gami, obecny jest w komdrkach mezangium kiebuszkéw nerkowych, ktére sg uwazane za
wyspecjalizowang odmiane miocytow gtadkich, zdolnych do fagocytozy, oraz w, podobnych
do fibroblastow, srédmigzszowych komérkach z wypustkami, obecnych w rdzeniu nerki.
Rozmieszczenie a2MR w nerkach jest odmienne od: nalezacych do tej samej rodziny
receptoréw, receptora LDL igp 330. Gp 330 obecny w komdrkach kanalikéw proksymalnych
jest receptorem takze dla 40 kDa glikoproteiny wiazanej przez a2MR. Przyszte badania
wykaza, czy gp 330 i 0*MR wigzg te same Ugandy, ale w réznych przedziatach: ac2MR
kontaktuje sie z osoczem, podczas gdy gp 330 - z moczem pierwotnym.
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Receptor oM (0"MR) jest glikoproteing [30,38,39]. U cztowiekajego prekursor, o masie
czasteczkowej 600 kDa, przeksztatcany jest proteolitycznie do tancucha a, o masie czastecz-
kowej ok. 500 kDa, ktory kowalencyjnie zwigzany jest z 85 kDa taricuchem R. Prekursor
0CMR jest pojedynczym taricuchem polipeptydowym, zawierajgcym 4525 reszt aminokwa-
sowych. Lancuch a ma 3920, a tancuch R - 601 reszt aminokwasowych [29]. Cze$¢ cukrowa
prekursora a®MR jest bogata w mannoze i wrazliwa na dziatanie endo-RB-N-acetyloglukozo-
aminidazy H (Endo H) [19]. W hodowlach komérkowych rozszczepienie prekursora c2MR
do formy dwutancuchowej pojawia sie w tym samym czasie, w ktérym nastepuje przemiana
czesci weglowodanowej do formy endo H opornej. Dojrzaty o0@MR zawiera w obydwu
tancuchach kwas sjalowy. Weglowodany stanowig ok. 18% masy taficucha a tego receptora
i 25% masy fancucha . Takze jeden z ligandow receptora 0*M —0*MRAP (ang. a®-macro-
globulin receptor associated protein) zawiera w swoim sktadzie weglowodany. Ligand ten
jest glikoproteing o masie ok. 40 kDa. Wigze on heparyne oraz hamuje wigzanie fafncucha a
receptora 0*M z kompleksem o”Miproteinaza, a takze moduluje wigzanie lipoprotein przez
ten receptor [29]. Funkcja c2MRAP nie jest znana. Obecno$¢ tej glikoproteiny wykazano
dotad w cytozolu ijadrze komorkowym, a nie na powierzchni komérki. By¢ moze biatko to
funkcjonuje w komadrce nie potgczone z 0*MR, natomiast ulega¢ moze asocjacji z taricuchem
a receptora 0*M jedynie w procesie oczyszczania 0*MR. a 2MRAP jest biatkiem odmiennym
genetycznie niz oMR [30]. Ten ligand o"M jest homologiczny z biatkiem szczurzym,
nazywanym antygenem Heymanna (ang. Heymann nephritis antigen) [29],

Ligandami dla 0*MR, oprécz 0®"MRAP, sg lipoproteiny 8 VLDL po wzbogaceniu w apo
E, remnanty chylomikronéw, kompleksy a 2M-proteinazy i 0"M-metyloamina, PZP [8] oraz
kompleksy pomiedzy aktywatoramiplazminogenu z inhibitorem typu-I aktywatora plasmino-
genu [29].

0"M, wigzac sie z r6znymi enzymami proteolitycznymi, uczestniczy m.in. w odpowiedzi
immunologicznej, wzrostu komorki, owulacji i luteinizacji [26, 30], ochronie nabtonka
przewodu pokarmowego przed atakiem proteolitycznym [29], W hodowlach komorek pocho-
dzacych z neuroblastoma, egzogenna a2M lub wydzielona endogennie, przez stymulacje za
pomocg IL-6 hamuje sekrecje prekursora biatkowego amyloidu - 8A4 Alzheimera. W blasz-
kach starczych w korze mézgu w chorobie Alzheimera obecna jest IL-6 i 0"M. Jest
prawdopodobne, ze w astrocytach a2MR usuwa kompleksy o“M-proteinaza, obecne w
maézgu. Dotad nie wiadomo jeszcze, czy receptory 0~M obecne sg w tych samych astrocytach,
ktére wytwarzajg o”-makroglobuline. W astrocytach produkowanajest apolipoproteina E, a
lipoproteiny zawierajace te apolipoproteine obecne sa w ptynie mézgowo-rdzeniowym. Jest
wiec prawdopodobne, ze 0*MR pomaga w utrzymaniu normalnej homeostazy cholesterolu
przez wigzanie i pobieranie lipoprotein zawierajgcych apo-E. W hodowlach embrionalnych
neuron6w kory moézgowej szczura, oM (lub jej kompleks z proteinaza) jest czynnikiem
powodujacym wydtuzanie neurytow, prawdopodobnie przez wigzanie cytokin, takich jak np.
nerwowy czynnik wzrostowy (NGF).

W szpiku kostnym 0"MR jest obecny w monocytach, ich prekursorach oraz erytroblastach.
Jednojadrzaste fagocyty razem z fibroblastami poprzez c2MR usuwajg lokalnie nagromadzo-
ne proteinazy, np. w regionach zapalnych, w ktérych zwiekszona jest aktywno$¢ elastazy
pochodzacej z granulocytéw obojetnochtonnych.

Kompleksy o*M-proteinaza, po zwigzaniu z tancuchem ot receptora przy udziale Ca2+,
podlegajg endocytozie i degradacji w lizosomach. tancuch ot oprécz miejsca wigzacego
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ligand, zawiera takze miejsce wiazace Ca2+[28,29]. Wapnjest wazny do uzyskania wtasciwej
konformacji receptora, rozpoznajacej ligandy.

Receptory 0*M rozpoznawane sg wytgcznie przez forme F, bez wzgledu na czynnik, ktory
te transformacje wywotat [8]. Szybkie usuwanie transformowanych form oM z krwi nasuneto
przypuszczenie, ze biatko to, poprzez mechanizm receptorowy, “zmiata” proteinazy obecne
w osoczu lub na powierzchni komoérek [32, 36]. Receptory a2M wigzg takze PZP, to jest
glikoproteine podobng do 0”"M, ktérej stezenie w osoczu wzrasta u kobiet w cigzy [16]. PZP
wykazuje wiasciwosci immunosupresyjne, ale jej rola w cigzy nie jest znana.

Wyizolowano dotad i scharakteryzowano receptory oM z watroby i tozyska, pochodzenia
ludzkiego i zwierzecego [1,17,18,27]. Najnowsze badania dostarczyty dowoddw, ze receptor
0™M jest identyczny z biatkiem podobnym do receptora LDL, ktére z powodu tego po-
dobieAstwanazwano LRP (ang. LDL receptor-relatedprotein) [21,29, 37,38]. Ligandem dla
LRP sa lipoproteiny bogate w apo E, a zatem receptor LRP uczestniczy w oczyszczaniu
pozostatosci chylomikrondéw z osocza [14]. a 2M, poprzez swdj receptor, uczestniczy wiec
réwniez w metabolizmie lipoprotein.

Identyczno$¢ receptorow LRP i a2-makroglobuliny jest jednak kwestionowana przez
niektérych autoréw [40], Wysuwajg oni argumenty, ze biatka te r6znig sie wtasciwosciami.
Jednym z argumentdw jest stwierdzenie, ze laktoferyna blokuje wigzanie remnantéw chylo-
mikrondéw i lipoprotein BVLDL przez komérki parenchymalne watroby, natomiast nie ma
wplywu na wigzanie o2M. W hodowlach tych komérek obserwowane jest obnizenie aktyw-
noscireceptora a 2M, natomiast nie zmienione jest wigzanie lipoprotein. Wigzanie lipoprotein
BVLDL przez komorki parenchymalne nie wymaga udziatu jonéw wapnia, natomiast wigza-
nie wzbogaconej w apolipoproteineE frakcji 8VVLDL zachodzi z udziatem Ca2+. Rozwigzanie
sporu, czy LRP i a2MR sg tym samym czy réznymi biatkami, wymaga dalszych badarn.

Od niedawna wiadomo, ze oM wigze r6zne cytokiny. Interesujgca moze okazaé sie wiec
jej rola w utylizacji cytokin [25] i/lub ochrona cytokin wywierana przez oM przed protei-
nazowa inaktywacja [8]. Z wiekszosci prac wynika, ze formaFjest zdolna do wigzania cytokin
[3,42], chociaz opisano réwniez ich wigzanie przez posta¢ natywng oM (25). Wykazano, ze
tylko natywna o”M zdolna do zahamowania lizy komérek aktywowanych limfoking, praw-
dopodobnie przez zahamowanie proteinaz na powierzchni limfocytow T [31].

Sposrdd cytokin wiadomo, ze z oM wiaze PDGF, NGF, TGFR, IL-1JL-6, b-FGF, TNFa
[8, 15, 20, 24, 25, 39]. Wiadomo, ze NGF wigze sie z mysig a2M w innym miejscu niz
proteinazy, metyloamina F czy jony cynku [20]. Niedawno odkryto, ze biatko o masie
czasteczkowej 11,5 kDa z wolnymi grupami SH (SH-LyP), ktérego funkcja nie jestjeszcze
znana, a ktore w duzych ilosciach produkowane jest przez aktywowane limfocyty B, wigze
sie kowalencyjnie z oM transformowang metyloaming [39]. To kowalencyjne wigzanie
hamuje N-etylmaleimid (NEM), D penicillamina i ztoto.

Rowniez wigzanie IL-18 z a 2M jesthamowane przez D-penicillaming, co moze ttumaczy¢
terapeutyczne dziatanie tego preparatu u pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawdw.
IL-IR wigze sie kowalencyjnie z 0*M transformowang metyloaming. Jest to wigzanie pomie-
dzy wolnymi grupami SH pochodzgcymi z rozbicia wewnetrznego wigzania tioestrowego
przez aminy i wolnymi grupami SH IL-13, pochodzacymi z niespdrowanej cysteiny w pozycji
8. AsocjacjaEL-IR z c2M wigze sie zrozbiciem jednego lub wiecej sposrédjej czterech wigzan
tioestrowych. Ani C3, ani C4 w aktywowanej metyloamingsurowicy nie wigze EL-1R, pomimo
ze obydwa te biatka majg wewnetrzne wigzanie tioestrowe podobne do 0"M.
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Niektére cytokiny, np. TNF, TGFRI i B2, b-FGF i IL-IR wigzg sie preferencyjnie z
transformowang oM [42], inne, np. PDGF wigzg sie preferencyjnie z postacig natywng tego
biatka [24], Kompleksy o"M z cytoking nie oddziatujg z receptorami dla cytokin, stad
modulacja aktywnos$ci cytokin przez oM polega gtéwnie na regulowaniu usuwania ich z
krazenia. Wigzanie TGFR 1z natywng a 2M nie prowadzi do zmiany konformacji, wymaganej
do jej klirensu w kompleksie 0o*M-TGFRI [8].

Niektdre cytokiny (PDGF, NGF, EL-6) zachowuja biologiczng aktywno$¢ w kompleksie z
0"M w hodowlach komérkowych, podczas gdy inne (IL-I8, b-FGF, TGFR) wykazujg obni-
zong aktywnos$¢ [23]. oM wykazuje wieksze powinowactwo do TGFR2 niz TGFRI [6].In-
terakcje TGFR z kompleksem 0"M -metyloaminablokuje cynk. Istnieje prawdopodobieristwo,
ze miejsce wigzania tej cytokiny z oM jest rownocze$nie miejscem wigzania cynku z
niewielkim powinowactwem [34], Oprdcz cytokin, oM wigze takze hormony. Dotychczas
wykazano, ze wigze ona insuline, luteotropine i hormon wzrostu [5].

0”M hamuje steroidogeneze stymulowang w hodowlach komorek kory nadnerczy przez
ACTH i angiotensyne Il [19], co ma prawdopodobnie zwigzek z TGFR (cc2M-TGFR hamuje
170c-hydroksylaze, tj. przemiane 250H cholesterolu do pregnenolonu, progesteronu i korty-
zolu).

o™.makroglobulina u niektérych gatunkéw zwierzat wykazuje dziatanie przeciwwirusowe.
Surowice niektorych gatunkéw zwierzat (szczur, Swinka morska, ko) hamuja aglutynacje
indukowang wirusem grypy lub bezposrednio inaktywujac go [8, 34]. Jest to spowodowane
wigzaniem hemaglutyniny wirusa grypy przez kwasy sjalowe wchodzace w skiad czesci
weglowodanowej 0”M. ot2-makroglobuliny innych gatunkéw (cztowiek, wot, kurcze), ze
wzgledu na odmienng strukture weglowodanowa, wykazuja mniejszg zdolno$é hamowania
infekcji spowodowanej wirusem grypy [12],

0”M hamuje wytwarzanie rodnikow tlenowych przez granulocyty, stad potencjalnajej rola
w zapobieganiu i leczeniu uszkodzen powstatych w nastepstwie reperfuzji [9].

W ostatnich latach nastapit duzy postep wiedzy dotyczacej o2M, zwtaszcza w zakresie
badan struktury jej czasteczki oraz jej receptora. Oprocz znanej funkcji hamowania proteinaz
przez oM, dopiero poznawanajestjej rolajako regulatora aktywnosci cytokin, jako regulatora
syntezy rodnikéw tlenowych i hormondw oraz metabolizmu lipidéw.
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CZYNNIK POBUDZAJACY KOLONIE
GRANULOCYTARNO-MAKROFAGALNE (GM-CSF)
| JEGO KLINICZNE ZASTOSOWANIE

GRANULOCYTE-MACROPHAGE COLONY-STIMULATING
FACTOR (GM-CSF) AND ITS CLINICAL APPLICATION

Przemystaw SZWECH

Zaktad Immunologii i IV Klinika Choréb Wewnetrznych Centralnego Szpitala Klinicznego
Wojskowej Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie. U ludzi i myszy wazna role w regulowaniu proliferacji i réznicowania komérek uktadu krwiotwérczego
odgrywa czynnik pobudzajacy kolonie granulocytarno-makrofagalne (GM-CSF). W pracy przedstawiono wtasciwo-
$ci biologiczne GM-CSF oraz mozliwosci jego zastosowaniaw leczeniu niektoérych schorzen uktadu krwiotwérczego
i odpornosciowego.

Stowa kluczowe: GM-CSF, CFU-GM, krwiotwdrczy czynnik wzrostu, interleukiny, przeszczepianie szpiku, inhibitor
krwiotworzenia.

Summary. In man and mouse granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) is an important factor in
the regulation of proliferation and differentiation of hematopoietic cells. In this paper the biological properties of
GM-CSF and the possibilities of its application in the treatment of some diseases of the hematopoietic and immune
system are presented.

Key words: GM-CSF, CFU-GM, hematopoietic growth factor, interleukins, bone marrow transplantation, hematopo-
ietic inhibitor.

1. WSTEP

GM-CSF jest czynnikiem pobudzajagcym komdrki uktadu granulocytéw i makrofagéw.
Zostat on zidentyfikowany dzieki zdolnosci do pobudzania tworzenia kolonii granulocytéw i
makrofagdw przez komoérki szpiku hodowane in vitro. Stad jego angielska nazwa (GM-CSF
- granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). W pismiennictwie stosowane byty
nastepujace synonimy dla GM-CSF: CSF-2, MGI-1GM, CSA-GM, MGI-1G.
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W 1964 roku Bradley i Metcalf opisali wzrost kolonii mysich granulocytéw/makrofagéw
in vitro w odpowiedzi na obecno$¢ nadsaczu komérek nerki noworodka myszy lub komérek
catego mysiego zarodka. Dwa lata p6zniej ukazata sie praca tych autoréw, dotyczaca klono-
wania normalnych komorek ukierunkowanych granulocyto- i makrofagopoezy. W pracy tej
stwierdzono obecno$¢ nieznanej blizej substancji dostarczanej przez komarki dolnej warstwy,
pochodzace z nerki noworodka myszy lub catego mysiego zarodka, niezbednej dla wzrostu
tych wczesnych komérek [3].

Do tych samych wnioskéw niezaleznie i nawet troche wcze$niej doszli Dov Pluznik i Leo
Sachs z Weizman Institute of Science w Rehovot w Izraelu. Ci badacze pracowali na modelu
wirusowej biataczki mysiej Rauschera i obserwowali réwniez podobne kolonie, ktére poczat-
kowo btednie zidentyfikowali jako komorki tuczne [16].

Mimo 29 lat, ktére uptynety od odkrycia tego czynnika, zainteresowanie nim nadal wzrasta.
Udato sie zaréwno biochemicznie zidentyfikowac ten iwiele pokrewnych czynnikéw, okresli¢
ich role fizjologiczng, uzyska¢ w formie rekombinowanej, jak tez zastosowac w klinice jako
leki w terapii niektérych choréb uktadu krwiotwérczego i odpornosciowego.

2. WLASCIWOSCI BIOCHEMICZNE

GM-CSF jest glikoproteing [5, 11, 12, 22, 23, 28, 30, 34, 38] o masie czasteczkowej
wynoszacej od 18000 do 24000 daltonéw lub 14500 do 35000 daltonéw [22], lub 23000 do
29000 daltonéw [11], lub 18000 do 30000 daltonéw [24] w zaleznosci od stopnia glikozylacji.
GM-CSF podobnie jak IL-3 wykazuje duzg heterogenno$¢ spowodowang obecnoscia ztozo-
nych weglowodandéw przytaczonych do reszt asparaginy [8]. Stopien glikozylacji zalezy od
rodzaju zrodta, z ktérego GM-CSF pochodzi [22]. Rdzen biatkowy GM-CSF sktada sie ze 127
aminokwasow [22, 38] i jest on zbudowany z pojedynczego tancucha polipeptydowego,
majacego dwa wewnatrztancuchowe wigzania dwusiarczkowe miedzy resztami cysteiny [11,
28], Bez glikozylacji czasteczka rhGM-CSF (rh-ludzki rekombinowany) ma mase czastecz-
kowa 14400 daltonéw [6]. Funkcja czesci weglowodanowej czasteczki GM-CSF nie jest
znana. Wydaje sie, ze glikozylacja zmniejsza swoistg aktywno$¢ GM-CSF [11,23].

Decydujacymi o wptywie GM-CSF na komoérki uktadu krwiotwdérczego okazaty sie dwa
regiony czasteczki zawierajgce reszty aminokwasowe 21-31 i 78-94 [12], Fragment zawie-
rajacy reszty 14-96 miat wykrywalng aktywno$é, jednak dla peinej aktywnosci czasteczki
GM-CSF wymagana jest rowniez obecno$¢ reszt aminokwasowych 97-121 [12]. Mostek
dwusiarczkowy miedzy resztami cysteiny 51 i 93 jest podstawowy dla funkcji GM-CSF,
natomiast mostek dwusiarczkowy miedzy resztami cysteiny 85-118 magt by¢ usuniety bez
wplywu na aktywno$é GM-CSF [12].

Mimo homologii miedzy sekwencja nukleotydow cDNA dla GM-CSF, uzyskanego z
ludzkich komoérek T, a cDNA dla mysiego GM-CSF, uzyskanego z biatka oczyszczonego z
nadsgczu mysiego ptuca, wynoszacej 60% oraz mimo homologii miedzy sekwencjg amino-
kwasow mysiego i ludzkiego GM-CSF, wynoszacej 54%, nie istnieje krzyzowa reaktywno$¢
miedzy mysim i ludzkim GM-CSF.
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3. GENETYKA MOLEKULARNA

Mysi i ludzki GM-CSF sg kodowane przez geny o duzym stopniu homologii zaréwno w
regionach kodujacych, jak i niekodujgcych [12]. Obydwa geny majg dtugos$¢ ok. 2500 par
zasad i sktadajg sie z czterech eksondw oddzielonych trzema sekwencjami dzielacymi [8,12,
33]. mMRNA dla GM-CSF ma wielkos$¢ 0,78 kb [8]. W wiekszosci typow komorek ekspresja
gendéw dla cytokin jest regulowana na poziomie mRNA. Pobudzanie komorek powodujace
aktywacje genéw dla cytokin prowadzi bezposrednio do czynnej transkrypcji i produkcji
wiasciwych dla cytokin mRNA. Do czynnikéw pobudzajgcych ekspresje genéw dla cytokin
naleza: endotoksyny bakteryjne, przeciwciata anty-CD3 reagujace krzyzowo z receptorem na
komérkach T oraz inne cytokiny, np. IL-1, TNF, PDGF. Pobudzanie transkrypcji jest kontro-
lowane przez sekwencje regulatorowe DNA, zwane promotorami. Przyjmuje sie, ze pobudze-
nie komdrki powoduje zmiany interakcji biatek jadrowych z promotorami cytokin, ktore
aktywuja transkrypcje. Te interakcje moga mie¢ zaréwno pozytywne, jak i negatywne skutki.
Poza pobudzaniem transkrypcji waznym mechanizmem kontroli ekspresji genu dla cytokiny
jest stabilnos¢ mMRNA [8],

U myszy gen dla GM-CSF jest zlokalizowany na chromosomie 11, natomiast gen dla
ludzkiego GM-CSF zostat zmapowany na dtugim ramieniu chromosomu 5 [10,11,13, 28] w
obrebie prazkéw 21-31 [15] lub 23-32 [28].

Na dtugim ramieniu chromosomu 5 u ludzi sg rowniez potozone geny dla interleukiny-3
(IL-3), interleukiny-4 (IL-4), interleukiny-5 (IL-5), czynnika pobudzajacego komérki prekur-
sorowe makrofagow (M-CSF) oraz gen wczesnej odpowiedzi wzrostowej (EGR-I - early
growth response gene) [12]. Lokalizacja genu dla GM-CSF jest o tyle interesujaca, ze
znajduje sie ona 0 9000 par zasad ponizej genu dla ludzkiej IL-3 [12].

Delecje w tym regionie chromosomu 5 sg obserwowane przewaznie w zespotach mielo-
dysplastycznych wywotanych leczeniem oraz w ostrych biataczkach, jak réwniez w zespole
5q [12].

4. POCHODZENIE GM-CSF

Zrédtem GM-CSF w ustroju cztowieka sa gtownie komorki $rodbtonka i fibroblasty, a
takze limfocyty T (pobudzone fitohemaglutyning, konkanawaling A lub lipopolisacharydem),
monocyty, makrofagi [5,13,16,22,28,34], komorki dendrytyczne oraz innerodzaje komorek
wymienione w tabeli 1 [22]. Produkcja GM-CSF przez komérki $rodbtonka i fibroblasty jest
indukowana przez takie monokiny, jak interleukina-1 (IL-1) i czynnik martwicy nowotworéw
(TNF) [12]. Makrofagi produkujag GM-CSF pod wptywem produktéw bakteryjnych typu LPS,
fagocytozy oraz interferonu y(IFNy) [38], komérki srédbtonka pod wptywem IL-1, TNF, LPS,
fibroblasty pod wptywem IL-1, TNF [38]. Wydajno$¢ produkcji krwiotwdérczych czynnikow
wzrostu ze zrodet komoérkowych i tkankowych wynosi 10-100 pg/106 komorek [5]. Stezenie
GM-CSF w osoczu zdrowych ludzi nie jest wykrywalne przy uzyciu dostepnych technik [22].

Obecnos¢ GM-CSF stwierdzono: w maziéwce stawow u chorych na reumatoidalne zapa-
lenie stawéw, w moczu chorych na cykliczng neutropenie lub ciezka posta¢ niedokrwistosci
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aplastycznej oraz w pierwszych dniach po przeszczepieniu szpiku [28]. GM-CSF jest stale
produkowany przez linie komdrek raka pecherza moczowego u ludzi [10].

Produkcje GM-CSF w czasie zakazenia badano u myszy po zainfekowaniu ich bakterig
Listeria monocytogenes. Po tym zakazeniu wykrywano w surowicy dos¢ duze ilosci M-CSF
i G-CSF, natomiast GM-CSF wystepowat w stosunkowo matych, ale mierzalnych ilosciach

[71.

TABELA 1. Komérki wytwarzajace GM-CSF [11]

Typ komorek Czynnik pobudzajacy

Potencjalne fizjologiczne Zrédta GM-CSF

Limfocyty T antygen, lektyna, CD28, IL-1, HTLV
Limfocyty B LPS, TPA

Makrofagi LPS, FCS, fagocytoza, przyleganie
Komorki tuczne IgE, jonofor wapniowy

Fibroblasty TNF, IL-1, TPA

Komérki srédbtonka TNF, IL-1, TPA, modyfikowane LDL
Komérki mezotelialne EGF+TNF

Osteoblasty PTH, LPS

Potencjalne patologiczne zrédta GM-CSF

Komorki biataézkowe (AML), TNF, przyleganie
Komérki btony maziowej w schorzeniach

reumatoidalnych, komérki réznych

guzoéw litych

Skroéty. LPS - lipopolisacharyd, FCS - ptodowa surowica cieleca, EGF - czynnik wzrostu naskérka, LDL —
lipoproteiny o niskiej gestosci, PTH - parathormon, TP A - 12-0-tetradekanoilo-13-acetyloforbol

5. RECEPTORY

W zrost i rozwoj komdrek krwiotwdérczych sg regulowane przez czynniki wzrostu (Ugan-
dy), przytaczajace sie do swoistych receptorow na powierzchni komérek docelowych. Rece-
ptor dla GM-CSF nalezy do receptoréow cytokinowych (rys. 1), rodziny receptoréw
krwiotworczych (rys. 2) i nie ma domeny kinazy tyrozynowej, ale ma kilka waznych
sekwencji aminokwasowych, takich jak regiony w domenie zewnatrzkomdérkowej obejmujace
konserwatywny motyw tryptofan-seryna-X-tryptofan-seryna oraz cztery reszty cysteiny [8,
24], Wykryto dwarodzaje receptoréw dla GM-CSF (tab. 2), jeden o wysokim (ok. 20 pmol/1)
i drugi o niskim powinowactwie (ok. 1 nmol/1) [11, 38]. Ludzki receptor dla GM-CSF
(GM-CSF R) o niskim powinowactwie sklonowano i zsekwencjonowano oraz zlokalizowano
geny w pseudoautosomalnym regionie chromosoméw piciowych [17]. Allele tego genu sg
dziedziczone autosomalnie. Sugerowano, ze utrata genu dla receptora GM-CSF moze mieé
znaczenie w zrozumieniu powstawania podklasy M2 ostrej biataczki szpikowej, poniewaz
utrata lub unieczynnienie receptora mogtoby powodowac tworzenie wzglednie niedojrzatych
komorek, niezdolnych do reagowania na GM-CSF. W zwigzku z tym receptor dla GM-CSF
moze funkcjonowaé jako recesywny onkogen. Donoszono, ze 25% przypadkéw podtypu M2
ostrych biataczek szpikowych cechowata utrata chromosomu X lub Y [8].

Sklonowano dwa tancuchy ludzkiego receptora dla GM-CSF o wysokim powinowactwie
oraz tancuch a o niskim powinowactwie, sktadajacy sie z 400 aminokwaséw. Czes¢ cytopla-
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zmatyczna receptora o niskim powinowactwie prawdopodobnie nie ma zdolnos$ci przekazy-
wania sygnatu, gdyz sktada sie tylko z 54 aminokwasow. Istnieje duza homologia miedzy
tancuchem a areceptorem dla IL-6 [8].

Rys. 1. Struktura receptora dla cytokinin [17]

Podjednostka B receptora GM-CSF o wyso-
kim powinowactwie nie ma zdolnoS$ci przytacza-
nia GM-CSF.

Ani faincuchy a, ani 8 GM-CSF R nie majg
wewnetrznej aktywnosci kinazy tyrozynowej, a
mimo to GM-CSF i IL-3 indukuja fosforylacje
podobnego zestawu cytoplazmatycznych fosfo-
protein. Chociaz istnieje strukturalna homologia
miedzy IL-3 R a biatkiem, bedgcym produktem
cDNA, zwanego KH97, to drugie z wymienio-
nych biatek nie przytacza IL-3. Jednak mozliwe
jest, tak jak w przypadku GM-CSF R, ze nadaje
ono wysokie powinowactwo receptorowi dla IL-
3. Wspo6lna czesé sktadowa receptoréw dla IL-3
i GM-CSF mogtaby wyjasnia¢ czeSciowe pokry-
wanie sie aktywnosci biologicznych tych cytokin
[17].

Obecnos¢ receptora dla GM-CSF wykazano
na powierzchni niedojrzatych krwiotworczych
komorek prekursorowych, dojrzatych komérek
krwi obwodowej, komoérek biataczkowych i ko-
moérek linii biataczkowych [17]. Receptory dla
GM-CSF stwierdzono rowniez na komorkach li-
nii raka drobnokomdrkowego ptuc [11,23], mie-
sakako$ciotwdrczego, raka sutka [33] i czerniaka
ztosliwego [12].

TABELA 2. Charakterystyka receptoréw dla GM-CSF [17]

Receptor Lokalizacja Liczba aminokwaséw  Rozmieszczenie Inne
(gatunek) chromosomalna receptor domena  receptoréw cechy
taczaca
GM-CSF Ralfa region 378 297 monocyty, neutrofile  receptor o niskim

pseudoauto-
somalny
X-Y

GM-CSF R beta nie znana

nie znana

eozynofile+prekurso- powinowactwie
ry, komorki biataczko-  ? wykazuje tez
we i ich linie, komérki powinowactwo
raka drobnokomérko- do IL-3

wego ptuc

nie znana produkt biatkowy KH97 cDNA

wykazuje homologie z IL-3 R;
nie przyfacza ligandu bezposre-
dnio; wykazuje wysokie powi-
nowactwo przyfaczajac sie do
GM-CSFR
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Rys. 2. Rodzina receptoréw krwiotwérczych [20]: domeny podobne do domen immunoglobulinowych sa przedsta-

wione jako duze petle, domeny fibronektyny jako owale, konserwatywne reszty cysteiny jako kreski ustawione w

szeregu, konserwatywna sekwencja Trp-Ser-Trp-Ser jako pogrubione kreski; domeny cytoplazmatyczne réznig sie
znacznie dtugoscia faicucha; liczba aminokwaséw tych domen zostata réwniez przedstawiona

Okazuje sieg, ze najsilniejsza ekspresjareceptoréw dla GM-CSF wystepuje na najbardziej
zroéznicowanych komaérkach, co odzwierciedla fakt, ze GM-CSF dziatanie tylko jako czynnik
wzrostu i ré6znicowania, ale takze nasila wtasciwosci biologiczne komérek ostatecznie zréz-
nicowanych [17].

Neutrofile majg pojedynczg klase receptoréw dla GM-CSF o wysokim powinowactwie
(ok. 50 pmol/1), wiazacych 800 do 1000 czasteczek GM-CSF na komorke [11]. Nakomérkach
linii biataczkowych stwierdzono obecno$é pojedynczej klasy receptoréw o wysokim powino-
wactwie dla GM-CSF o gestosci 75-200 receptoréw na komérke [33].

Opisano dwie klasy czynnosciowe receptora dla GM-CSF. Receptory pierwszej klasy sg
regulowane przez GM-CSF, ester forbolu i jonofor wapniowy, i nie przytaczajg czasteczek
IL-3, podczas gdy receptory drugiej klasy wykazujg fenotyp o cechach przeciwstawnych.
Neutrofile majg receptory pierwszej klasy, komarki biataczkowe gtéwnie receptory drugiej
klasy. Normalne komorki prekursorowe szpiku i monocyty maja receptory obydwu klas [33].
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Oznacza to, ze dojrzewaniu komorek linii mieloidalnej towarzyszg zmiany czynnosciowe
receptora dla GM-CSF [33].

Receptor dla GM-CSF wystepuje rowniez w postaci rozpuszczalnej, ktdrej fizjologiczne
znaczenie polega prawdopodobnie na eliminowaniu nadmiernych ilosci GM-CSF [33].

6. TRANSDUKCJA SYGNALU

Zmiany biochemiczne wigzace przytaczenie ligandu do receptora z czynnos$ciowymi
zmianami w komdrce tworzg droge transdukcji sygnatu (rys. 3). Znanych jest kilka prze-
kaznikow drugiego rzedu uczestniczacych w transdukcji sygnatu (Ca2+,cykliczne nukleotydy,
kinazy proteinowe, fosfolipaza A, C, D) [33]. Poniewaz GM-CSF zwigksza przeptyw jonow
wapnia za posrednictwem takich chemoatraktantéw, jak fMLP, ale nie obserwowano bezpo-
$redniego wptywu GM-CSF na depolaryzacje btonowa, przeptyw jondw wapnia, ani na
stezenie wewnatrzkomdrkowo zjonizowanego wapnia, to jest mato prawdopodobne, aby
zmiany btonowych potencjatéw elektrycznych czy poziomdw wapnia byly zaangazowane w
transdukcje sygnatu GM-CSF w ludzkich neutrofilach [33].

Kaskada fosfolipazy C stanowi inny wazny uktad przekazywania informacji wewnatrz
komérki, w ktérym 1,2-diacyloglicerol i 1,4,5-trifosforan inozytolu pochodzg z rozktadu
fosfatydyloinozytolu przez zwigzana z btong komorkowa fosfolipaze C. Trifosforan inozytolu
uwalnia jony wapnia z zapasow wewnatrzkomaérkowych, a diacyloglicerol w powigzaniu z
jonami wapnia i fosfatydyloseryng aktywuje kinaze biatkowg C. GM-CSF nie powoduje
wykrywalnego wzrostu poziomu trifosforanu inozytolu i diacyloglicerolu w neutrofilach,
co sprawia, ze uktad drugiego przekaznika z udziatem fosfolipazy C nie bierze udziatlu w
transdukcji sygnatu GM-CSF [33].

Jest mato prawdopodobne, aby drugim przekaznikiem dla GM-CSF byta sama kinaza
biatkowa C, poniewaz aktywnos$¢ cytoplazmatyczna tej kinazy nie ulega zmianie pod wpty-
wem GM-CSF, ani przez produkcje nadtlenkéw indukowang przez octan mirtystynowy
forbolu, ktédra wymaga udziatu kinazy biatkowej C [33].

Uktad cyklazy guanylowej jest przekaznikiem drugiego rzedu branym pod uwage w
transdukcji sygnatu indukowanej przez GM-CSF. Opiera sie to na kilku dowodach. Po
pierwsze GM-CSF zwieksza aktywnos$¢ cyklazy guanylowej, poziom cyklicznego guano-
zylomonofosforanu (cGMP) w neutrofilach. Po drugie toksynakrztusécowa, ktdra inaktywuje
pewne biatka G przez ADP-rybozylacje, znosi wzmacniajacy wptyw GM-CSF na niektore
procesy, ktdre nie byty zmieniane przez samg toksyne krztus¢cowa. Poza tym wykazano, ze
GM-CSF moze nasila¢ skutki wywotywane przez dwa aktywatory biatka G (fluorek sodu i
GTPyS, bedacy niehydrolizowanym analogiem GTP) na metabolizm tlenowy niezaleznie od
receptora [33].

Dowody te wskazujg, ze GM-CSF albo aktywuje, albo zwieksza liczbe odpowiednich
biatek G. Ostatnio wykazano obecnos¢ biatka G w ziamistosciach neutrofili, co przemawia za
zwiekszeniem liczby odpowiednich biatek G [33].

Zdolno$¢ GM-CSF do bezposredniego pobudzania niewielkiego uwalniania kwasu ara-
chidonowego (przez aktywacje fosfolipazy A2) i do bezposredniego zwiekszania syntezy
LTB4i PAF sugeruje, ze substancje te moga uczestniczy¢ w transdukcji sygnatu [33].
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Rys. 3. Model transdukcji sygnatu GM-CSF w neutrofilach [33]: GM-CSF przytacza sie do receptora o wysokim
powinowactwie ztozonego z podjednostek a i 3; potgczenie ligand-receptor powoduje aktywacje kinazy tyrozyno-
wej, kinazy seryna/treonina c-raf, biatek wigzacych GTP (biatka G); przez nieznane mechanizmy przylaczania
GM-CSF pobudza réwniez fosfolipaze A (PLA2) do uwalniania substratéw do syntezy czynnika aktywujacego
krwinki ptytkowe (PAF), leukotrienu B4 (LTB4) i kwasu fosfotydylowego przez uczynnianie odpowiednich enzy-
mow: acetylotransferazy lizo-PAF (AT), 5-lipooksygenazy (5-LPO) i fosfolipazy D (PLD); LTB4, kwas arachido-
nowy i PAF sg uwalniane zewnatrz- i wewnatrzkomérkowo i moga odgrywac role przekaznikéw drugiego rzedu
lub autokrynnych/parakrynnych mediatoréw

7. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

GM-CSF przejawia swoje dziatania w stosunku do nastepujacych komérek: CFU-GM
(colony-forming unit-granulocyte/macrophage), CFU-Eo (komorka tworzaca kolonie granu-
locytéw kwasochtonnych) [25, 32], CFU-GEEMM (komérka tworzgca w hodowli kolonie
ztozone z réznych rodzajow komarek krwiotwérczych, a wiec r6znych komérek mieloidal-
nych, w ciggu 10-14 dni), BFU-E (komérka, ktéra po ok. 10 dniach tworzy zgrupowania
zawierajgce wiele tysiecy krwinek czerwonych i czesto kilka megakariocytow) [11, 22, 32],
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CFU-Meg (komorka tworzaca kolonie liczace 4-8 megakariocytéw) [22, 25, 32] (rys. 4).
Sposrod komérek dojrzatych, GM-CSF wptywa na monocyty/makrofagi, granulocyty obojet-
no- i kwasochtonne [11, 25, 27].

Aktywno$¢ GM-CSF (tab. 3) obserwowano in vivo przy stosowaniu dawek 0,4 do 6 fig/kg/
dobe lub 30 do 500 (ig/m2/dobe oraz w wyzszych dawkach w ciggtym wlewie dozylnym po
podaniu dawki nasycajacej [28]. GM-CSF zwigksza liczbe krazacych neutrofili i eozynofili
[22], w mniejszym stopniu monocytow [27].

Podczas stosowania wyzszych dawek dominujg monocyty i eozynofile [17,23]. W wyso-
kich stezeniach GM-CSF powoduje zwiekszenie liczby megakariocytow [24], Nie stwier-
dzono statych zmian w liczbie krazacych limfocytow, warto$ci hematokrytu i liczby
retykulocytow [27], Inni autorzy stwierdzali zwiekszenie liczby limfocytéw [22, 38]. GM-
CSF stymuluje proliferacje komérek, gdy jest zastosowany w bardzo niskich stezeniach
molowych rzedu 10-10-1CF12mol/I [21].

U normalnych zwierzat ciggty wlew dozylny GM-CSF wptywa na liczbe neutrofili krwi
obwodowej tréjfazowo. Pierwsza faza to przejSciowa neutropenia (zmniejszenie ponad 90%
wyjsciowej liczby neutrofili), wystepujgca w ciggu pierwszych 5-120 minut dozylnego
podawania GM-CSF [32]. Ta neutropenia wystepuje zarbwno po podaniu dozylnym, jak i
podskérnym [25]. Jest ona zwigzana z ekspresjg kompleksu biatek powierzchniowych (M ol,
CDI Ib), ktéry odpowiada za przyleganie neutrofili do komaorek $rodbtonka [22]. Neutrofile
ulegajg sekwestracji w ptucach [22], Potem nastepuje zwiekszenie liczby neutrofili, trwajace
ok. 72 godziny, bedace prawdopodobnie wynikiem mobilizacjineutrofili z puli zapasowej [22,
32]. Trzecia faza polega na zwigkszeniu liczby neutrofili wystepujacym po 72-96 godzinach
podawania GM-CSF. W tej fazie neutrofile sg uwalniane z pobudzonego szpiku [22, 32]. Po
wstrzymaniu podawania GM-CSF liczba krwinek biatych wraca do wartosci wyjsciowych w
ciggu 3-5 dni [32]. Sugerowano, ze podczas podawania GM-CSF wystepuje zwiekszenie
komdrkowosci szpiku ze zwiekszeniem stosunku granulocytamo-czerwonokrwinkowego
[32],

GM-CSF wywiera bezposredni i posredni wpltyw na ludzkie neutrofile (tab. 4 i 5).
Bezposredni wptyw obejmuje degranulacje, hamowanie migracji, zmiany w ekspresji recep-
toréw oraz wplyw na szkielet komorki i jej ksztatt [12]. Dziatania posrednie polegajg na
zdolnosci neutrofili do odpowiedzi na wtdrne bodzce wyzwalajgce. Wérod tych dziatan
znajdujg sie: zwiekszona produkcja nadtlenkéw, nasilony przeptyw jondw wapnia i synteza
leukotrienu B4 (LTB4) [12]. Produkcja mediatoré6w zapalenia w odpowiedzi na czynniki
chemotaktyczne nasila odpowiedZ przeciwzapalng [12]. GM-CSF nasila cytotoksycznos$¢
komoérkowg zalezng od przeciwcial w stosunku do komérek guza [12, 39], do komodrek
zakazonych Trypanosoma cruzi [39]. GM-CSF nasila aktywno$¢ grzybobdjczg monocytow
[32, 39], utatwia prezentacje antygenu [11, 17], nasila tlenowa przemiane materii [32, 39].
Monocyty krwi obwodowej traktowane GM-CSF in vitro stawaty sie cytotoksyczne w
stosunku do liniikomorek czerniaka A 375 [22], Wzmocnieniu ulegardwniez cytotoksyczno$¢
komoérkowa zalezna od przeciwciat [11, 25, 31, 32, 38]. GM-CSF zwieksza zywotno$¢
naskérkowych komorek Langerhansa, nasila ich dojrzewanie i zdolno$é prezentowania anty-
genu [38], hamuje proliferacje prekursoréw osteoklastéw [38], pobudza uwalnianie histaminy
przez bazofile [32,38]. Neutrofile i eozynofile pod wptywem GM-CSF produkuja IL-1, IL-8,
TNF, a monocyty i makrofagi IL-1 i czynnik martwicy nowotwordéw (TNF) [38].

Podanie GM-CSF in vivo wywotuje zmiany w obrebie krwiotwdrczych komérek ukierun-
kowanych. Pojedyncza dawka GM-CSF podana myszy zwieksza liczbe komorek ukierunko-
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Rys. 4. Udziat GM-CSF w procesie krwiotworzenia [1]
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TABELA 3. Aktywnos¢ biologiczna GM-CSF [11]

nasilanie funkcji

neutrofili

przezycie i synteza biatka

hamowanie migracji

metabolizm tlenowy

degranulacja

wydzielanie cytokin

rekrutacja

fagocytoza za posrednictwem IgA

wychwytywanie pasozytéw i bakterii
cytotoksyczno$¢ komérkowa zalezna od przeciwciat

267

In vivo

nasilanie krwiotworzenia
eozynofilia

obnizenie poziomu
cholesterolu w surowicy
zesp6t mieloproliferacyjny
$lepota i nacieki miesni

(u zwierzat transgenicznych)

zmiany w obrebie receptoréw powierzchni komérki, np. fMLP
uwalnianie kwasu arachidonowego

synteza leukotriendw i czynnika aktywujacego ptytki
eozynofili

przezycie

cytotoksyczno$é

synteza leukotrien6w

bazofili

uwalnianie histaminy

makrofagow

ekspresja cytokin

zabijanie pasozytéw

ekspresja antygenow receptoréw powierzchniowych
zabijanie komorek guza

przyleganie

metabolizm tlenowy

komérek Langerhansa

dojrzewanie, zywotno$¢ i czynnos$é

limfocytéw ?

wanych linii mieloidalnej szpiku w 72 godziny po podaniu w sposéb zalezny od dawki.
Obserwowano takze zwiekszenie liczby komorek ukierunkowanych i macierzystych krwi
obwodowej z osiggnieciem przejsciowego szczytu po ok. 12 godzinach i powrotem do
wartosci wyjsciowych w ciggu 48 godzin [22].

U pacjentow leczonych GM-CSF nastepowato znaczne skrécenie czasu cyklu komérko-
wego z 86 do 26 godzin [22]. Liczba komérek ukierunkowanych linii mieloidalnej wzrastata
przecietnie trzynastokrotnie po 4-7 dniach leczenia GM-CSF [22].

GM-CSF we wzrastajgcych stezeniach zwigksza rozmiary kolonii granulocytéw/makrofa-
goéw tworzonych przez GM-CFC (granulocyte/macrophage-colonyforming celi). Przy wzra-
stajgcych stezeniach GM-CSF w badaniach komorek prekursorowych dominujacy typ kolonii
rozwijajacy sie z GM-CFC zmienia sie¢ z makrofagoéw na granulocyty. Jezeli w hodowli
komaérek tworzacych kolonie szpiku zabraknie GM-CSF, to beda one obumiera¢ ze stalg
szybkos$cig wynoszacg 5% wyjsciowej liczby komérek na godzine. W obecnosci GM-CSF
krwiotwdrcze komorki ukierunkowane proliferujg i ré6znicujg sie w ciggu 2 do 10 dni [10],
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TABELA 4. Bezpo$redni wptyw GM-CSF na czynnos$¢ neutrofili [33]

Hamowanie przypadkowej migracji
Zwiegkszanie przezywalnosci
Degranulacja pierwotnych i wtérnych ziarnistosci

Zdolno$¢ biosyntezy 1) zwiekszona synteza czynnika aktywujacego ptytki
2) zwigkszona synteza leukotrienu B4
3) zwigkszona synteza przeciwdrobnoustrojowych biatek kationowych
4) synteza de novo biatka wydzielniczego O m. cz. 23 kDa

Fosforylacja reszt tyrozyny wewnatrzkomaérkowych substratow

Ekspresja genow 1) wywotywanie ekspresji gendw wczesnej odpowiedzi: c-fos, T1S-8, (Egr-1)
2) wyw(dywanie ekspresji genu dla interleukiny-1
3) wywotywanie ekspresji genu dla interleukiny-6
4) wywotywanie ekspresji genu dla G-CSF, CSF-1, TNF-a

Fenotyp powierzchni komérek 1) zmiana powinowactwa receptora Fc IgA
2 zmniejszanie ekspresji czasteczki LAM-1*
3) zmniejszanie ekspresji czasteczki leukotrienu B4 i receptora dla IL-8
4) zwieksanie ekspresji czasteczki Mo-1 (CDI Ib)
5) zwiekszanie ekspresji antygenéw réznicowania CD35 i CD 18
6) modulowanie ekspresji i powinowactwa receptora dla fMLP**

Metabolizm cyklicznych nukleotydéw 1) pobudzanie aktywnosci cyklazy guanylowej
2) hamowanie aktywnosci cyklazy adenylowej
3) pobudzanie aktywnosci GTP-azy

*LAM-1 - leukocyte adhesion molecule-1; ** fMLP - formyl-metionyl-leucyl-fenyloalanina

Jezeli GM-CSF nie bedzie dodawany do GM-CFC przez ponad 24 godziny, to nastepne
podanie GM-CSF po takim czasie nie bedzie w stanie pobudza¢ tworzenia kolonii.

Neutrofile wykazujg ekspresje receptora dla GM-CSF na swej powierzchni. Przytgczenie
do niego ligandu prowadzi do bezposrednich zmian biochemicznych. Dochodzi do uwolnienia
kwasu arachidonowego z fosfolipidéw btonowych, po czym nastepuje modyfikacja liczby i
powinowactwa receptoréw dla chemotaktycznego peptydu N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) i
zwiekszenie ilosci glikoprotein powierzchni komérki zwigzanych z kompleksem Mol [22,
39] oraz LeuM5 [39]. Te procesy w komorce prowadzg do zmian stanu aktywacji neutrofila.
Takie neutrofile wykazujg nadwrazliwo$¢ na takie wtdrne bodzce, jak: czynniki chemotakty-
czne (fMLP, rozpuszczalne produkty aktywacji dopetniacza-C5desArg) i metabolity kwasu
arachidonowego (LTB4) [22]. Odpowiedz tak przygotowanych neutrofiléw na wtérne bodzce
prowadzi do nasilenia depolaryzacji btonowej i fagocytozy [22].

Dootrzewnowe podanie mysiego GM-CSF u myszy wywotywato w jamie otrzewnowej
znaczne zwigkszenie liczby neutrofili, monocytéw, eozynofili [38], a zmniejszenie liczby
limfocytéw [25]. Po podaniu GM-CSF myszy obserwowano zwiekszenie liczby granulocytéw
i monocytoéw w watrobie oraz granulocytéw w ptucach [25].

Uzycie GM-CSF znakowanego jodem 125 wykazato, zejego biologiczny okres péttrwania
wynosi ponizej 6 godzin [6].

GM-CSF syntetyzowany przez bakterie podany dozylnie ma potowiczy czas rozmieszcze-
nia ponizej 5 minut, a potowiczny czas wydalania 85 do 125 minut. GM-CSF podany
podskérnie powoduje wiekszy wzrost liczby leukocytéw niz podany dozylnie. Podany pod-
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TABELA 5. Pos$redni wptyw GM-CSF na czynno$¢ neutrofili [33]

Degranulacja pierwotnych i wtérnych ziarnistosci

Dziatnie przeciw drobnoustrojom 1) nasilanie zabijania T. cruzi
2) nasilanie fagocytozy opsonizowanych bakterii
3) nasilanie fagocytozy C. albicans i drozdzy piekarskich
4) nasilanie zabijania opsonizowanych T. glabrata

Dziatanie przeciwnowotworowe nasilanie cytotoksycznosci komérkowej zaleznej od przeciwciat
w stosunku HL-60 i linii komérek limfoidalnych

Wewnatrzkomérkowe pH 1) przyspieszanie zakwaszania
2) zwalnianie realkalizacji

Zwiekszanie przeptywu jonéw wapnia przez kanaty wapniowe

Nasilanie metabolizmu tlenowego

Hamowanie chemotaksji

Zdolnosci biosyntetyczne 1) zwiekszanie uwalniania kwasu arachidonowego
2) zwiekszanie syntezy produktow 5-lipooksygenazy
3) zwigkszanie syntezy czynnika aktywujacego ptytki
4) zwigkszanie uwalniania kwasu fosfatydowego i aktywacja fosfolipazy D
5) zwiekszanie wytwarzania diacylglicerolu
6) fosforylacja i aktywacja protoonkogenu c-raf

skornie w dawce 10 |Ag/kg i dobe powoduje znaczny wzrost stezenia GM-CSF utrzymujacy
sie przez ponad 12 godzin [23, 25].

Z nadsaczu tkanki tozyskowej wyizolowano dwie formy GM-CSF, dziatajgce bezposred-
nio, okreslane jako a i B. Obydwie majg mase czasteczkowg ok. 30000 daltondéw i dziatajgna
rézne subpopulacje komdérek macierzystych granulocytéw i makrofagow.

Jesli chodzi o zasieg oddziatywania, to GM-CSF dziata gtownie na krétkich odlegtosciach,
nawet miedzykomérkowych, aw matym tylko stopniujako wolno krazacy czynnik osiggajacy
krew obwodowa. GM-CSF zachowuje sie wiec zgodnie z modelem parakrynnym [12].

Organizm wytwarza oprocz czynnikéw pobudzajacych, rowniez substancje hamujgce
proces krwiotworzenia [34]. Ostatnio opisano rézne zwiazki odpowiedzialne za hamowanie
tworzenia komérek krwi. Ich obecno$¢ zapewnia istnienie mechanizméw kontrolnych o
charakterze ujemnych sprzezen zwrotnych nardznych etapach hemopoezy [34], Inhibitory te
moga hamowac proliferacje i réznicowanie krwiotwdrczych komorek macierzystych i ukie-
runkowanych. Inhibitorem hamujacym wybiérczo granulocytomonopoeze jest pentapeptyd
hamujacy hemopoeze. Nie wptywa on na czynno$¢ dojrzatych biologicznie granulocytow i
monocytow [34],

Substancjg egzogenng hamujaca tworzenie kolonii przez komarki prekursorowe szeregu
granulocytamo-makrofagalnego (CFU-GM) jest 2-chlorodeoksyadenozyna (2-CDA) [38].

8. INTERAKCJE GM-CSF Z INNYMI CYTOKINAMI

Komorki, na ktére dziata GM-CSF, znajdujg sie in vivo pod wptywem réwniez innych
cytokin. Istniejg dowody na to, ze synergistyczne reakcje miedzy cytokinami sg modulowane
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na poziomie receptorow powierzchni komorki. W zwigzku z tym zaproponowano, ze pobu-
dzanie receptoréw dla multi-CSF i GM-CSF transmoduluje receptory dla M-CSF i G-CSF
oraz ze jest to interakcja odpowiedzialna za wytwarzanie granulocytéw i makrofagéw w
obecnosci multi-CSF i GM-CSF [25]. Mozna przypuszcza¢, ze wytwarzanie eozynofili,
megakariocytéw i komérek linii erytroidalnej przez multi-CSF i eozynofili przez GM-CSF
odbywa sie za posrednictwem transmodulacji receptoréw dla biatek regulujacych wzrost
eozynofili, megakariocytow i komérek linii czerwonokrwinkowej [25]. Transmodulacja re-
ceptoréw mogtaby stanowi¢ potgczenie miedzy proliferacjg i roznicowaniem.

GM-CSF stymuluje jednojadrzaste komarki prekursorowe in vitro do produkcji TNF [15,
22, 34], IL-1 (IL-1 a i (3 [15, 22, 34], M-CSF [22, 34], G-CSF [22], Monocyty uzyskane od
pacjentéw leczonych GM-CSF stymulowane in vitro lipopolisacharydem (LPS) wydzielaty
TNFa iinterferon [22].Naskorkowe komoérki Langerhansa w obecnosci GM-CSF dojrzewaja
i proces ten moze nasila¢ dodanie IL-1 [22]. GM-CSF nasila proliferacje komérek T w
obecnosci 1L-2 [22].

GM-CSF stymuluje makrofagi do produkcjinadmiernych ilosci IL-1, IFNy, TNF i czynnika
wzrostu fibroblastow [20]. Wptyw GM-CSF naprzezycie iréznicowanie wczesnych komarek
prekursorowych moze by¢ czeSciowo modyfikowany przez IL-1 i IL-6 [32, 34], Nalezy
réwniez zwroci¢ uwage na zakres dziatania IL-3 i GM-CSF, ktére czeSciowo pokrywaja sie
[22]. Ot6z IL-3 w wiekszym stopniu stymuluje rozwo6j linii czerwonokrwinkowej niz GM-
CSF.

Dodanie rhSF (recombinant human Steel Factor) zwieksza ok. siedmiokrotnie liczbe
kolonii granulocytéw/makrofagéw w poréwnaniu z liczbg kolonii uzyskanych tylko przy
uzyciu GM-CSF [19]. W leczeniu zaburzen uktadu krwiotwérczego dodanie Steel Factor
moze by¢ pomocne w obnizaniu dawek innych czynnikéw wzrostu. Redukuje on takze objawy
uboczne, bez wptywania na skutecznos¢ samych czynnikéw wzrostu [19].

W trakcie wspomagania chemioterapii biataczek podawaniem GM-CSF stwierdzono gwat-
towny wzrost poziomu czynnika martwicy nowotwordw z maksimum przypadajacym 3 i 4
dnia podawania GM-CSF [36].

Monocyty aktywowane in vitro interferonem po stymulacji GM-CSF uwalniajg czynnik
martwicy nowotworéw [19].

9. GM-CSF A BIALACZKI

Transformacja biataczkowa w kontekscie badan nastepstwa nadmiernych pozioméw
krwiotwaérczych czynnikéw wzrostu oznacza potencjalna zdolnos¢ tych czynnikéw do wywo-
tywania postepujagcego wzrostu guza w przypadku przeszczepienia jego komdrek nienapro-
mienionemu syngenicznemu biorcy.

Wykazano, ze trzy krwiotwdrcze czynniki wzrostu moga pobudzac proliferacje niektorych
biataczkowych komadrek rodzicielskich. Sg to: 1L-3, GM-CSF i G-CSF [26, 27].

Cechg charakterystyczng wszystkich przypadkéw ostrej biataczki szpikowej jest blok w
normalnym dojrzewaniu blastéw [25], Blok ten moze by¢ zwigzany z zaburzeniami procesow
biochemicznych bioragcych udziat w krzyzowym modulowaniu receptoréw dla krwiotwor-
czych czynnikéw wzrostu lub z kontrolg ekspresji genéw kodujacych czynniki réznicowania.
Wyniki badan in vitro sugeruja, ze w momencie rozpoznania wiekszo$¢ biataczek szpikowych
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wymaga do proliferacji egzogennego czynnika pobudzajgcego tworzenie kolonii. W niekto-
rych przypadkach komorki biataczkowe moga produkowac czynniki pobudzajgce tworzenie
kolonii (CSF). Stwierdzono réwniez, ze krzywa odpowiedzi na CSF w zaleznosci od dawki
dla komdrek normalnych i biataczkowych jest podobna. Nie wiadomo jeszcze, ktéry czynnik
wzrostu stymuluje rozwoj biataczki in vivo. Nie stwierdzono, aby komorki biataczkowe miaty
zwiekszong ilo$¢ receptorow dla GM-CSF i G-CSF, co moze $wiadczy¢ o tym, ze biataczki
te nie byty stymulowane autokrynnie [26].

Model do tych badan powstat dzieki mozliwosci wprowadzenia DNA do komdrek szpiku
zapomocaretrowirusa i repopulacji tych komérek u nienapromienionych biorcow. W wyniku
takiego postepowanianastepujemasywnahiperplazjapopulacjigranulocytéw/makrofagéow w
watrobie i ptucach, wykazujacapewne podobieAstwo histologiczne do komérek typowych dla
przewlektej biataczki szpikowej, ale komorki te nie byty biataczkotworcze po transplantacji.
Po wstawieniu za pomoca retrowirusa genu dla CSF do zaleznej od CSF linii nieSmiertelnych
komorek krwiotwdrczych, nabywaty one zdolno$¢ do produkcji czynnika wzrostu, ktéra
szybko prowadzita do biataczkowej transformacji. Te nieSmiertelne linie majg ceche typowa
dla komérek biataczkowych: wyjatkowo wysoka zdolno$¢ samoodnawiania, a poza tym
zaburzenia w kariotypie [22].

Blasty typowe dla ostrej biataczki szpikowej moga proliferowa¢ pod wptywem GM-CSF
[18, 27], Wystepuje to czesciej, gdy udziat blastéw w szpiku wynosi ponad 20%, a GM-CSF
jest stosowany w wiekszych dawkach [18]. Nie zaleca si¢ stosowania GM-CSF u chorych na
ostrg i przewlek}g biataczke szpikowgq oraz zesp6t mielodysplastyczny, u ktérych zawarto$é
blastdw w szpiku przekracza 10-15% [18]. Mieloblasty maja receptory dla GM-CSF, dlatego
podczasjego stosowania moze dochodzié do nasilenia ostrej biataczki [12].

GM-CSF zwieksza poziom biatka bedacego produktem protoonkogenu c-myc w komor-
kach traktowanych uprzednio dwumetylo-sulfotlenkiem (DMSOQO) [41]. DMSO moduluje
odpowiedz na GM-CSF przez zmienianie liczby jego receptoréw lub inny mechanizm nie
zwigzany bezposrednio z modulacja ekspresji protoonkogenu c-myc [41],

10. DZIALANIA NIEPOZADANE

Przy stosowaniu GM-CSF w dawkach leczniczych wystepowaty takie niepozadane
objawy, jak: bole kostne [13,18,23,26,30,34,36], bdle mie$niowe [12,13,36], bdle stawowe
[12], bole gtowy [36], dusznos¢ [36], wymioty [36], zapalenie zyt w miejscu podania [12,16,
27,30], erytrodermia[13], stan podgorgczkowy lub goraczka[4,12,13,23,26,30,34], uczucie
wyczerpania [43], jadtowstret [12, 18], obrzek [26], pocenie sie i biegunki [18]. W dawkach
maksymalnych obserwowano zapalenie osierdzia [23, 26]. Czesto$¢ wystepowania objawow
niepozadanych w grupie 106 pacjentéw, ktérzy otrzymywali GM-CSF przez 24 godziny w
ciggtym wlewie dozylnym w dawce 250 pg/m przedstawia tabela 6 [18].

Wyjatkowo rzadkim dziataniem niepozadanym GM-CSF jest zespdt przesiakania
witosniczkowego (capillary leak syndrome). Zespét ten wystepuje réwniez jako powiktanie
u chorych po przeszczepieniu szpiku niezgodnego tkankowo [35). Klinicznie cechuje go
przyrost masy ciata powyzej 10% wagi naleznej, masywne obrzeki na obwodzie, hipoprotei-
nemia, obnizenie osrodkowego ci$nienia zylnego oraz wysieki wjamach ciata. W omawianym
przypadku zespét ten rozwingt sie u 50-letniego pacjenta hospitalizowanego z powodu
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niedokrwistosci opornej na leczenie, po stosowaniu rhGM-CSF w dawce 250 (ig/m2 przez 24
godziny w ciggtym wlewie dozylnym przez 7 dni [2], Doniesiono réwniez o nieoczekiwanie
korzystnym dziataniu GM-CSF, polegajacym na zmniejszeniu stezenia cholesterolu przeciet-
nie 0 40% [11].
Objawy przedawkowania badano na transgenicznych myszach, cechujacych sie wysokim
poziomem GM-CSF [30]. U tych myszy wystepowata $lepota, spowodowana naciekami
makrofagéw, ktére uszkadzajg Swiattoczutg war-
TABELA 6. Dziafania niepozadane GM-CSF stwe siatkowki i powoduja jej odklejenie [11, 22],
stosowanego w dawce 250 fig/m2przez 24 rozsiane nacieki ztozone z monocytow, gtéwnie w
godziny w ciggtym wlewie dozylnym wedtug  mies$niach poprzecznie prazkowanych [11, 30], li-
czgstosci wystepowania (n = 106) [18] czne ogniska zapalne w szkielecie i w tkance mies-
Dziatanie niepozadane  Czestosé nia sercowego [22], przekrwienie jelita cienkiego z
wystepowania w % mikroskopowymi krwotokami do jego $wiatta [22],

Béle kostne 17 zwidknienie weztow chtonnych wjamie otrzewnej,

Goraczka 12 optucnej i osierdziu [22]. Nadmiernie wysokie po-
Ogolne wyczerpanie 12 ziomy GM-CSF u transgenicznych myszy prowa-
Pocenie sie R dzity do $miertelnego wyniszczenia [22, 30].

:ir:gkui’f;ytu’ nudnosci 2 W makrofagach transgenicznych myszy stwier-

dzono podwyzszong aktywnos$é aktywatora plazmi-

nogenu typu urokinazy (u-PA) i zwiekszenie ilosci
jego mRNA. Poniewaz ekspresja tego enzymu koreluje z uszkodzeniem tkanek i migracja
komérek, ajego podanie wywotuje krwawienia, to postuluje sie udziat u-PA w uszkodzeniu
tkanek u myszy transgenicznych pod wzgledem genu dla GM-CSF [14],

11. ZASTOSOWANIE KLINICZNE

11.1. Cytopenia wywotana chemioterapia

Uzycie GM-CSF i innych krwiotwo6rczych czynnikow wzrostu skraca czas trwania cyto-
penii wywotanej chemioterapig [13, 18, 34], Wieksza liczba pacjentow moze otrzymywacé
chemioterapie wedtug petnego schematu [18, 25, 34, 36]. GM-CSF stosowany przed rozpo-
czeciem chemioterapii zwieksza czesto$¢ remisji klinicznych, poniewaz komérki nowotwo-
rowe zostajg zatrzymane w fazie S cyklu komérkowego, co zwieksza ich dostepnos$é dla
cytostatykow [13,18,34]. Jest to korzystne dziatanie, zwtaszcza w ostrej biataczce szpikowej
leczonej cytarabina [34].

Neutropenia i posocznica wywotane chemioterapig zwiekszajg zachorowalnos¢ i Smiertel-
no$¢ wsrdd chorych oraz koszty ich leczenia. Poréwnywano wptyw podawania GM-CSF w
pierwszym cyklu chemioterapii miesaka z drugim cyklem bez podawania GM-CSF i stwier-
dzono, ze GM-CSF skraca czas trwania neutropenii z 7,4 dnia do 3,5 dnia. Poza tym
trombocytopenia byta mniej zaznaczona w cyklach z GM-CSF [34], U chorych z rakiem
jajnika, u ktérych stosowano karboplatyne we wzrastajacych dawkach z cyklofosfamidem,
GM-CSF powodowat zwiekszenie liczby krwinek ptytkowych [40]. GM-CSF skracat czas
trwania i gtebokos$¢ neutropenii u pacjentéw, u ktérych stosowano chemioterapie z powodu
szpiczaka, chtoniakdw lub guzéw litych. Liczba zakazen ulegta obnizeniu z 80% do 10%, 90%
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cyklow chemioterapii mozna byto prowadzi¢ wedtug schematu w poréwnaniu do 20%, gdy
nie stosowano GM-CSF [25].

GM-CSF moze korygowac¢ granulocytopenie w zespole Felty’ego. Jednak obserwowana
dysfunkcja szpiku nie zostata usunieta trwale i przerwanie leczenia powodowato nawrot
granulocytopenii [15].

11.2. Popromienna aplazja szpiku

Napromienienie szpiku prowadzi do indukowanej aplazji. Prawdopodobienstwo napro-
mieniowania jest do$¢ wysokie w zwigzku z mozliwoscig awarii w duzej liczbie funkcjo-
nujacych elektrowni jadrowych oraz zrédet promieniowania jonizujagcego stosowanych w
przemysle i medycynie.

Podczas awarii w Klinice radioterapii w Goiania w Brazylii w 1987 roku doszto do
napromieniowania promieniotworczym cezem (137Cs) 8 osob, u ktérych w leczeniu zastoso-
wano GM-CSF w dawce 500 fig/m2/d [36]. U wiekszosci os6b doszto do zwigkszenia liczby
leukocytow. Cztery osoby przezyly to napromieniowanie. Dwie z nich otrzymaty GM-CSF
wkrotce po napromieniowaniu i u nich nie doszto do zakazenia. W przypadku napromienio-
wania GM-CSF wplywa wyltacznie na objawy pozwalajac na skrécenie krytycznego okresu,
dopoki nie zostanie przeprowadzone autologiczne lub allogeniczne przeszczepienie szpiku
[20],

W wyniku badan przeprowadzonych namyszach okazato sig, ze pojedyncze dootrzewnowe
wstrzykniecie GM-CSF w dawce 1do 5 pg, trwajagce 1do 3 godzin po dawce $miertelnego
promieniowania LD90/30 (dawce zabijajacej 90% myszy w ciggu 30 dni) nie miato wptywu
na przezycie myszy [27].

GM-CSF w potagczeniu z interleuking-1 wykazuje dziatanie radioochronne, co wynika z
badari nad letalnie napromieniowanymi myszami [38].

11.3. Niedokrwisto$¢ aplastyczna

GM-CSF znalazt zastosowanie w leczeniu niedokrwistosci aplastycznej. W tej jednostce
chorobowej krotkotrwaty wlew dozylny GM-CSF w dawce 2-64 pg/kg /d powodowat wzrost
liczby neutrofili i eozynofili u wiekszosci pacjentéw. Towarzyszyto temu niewielkie zwie-
kszenie liczby krwinek ptytkowych i retykulocytéw, jednak bez wiekszego wptywu na
wymagania przetoczeniowe. Poprawa czynnos$ci krwiotwdérczej szpiku podczas stosowania
GM-CSF byta ograniczona do pacjentow z wyjsciowg liczbg neutrofili powyzej 100/pl.
Korzystne byto zmniejszenie stezenia cholesterolu podczas leczenia GM-CSF [12]. Lecze-
niem alternatywnym do przeszczepienia szpiku w niedokrwisto$ci aplastycznej jest poda-
wanie globuliny antylimfocytamej (ALG). Powrét do prawidtowej czynnosci uktadu
krwiotwdrczego po uzyciu ALG trwa 1-4 miesiecy. Dla skrdécenia tego okresu nadaje sie
GM-CSF dzieki mozliwosci zwiekszania liczby granulocytow [17]. W jednej z prac przedsta-
wiono przypadek ciezkiej niedokrwistosci aplastycznej z brakiem neutrofili na obwodzie u
4-letniego chtopca, u ktérego wczesne leczenie GM-CSF i ALG spowodowato state zwieksze-
nie liczby neutrofili, az do osiggniecia wartosci prawidtowych. Podawano rhGM-CSF (San-
doz-Schering-Plough) w ciggtym wlewie do zyty centralnej w dawce 8 [tg/kg /d przez 14 dni.
Odpowiedz na leczenie, wyrazajgca sie zwiekszeniem liczby neutrofili utrzymywata sie przez
3miesigce [17]. Inni autorzy wykazali wiekszg skuteczno$é¢ G-CSF w leczeniu tego schorzenia

[9].
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11.4. Niedobory odpornosci

GM-CSF znalazt zastosowanie w leczeniu wrodzonych i nabytych niedoboréw odporno-
Sci. W leczeniu ciezkiej przewlektej neutropenii dawka GM-CSF wynoszaca 4-26 fig/kg/d
(150-1000 (ig/m2/d) przez 12-14 kolejnych dni wywotywata zwiekszenie liczby neutrofili od
mniej niz 0,25 x 10 do 3—9 x 109/1 [32].

Na podstawie wielu préb okazato sig, ze najbardziej skutecznym sposobem stymulowania
krwiotworzenia in vivo jest stosowanie kombinacji r6znych czynnikéw pobudzajacych two-
rzenie kolonii. Potgczenie GM-CSF z IL-3 lub z IL-4 prowadzito do klinicznej poprawy we
wrodzonych defektach odpornosci humoralnej i komdérkowej.

Leczenie GM-CSF pacjentow chorych na AIDS powodowato znaczne zwiekszenie liczby
neutrofili, eozynofili i monocytéw krwi obwodowej. W czasie leczenia GM-CSF nie obser-
wowano zmiany stosunku limfocytéw T pomocniczych do cytotoksycznych [22]. W AIDS w
wyniku stosowania GM-CSF dochodzito do wyréwnania leukopenii po leczeniu przeciwwiru-
sowym. Problem w tym przypadku stanowi modulacja aktywno$ci wirusa. Badania in vitro
wykazaty, ze osoczowe stezenie antygenu p24 (biatka otoczki HIV) zwieksza sie po inkubacji
z GM-CSF. Leczenie srodkami wirostatycznymi wywotuje czesto neutropenig, np. gancyklo-
wir stosowany w leczeniu zakazenia cytomegalowirusem u chorych na AIDS indukuje
neutropenie. Podskdrne stosowanie GM-CSF w czasie leczenia gancyklowirem zwiekszato
komoérkowosé szpiku, liczbe krwinek we krwi obwodowej i skuteczno$¢ leczenia [22].
GM-CSF w zaleznosci od dawki zwieksza liczbe leukocytow. Nie wiadomo jeszcze, czy
GM-CSF wptywa na przebieg zakazenia HIV. Podczas stosowania zydowudyny i GM-CSF
nie stwierdzono klinicznego pogorszenia, jak rGwniez zwigkszenia stezeniaantygenu p24 (27).
Mozliwe, ze przez stymulacje proliferacji makrofagéw zwieksza sie rowniez liczba potencjal-
nie zakazonych komérek [17]. 14-dniowy wlew GM-CSF u chorych na AIDS powoduje za-
lezne od dawki zwiekszenie catkowitej liczby leukocytow, w tym neutrofili i eozynofili.
Czynnos¢ neutrofili badana w testach in vitro po podaniu GM-CSF nie wykazata zaburzen.
Stosowanie GM-CSF u chorych na AIDS moze zwiekszac tolerancje na leczenie Azatiopryna,
gancyklowirem, kotrimoksazolem i chemioterapig miesaka Kaposiego.

11. 5. GM-CSF w przeszczepianiu szpiku

Zastosowanie krwiotwérczych czynnikdw wzrostu, w tym GM-CSF w przeszczepianiu
szpiku daje nastepujgce mozliwosci [13]:

1) skrdcenie czasu trwania neutropenii spowodowanej leczeniem cytotoksycznym;

2) mobilizacja komdérek macierzystych do krwi obwodowej w celu przeprowadzenia
autologicznej transplantacji szpiku;

3) pobudzanie komorek biataczkowych do wejsciaw cyklkomdérkowy przed rozpoczeciem
chemioterapii;

4) nasilanie fagocytozy;

5) nasilanie przeciwnowotworowej odpowiedzi gospodarza.

Zanim przeszczepiony szpik podejmie funkcje uptywa zwykle 2 do 4 tygodni. GM-CSF
przyspiesza odnowe granulocytéw i innych komarek linii mieloidalnej po autologicznym
przeszczepieniu szpiku (ABMT), obniza liczbe zakazen bakteryjnych, wirusowych i epizodéw
septycznych [12, 32, 34], Powr6t do wydolnosci uktadu krwiotworczego po przeszczepie-
niu szpiku wigze sie z liczbg przeszczepionych komaérek macierzystych. Socinski i wsp.
sugeruja, ze GM-CSF podany po chemioterapii moze zwiekszaé pule kragzacych komérek ma-
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cierzystych (Peripheral Blood Stern Cells - PBSC), dowodzac, ze samo podanie GM-CSF
mogtoby dostarczy¢ wystarczajaca ilos¢ PBSC dla celéw transplantacji. Pacjenci otrzymujacy
komarki macierzyste uzyskane po podaniu GM-CSF wykazywali szybki powrét do fizjologi-
cznych ilosci krwinek biatych, w tym granulocytéw obojetnochtonnych, w poréwnaniu z
grupg kontrolng.

Jednym z powazniejszych powiktan allogenicznego przeszczepienia szpiku jest rozwoj
choroby przeszczep przeciw gospodarzowi (Graft versus Host Disease - GvHD), w ktdrej
immunokompetentne komdrki T przeszczepu /eagujg z antygenami zgodnosci tkankowej
komorek gospodarza. Ryzyko wystgpienia GvHD moze zosta¢ znacznie zmniejszone przez
usuniecie komorek T ze szpiku dawcy. Jednak usuniecie komorek T samo przez sie zwieksza
ryzyko wystgpienia niewydolnosci szpiku. Moze to odzwierciedla¢ defekt endogennej pro-
dukcji GM-CSF przez komérki T, poniewaz komorki T uzyskane do 18 miesiecy po prze-
szczepieniu szpiku (z lub bez usuwania komorek T) wykazuja niewielka ekspresje czasteczek
GM-CSF na swej powierzchni lub jej brak [32].

W badanej grupie 15 pacjentéw po ABMT z powodu chtoniakéw, ktérym podawano
GM-CSF w dawce 15-240 pg/m2/d przez 14 dni stwierdzono, ze pacjenci otrzymujacy
GM-CSF w dawce przekraczajgcej 60 fjg/m2/d wykazali przyspieszenie odnowy neutrofili do
wartosci 0,5 x 103/|I1, ktére nastgpito w 14 dniu leczenia w poréwnaniu z 25 dniem w grupie
pacjentow nie otrzymujacych GM-CSF. Pacjenci otrzymujacy GM-CSF szybciej uniezalez-
niali sie od przetaczania preparatow krwinek ptytkowych (z 9% na 30%), goraczka i hospi-
talizacjapo ABMT trwata krocej, stwierdzono mniejsza liczbe pozytywnych posiewéw krwi
i wyraznych dziatan niepozadanych ze strony GM-CSF [13]. W innej grupie 12 pacjentow,
ktorzy otrzymywali chemioterapie w wysokich dawkach i u ktérych przeprowadzono ABMT
podajac jednoczesnie GM-CSF w dawce 100-400 |ig/m2/d, $redni czas uplywajacy do
osiggniecia liczby neutrofili 0,5 x 1091 wynosit 16,3 dnia, podczas gdy w grupie bez
stosowania GM-CSF wynosit 25 dni. Nie obserwowano wptywu GM-CSF na liczbe krwinek
ptytkowych [13].

GM-CSF moze znalez¢ zastosowanie w leczeniu opdznionego przyjeciasie autologicznego
przeszczepu szpiku. Badania 6 pacjentéw z op6znionym przyjeciem przeszczepu wynoszacym
powyzej 55 dni, po stosowaniu wysokich dawek cytostatykow i ABMT wykazaly reakcje u 3
pacjentéw na 14-dniowy kurs leczenia GM-CSF w dawce 10 |ig/kg/d przynajmniej siedmio-
krotnym wzrostem liczby krazacych granulocytéw z réwnoczesnym zwiekszeniem aktywno-
$ci granulopoetycznej szpiku. U dwéch z trzech pacjentdw liczba granulocytéw powrécita do
wartosci z okresu sprzed rozpoczecia leczenia, odpowiednio, w czwartym i si6dmym tygodniu
od zakonczenia podawania GM-CSF. Wyniki te wskazuja, ze leczenie przy uzyciu GM-CSF
u pacjentow ze znacznie op6znionym przyjmowaniem przeszczepu po ABMT moze stymu-
lowac¢ granulopoeze, ale u czesci pacjentéw jest to tylko przemijajacy efekt [4]. Uzycie
GM-CSF po ABMT powinno by¢ traktowane jako leczenie wspomagajace, skracajace czas
trwanianeutropenii, czas izolacji chorego i zmniejszajace koszty leczenia, ale nie wptywajace
znaczaco na dtugosc¢ przezycia.

11. 6. Zesp6t mielodysplastyczny (MDS)

Zakazenia w przebiegu tego zespolu stanowig jedno z gtéwnych powiktan, co jest
uwarunkowane matg liczbg leukocytéw. U tych pacjentéw GM-CSF moze zwiekszaé liczbe
neutrofili, jednak efekt ten utrzymuje sie tylko w okresie jego podawania. Pacjenci z MDS
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odpowiadali naleczenia GM-CSF zwiekszeniem liczby neutrofili, monocytéw i eozynofili, w
niektorych przypadkach rowniez krwinek ptytkowych [22]. U czesci pacjentéw zwiekszeniu
ulegata liczba krwinek ptytkowych i retykulocytow [12, 17, 28]. Krotkotrwate wlewy GM-
CSF w dawkach od 15 do 500 (ig/m2/d powodowaty zwigkszenie liczby leukocytéw, w tym
neutrofili i eozynofili, u wiekszosci pacjentéw. U czesci pacjentdw obserwowano wzrost
liczby krazacych blastéw [22], poniewaz mieloblasty majareceptory dla GM-CSF i powoduje
to przyspieszenie progresji ostrej biataczki (u 5 z 26 pacjentéw z MDS) [12].

Inna grupa badata 133 pacjentow z MDS, u ktérych stosowano GM-CSF podskornie w
dawce dobowej 3 [tg/kg oraz grupe kontrolng przez 90 dni [32]. Liczba neutrofili w grupie
kontrolnej pozostata w granicach wyjsciowych ok. 0,6 x 10 /1, podczas gdy pacjenci otrzy-
mujagcy GM-CSF wykazywali znaczacy wzrost (p < 0,01) do ok. 3,8 x 10 fl pod koniec
90-dniowego okresu. Zwiekszeniu ulegtarowniez liczbamonocytéw, eozynofili i limfocytow
oraz wystepowato mniej rozlegtych zakazen (15% w stosunku do 33% w grupie kontrolnej, p
<0,02) [32]. Inni autorzy stwierdzili wiekszg skuteczno$¢ G-CSF w leczeniu tego zespotu [9].

12. ZAKONCZENIE

GM-CSF odgrywa istotng role w regulowaniu proliferacji i réznicowania prawidtowych
komorek szpiku. Nieprawidtowe wytwarzanie GM-CSF lub defekt jego receptoréw moze
mie¢ znaczenie w patogenezie réznych schorzen uktadu krwiotwdrczego.

Badania dotyczace wasciwosci GM-CSF i wyniki préb klinicznych uwidaczniajg mozli-
wos$¢ jego stosowania w leczeniu takich chorob, jak: niedokrwisto$¢ aplastyczna, zespot
mielodysplastyczny, wrodzone i nabyte niedobory odpornosci. Moze réwniez przyspieszac
odnowe uktadu krwiotwaérczego po radio- i/lub chemioterapii oraz po przeszczepieniu szpiku.
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THE ROLE OF THE RECEPTORS
WITH INTRINSIC TYROSINE KINASE ACTIVITY
IN THE REGULATION OF HUMAN HAEMATOPOIESIS
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Filadelfia, USA

Streszczenie. W pracy na podstawie danych z piSmiennictwa, jak i wynikdéw badan wiasnych autorzy przedstawili
poglad na role receptoréw majacych wewnetrzng aktywno$¢ kinazy tyrozynowej w regulacji krwiotworzenia u
cztowieka. Opisane do tej pory receptory tej grupy podzielono natrzy grupy. Grupapierwszato receptory bezposrednio
regulujace m.in. proliferacje i r6znicowanie najwczesniejszych komdrek hemopoetycznych. Zaliczono do niej STK-1
R i c-kit R. Na zaburzenie w ekspresji STK-1 R najbardziej wrazliwe okazaty si¢ komdrki inicjujace hodowle
dtugoterminowe szpiku. Natomiast na zaburzenia w ekspresji c-kit R komoérki ukierunkowane uktadu czerwonokrwin-
kowego. W drugiej grupie umieszczono CSF-1 R, ktdry ulega ekspresji na komdrkach linii hemopoetycznej dajacej
poczatek monocytom i makrofagom. W trzeciej grupie receptoréw o wewnetrznej aktywnosci kinazy tyrozynowej
zamieszczono z kolei: IGF-1 R, PDGF R oraz bFGF R, ktérych udziat w regulacji hemopoezy jest wg autoréw
prawdopodobnie posredni. Receptory trzeciej grupy wystepuja bowiem na komérkach dodatkowych szpiku kostnego,
ktoére pobudzane swoistymi ligandami moga w sprzyjajacych warunkach wydziela¢ rézne czynniki hemopoetyczne
stymulujace krwiotworzenie. Na obecnym etapie nie mozna jednak wykluczyé, ze zaréwno IGF-1 i bFGF jako
mezodermalne czynniki wzrostowe odgrywaja wazna role w ontogenezie ukfadu krwiotwérczego, regulujac prolife-
racje ptodowych komérek krwiotwérczych.

Summary. Based on the literature review as on the results of their own experiments the authors present their point of
view on the role of receptors with intrinsic receptor tyrosinase activity in the regulation of human haematopoiesis.
According to the physiological role and importance, these receptors were divided into three subgroups. The first
contained c-kit as STK-1receptors - involved in the proliferation and the differentiation of early hemopoietic cells.
The second contained CSF-1 R expressed on cells of macrophagic - monocytic lineage. The receptors belonging to
the third group - IGF-1 R, bFGF R and PDGF R according to the guthors were not expressed - on the assayed in the

*Wyktad wygtoszony na V Ogélnopolskiej Konferencji Biologii Komérki. Wroctaw: 2-4 lipiec 1993 r.
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in vitro assays - clonogeneic progenitors and thus are not directly involved in the regulation of proliferation of these
cells. Because the receptors belonging to the last group are expressed on bone marrow accessory cells - these cells
when stimulated with appropriate growth factors secrete other cytokines which could influence the development of
early hemopoietic cells. Nevertheless, the role which the receptors from the third group are playing in fetal
haematopoiesis, as in the proliferation of the most primitive haematopoietic stem cells needs further studies.

Wykazskrotow: bFGF (ang. Basic Fibroblast Growth Factor) - zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastéw; bFGF R
(ang. Basic Fibroblast Growth Factor Receptor) - receptor dla zasadowego czynnika wzrostowego fibroblastéw;
FLT3/FLK2 (ang. Fetal Liver Tyrosine Kinase 3 orl)- odkryty ostatnio receptor o wewnetrznej aktywnosci kinazy
tyrozynowej wystepujacy m.in. na mysich komérkach krwiotwdrczych w watrobie ptodowej, ludzkim homologiem
jestSTK-1 R; FACS (ang. Fluorescein Activated Cell Sorting)- technika izolacji komérek specjalnym urzadzeniem
mogacym izolowa¢ komorki majace interesujacy antygen; BFU-E (ang. Burst Forming Units of Erythrocytes) -
wczesna komoérkauktaduczerwonokrwinkowego tworzaca in vitro 14 dnia hodowli duze kolonie eryroidalne; CFU-E
(ang. Colony Forming Units of Erythrocytes) - bardziej zréznicowana od BFU-E komoérka ukfadu czerwonokrwin-
kowego tworzaca in vitro 7 dnia hodowli mate kolonie erytroidalne; GM-CFU (ang. Colony Forming Units of
Granulocytes and Macrophages) - wczesna komérka uktadu granulocytowo-makrofagowego tworzaca in vitro 11
dnia hodowli kolonie granulocytowo-makrofagowe; CFU-Meg (ang. Colony Forming Units of Megacaryocytes) -
wczesna komérka uktadu megakariocytowego tworzaca 11 dniahodowli in vitro kolonie megakariocytowe;CFU-Mix
(ang. Colony Forming UnitsofMixed Lineages) - jedna z wcze$niejszych komérek uktadu krwiotwérczego tworzaca
15 dnia hodowli in vitro kolonie sktadajace sie z krwinek czerwonych, granulocytéw, makrofagéw i megakariocytow;
c-kit R - receptor c-kit; CSF-1 (ang. Colony Stimulating Factor-1) - czynnik wzrostowy uktadu monocytowo-ma-
krofagowego, inaczej M-CSF; CSF-1R (Colony Stimulating Factor-1 Receptor) - receptor dla CSF-1; EpO -
erytropoetyna; GM-CSF (ang. Granulocyte-Monocyte Colony Stimulating Factor) - czynnik wzrostowy stymulujacy
wzrost kolonii granulocytowo-makrofagowych; IGF-1 (ang. Insuling Like Growth Factor-1) —czynnik wzrostowy
insulinopodobny - 1; IGF-1R (ang. Insuling Like Growth Factor-1 receptor) - receptor dla IGF-1; IL-3 - interleuki-
na-3; komoérki AT - - komérki jednojadrowe szpiku pozbawione komérek adherentnych i limfocytéw T; KKM -
Krwiotworcze Komorki Macierzyste - najwcze$niejsze komorki hemopoetyczne majace zdolno$é samoodnawiama;
KKU - Krwiotwoércze Komorki Ukierunkowane - bardziej dojrzate od komérek macierzystych, zatracaja zdolno$¢
do samoodnawiania, w hodowlach in vitro tworza klony komérek potomnych; KL (ang. kit Ugand) - ligand receptora
c-kit; PDGF (ang. Platelet Derived Growth Factor) - czynnik wzrostowy pochodzenia ptytkowego; PDGF-R (ang.
Platelet Derived Growth Factor Receptor) - receptor dla PDGF; RT-PCR (ang. Reverse Transcription - Polymerase
Chain Reaction) —czuta technika badania ekspresji mMRNA w komdrce, sktada sie z dwéch etapow, w pierwszym
MRNA, ktdrego ekspresje chcemy oceni¢, "przepisywany' jest zapomoca enzymu, tzw. odwrotnej transkryptazy, na
komplementarny odcinek cDNA, w drugim otrzymane cDNA jest amplifikowane za pomocga termocyklicznej reakcji
PCR. Amplifikowany wiele miliardéw razy produkt moze zosta¢ uwidoczniony na zelu agarozowym; SH-2 domena
(ang. src homology domain) —domena biatkowa o homologii biatka src; STK-1 R (ang. Stem Cell Tyrosine Kinase -
| Receptor) - nowoopisany receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej wystepujacy na ludzkich komérkach krwio-
twérczych

WSTEP

Wytwarzanie komorek krwi w szpiku kostnym podlega precyzyjnym mechanizmom
autoregulacyjnym. Na samoodnawianie krwiotwdrczych komoérek macierzystych (KKM) oraz
réznicowanie i proliferacje bardziej dojrzatych juz krwiotwérczych komdérek ukierunkowa-
nych (KKU) oddziatuja przez swoiste receptory powierzchniowe rozmaite czynniki dziatajace
stymulujaco badz hamujaco [32,35,43], Najlepiej poznane sareceptory tych czynnikow, ktére
stymulujg krwiotworzenie [34], Do najwazniejszych z nich nalezy grupa receptoréw powie-
rzchniowych, ktére obdarzone sg wewnetrzng aktywnoscia kinazy tyrozynowej [1], Interakcja
swoistego ligandu z receptorem tej grupy powoduje jego pobudzenie, a nastepnie autofosfo-
rylacje reszttyrozynowych wystepujacych w domenie wewnatrzcytoplazmatycznej receptora.
Autofosforylacja reszt tyrozynowych zapoczatkowuje z kolei szereg wzajemnych interakcji
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pomiedzy receptorem a biatkami bioracymi udziat w procesie transdukcji sygnatu z powierz-
tyrozyny biatka receptorowego stanowig miejsca akceptorowe, do ktorych przytaczajg sie
przez tzw. domeny SH-2 proteiny biorace udzial w generowaniu drugich przekaznikéw
informacji [36, 37]. Ostatecznie pobudzony receptor ulega internalizacji i zostaje zdegrado-
wany w uktadzie lizosomalnym komérki. Jego miejsce na powierzchni zajmuje nowozsynte-
tyzowane biatko receptorowe.

Jak wiadomo, nie opisano do tej pory takiego receptora o aktywnosci kinazy tyrozynowej,
ktéry bytby swoisty dla komorek krwiotworczych inie wystepowatby w organizmie na innych
komérkach. Jednoczes$nie nalezy réwniez podkresli¢, ze lista poznanych receptoréw o aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej, ktore wystepujg na komdérkach krwiotwaérczych, nie jest jeszcze
zamknieta i wkrotce moze sie znacznie rozszerzyc.

Niemniej jednak na obecnym etapie badan wiadomo, ze udziat niektérych z poznanych juz
receptoréw tej grupy makluczowe znaczenie w regulacjikrwiotworzenia. Powszechnie uwaza
sie, ze w hemopoezie biorg udziat nastepujace receptory obdarzone wewnetrzng aktywnoscig
kinazy tyrozynowej: c-kit R, IGF-1 R, STK-1 R, CSF-1 R, bFGF R, PDGF R [11, 39,40,48,
53, 54, 60].

W prezentowanej pracy oméwiony zostanie pokrotce udziat powyzszych receptorow w
procesie regulacji ludzkiej hemopoezy. Postuze sie danymi z pismiennictwa, jak i wynikami
badan wiasnych, przedstawiajgc nasz wiasny poglad na ich role w krwiotworzeniu.

RECEPTOR c-kit

Receptor ten wystepuje nanajwczesniejszych ludzkich komérkach uktadu krwiotworczego
[39, 40]. Opisano go m.in. na komdrkach majacych wzdr antygendw powierzchniowych:
CD34+,CD38-,CD33" [58], Wiaze on ligand znany w piSmiennictwie pod nazwg: czynnika
komorek macierzystych (ang. stem cellfactor) lub czynnika wzrostowego komérek tucznych
(ang. mast cell growthfactor) [61]. Poniewaz receptor c-kit wystepuje rowniez na niektorych
dojrzatych juz komérkach, np. granulocytach zasadochtonnych czy komérkach tucznych,
uwazamy, ze najbardziej stosownym okresleniem jego ligandu jest nazwa - ligand receptora
c-kit (ang. kit Ugand). Nazwag ta bedziemy sie postugiwac¢ w prezentowanej pracy.

Ligand receptora c-kit (KL) produkowany jest w szpiku kostnym przez komérki llbro-
blastoidalne podscieliska i komorki endotelialne naczyn krwionos$nych [3], Komorki stromal-
ne podsScieliska szpiku kostnego produkujg KL w dwdch postaciach. Pierwsza z nichjest trwale
zwigzana z powierzchnig btony komdérkowej. Druga natomiast tzw. sekrecyjna po umieszcze-
niu na powierzchni komorki zostaje uwolniona w wyniku trawienia enzymatycznego do
Srodowiska [27]. Obie formy KL wykazujg podobng aktywnos$¢ w hodowlach in vitro. In vivo
w szpiku kostnym oddziatujg m.in. na wczesne komdrki krwiotwoércze znajdujace sie w
niszach krwiotwdrczych. Przyjmuje sie, ze forma zwigzana z powierzchnig komérek fibro-
blastoidalnych szpiku petni role nie tylko hemopoetycznego czynnika wzrostowego, lecz
réwniez swoistej molekuty adhezyjnej dla tych wczesnych komérek krwiotwdrczych, ktore
maja na swojej powierzchni receptor c-kit [26]. Jest to o tyle istotne, gdyz jak wiadomo
bezposredni kontakt wczesnych komoérek hemopoetycznych (KKM i KKU) z komérkami
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fibroblastoidalnymipodscieliska, ktdre wyscielajg nisze krwiotworcze, petni kluczowgrole w
utrzymaniu zaréwno ich zywotnosci, jak i prawidtowym réznicowaniu i proliferacji [26].

Opublikowane dane $wiadczace o tym, ze KL zwieksza proliferacje najwczesniejszych
komérek krwiotworczych, tzw. pre-CFU (ang pre-Colony Forming Units) [4]. Wiadomo
réwniez, ze KL dodany do hodowli komérek ludzkiego szpiku, pomimo ze sam nie stymuluje
wzrostu bardziej dojrzatych juz krwiotwérczych komaérek ukierunkowanych, tzw. CFU (ang.
Colony Forming Units), to w obecnosci innych czynnikow wzrostowych wywiera efekt
kostymulacyjny zwiekszajac znacznie ich klonogenno$¢ [5,47].

W tabeli 1 przedstawiono wiasne dane oceniajgce wptyw KL jako kostymulatora innych
czynnikdw wzrostowych na klonogenno$¢ komorek ludzkiego szpiku kostnego w hodowlach
in vitro. W badaniach tych oceniano wptyw KL na wzrost KKU: erytropoezy (BFU-E),
granulocyto-monopoezy (GM-CFU) i megakariopoezy (CFU-Meg). Jak przedstawiono, KL
najsilniej kostymulowat powstawanie kolonii erytroidalnych - zwigkszajgc ponad czterokrot-
nie ich liczbe. Nalezy nadmieni¢, ze kolonie erytroidalne tworzone po stymulacji KL byty
duze, widoczne makroskopowo nie uzbrojonym okiem. KL zwigkszat rowniez blisko dwu-
krotnie wzrost kolonii granulocytowo-makrofagowych i megakariocytowych.

TABELA 1 Wptyw KL na wzrost ludzkich kolonii hemopoetycznych in vitro*

Utworzone kolonie Bez kostymulacji KL W obecnosci KL w dawce 100 ng/ml
BFU-E** 98+28 426+ 144
GM-CFU** 179+ 52 319+ 73
CFU-Meg*** 45+ 12 63+ 21

*Kolonie stymulowano odpowiednio: BFU-E: EpO 5 j/ml, GM-CFU: GM-CSF 5 ng/ml i CFU-Meg: IL-3 20 j/ml
+ GM-CSF 5 ng/ml bez lub w obecnosci KL (dane z hodowli komérek szpiku od 4 niezaleznych dawcoéw). ** Liczba
kolonii w przeliczeniu na 2x104komérek CD34+szpiku hodowanych w pozywce z metyloceluloza. *** Liczba kolonii

Jak wiadomo, u myszy opisano mutacje dotyczace zardwno ekspresji receptora c-kit
(mutacje locus w), jak ijego ligandu (mutacje locus sl) [12]. Myszy dotkniete najciezszymi
postaciami mutacji w loci w i sl wykazuja fenotypowo biate zabarwienie siersci, bedace
wynikiem zaburzen migracji melanocytéw, sg bezptodne oraz cierpig naanemie makrocytowg
i niedobdr komarek tucznych. Przez dtugi czas poszukiwano odpowiednikow mysich mutacji
receptora c-kit i KL w patologii cztowieka. Ostanio okazato sie, ze niektore z postaci tzw.
piebaldyzmu - postaci bielactwa skdrnego - sa wiasnie wynikiem mutacji w obrebie receptora
c-kit [16, 20]. Opisani osobnicy cierpiacy na piebaldyzm nie wykazujgjednak w przeciwien-
stwie do gryzoni zmian w parametrach hematologicznych. Moze to wynika¢ stad, ze zdia-
gnozowani do tej pory chorzy na piebaldyzm sg genotypowo heterozygotami i obok
zmutowanej majg druga prawidtowgkopie genu kodujgcego receptor. Moznaréwniez przyjac,
ze opisane zmiany genetyczne w obrebie receptora c-kit u pacjentéw cierpigcych na piebal-
dyzm sg prawdopodobnie fagodnymi postaciami mutacji, ktore przejawiaja sie jedynie pod
postacig zaburzen pigmentacji skéry. Formy najciezsze mutacji wystepujace pod postacig
homozygotyczng moga by¢ letalne. Z tego by¢ moze powodu osobnicy dotknieci nimi nie
zostalijeszcze do tej pory zidentyfikowani. Pewnym potwierdzeniem tej tezy moze by¢ fakt,
ze u myszy tylko najciezsze formy mutacji receptora c-kit badz jego ligandu powodujg
fenotypowo uchwytne zaburzeniahematologiczne. Postaci Izejsze powodujgjedynie zaburze-
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nia pigmentacji skory - fenotypowo bardzo podobne do zmian amelanotycznych spotykanych
w ludzkim piebaldyzmie.

Badajgac role receptora c-kit w regulacji ludzkiej hemopoezy postanowiliSmy na podstawie
dostepnych metod biologii molekularnej otrzymac ludzkie komérki hemopoetyczne pozba-
wione ekspresji receptora c-kit [41]. W tym celu wykorzystaliSmy strategie antysenséw [10,
Ip, 42, 46, 49]. Zgodnie z powyzszym komorki ludzkiego szpiku inkubowano w medium
hodowlanym z otrzymanymi syntetycznie oligodeoksynukleotydarni (oligomerami) majgcymi
sekwencje antysensu do fragmentu czgsteczki mMRNA kodujgcego receptor c-kit. W badaniach
stosowaliSmy antysensy bedace lustrzanym odbiciem pierwszych, ulegajacych translacji 18
nukleotyddw nici mRNA receptora c-kit. Jak wiadomo, dziatanie oligomeréw antysensowych
polega na tym, ze wnikajac do komaérki moga one swoiscie hybrydyzowa¢ z mRNA, przeciw-
ko ktéremu sg skierowane [10, 42], Skutkiem takiego dziatania jest "zablokowanie metabo-
liczne", a nastepnie destrukcja czasteczki mRNA. Pod wpltywem dziatania oligomerow
antysensowych dochodzi wiec do zahamowania rybosomalnego procesu translacji mMRNA na
kodowane przez gen biatko. Ekspresja genu zostaje tym samym swoiscie zahamowana.

Na rysunku 1 przedstawiono dowdd biochemiczny swoistego dziatania oligomeréw anty-
sensowych do receptora c-kit. Jak wida¢ w komdrkach, ktére inkubowano z oligomerami o
sekwencji antysensu, doszto do ekspresji mMRNA dla tego receptora. Potwierdzeniem biologi-
cznym ich swoistego dziatania byt tez fakt, ze powyzsze oligomery antysensowe dodane do
hodowli komérek CD34+ ludzkiego szpiku hamowaty catkowicie tworzenie kolonii erytroi-
dalnych rosngcych w hodowlach, ktére stymulowano za pomocg erytropoetyny (EpO) i KL.

Dysponujac powyzszym dogodnym modelem doswiadczalnym przeprowadzliSmy serie
badan, w ktérych komoérki ludzkiego szpiku eksponowano do oligomeréw majacych sekwen-
cje antysensu do mRNA kodujacego receptor c-kit. W réwnolegtych doswiadczeniach ko-
ntrolnych komorki szpiku inkubowano z oligomerami majacymi sekwencje sensu badz
sekwencje nieswoista MRNA receptora c-kit. Ostatnie z wymienionych oligodeoksynukleo-
tydéw nie powinny wiec hybrydyzowa¢ z mRNA kodujagcym receptor i tym samym zaburzaé

Rys. 1. Komérki jednojadrowe A~T ludzkiego szpiku kostnego inkubowano z oligodeoksynukleotydami o sekwen-
cji sensu (pozycja 2), antysensu (pozycja 3) lub o sekwencji nieswoistej (pozycja 3) do mMRNA kodujacego receptor
c-kit (pozycja 1- komorki kontrolne nieinkubowane z oligomerami); po 36 godzinach inkubacji z komérek tych
izolowano RNA i w uzyskanych prébkach za pomoca techniki RT-PCR (ang. Reverse Transcription - Polymerase
Chain Reaction) badano ekspresje mMRNA receptora c-kit; produkty reakcji RT-PCR oceniano za pomoca techni-
ki Southern Biot; amplifikowany swoistymi primerami fragment cDNA receptora c-kit powinien mie¢ wielko$¢
360 par zasad; jak wida¢, w komérkach inkubowanych ze swoistymi oligomerami antysensowymi doszto do zaniku
ekspresji mMRNA dla receptora c-kit



284 M. Z. RATAJCZAK, A. M. GEWIRTZ

jego ekspresji. Z komorek tych nastepnie zaktadano hodowle in vitro w metylocelulozie
stymulujac tworzenie kolonii swoistymi czynnikami wzrostowymi w obecnosci KL jako
kostymulatora wzrostu. Jak nalezato przypuszczaé, zniesienie ekspresji receptora c-kit na
ludzkich krwiotwdérczych komarkach klonogennych uposledzato zdolno$¢ tworzenia kolonii
hemopoetycznych wszystkich linii krwiotwérczych.

Wynik zastugujacy na szczeg6lng uwage otrzymalismy wtedy, gdy komarki ze zniesiong
ekspresja receptora c-kit stymulowano do tworzenia kolonii za pomocg réznych czynnikéw
wzrostowych bez obecnosci KL jako kostymulatora wzrostu. Powyzsze dane przedstawiono
w tabeli 2. W doswiadczeniach tych komorki szpiku ludzkiego podobnie jak poprzednio,
eksponowano na oligodeoksynukleotydy majace sekwencje: antysensu, sensu i nieswoistg do
mRNA kodujacego receptor c-kit [41, 45]. Nastepnie stymulowano je do tworzenia in vitro
kolonii hemopoetycznych. Okazato sig, ze zniesienie ekspresji receptora c-kit w komdérkach
ludzkiego szpiku, ktore nie byty kostymulowane KL, prowadzito do wybiérczego zahamowa-
nia wzrostu kolonii erytroidalnych. Jak wynika z tabeli 2, liczba kolonii czerwonokrwinko-
wych zmiejszata sie o ponad 70%, podczas gdy liczbakolonii granulocytowo-makrofagowych
i megakariocytowych nie ulegata zmianie.

TABELA 2. Wplyw zniesienia ekspresji receptora c-kit w ludzkich komérkach hemopoetycznych za pomoca
swoistych oligodeoksynukleotydéw antysensowych skierowanych przeciwko mRNA kodujacego receptor c-kit na
ich zdolno$¢ tworzenia kolonii w hodowlach in vitro (dane z hodowli komdrek szpiku od 3 zdrowych dawcéw)*

Rodzaj kolonii Hodowle kontrolne Komérki eksponowane na oligodeoksynukleotydy (150 ng/ml)
o sekwencji
sensu nieswoistej antysensu
c-kit mRNA c-kit mMRNA c-kit mMRNA
BFU-E** 281+37 268+50 272124 81111
GM-CFU-** 213437 240144 244148 248149
CFU-Meg*** 104+ 5 90120 90127 85120

*Wzrost kolonii stymulowano odpowiednio: BFU-E:Ep05 j/ml + IL-3 20 j/ml, GM-CFU: IL-3 20 j/ml + GM-CSF
5ng/ml, CFU-Meg: IL-320j/ml + IL-620j/mI| + EpO 5j/ml; **Liczba kolonii w przeliczeniu na2x104 komdérekCD34+
szpiku hodowanych w pozywce z metyloceluloza; ***Liczba kolonii w przeliczeniu na 2x105hodowanych komérek
szpiku pozbawionych komoérek adherentnych i limfocytéw T.

Zaobserwowana przez nas nadwrazliwo$¢ komérek BFU-E na zaburzenia w prawidtowej
ekspresji receptora c-kit, widoczna nawet wtedy, gdy zaktadane hodowle szpiku nie byty
stymulowane KL, zainspirowata nas do dalszych badan. Spostrzezenie to mogto bowiem
przemawia¢ z jednej strony za zwiekszong wrazliwoscig ludzkich komoérek klonogennych
erytropoezy w pordéwnaniu z innymi na $ladowe ilosci KL, ktory jest obecny w surowicy
wchodzacej w skitad srodowiska hodowlanego. Z drugiej mogto $wiadczy¢é o mozliwosci
autokrynnej produkcji KL przez wczesne komorki klonogenne erytropoezy i autokrynnej
stymulacji wzrostu wczesnych komorek ukierunkowanych uktadu czerwonokrwinkowego.
Poniewaz stezenie KL w surowicy wchodzacej w sktad medium hodowlanego jest niewielkie
[25], postanowilismy zbada¢ drugg z wymienionych mozliwosci. W tym celu postugujac sie
technikg FACS wyizolowalismy z ludzkiego szpiku komaérki o wzorze antygenowym CD 34+,
c-kit R+. Frakcja ta, jak wiadomo, jest wzbogacona m.in. we wczesne komérki klonogenne
erytropoezy, jakimi sg BFU-E. Wykorzystujac czutg technike, jaka jest RT-PCR, wykazali-
Smy, ze komorki te rzeczywiscie wykazuja ekspresje mMRNA kodujacego KL.
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Dodatkowy powdd przemawiajacy za autokrynnym wzrostem KKU erytropoezy uzyska-
lismy wykorzystujac ponownie strategie oligomeréw antysensowych - skierowanych tym
razem przeciwko mRNA dla KL. Za pomocg powyzszych oligomeréw udato sie nam bowiem
zahamowac wyhbidrczo in vitro klonalny wzrost BFU-E [38]. Nukleotydy antysensowe skie-
rowane przeciwko KL nie hamowaty natomiast proliferacji komorek klonogennych innych
linii krwiotworczych jak GM-CFU czy CFU-Meg.

Podsumowujac uzyskane dane, wykazaliSmy, ze ludzkie komdrki klonogenne uktadu
czerwonokrwinkowego (BFU-E) w poréwnaniu z innymi (GM-CFU, CFU-Meg) sa najbar-
dziej wrazliwe na zaburzenia w prawidtowej funkcji tego receptora. Mozna réwniez przyjac,
ze na wczesnych etapach erytropoezy - we wzros$cie kolonii erytropoetycznych - istotng role
odgrywa mechanizm autokrynnej interakcji receptora c-kit z KL. Komorki erytropoetyczne w
trakcie dojrzewania tracg zdolno$¢ do syntezy KL i "uzalezniaja sie" od jego produkcji przez
komorki mikrosrodowiska w szpiku kostnym.

RECEPTOR DLA IGF-1

Opisano, ze IGF-1 R wystepujena limfocytach T i B, monocytach, komérkach stromalnych
szpiku oraz hemopoetycznych komoérkach klonogennych, jakimi sgm.in. CFU-E [9, 24, 55].
Nareceptor ten oddziatywuje insulinopodobny czynnik wzrostowy - 1 (IGF-1) znany rowniez
w pismiennictwie jako somatomedyna-C. IGF-1 produkowany jest przez hepatocyty i komor-
ki podscieliska szpiku kostnego [24]. Synteza jest kontrolowana przez wydzielany przez
przysadke m6zgowg hormon wzrostu [21,57]. Opisano, ze IGF-1 dodany do hodowli komoérek
ludzkiego szpiku in vitro kostymuluje wspétdziatajac z klasycznymi czynnikami hemopoe-
tycznymi tworzenie kolonii mieloidalnych. Zgodnie z powyzszym stwierdzono, ze IGF-1
zwieksza klonogennos¢ ludzkich komoérek ukierunkowanych: erytropoezy (CFU-E i BFU-E)
[7, 8, 31, 52], granulocyto-monopoezy (GM-CFU) [30] i megakariopoezy (CFU-Meg) [21],
Opisano réwniez, ze przeciwciata swoiscie blokujace ten receptor uposledzajg tworzenie
kolonii hemopoetycznych in vitro [31]. IGF-1 wg niektorych autoréw stymuluje réwniez
wzrost komdrek nowotworowych linii hemopoetycznych [15]. Zniesienie ekspresji IGF-1 R
za pomocg swoistych oligomeréw antysensowych skierowanych przeciwko jego mRNA
hamowato bowiem proliferacje komdrek linii promielocytowej HL-60 [48].

Chcac uzyskaé witasne dane oceniajgce udziat IGF-1 R ijego ligandu w regulacji ludzkiej
hemopoezy przeprowadziliSmy serie doswiadczen bezposrednio oceniajacych wptyw IGF-1
na wzrost klonalny komdrek ludzkiego szpiku. W badaniach wykorzystywalismy komaérki
szpiku, ktdre wzbogacone bylty w hemopoetyczne KKU i tym samym w duzym stopniu
pozbawione komérek dodatkowych. Wyniki badan przedstawiono w tabeli 3. Mimo wielo-
krotnie powtarzanych doswiadczer z probkami IGF-1 uzyskanymi z réznych Zrédet nie
potwierdziliSmy, aby powyzszy czynnik wzrostowy kostymulowat tworzenie kolonii hemo-
poetycznych w hodowlach komérek A~T~ lub CD34+ ludzkiego szpiku kostnego.

Uzyskane wyniki mozna byto interpretowaé roznie. Po pierwsze, ze ilos¢ IGF-1 wystar-
czajaca do stymulacji wzrostu kolonii zawarta juz byta w surowicy bedacej sktadnikiem
uzywanego przez nas medium hodowlanego, co powodowato, ze efekt egzogennego, dodat-
kowo dodawanego do hodowli IGF-1 byt niezauwazalny [21], Po drugie, Zze hemopoetyczne
komarki klonogenne wbrew temu, co sie powszechnie przypuszcza, wcale nie odpowiadajg



286 M. Z. RATAJCZAK, A. M. GEWIRTZ

zwiekszong proliferacjg na stymulacje tym czynnikiem. Mozna byto wreszcie przyjac, ze
IGF-1 R nie wystepuje na powierzchni hemopoetycznych komérek klonogennych, czyli tych,
ktdre ocenialiSmy w wykonywanych testach proliferacyjnych in vitro.

TABET,A 3. Wplyw IGF-1 na wzrost klonalny ludzkich komdrek hemopoetycznych (dane uzyskane z hodowli
komoérek szpiku od 5 zdrowych dawcéow)*

Rodzaj kolonii 1lo$¢ IGF-1 w ng/ml

0 10 50 100
CFU-E** 330+£199 3347202 348+175 351+214
BFU-E*** 238+ 90 233%119 2527116 236+110
CFU-Meg** 79+ 10 84+ 22 88+ 13 83+ 10
GM-CFU*** 474+216 - - 4587216

*Wzrost kolonii stymulowano odpowiednio: CFU-E: EpO 5 j/ml, BFU-E: EpO 5 j/ml + IL-3 20 j/ml, GM-CFU:
IL-320j/ml + GM-CSF 5 ng/ml, CFU-Meg: IL-3 20 j/ml + IL-6 20 j/ml + EpO 5 j/ml; **Liczba kolonii w przeliczeniu
na2x10 hodowanych komdrek szpiku pozbawioiwch komérek adherentnych i limfocytéw T hodowanych w skrzepie
osocza; ***Liczba kolonii w przeliczeniu na2x10 komérek CD34+szpiku hodowanych w pozywce z metylocelulozg

Chcac uzyskac odpowiedz napowyzsze pytaniawykorzystaliSmy nie stosowang do tej pory
przez innych badaczy strategie do$wiadczalng [44]. PostanowiliSmy bowiem wyizolowa¢ ze
szpiku kostnego komorki IGF-1 R+.Mozna byto przypuszczaé, iz w przypadku, gdyby IGF-1
R znajdowatby sie rzeczywiscie na powierzchni komdérek klonogennych, wyseparowane
komérki powinny tworzy¢ w hodowlach in vitro kolonie hemopoetyczne. W badaniach
naszych poréwnywaliSmy wzrost wyizolowanych ze szpiku kostnego komérek IGF-1 R+ ze
wzrostem klonalnym wyselekcjonowanych komorek, ktére miaty antygen CD34+. Antygen
CD34+jest, jak wiadomo, jednym z markeréw komérek macierzystych i klonogennych w
uktadzie krwiotwdrczym [2, 32],

Postugujac sie zarowno metodami immunomagnetycznymi separacji komorek, jak i tech-
nikg FACS stwierdziliSmy, ze posréd komdrek jednojgdrowych A T" szpiku kostnego ok.
2,5% komorek ma fenotyp CD34+ i ok. 5,5% komorek jest komdrkami IGF-1 R+. Wyniki
hodowli in vitro powyzszych frakcji komérkowych przedstawiono w tabeli 4. Jak widac
komoérki IGF-1 R+ w przeciwienstwie do komdrek CD34+ lub komérek jednojgdrowych
szpiku pozbawionych komdrek adherentnych i limfocytow T (A T -) okazaly sie nieklonogen-
ne. Byt to dowdd przemawiajacy za tym, ze obydwie izolowane ze szpiku kostnego frakcje:
komérki CD34+ i IGF-1 R+ sg prawdopodobnie dwiema odrebnymi populacjami. Aby
uzyska¢ dodatkowy dowod popierajacy to zatozenie, postanowilismy wykorzystaé czuta
technike RT-PCR. Za pomocg powyzszej metody poszukiwalismy ekspresji dla mRNA
kodujacego IGF-1 R w komdrkach o fenotypie CD34+. W wielokrotnie przeprowadzanych,
niezaleznych badaniach okazato sie, ze Swiezo wyizolowane ze szpiku kostnego komorki
CD34+, jak i komérki CD34+ stymulowane czynnikami wzrostowymi nie wykazywaty
obecnosci mRNA dla IGF-1 receptora. Byt to kolejny dowdd na to, ze we frakcji komérek
CD34+, ktére zawierajg KKU tworzace kolonie w testach in vitro, nie wystepujg komarki
majace IFG-1 R.

W celu uzyskania ostatecznego dowodu, ze IGF-1 R nie wystepuje na ludzkich KKU
postanowili$my zastosowac strategie antysensdw [10,42,44], Zgodnie zpowyzszym komorki
CD34+ lub A T - inkubowano z oligodeoksynukleotydami antysensowymi skierowanymi
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przeciwko mRNA dla IGF-1 R. Oligonukleotydy te, jak wykazano we wstepnych badaniach,
skutecznie hamowaty ekspresje IGF-1 R w komoérkach IGF-1 R+ oraz w komorkach hemo-
poetycznych linii nowotworowych, ktére majg ten receptor. W kilkakrotnie powtorzonych
doSwiadczeniach okazato sie, ze powyzsze oligomery antysensowe skierowane przeciwko
MRNA kodujagcemu IGF-1 R nie hamowaty natomiast wzrostu in vitro kolonii hemopoetycz-
nych w hodowlach komérek CD34+1lub A T -.

TABELA 4. Klonogenno$¢ réznych frakcji komérek izolowanych ze szpiku kostnego* (dane z hodowli komérek
szpiku od 5 zdrowych dawcéw)

Rodzaj kolonii 105A~T~ jednojadrowych 2x104 CD34+ 2x104 IGF-1 R+
komorek szpiku komérek szpiku komérek szpiku
CFU-E 3251164 nie badano brak wzrostu
BFU-E 2131 75 1911 62 brak wzrostu
GM-CFU 3921 93 3751113 brak wzrostu
CFU-Mix nie badano 211 3 brak wzrostu

*Wzrost kolonii rosngcych w pozywce z metyloceluloza stymulowano odpowiednio za pomocag: CFU-E: EpO 5
j/ml, BFU-E: EpO 5j/ml +IL-3 20 j/ml, GM-CFU: IL-3 20 j/ml + GM-CSF 5 ng/ml, CFU-Mix: EpO 5j/ml + IL-3 20
j/ml + GM-CSF 5 ng/ml + KL 100 ng/ml n

Uwzgledniajac fakt, ze w szpiku kostnym wystepujg komorki majace IGF-1 R oraz to, ze
wielu badaczy wykazato, ze IGF-1 stymuluje hemopoeze szczegdlnie w warunkach hodowli
bez surowicy (ang. serumfree cultures) [2, 8, 51], postanowiliSmy sprawdzi¢, czy rola IGF-1
w hemopoezie ludzkiej nie jest posrednia, tzn. czy IGF-1 nie stymuluje komdrek IGF-1 R+do
wydzielania innych czynnikéw wzrostowych, ktére z kolei wtérnie stymulujg tworzenie
kolonii. Bioragc pod uwage dystrybucje receptora IGF-1 na komdrkach hemopoetycznych,
mozna przypuszczac, ze zrodtem szpikowym komorek IGF-1 R+sg zaréwno limfocyty T i B,
jak i komérki monocytame [55]. Komorki te, jak wiadomo, mogg wydziela¢ rézne hemopoe-
tyczne czynniki wzrostowe.

Doswiadczenia majace udzieli¢ odpowiedzi na powyzsze pytanie przeprowadziliSmy w
hodowlach o niskim stezeniu surowicy (2%). Wyniki doswiadczenia przedstawiono narysun-
ku 2. Jak jest to widoczne, ani sam IGF-1 ani same komoérki IGF-1 R+dodane do hodowli
komérek CD34+ nie zwigkszaty liczby rosnacych kolonii. Znamienny statystycznie efekt
zwiekszenia klonogennosci komérek CD34+ (p<0,02) obserwowalismy dopiero wtedy, gdy
do hodowli w medium ubogosurowiczym dodalismy jednocze$nie komorki IFG-1 R+, jak i
egzogenny IGF-1. Doswiadczenie to przemawia za posrednig rolg IGF-1 w regulacji ludzkiej
hemopoezy poprzez komérki IGF-1 R+.

Podsumowujac uwazamy, ze rola IGF-1 w stymulacji wzrostu ludzkich hemopoetycznych
komorek klonogennych jest posrednia. Efekt stymulujgcy IGF-1 jest szczeg6lnie widoczny w
hodowlach ubogosurowiczych, uwolnionych od wptywu innych zawartych w surowicy czyn-
nikéw wzrostowych. Zgodnie z powyzszym IGF-1 oddziatuje na komdrki majace IGF-1 R i
stymuluje je do wydzielania r6znych czynnikéw wzrostowych lub cytokin, ktére pobudzaja
wzrostkomarek klonogennych. Oczywiscie na obecnym etapie badan nie mozemy wykluczyé,
ze czynnik ten odgrywa wazng, bezposrednig role w proliferacji najwczesniejszych KKM,
ktérych przedziatu nie byliSmy w stanie oceni¢ za pomocg stosowanych przez nas w pracy
testdw opartych na proliferacji komaérek szpiku in vitro. IGF-1jako wazny czynnik wzrostowy
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Rys. 2. Komoérki CD34+szpiku kostnego w hodowlach ubogosurowiczych stymulowano do wzrostu kolonii erytroi-
dalnych zapomoca EpO (5 j/ml) i IL-3 (20 j/ml); przedstawiono wyniki hodowli komdrek szpiku od 5 zdrowych
dawcéw: A - hodowle samych komérek CD34+, B - hodowle komérek CD34+, do ktérych dodano komérki IGF-1
R+, C- hodowle komérek CD34+, do ktérych dodano komérki IGF-1 R+oraz IGF-1 (50 ng/ml), D - hodowle ko-
morek CD34+, ktére kostymulowano za pomoca IGF-1 (50 ng/ml)

dla komérek mezodermalnych moze bowiem odgrywaé wazna role w trakcie ontogenezy
uktadu krwiotwérczego, regulujac wytwarzanie ptodowych komérek hemopoetycznych [22].

RECEPTOR STK-1

Receptor STK-1 jest ludzkim homologiem receptora FLT3/FLK2, ktory opisano ostatnio
na najwczesniejszych komoérkach hemopoetycznych u myszy [28, 29]. Receptor STK-1
wystepuje na komdrkach CD34+i zanika stopniowo podczas ich r6znicowania i dojrzewania
[54]. Ligand receptora STK-1 nie zostat jeszcze do tej pory opisany. Bioragc pod uwage
dystrybucje STK-1R mozna przypuszczac, ze ligand ten okaze sie waznych czynnikiem
wzrostowym oddziatujgcym na najwczesniejsze komorki uktadu krwiotwoérczego.

Oceniajac udziat STK-1R w regulacji ludzkiej hemopoezy wykorzystaliSmy ponownie
strategie antysenséw. W tym celu komorki ludzkiego szpiku eksponowano na swoiste oligo-
deoksynukleotydy antysensowe skierowane przeciwko mRNA kodujgcemu receptor. Komo-
rki takie po ekspozycji do oligomeréw wysiewano nastepnie do naczyn hodowlanych
zawierajacych pozywke z metylocelulozg. Okazato sie, ze zniesienie ekspresji STK-1 R za
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pomocg swoistych oligomerédw antysensowych powodowato zahamowanie wzrostu kolonii
tworzonych przez KKU szpiku ludzkiego. Wieksze zahamowanie widzieliSmy na poziomie
wczesniejszych komaérek ukierunkowanych, jakimi sg CFU-Mix, niz na poziomie bardziej
dojrzatych juz GM-CFU czy BFU-E. Najwiekszy wptyw hamujacy obserwowali$my nato-
miast wobec komoérek inicjujgcych hodowle diugoterminowe szpiku. Jak sie powszechnie
przyjmuje, komorki te sg najbardziej zblizone do KKM sposrod wszystkich komdérek ocenia-
nych w dostepnych obecnie testach hodowlanych in vitro [14]. Wyniki powyzszego doswiad-
czenia przedstawiono na rysunku 2. W badaniu tym ludzkie komorki CD34+ inkubowano z
oligomerem o sekwencji antysensu badz kontrolnym oligomerem o sekwencji sensu do mRNA
dla STK-1 R. Nastepnie komorki takie nawarstwiano na hodowane in vitro, napromienione
ludzkie komarki fibroblastoidalne podscieliska krwiotwdrczego. Fibroblasty podsScieliska sg
wpowyzszym modelu zrédtem zaréwno czynnikdw wzrostowych, jak i molekut adhezyjnych.

W kolejnych odstepach czasowych z prowadzonych w ten sposéb kolonii dtugotemino-
wych szpiku pobierano komérki i oceniano ich zdolno$¢ do wzrostu kolonii granulocytowo-
makrofagowych. Jak przedstawiono na rysunku 3, hodowle kontrolne, zawierajgce komorki
nieeksponowane naoligomery podobnie jak hodowle eksponowane na oligomery o sekwencji
sensu, zawieraty klonogenne GM-CFU jeszcze w 6 tygodniu trwania hodowli dtugotermino-
wej . Komarki eksponowane na oligomery antysensowe tracity natomiast zdolnos$¢ tworzenia
kolonii po 3 tygodniu trwania do$wiadczenia.

Posumowujac, uzyskane dane przemawiajg za wazngrolg, jakg petni STK-1 R w regulacji
wczesnych etapow ludzkiej hemopoezy. Receptor ten moze dostarcza¢ komoérkom inicjuja-
cym hodowle dtugoterminowe szpiku bodZca zwiekszajacego proliferacje, hamujacego apo-
ptoze lub stuzy¢ jako molekuta adhezyjna, ktéra "wigze" je do komorek fibroblastoidalnych
podScieliska szpiku. Receptor ten jest rGwniez wazny w proliferacji bardziej dojrzatych juz
hemopoetycznych komdrek ukierunkowanych, jakimi sg CFU-Mix, a takze dojrzalszych od
tych ostatnich: GM-CFU i BFU-E.

RECEPTOR DLA CSF-1

Receptor dla makrofagopoetyny, czyli M-CSF (ang. Macrophage Colony Stimulating
Factor), znanej réwniez pod nazwg CSF-1 (ang. Colony Stimulating Factor-1) odgrywa wazng
role w proliferacji komaérek linii monocytowo-makrofagowej [34, 53]. Receptor ten ulega
ekspresji na powierzchni wymienionych komérek. W ptynach pozaustrojowych stwierdza sie
natomiast tzw. forme rozpuszczalng biatka receptorowego (ang. soluble receptor), ktéra jest
uwalniana do srodowiska w wyniku enzymatycznego odtgczenia domeny wigzacej ligand z
powierzchni btony komorkowej [53]. Rola, jaka petni biatko receptorowe w postaci wolnej,
w ustroju jest mato poznana. Przypuszcza sie, ze moze ono odgrywac pewng role w regulacji
poziomu wolnego ligandu w ptynach ustrojowych i tym samym jego dostepnosci dla postaci
receptora trwale zwigzanego z powierzchnig btony komérkowej.

Ligand receptora CSF-1 jest produkowany przez komorki podscieliska szpiku oraz pobu-
dzone monocyty. Opisano dwie formy tego czynnika wzrostowego, ktére sg wynikiem
odmiennego "splajcingu” czasteczki mRNA [53]. Pierwsza z nich jest trwale zwigzana z
powierzchnig komaérek, a druga tzw. rozpuszczalna wystepuje w postaci wolnej w ptynach
ustrojowych. Jak wiadomo, pod wptywem stymulacji CSF-1 komorki ukierunkowane makro-
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czas trwania hodowli dtugoterminowej
komorek szpiku w tygodniach

Rys. 3. Liczby klonogennych GM -CFU w poszczegdlnych hodowlach zawierajacych komorki CD34+; komorki
CD34+inkubowano przez 48 godzin z oligodeoksynukleotydami antysensowymi o sekwencji sensu lub antysensu
przeciwko mRNA kodujacemu STK-1 R, nastepnie komoérki te nawarstwiano w hodowlach ptynnych na napromie-
nione fibroplasty starajac sie uzyska¢ hodowle dtugoterminowe szpiku; w odstepach tygodniowych odzyskiwano
komérki wolno ptywajace w medium i badano zdolno$¢ do tworzenia przez nie w metylocelulozie kolonii granulo-

cytowo-makrofagowych

fagopoezy, czyli CFU-M (ang. Colony Forming Units ofMacrophages) tworzg w hodowlach
in vitro kolonie zbudowane z monocytéw i makrofagéw. Uwaza sie, ze stopien i wzor
glikozylacji CSF-1 odgrywa kluczowag role w jego powinowactwie do substancji miedzyko-
morkowej, tzw. matrix [33,56]. Fakt ten decyduje w duzym stopniu o dystrybucji narzagdowej,
jak i tropizmie tkankowym CSF-1.

Gen kodujacy CSF-1 R przypomina pod wzgledem budowy gen dla receptora c-kit i
przypuszczasig, ze ewolucyjnie powstat on w wyniku duplikacji genu kodujacego c-kit R [53].
Ciekawym spostrzezeniem jest fakt, ze transkrypcja genu kodujgcego CSF-1 R na komple-
mentarny mRNA regulowana jest przez dwa rézne promotory odlegte od siebie o blisko 26
kb [50]. Proksymalny promotor reguluje ekpresje genu w monocytach, dystalny zas§ w
komorkach trofoblastu tozyska. Czy podobna sytuacja ma miejsce w regulacji ekspresji
pokrewnego mu strukturalnie receptora c-kit, np. w komdrkach hemopoetycznych i melano-
cytach, pokazg prowadzone obecnie przez nas badania.
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Sygnat CSF-1 R jest rowniez niezbedny w powstawaniu, a takze prawidtowym funkcjo-
nowaniu komoérek kosciogubnych (osteoklastéw). U myszy z mutacjg locus op (osteopetrotic)
stwierdzono zaburzenia w syntezie ligandu CSF-1 R [59, 62], Przypuszcza sie, ze defekt w
prawidtowej ekspresji CSF-1 moze by¢ réwniez odpowiedzialny za niektére przypadki
ludzkiej osteopetrozy. W patomechanizmie tego schorzenia rozwaza sie¢ mozliwo$¢ zaréwno
defektu syntezy formy wolnej ligandu, co prowadzi do zmniejszeniajego stezenia w ptynach
ustrojowych, jak i zmiany dotyczace potranslacyjnej glikozylacji rdzenia biatkowego CSF-1
mogace wptywaé najego dystrybucje tkankowa [33].

RECEPTOR DLA bFGF

Zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastéw (ang. basicfibroblast growthfactor) produ-
kowany jest w szpiku kostnym przez komarki podscieliska [6]. Jego obecnos$¢ stwierdzono
takze w megakariocytach, ptytkach krwi, makrofagach i komérkach linii granulocytopoety-
cznej [6]. Uwaza sie, ze sam bFGF nie stymuluje wzrostu komérek krwiotwdérczych. Pojawity
sie jednak prace przemawiajgce zajego udziatem jako kostymulatora wzrostu kolonii hemo-
poetycznych. Wedtug niektdrych badaczy bFGF szczeg6lnie w niskich dawkach kostymuluje
komorki szpiku i krwi obwodowej do wzrostu kolonii granulocytowo-makrofagowych, ery-
tropoetycznych i megakariocytowych [18]. W jednym z doniesief opisano wptyw stymulujacy
bFGF na wzrost wczesnych kolonii hemopoetycznych tzw. CFU-Blast, tworzonych przez
frakcje komdrek o wzorze antygenowym: CD34+, CD33“ HLA DR+, a wiec znacznie
wzbogaconej w KKM [17]. Stwierdzonoréwniez, ze bFGFjest odpowiedzialny za inicjowanie
i kontynuacje hemopoezy w hodowlach dtugoterminowych szpiku [60]. Ostatnio opisano z
kolei, ze najwczesniejsze, wielopotencjalne komoérki ludzkiego szpiku ptodowego o wzorze
antygenowym: CD34+ CD38-, HLA DR- wymagaja do optymalnego wzrostu obecnosci
bFGF w medium hodowlanym [22].

Rola receptora dla bFGF w regulacji ludzkiej hemopoezy wymaga jednak dalszych
wnikliwych badan. Do tej pory nie przedstawiono bowiem dowodu $wiadczacego o tym, ze
receptor dla tego czynnika wzrostowego jest rzeczywiscie obecny na wczesnych komérkach
krwiotworczych. Z wstepnych badan przeprowadzonych w naszym os$rodku wynika, ze
wyizolowane ze szpiku ludzkie komdrki majgce receptor dla bFGF nie sa klonogenne. Moze
sie wiec okaza¢, ze analogicznie jak w przypadku IGF-1, dziatanie bFGF stymulujace
krwiotworzenie moze by¢ posrednie, poprzez wptyw na dodatkowe komaérki hemopoetyczne
(ang. accessory cells). Dalszych badan wymaga rowniez ocena roli, jakg petni bFGF w
regulacji hemopoezy ptodowej.

RECEPTOR DLA PDGF

Opublikowane kilka lat temu wstepne dane przemawiajace za bezposrednim udziatem
PDGF A i PDGF B w stymulowaniu ludzkich klonogennych komérek hemopoetycznych, a
szczegblnie komorek linii erytroidalnej [11] nie zostaly potwierdzone [13]. Jak wiadomo,
obydwa wymienione czynniki wzrostowe produkowane sg przez komorki stromalne i endo-
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telialne naczyn krwionosnych w szpiku kostnym. Obecnos¢ ich stwierdzono réwniez w
megakariocytach i ptytkach krwi [23]. Jak sie jednak uwaza, komérki krwiotwdércze nie maja
receptora dla zadnej z form PDGF. Obserwowany efekt hemopoetyczny w hodowlach, do
ktérych dodano PDGF, zalezy prawdopodobnie od posredniej stymulacji i aktywacji komdrek
podscieliska szpiku kostnego.

Podumowujac przedstawione dane, opisane do tej pory receptory hemopoetyczne majace
wewnetrzng aktywnosc¢ kinazy tyrozynowej mozemy podzieli¢ na trzy grupy. Grupa pierwsza
to receptory bezposrednio regulujgce m.in. proliferacje i roznicowanie najwczesniejszych
komérek uktadu krwiotwdérczego. Zalicza sie do niej STK-1 R i c-kit R. W drugiej grupie
nalezy umiesci¢ CSF-1 R, ktdry jest ograniczony do linii hemopoetycznej dajacej poczatek
komaérkom linii monocytowo-makrofagowej. W trzeciej grupie receptorow o wewnetrznej
aktywnosci kinazy tyrozynowej nalezy z kolei zamiesci¢: IGF-1 R, PDGF R oraz prawdopo-
dobnie bFGF R, ktérych udziat w regulacji krwiotworzenia jest posredni. Jak wiadomo,
receptory te wystepuja na komoérkach dodatkowych szpiku kostnego (ang. accessory cells).
Komarki te po pobudzeniu swoistymi Ugandami moga w sprzyjajacych warunkach wydzielaé
rézne czynniki hemopoetyczne stymulujgce krwiotworzenie. Jednoczes$nie nie mozna wyklu-
czy¢, ze zarobwno IGF-1 i bFGF jako mezodermalne czynniki wzrostowe odgrywajg wazng
role w ontogenezie uktadu krwiotworczego, regulujac proliferacje ptodowych komarek
hemopoetycznych.

Nalezy rowniez pamietac o tym, ze do tej pory nie opisano receptoramajacego wewnetrzng
aktywnos¢ kinazy tyrozynowej, ktéry bytby swoisty dla komorek uktadu krwiotwdrczego.
Mozna réwniez przypuszczaé, ze dzieki postepom biologii molekularnej lista odkrytych
receptoréw kinazy tyrozynowej, szczeg6lnie tych ktdre wystepujg na najmtodszych komér-
kach hemopoetycznych, wkrotce sie powiekszy. Badania nad receptorami tej grupy maja
rébwniez wazne znaczenie praktyczne w hematologii klinicznej. Nie trudno sie bowiem
domyslié, ze poznanie mechanizmoéw regulujacych najwczesniejsze etapy krwiotworzenia
bedzie stanowi¢ podstawe do opracowania nowych skutecznych strategii leczenia schorzen
uktadu krwiotwdrczego.
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ORGANIZACJA STRUKTURALNA
ANTEN ENERGETYCZNYCH FOTOSYSTEMU II*

THE STRUCTURAL ORGANIZATION
OF THE ENERGETIC ANTENNAE OF PHOTOSYSTEM I

Grzegorz JACKOWSKI

Zaktad Fizjologii Roslin Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie. Absorpcja $wiatta stonecznego w widzialnym zakresie widma przez czasteczki barwnikéw fotosynte-
tycznych wchodzace w sktad komplekséw barwnikowo-biatkowych petniacych role anten energetycznych PS Il
prowadzi do przejscia absorbujacych czasteczek w stan wzbudzenia elektronowego. Czasteczka znajdujaca sie w
stanie wzbudzenia elektronowego moze przekaza¢, dzieki migracji ekscytonow, swoja energie sasiadujacej z nig w
obrebie tego samego kompleksu barwnikowo-biatkowego czasteczce barwnika. Przekazywanie energii wzbudzenia
na wieksze odlegtosci, tzn. pomiedzy poszczegdlnymi kompleksami barwnikowo-biatkowymi odbywa sie z wyko-
rzystaniem mechanizmu indukowanego rezonansu i ostatecznie prowadzi do dotarcia stanu wzbudzenia do centréow
reakcji PS 1. W centrach reakcji PS Il energia wzbudzenia ulega konwersji inicjujac stan rozdziatu fadunkoéw i
transportelektronéw przez przenosniki oksydoredukcyjne PS 11, co zkolei umozliwiarealizacje dwdch podstawowych
zadan PS Il - fotoredukcji plastochinonu i utleniania wody. Stworzenie precyzyjnego modelu przechwytywania
energii $wiatta i migracji stanu wzbudzenia elektronowego w PS Il jest uzaleznione od opracowania modelu topologii
holokompleksu PS 11, a w szczeg6lnosci topologii systemu, jaki tworzg kompleksy barwnikowo-biatkowe petniace
role anten energetycznych. Model topologii systemu antenowego PS Il moze zosta¢ opracowany z kolei dopiero po
wyczerpujacym scharakteryzowaniu anten energetycznych napoziomie submolekularnymi molekularnym. Przeglad
stanu wiedzy odnosnie organizacji strukturalnej komplekséw antenowych PS Il oraz topologii systemu antenowego
PS 1l jest przedmiotem niniejszego opracowania.

Stowa kluczowe: PS II, LHC II, CP 29, CP 26, CP 24, antena energetyczna, struktura oligomeryczna, struktura
subpopulacyjna

Summary. The interception of visible light energy by the molecules of photosynthetic antenna pigments of PS Il creates
an excited state of the molecules. The excitation can be delocalized along pigment molecules neighbouring in asingle
pigment-protein complex due to strong excitonic interactions. The transfer of excitation energy over long distances
i.e. between pigment-protein complexes and to PS Il reaction center occurs via Forster inductive-resonance. When
the excitation energy reaches PS Il reaction center it is converted into charge separation and a series of redox reactions
mediated by electron transfer components of PS Il. This enables the realization of two major functions of PS Il i.e. a
plastoquinone photoreduction and a water oxidation. Modeling for light trapping and excitation energy diffusion
within PS Il is strongly dependent on the better modeling of PS Il holocomplex structural organization including the

*Niniejsze opracowanie zostato sfinansowane z funduszu Projektu Badawczego KBN nr 6 6296 92 03.
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topology of antenna pigment-protein complexes. The description of the topology of pigment-protein complexes, in
its turn, must await and exhaustive characterization of organization of antenna complexes at submolecular and
molecular level. The current state of knowledge concerning the structural organization of single PS Il antenna
complexes and the supramolecular system built-up by them will be outlined below.

Key words: PS Il, LHC II, CP 29, CP 26, CP 24, energetic antenna, oligomeric structure, subpopulational structure

Wykaz skrétéw, chi - chlorofil, LHC Il - zbierajacy $wiatto kompleks chlorofil a/b-biatko, wspétpracujacy z PS 11,
LHCPII - biatko kompleksu LHC II, PS Il - fotosystem Il

WSTEP

Fotosystem II (PS Il)jest supramolekulamym kompleksem realizujgcym dwa podstawowe
zadania: utlenianie wody oraz redukcje plastochinonu, obecnym w btonach tylakoidowych
wszystkich organizmoéw zdolnych do oksygenicznej fotosyntezy (cyjanobakterie, glony, ro-
Sliny wyzsze).

Sekwencje reakcji zachodzacych w obrebie PS 1l zapoczatkowuje utlenianie fotochemicz-
nie aktywnej czasteczki chi a (P680) z wykorzystaniem feofityny a jako pierwotnego ak-
ceptora elektronu [31,44]. Powstanie pary (P680+ Feofityna-) oznacza zakonczenie procesu
nazywanego rozdziatem tadunku (charge-separation). Szybkie (250-550 ps) utlenianie feo-
fityny a~, do ktdrego dochodzi w rezultacie przeniesienia elektronu na specyficznie zwigzane
czasteczki plastochinonu (w miejscach QAi QB), prowadzi do stabilizacji rozdziatu tadunkdéw
niezbednej dlafotosyntetycznego utleniania wody. Elektrony przeniesione przez plastochinon
przejmuje odrebny supramolekulamy kompleks funkcjonalny btony tylakoidowej - cyto-
chrom bo-f, ktérego zadaniem jest redukcja plastocyjaniny [44], Mechanizm utleniania wody
pozostaje nieznany [20], jednak wedtug powszechnie akceptowanej hipotezy, do uwolnienia
jednej czasteczki tlenu niezbedne jest zajscie sekwencji czterech reakcji oksydoredukcyjnych
w zawierajagcym mangan miejscu katalitycznym PS 11 [65]. Elektrony pochodzace z utlenionej
wody uzupetniajg dziury w P680+.

Przyjmuje sie, ze wszystkie przenosniki oksydoredukcyjne PS Il operujgce po redukujgcej
stronie PS II, tzn. P680, feofityna i plastochinon oraz aktywne redukcyjnie reszty tyrozyny
operujace po utleniajgcej stronie PS 1l sg zasocjowane z heterodimerem transmembranowych
biatek D1 i D2 [44], Biatka te wraz z wymienionymi przeno$nikami, kilkoma dodatkowymi
grupami prostetycznymi (nieaktywny fotochemicznie chi a, R-karoten i zelazo niehemowe),
heterodimerem transmembranowych polipeptydéw a i B, koordynujacych cytochrom b-559
oraz niskoczasteczkowym polipeptydem o masie 4,8 kDa (takze transmembranowym) stano-
wig najmniejszy zdolny do realizacji rozdziatu tadunkéw kompleks funkcjonalny PS Il -
centrum reakcji PS 11 [1,35]. Dalszy efektywny transport elektronéw iredukcje plastochinonu
zwigzanego z miejscem QA wymaga jednak udziatu dodatkowych 2 lub 3 niskoczgsteczko-
wych biatek zapewne petnigcych funkcje strukturalne [4, 48]. Zdolno$¢ do fotoredukcji
plastochinonu oraz utleniania wody wykazujg in vitro wieksze fragmenty PS Il nazywane
rdzeniem centrum reakcji PS 1l [27], kompleksem rdzeniowym [31] lub rdzeniem PS Il [43].
Zawierajg one, poza sktadnikami niezbednymi dla redukcji plastochinonu dwa transmembra-
nowe polipeptydy zwigzane z chi a (apo CP 47 i apo CP 43) oraz luzno zwigzane z btong
tylakoidowag biatko o masie czgsteczkowej 33 kDa [27, 28, 31, 43]. apo CP 47 i apo CP 43
przypisuje sie funkcje wewnetrznych anten energetycznych PS 1l [11], podczas gdy biatko 33
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kDa stabilizuje cze$¢ puli manganu zaangazowanego w utlenianie wody [45]. Czastki rdzenia
centrum reakcji PS Il ujawniaja zdolno$¢ do utleniania wody tylko w obecnosci niefizjologi-
cznie wysokich stezerh Ca2+i CF, cojest przyczyna, dla ktorej uwaza sie, iz in vivo utlenianie
wody wymaga zaangazowaniajeszcze wiekszych fragmentow PS II. Fragmenty PS Il zdolne
do uwalniania tlenu w obecnosci niskich stezen Ca2+i CF izolowano i nazwano kompleksem
centrum reakcji PS Il [27], uwalniajacym tlen PS Il [51] lub kompleksem PS Il [23]. Poza
sktadnikami charakterystycznymi dla rdzenia centrum reakcji, zawierajg one przynajmniej
dwa luzno zwigzane z btong tylakoidowaq polipeptydy (23 i 16 kDa), ktérym przypisuje sie
funkcje "koncentratow" nieorganicznych kofaktoréw utleniania wody oraz funkcje struktural-
ng [38].

Energia niezbedna do redukcji plastochinonu i utleniania wody jest dostarczana do frag-
mentow PS Il zaangazowanych w realizacje tych proceséw w formie energii wzbudzania
elektronéw transportowanej przez system anten energetycznych PS Il [8]. Do wzbudzenia
dochodzi w rezultacie absorpcji energii Swiatta w zakresie widzialnym widma stonecznego.
Anteny energetyczne PS Il reprezentujg zesp6t komplekséw barwnikowo-biatkowych o
zréznicowanym potozeniu maksiméw absorpcji, zawierajgcych chi a, chi b i ksantofile
zwigzane z silnie hydrofobowymi polipeptydami transmembranowymi [29]. Kompleksy te
tworzg system ukierunkowanego w strone centrum reakcji PS Il transferu energii. Transfer
energii wzbudzenia pomiedzy sasiadujgcymi w obrebie pojedynczego kompleksu barwniko-
wo-biatkowego czasteczkami barwnikéw odbywa sie z wykorzystaniem mechanizmu migra-
cji ekscytonow itrwa 1ps [61], jest wiec znacznie krotszy niz czas utraty energii wzbudzenia,
tzn. czas powrotu czasteczki barwnika do najnizszego stanu oscylacyjnego elektronowego
stanu SI, ktéry wynosi 100 ps [63]. Dzieki temu straty transferowanej energii zostaja
zminimalizowane. Badania symulacyjne jednoznacznie wskazuja, ze przyczyn zdolnosci
anten energetycznych fotosyntezy do transferu energii z bardzo niewielkimi stratami nalezy
szuka¢ nie tylko na poziomie interakcji czasteczek barwnikéw w obrebie pojedynczego
kompleksu barwnikowo-biatkowego, lecz réwniez na poziomie oddziatywan poszczeg6lnych
anten w obrebie tworzonego przez nie supramolekulamego systemu antenowego [26]. Po-
wszechnie uwaza sie, Ze przenoszenie energii wzbudzenia pomiedzy kompleksami antenowy-
mi oraz do kompleksu centrum reakcji PS Il odbywa sie z udziatem mechanizmu
indukowanego rezonansu (forsterowskiego) [26].

Peine wyjasnienie przyczyn, dla ktérych energia wzbudzenia przemieszcza sie w obrebie
PS 1l z bardzo wysoka wydajnos$cig (straty zwigzane z fluorescencja stanowig z reguty nie
wiecej niz 2% energii [8]), wymaga dysponowania szczegétowym modelem topologii holo-
kompleksu PS Il obejmujacym organizacje na poziomie supramolekulamym, molekularnym
i submolekulamym systemu antenowego oraz kompleksu centrum reakcji PS Il. Dzigki
badaniom ostatniego dziesieciolecia udato sie wnikng¢ dos$¢ gteboko w molekularng strukture
komponentéw kompleksu centrum reakcji PS 1l oraz uzyska¢ pierwsze dane dotyczace
wzajemnej organizacji przestrzennej biatek tego fragmentu PS Il [12, 15, 25]. Natomiast
dopiero w ciggu ostatnich 3 lat wykonano prace nad organizacja systemu anten energetycznych
[6, 59], co umozliwito powstanie pierwszych schematéw topologii holokompleksu PS IlI.
Przedmiotem niniejszego opracowania jest przeglad stanu badan nad organizacjg struktury
systemu anten energetycznych z uwzglednieniem poziomu submolekulamego, molekularnego
i supramolekulamego.
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Od czasu opublikowania wczesniejszego polskojezycznego opracowania przegladowego
[36] poswieconego antenom energetycznym PS 1l nastagpit bardzo znaczny postep, zwtaszcza
w badaniach dotyczacych struktury supramolekulamej systemu antenowego PS II.

ORGANIZACJA STRUKTURALNA LHC II

Zbierajacy Swiatto kompleks chlorofil alb-biatko wspotpracujacy z fotosystemem 11 -
okreslany jako LHC Il przez zdecydowang wiekszo$¢ autoréow lubjako LHC Ilb przez grupe
Thombera [49] - jest najwazniejszym kompleksem antenowym organizméw prowadzacych
oksygeniczna fotosynteze. Kompleks ten cechuje sie znacznym stopniem komplikacji wewne-
trznej struktury - heterogenicznos$¢ stwierdzono na wszystkich poziomach organizacji LHC
n, tj. sekwencji DNA kodujacego polipeptydy tego kompleksu, samych polipeptydéw (LHCP
I1), stanéw oligomerycznych oraz na poziomie subpopulacji LHC II.

LHCP 1l sg kodowane przez jadrowe sekwencje nalezgce do wielogenowej rodziny o
liczbie gendw mieszczacej sie w przedziale 5-15 [15]. W obrebie wspomnianej rodziny
wyroznia sie dwa typy genéw, a kryterium przynaleznos$ci do okreslonego typu jest obecno$¢
lub brak intronu, a takze dtugos¢ sekwencji kodujacej [15]. LHCP Il sg syntetyzowane na
rybosomach cytoplazmatycznych jako hydrofilne formy prekursorowe (pLHCP II) ciezsze o
ok. 5 kDa od dojrzatych polipeptydéw. Dzieki wystepowaniu na jej N-korncu tzw. peptydu
tranzytowego, czasteczka pLHCP Il jest zdolna do wigzania sie z otoczkg chloroplastows,
przeniesienia przez otoczke i transportu przez strome. Do odciecia peptydu tranzytowego
dochodzi najprawdopodobniej w czasie transportu pLHCP 1l przez strome [16, 171, a LHCP
Il - po asocjacji z czasteczkami chi a, chi b oraz ksantofili - wigcza sie w strukture btony
tylakoidowej. Odcinaniu peptydu tranzytowego towarzyszy¢ moze (w doswiadczeniach pro-
wadzonych in vitro) proteolityczna obrobka pLHCP 1l do dwdéch lub nawet wigkszej liczby
dojrzatych LHCP II, r6znigcych sie masg czasteczkowg [64], Heterogeniczno$¢ mas czaste-
czkowych LHCP Il stwierdzana in vivo moze zatem by¢ uwarunkowana, oprécz heteroge-
nicznosci sekwencji kodujacych, takze procesami posttranslacyjnej proteolizy. LHCP Il moga
by¢ - invivoiinvitro- fosforylowane (reszty fosforanowe dotgczane sa do reszt treoninowych
w poblizu N-konca hydrofilnego fragmentu czasteczki polipeptydu), a poniewaz dotyczy¢ to
moze tylko czesci populacji okreslonego LHCP Il, fosforylacja stanowi kolejne Zzrédio
heterogenicznosci LHCP II.

Dziatanie wszystkich czynnikéw determinujacych heterogeniczno$¢ LHCP 1l prowadzi do
sytuacji, w ktorej, jak to stwierdzono dla wielu gatunkéw roslinnych, LHC Il obejmuje 1-5
(najczesciej 2 lub 3) polipeptyddw o masie czasteczkowej mieszczacej sie w przedziale 23-30
kDa [29]. Liczba polipeptydéw jest in vivo zapewne jeszcze wyzsza (6-8), na co wskazujg
doniesienia, w ktorych rozdziatu LHCP Il dokonano z uzyciem ogniskowania izoelektryczne-
go [58] lub wysokorozdzielczej techniki elektroforetycznej opartej na systemie buforowym
ammediolu [56]. Nie uzyskano dotad danych, ktére szczeg6towo okreslatyby, wjakim stopniu
stwierdzanain vivo heterogeniczno$¢ polipeptydéw LHC Il wynika ze zr6znicowania sekwen-
cji kodujacych, a wjakim stopniu z posttranslacyjnych modyfikacji (obrébka proteolityczna,
fosforylacja). Istniejace, bardzo nieliczne dane sugeruja, iz poszczeg6lne LHCP 1l sg produ-
ktami odrebnych genéw. Dane te pochodzg z prac, w ktérych sekwencjonowano fragmenty
poszczeg6lnych LHCP Il uzyskane drogga trawienia endoproteolitycznego. Sekwencje amino-
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kwasowe fragmentéw réznych LHCPII okazaly sie identyczne z sekwencjami wydedukowa-
nymi ze struktury pierwszorzedowej odrebnych genéw kodujacych LHCP Il [37, 46]. Juz
kilkanascie lat temu zauwazono [3], ze LHC Il mozna rozdzieli¢ za pomocg tagodnie
denaturujacych technik elektroforetycznych (w trakcie tego typu elektroforez nazywanych
"zielonymi zelami" kompleksy barwnikowo-biatkowe nie dysocjujg na sktadniki polipepty-
dowe i barwniki) na dwie frakcje réznigce sie znacznie tempem elektroforetycznej migracji.
Zapoczatkowano w ten sposob intensywnie rozwijane w nastepnych latach badania nad
heterogenicznoscig struktury holokompleksu LHC Il. W rezultacie zastosowania do badan nad
strukturg wewnetrzng kompleksu krystalografii elektronowej dwu- i tréjwymiarowych kry-
sztatdbw LHC 11 [40], a takze widm dichroizmu kotowego [43] i ultrawirowaniaanalitycznego
[13] detergentowych roztworéw LHC Il, wysunieto powszechnie dzi$ akceptowana teze, iz
podstawowajednostka struktury LHC Il in vivojest trimer, tzn. trzy czasteczki polipeptydow
wraz ze swoim garniturem barwnikowym, zwigzane - jak ostatnio sugerowano - oddziatywa-
niami pomiedzy fragmentami czasteczek potozonymi na granicy: btona tylakoidowa - stroma
[41] (rys.l). Prawdopodobne jest takze wystepowanie in vivo pojedynczych, niezasocjowa-
nych z innymi czasteczek polipeptydéw, a wiec monomerycznej formy LHC 1l [34]. Mono-
meryczna i trimeryczna forma LHC Il odpowiadajg dwom frakcjom zidentyfikowanym we
wczesnych doSwiadczeniach z zastosowaniem fagodnie denaturujacej elektroforezy [3]. Na
podstawie precyzyjnej analizy produktéw solubilizacji PS Il lub oczyszczonego LHC II,
otrzymanych po uzyciu réznych mieszanin detergentéw, niektérzy badacze wskazujg na
mozliwos$¢ istnienia in vivo - poza trimerem i monomerem - réwniez wyzszego (niz trimer)
rzedu oligomerycznych form LHC Il [2,49], natomiast wioski zesp6t Bassiego/Giacomettiego
reprezentuje odosobniona, jakkolwiek popartg do$¢ interesujgcym materiatem doswiadczal-
nym koncepcje, wedtug ktoérej LHC Il jest in vivo strukturg nonameryczng [10, 18], a forme
trimeryczngmoznaprzypisaé tylko niewielkiej czesciLHC 11 [18]. Niektorzy autorzy uwazaja,
ze istotng role w stabilizacji in vivo formy trimerycznej odgrywa kwas A3-transheksadeceno-
wy, wchodzacy w skiad fosfatyloglicerolu [37, 59]. Sadzi sie, ze fosfatydyloglicerol jest,
podobnie jak kilka innych fosfolipidow, integralnym sktadnikiem LHC II.

W dos$¢ skomplikowanej relacji wobec struktury oligomerycznej LHC Il pozostaje tzw.
struktura subpopulacyjna tego kompleksu. Subpopulacjami nazwano, na wczesnym etapie
badan nad strukturg wewnetrzng LHC |1, podjednostki LHC 1l réznigce sie kinetyka fosfory-
lacji polipeptydéw oraz sita asocjacji z kompleksem centrum reakcji PS Il [42, 60]. Na
podstawie danych posrednich przewidziano istnienie tzw. subpopulacji wewnetrznej, fj.
podjednostki LHC Il silnie zwigzanej z kompleksem centrum reakcji PS Il, charakteryzujacej
sie wolng kinetyka fosforylacji polipeptydéw oraz tzw. subpopulacji peryferycznej, podjed-
nostki luzniej zwigzanej z kompleksem centrum reakcji PS 1l. Zwiazek subpopulacji peryfe-
rycznej z kompleksem centrum reakcjiPS Il jest na tyle staby, ze podjednostka ta moze ulegac
odwracalnej dysocjacji, po fosforylacji polipeptydéw (co stanowi element regulacji dystrybu-
cji energii wzbudzenia elektronowego pomiedzy PS 1i PS 1), przy czym fosforylacja zachodzi
z wiekszg predkoscig niz w przypadku subpopulacji wewnetrznej [42]. Opierajac sie na
koncepcji trimeru jako podstawowej jednostki strukturalnej LHC Il oraz na analizie poréw-
nawczej sktadu polipeptydowego LHC Il serii mutantéw chlorofilowych soi Morrisey i wsp.
[47] stworzyli model architektury LHC |1, wedtug ktérego subpopulacje wewnetrzng stanowig
dwa nieidentyczne trimery, a subpopulacje peryferyczng zmienna ilo$¢ identycznych trime-
row. W tym samym czasie, dzieki zastosowaniu preparatywnego ogniskowania izoelektry-
cznego udato sie rozfrakcjonowa¢ LHC Il szpinaku na dwie podjednostki odpowiadajace
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wiasciwosciami hipotetycznym dotad subpopulacjom. Subpopulacje okazaty sie trimerami
[58] o nieidentycznym sktadzie polipeptydowym. Z kolei Bassi i wsp. [10], nawigzujac do
wspomnianej powyzej hipotezy nonameru jako waznego elementu struktury LHC II, przypi-
sujg subpopulacji peryferycznej LHC Il kukurydzy strukture trimeru, podczas gdy subpopu-
lacja wewnetrzna miataby mieé organizacje nonameryczna. Wydaje sie zatem, ze obydwie
subpopulacje moga by¢ mozaika réznej ilosci nieidentycznych trimeréw, cze$é sposrod
ktérych moze tworzy¢ u niektorych gatunkéw (kukurydza) agregaty wyzszego rzedu, np.
nonamery.

Rys. 1. Model topografii pojedynczego taficucha polipeptydowego - LHCPII wewnatrz btony tylakoidowej (wg
[41], uproszczone): przez btong przenikaja trzy a-helikalne, hydrofobowe fragmenty czasteczki, ktdrej N-koniec
skierowany jest do stromy, a C-koniec do $wiatta tylakoidu; czarne kropki oznaczaja prawdopodobne miejsca liga-
cji czasteczek chi; w oddziatywania miedzyczasteczkowe, warunkujace istnienie in vivo struktury trimerycznej
LHC Il, zaangazowany jest prawdopodobnie region czasteczki LHCP Il zaznaczony na rysunku kreskami, stanowi

on gorny koniec jednej z transmembranowych a-helis, potozony nastyku: btona tylakoidowa - stroma

ORGANIZACJA STRUKTURALNA
POZOSTALYCH KOMPLEKSOW ANTENOWYCH PS II

Giowng antengenergetyczng PS I1jestLHC I, jednak PS Il zasocjowanyjestzco najmniej
trzema innymi kompleksami antenowymi, ktore okreslano skrotami CP 29, CP 26 i CP 24 w
zwiazku zich migracja w trakcie tagodnie denaturujacej elektroforezy PS 11 [8]. Strukturatych
kompleksow wykazuje znacznie mniejszy, w poréwnaniu z LHC II, stopien heterogeniczno-

Sci.

a) CP 29. Wedtug najnowszych doniesien polipeptydy CP 29 kodowane sg przez jadrowe

geny (wystepujace w genomie w pojedynczych kopiach) nalezace do dwdch typdw nie
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rézniacych sie liczbg intronéw [30, 52]. Z nielicznych badan, wykonywanych z zastosowa-
niem systemu transkrypcji/translacji in vitro wynika, ze polipeptydy CP 29 syntetyzowane sg
jako hydrofilne prekursory o ok. 5 kDa ciezsze od formy dojrzatej. Sposéb wnikania form
prekursorowych do chloroplastéw oraz wigczania w strukture tylakoiddw nie zostat, jak
dotad, poznany. Nie znaleziono dowodow na mozliwos$¢ zréznicowanej obrébki prekursoréw,
ktéra prowadzitaby do powstawania réznych polipeptydéw dojrzatych z jednej formy prekur-
sorowej [52]. Stwierdzana u niektérych gatunkéw heterogeniczno$¢ polipeptydéw CP 29 [14,
52] wydaje sie by¢ zatem wylgcznie odzwierciedleniem heterogenicznosci odpowiednich
sekwencji kodujgcych. CP 29 wiekszosci zbadanych gatunkéw roslin zawiera jednak tylko
jeden polipeptyd o masie czasteczkowej mieszczacej sie w przedziale 26-31 kDa [19,33,49].
Problem struktury oligomerycznej CP 29 nie zostatjednoznacznie rozstrzygniety - wiekszos$¢
badaczy skitania sie ku pogladowi, iz jedyng forma tego kompleksu in vivojest monomer [49],
ale koncepcja ta jest podwazana przez zesp6t Bassiego/Giacomettiego przypisujacy temu
kompleksowi strukture trimeryczng [5,18].

b) CP 26. Brak jakichkolwiek danych odnosnie sekwencji kodujacych polipeptydy tego
kompleksu ani loséw ewentualnych form prekursorowych. Zdaniem wiekszosci badaczy
kompleks ten, w ktérego sktad wchodzg z reguty dwa polipeptydy o masach czgsteczkowych
mieszczacych sie w przedziale 26-30 kDa [19, 22,49], jest in vivo monomerem [49], Zesp6t
Bassiego i Giacomettiego przypisuje mu natomiast strukture trimeryczng [5, 18].

c) CP 24. Polipeptydy tego kompleksu sg kodowane przez jeden typ jadrowych genéw
(wystepujacych w genomie w dwaéch kopiach) zawierajacych dwa introny [54], a syntetyzo-
wane jako hydrofilne prekursory ciezsze o ok. 5 kDa od formy dojrzatej [59]. Narazie nie
mozna wskaza¢ zrodta stwierdzonej u szpinaku [19] heterogenicznosci polipeptydéw CP 24
(3 lub 4 polipeptydy) o masach czasteczkowych 20-23 kDa. U pozostatych zbadanych
gatunkdéw roslinnych stwierdza sie obecno$é tylko jednego polipeptydu [19, 49] i przypisuje
kompleksowi organizacje monomeryczng [49] lub trimeryczng [18].

SUPRAMOLEKULARNA ORGANIZACJA
SYSTEMU ANTEN ENERGETYCZNYCH PS Il

W dwoch laboratoriach wiodacych w zakresie badan nad organizacjg anten energetycz-
nych PS Il stworzono dos$¢ istotnie rézniace sie modele supramolekulamej struktury, w jaka
powigzane sg poszczeg6lne anteny molekularne.

A Model opracowany w pracowni Thornbera [49] (Uniwersytet Kalifornijski, Los
Angeles, USA).

Model opracowany dla PS Il jeczmienia [49], a przedstawiony w nieco zmienionej postaci
na rysunku 2, opiera sie na bardzo istotnym zatozeniu, ze wszystkie anteny energetyczne PS
Il zwigzane sg z dimeryczng formg kompleksu rdzeniowego PS I1lI, ktdra jest - zdaniem
autorow - natywng formg tego kompleksu [50]. W$rod anten sasiadujgcych z kompleksem
rdzeniowym znajduje sie kompleks barwnikowo-biatkowy oznaczony jako LHC lle, nie
opisany wczesniej w zadnym innym laboratorium, zawierajacy polipeptyd 12 kDA zwigzany
z chi a, chi b i znaczng iloécig (w poréwnaniu z innymi antenami PS I1) ksantofili. Pozostate
anteny to oméwione poprzednio: LHC II, CP 29, CP 26 i CP 24. CP 29, CP 26, CP 24 i LHC
lle sa zorganizowane jako monomery, podczas gdy LHC Il zbudowany jest z dwoch rodzajow
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struktur trimerycznych (subpopulacji) zawierajagcych poszczeg6ine LHCPII (28,27 i 25 kDa)
w roznych proporcjach. Na jeden kompleks rdzeniowy przypadajg cztery subpopulacje.
Spos6b powigzania anten z kompleksem rdzeniowym nie zostat doktadnie okreslony, lecz na
podstawie analizy sktadu fragmentdéw PS Il uzyskiwanych droga solubilizacji mieszaninami
réznych detergentow autorzy uwazaja, ze najblizej kompleksu rdzeniowego potozony jest CP
29 (co wczesdniej sugerowano w innych doniesieniach [11,22]), a nastepnie, wedtug wzrasta-
jacej odlegtosci, CP 26, CP 24, LHC Il (przy czym subpopulacja zawierajaca polipeptyd 25
kDa ma by¢ potozona najblizej). Stwierdzono, ze jedna z subpopulacji LHC Il (zawierajgca
polipeptyd 25 kDa) tworzy z CP 29 i CP 24 pentametryczna strukture supramolekulama, ktora
moze stanowic¢ tgcznik miedzy grupa drugiego rodzaju subpopulacji a kompleksem rdzenio-
wym. Drugi rodzaj subpopulacji (nie zawierajacy polipeptydu 25 kDa) tworzy agregat trzech
trimeréw, ktéry moze by¢ izolowany w formie nienaruszonej przy zastosowaniu odpowiednio
tagodnej preparatyki.

W trakcie przygotowywania niniejszej pracy przeglagdowej do druku autorzy omawianego
modelu opublikowali udoskonalongjego wersje [62] roznigca sie istotnymi szczeg6tami od
pierwotnego modelu. Jak wynika z zamieszczonego schematu, Thomber i wsp. [62] uwazajg
aktualnie, ze LHC Il jeczmienia obejmuje trzy rodzaje trimerdw, tzn. (282, 25) kDa, (282, 27)
kDa i (283) kDa, a nie dwa, tj. (282,25) kDa i (282, 27) kDa, jak to sugerowano w pierwotnej
wersji modelu (rys. 2).

Rys. 2. Model organizacji systemu anten energetycznych PS Il jeczmienia (wg [49], zmienione): LHC Il skfada sie
z czterech trimerycznych subpopulacji; podano masy czasteczkowe polipeptydéw wchodzacych w sktad poszcze-
goélnych trimerow

Przedstawiony model w jego pierwotnej postaci zostat wydedukowany na podstawie
analizy sktadu fragmentéw PS Il - powstajagcych w trakcie solubilizacji PS 1l kilkoma
mieszaninami detergentow - rozdzielonych za pomocg tagodnie denaturujgcych technik
elektroforetycznych. PS Il solubilizowano mieszaninami stabych detergentéw niejonowych
(solubilizacja tagodna) lub mieszaninami zawierajacymi silne detergenty niejonowe oraz
detergentyjonowe (solubilizacjasilnie dysocjujaca). Supramolekulamastruktura PS Il ulegata
w trakcie solubilizacji dysocjacji do mniejszych lub wiekszych podjednostek. Jesli wsrdd
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powstatych podjednostek znajdowaty sie takie, ktdre zawieraty okreslong pare anten energe-
tycznych nawet w warunkach solubilizacji silnie dysocjujacej, to mozna byto sadzi¢, ze anteny
te zwigzane sg znacznymi (trudnymi do zerwania) sitami, a wiec zapewne znajdujg sie blisko
siebie wewnatrz PS II.

B. Model opracowany w pracowni Bassiego i Giacomettiego [6] (Uniwersytetw Padwie,
Wiochy)

Model, opracowany dla PS Il kukurydzy [6], przedstawiony w nieco zmienionej postaci
na rysunku 3, opiera sie (podobnie jak poprzednio omdwiony model) na zatozeniu, ze
wszystkie anteny energetyczne PS Il zwigzane sg z dimeryczng formg kompleksu rdzeniowe-
go, ktorg autorzy traktujajako natywng opierajac sie na wiasnych badaniach z wykorzystaniem
krystalografii elektronowej dwuwymiarowych krysztatow kompleksu rdzeniowego [7] (dime-
ryczna natura kompleksu rdzeniowego PS Il wydaje sie by¢ udowodniona - jej istnienie
sugerowali takze inni autorzy na podstawie badan nad PS Il termofilnej sinicy Synechococcus
sp. [53]). Zestaw anten energetycznych rozmieszczonych wokét dwoch czastek, sktadnikow
dimeru kompleksu rdzeniowego, jest niejednakowy, co stanowi bardzo istotng ceche omawia-
nego modelu, zasadniczo r6znigcg go od modelu omdwionego powyzej. Zdaniem autoréw

Rys. 3. Model organizacji systemu anten energetycznych PS Il kukurydzy (wg [6], zmienione): LHC lib i LHC lic
sg nonamerycznymi subpopulacjami, kazda z nich zasocojwana jest (za posrednictwem réznych elementéw syste-
mu antenowego) z inna czastka dimeru kompleksu rdzeniowego PS 11, a kazdy z trimeréw wchodzacych w sktad
LHC Ilb i LHC lic ma inny sktad polipeptydowy; LHC Hajest trimeryczna subpopulacja, zasocjowangabezpos$red-
nio z kompleksem rdzeniowym PS 1l

tylko taka organizacja PS Il moze ttumaczy¢ utamkowe (1.5:1) molowe stosunki stechiometry-
czne pomiedzy polipeptydami CP 29, CP 26 i CP 24 a polipeptydami kompleksu rdzeniowego
PS I1lI. Jedna z czastek kompleksu rdzeniowego pozostaje zasocjowana z CP 26, druga za$ z
CP 29, ktore to anteny - podobnie jak CP 24 - cechuje organizacja trimeryczng. LHC Il jest
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reprezentowany przez dwa rodzaje nonameréw (75% catosci) ijeden rodzaj trimeru (25%),
przy czym jeden z nonamerow wigze sie z CP 29 (poprzez CP 24), a drugi z CP 26, podczas
gdy trimer wigze sie bezposrednio z kompleksem rdzeniowym PS Il. Kazdy z nonamerdw
zbudowany jest z trzech réznych trimeréw, a zaden z nich nie jest tozsamy z trimerem
zasocjowanym bezposrednio zkompleksem rdzeniowym PS 1I. Model zaktada zatem istnienie
az siedmiu réznych trimerycznych form LHC Il, nie precyzujac jednak, jaki mogtby by¢ ich
sktad polipeptydowy. Taka mnogos¢ trimeréw LHC Il kukurydzy jest zupetnie wyobrazalna,
zwazywszy, ze LHC Il tej rosliny zawiera az piec polipeptyddw [9]. Jeden znonameréw LHC
Il tworzy z CP 29 i CP 24 pentadekameryczng strukture supramolekulamg (strukture o takim
sktadzie, lecz o innym stanie oligomerycznym proponujg autorzy poprzednio omdéwionego
modelu), ktérajest zaangazowana w regulacje dystrybucji energii ekscytacji pomiedzy PS | i
PS Il, odpowiada zatem definicji subpopulacji peryferycznej PS II.

Przedstawiony model zostat wydedukowany na podstawie poréwnawczej analizy skiadu
fragmentdw powstajagcych w trakcie solubilizacji PS Il w obecnosci niskiego stezenia niejo-
nowego detergentu, B-dodecylo maltozydu (solubilizacja tagodna) lub wysokiego stezenia
R-dodecylo maltozydu (solubilizacja silnie dysocjujaca).

Ostatnio Harrison i Melis [32] opublikowali wyniki prac (dotyczacych jeczmienia) nad
organizacjg systemu anten energetycznych PS Il, na ktérych podstawie opracowali bardzo
schematyczny model architektury tego systemu (rys. 4). Autorzy modelu zaktadaja, ze w sktad
zwigzanego z PS Il systemu anten wchodzi tylko 5 polipeptydéw (wystepujacych jako

monomery lub trimery) o masach czgsteczko-
wych 20, 25, 27, 28 i 30 kDa (Peter i Thomber
[49] opisali 8 takich polipeptydéw, a Bassi i
Dainese - 9 [19]), z ktérych kazdy zwigzany jest
z identyczng liczbg czasteczek chi a i chi 2 (13
czasteczek chl/czasteczka polipeptydu). Ro6zne
kombinacje tych polipeptydéw wraz z ich barw-
nikami (uzyskane droga solubilizacji PS 11 rozny-
mi detergentami) stanowig to, co okresla sie
nazwami LHC II, CP 29, CP 26 i CP 24, np. CP
26 i CP 24 majg - zdaniem autoréw tego modelu
- niemal identyczny sktad polipeptydowy. Poli-
peptyd 28 kDa dominuje iloSciowo ijest wykry-
wany immunologicznie z podobng
efektywnoscig we wszystkich kompleksach ante-
nowych PS Il. Przytoczone dane pozostajg w
sprzecznosci z:
(1) faktem, iz kazda z anten energetycznych
PS 1l zawiera unikalne polipeptydy [19,49], jak-
kolwiek polipeptydy niektérych komplekséw
Rys. 4. Model organizacji systemu anten energetycz- majg bardzo podobng mase czgsteczkowg (np.
nych PS I'I jeczmienia (wg [32], zr.nie'nione): (280, LHC IIiCP 26 kukurydzy [19]),
27) kDa i (28 ) kDa sa strukturami trimerycznynu, . .
aoznaczenia 20, 25 i30 kDa odnosza sie do mas (2) bardzo stabym pokrewiefistwem immu-
czasteczkowych pozostatych polipeptydéw tworza- Nologicznym pomiedzy LHCPII a polipeptyda-
cych system anten energetycznych PS Il jeczmienia  mi innych anten PS 1l [21],
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3) faktem, iz polipeptydy antenowe wigzg sie z niejednakowymi liczbami czasteczek chi
- od 5 czasteczek chl/polipeptyd dla CP 24 do 13 czasteczek chl/polipeptyd dla LHC Il [18,
51, 54],

Przyjecie modelu Harrisona i Melisa [32] wymagatoby zasadniczej rewizji powszechnie
przyjetych pogladéw w powyzszych kwestiach.
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DZIALANIE PRODUKTOW
GENOW PRZECIWNOWOTWOROWYCH
W ASPEKCIE CYKLU KOMORKOWEGO

THE ACTION OF CANCER REPRESSOR GENES PRODUCTS
WITHIN THE CELL CYCLE

Antoni HORST
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, Poznan

Streszczenie. Przedstawiono wspdtczesne poglady na istote cyklu komdérkowego: mechanizm napedowy cyklu
komérkowego, jego mechanizmy regulacyjne oraz patologie. Podstawowym mechanizmem napedowym cyklu jest
produkt genu cdc2 w postaci kinazy biatkowej p34cdc2, ktéra wesp6t z inng fosfoproteing (cykling) stanowi MPF
(maturation promoting factor). Kontrola cyklu komérkowego odbywa si¢ na trzech poziomach: przez aktywacje i
ekspresje genéw, ktérych produkty wptywaja na przebieg cyklu; przez mechanizm sprzezenia zwrotnego, nie
pozwalajacy na dalszy przebieg cyklu, zanim poszczeg6lne jego etapy nie zostang ukonczone oraz przez czynniki
spoza cyklu, do ktorych naleza tzw. biatka przeciwnowotworowe, np. pl05Rb, p53. Cykl komérkowy, podobnie jak
kazdy inny proces zyciowy, ma réwniez swojg patologie, obecnie najlepiej widoczng w procesach nowotworowych,
kiedy wskutek zaburzen kontrolnych (ubytek punktéw kontrolnych GI-S lub G2-M) dochodzi do utraty kontroli
podziatéw komérkowych prowadzacej do procesu nowotworowego.

Summary. Present-day views on the essence of the cell cycle are discussed: the driving gear based on the cdc2 gene
product in the form of protein kinase p34cdc~which together with an another phosphoprotein named cyclin forms the
maturation promoting MPF. The control of the cell cycle is executed on three levels: the activation and expression of
several genes which products influence the course of the cell cycle; the second control mechanism is based on feedback
within the cell cycle which do not allow progress of the cycle prior the preceding stage is terminated; the last control
mechanism is executed by factors outside the cycle (pl05Rb, p53 and other products of suppressor genes). The cell
cycle, as other vital processes has its pathology, at this time the best visualized in carcinogenic processes in which
lack of checkpoints (GI-S, G2-M) causes uncontrolled cell proliferation.

Wykaz skrétow: AT - Ataxia teleangiectasia, CAK - cdc2 activating kinase, cdc2 - gen cell division cycle, cdc25 -
fosfataza - produkt genu cdc25; cdk2, CDK - cyclin dependent kinases, chkl- checkpointkinase, CLN 1,2,3 - biatka
cyklino-podobne, CSF-1- colonystimulatingfactor - 1, D sc-czynnik wigzacy DNA, EGF - epidermalgrowthfactor,
MPF - maturationpromotingfactor, MTOC - microtubule organizing center, MDM2 - produkt mysiego genu mdmz2
- powoduje nowotwory u ‘‘nagiej" myszy, p34cdc2 - kinaza biatkowa - produkt genu cdc2, p$S60™ 13 - homolog
produktu genu cdc25, PDGF —platelet derived growth factor, P105Rb - produkt genu Rb (retinoblastoma), pl107 -
antagonista p!05Rb, p53 - biatko hamujace proliferacje - straznik genomu, rad 9, 17, 24 - r6zne mutanty spowodo-
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wane promieniowaniem jonizujacym paczkujacych komérek drozdzy, RCC1 - repressor ofchromosome condensa-
tion, TGFbeta-2 - transforming growth factor beta-2

WSTEP

Proliferacja komdrek nalezy do proceséw zyciowych wszystkich zywych organizmow.
Dos¢ uzmystowi¢ sobie, ze catkowite zahamowanie proliferacji komoérek macierzystych
prowadzacych do powstania erytrocytow w ciggu niecatych 3 miesiecy musiatoby doprowa-
dzi¢ do $mierci catego organizmu. Z kolei nadmierna proliferacja prowadzi do procesow
nowotworowych. Tak wiec jedynie zrownowazone dziatanie czynnikéw pobudzajacych pro-
liferacje (czynniki wzrostowe, onkogeny itp.) i hamujacych proliferacje (produkty genéw
przeciwnowotworowych [40]) umozliwia harmonijny przebieg proliferacji uniemozliwiajgc
brak proliferacji prowadzacy do $mierci, jak i nadmiar proliferacji prowadzacy do procesu
nowotworowego. Zasadniczy zwrot w pogladach na cykl komoérkowy nastgpit w kilku
ostatnich latach, gtéwnie dzieki poznaniujego biochemicznych podstaw. Wprawdzie ostatnio
ukazato sie kilka prac przeglagdowych z tej dziedziny, jednak postepjest tak szybki i tak wielki
[13, 31, 32, 33, 40, 43, 47, 51, 63, 76, 83,114], ze sktonito mnie to do napisania niniejszego
przegladu.

MECHANIZMY NAPEDOWE CYKLU KOMORKOWEGO

Wiasciwy rozwdj badan cyklu komérkowego umozliwito odkrycie w 1971 roku przez
Masui i Smitha tzw. czynnika dojrzewania MPF ( maturation promotingfactor). Istota tego
odkrycia polegata na wykryciu czynnika powodujgcego dojrzewanie do zaptodnienia komé-
rek jajowych, ktérych mejoza ulega zatrzymaniu we wczesnych okresach zycia ptodowego, a
jej ukoniczenie nastepuje dopiero pod wptywem czynnikéw hormonalnych [51]. W 1980 r.
Kirschner i wsp. [35] wykazali, ze jaja Xenopus mimo usunieciajgdra ulegajg rytmicznemu
pogrubieniu w fazie mitozy i sptaszczeniu w interfazie. Stad wniosek, ze w cytoplazmie
znajduje sie "biochemiczny oscylator”, regulujacy cykl komérkowy, gdyz usuniecie jadra i
innych organeli komoérkowych (centriole, mikrotubule) nie powodowato zaktdcenia cyklu
komoérkowego [35]. Rychtojednak okazato sie, ze MPF w czasie cyklu ulegabardzo znacznym
zmianom aktywacji pod wptywem dodatkowych czynnikow [51].

W 1982 r. wykryto produkt genu cdc2 (cell division cycle) w jajach zab i CDC28 w
komorkach drozdzy [51]. Produkty te nie spetniaty jednak kryterium oscylatora cyklu komor-
kowego, gdyz ich poziom w réznych fazach cyklu komdrkowego nie ulegat zmianie. Biatko
p34cdc2, jako produkt genu cdc2, w 1987 r. zostato zidentyfikowane jako kinaza biatkowa
przenoszaca grupy fosforanowe z ATP na rézne biatka.

Drugi sktadnik MPF zostat wykryty dos¢ przypadkowo jako biatko ulegajace rytmicznej
syntezie i akumulacji w interfazie, za$ degradacji w fazie mitozy - stad zostato nazwane
cykling [51]. Okazato sie, ze cyklina stanowi drugi sktadnik MPF [51]. Podajgc kompletny
MPF do niezaptodnionego jaja zab udato sie w 1989 r. catkowicie zrekonstruowaé cykl
komaérkowy in vitro [84], Pod wptywem cykliny wystapity wszystkie elementy cyklu komér-
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kowego, tj. pojawienie sie i zanik MPF, rozpad otoczkijgdrowej, kondensacja chromosomaéw,
pojawienie sie i zanik wrzeciona kariokinetycznego, synteza DNA oraz degradacja cykliny
[84]. Zastosowanie zmutowanej cykliny (nie ulegajacej degradacji) spowodowato zatrzyma-
nie cyklu w mitozie [86].

Najlepiej poznany jest wptyw MPF na rozpad otoczki jagdrowej. Jednym z gtéwnych
sktadnikéw otoczki jadrowej sg widkniste biatka - laminy, ktore po ufosforylowaniu staja sie
rozpuszczalne, a po defosforylacji t3czac sie ponownie tworzg otoczke jadrowg [109]. Wptyw
MPF i innych sktadnikéw cyklu komoérkowego na pozostate elementy mitozy (utworzenie
wrzeciona kariokinetycznego, rekonstrukcja aparatu Golgiego i siateczki endoplazmatycznej)
jest mniej poznany.

Kluczowg role w regulacji cyklu komérkowego odgrywa kinaza p34 , ulegajgca u
organizméw wyzszych fosforylacji w réznych fazach cyklu w 4 réznych pozycjach (tyrozynie
w poz. 15 i treoninie w poz. 14 w fazach Si G2, serynie w poz. 277 w fazie G1 oraz treoninie
w poz. 161 w fazie G2) przy maksymalnej defosforylacji wymienionych reszt aminokwaso-
wych w mitozie (za wyjatkiem treoniny 161) [31]. Reszty tyrozyny 15 i treoniny 14 znajdujg
sie w domenie wigzacej ATP, co sugeruje okolice miejsca aktywnego enzymu ATP, natomiast
treonina 161 znajduje sie w domenie wigzacej cykliny, co zdaje sie wptywac na stabilizacje
kompleksu p34ctc2 z cyklinami [4, 31].

Schemat mechanizmu napedowego cyklu komorkowego przedstawiono na rysunku 1. W
poczatkowej fazie cyklu G1 biatko p34L(k2 jest nie zwigzane z cykling i nie wykazuje
aktywno$ci kinazowej.

W miare akumulacji cykliny GI (E i A u wyzszych eukaryontéw, CLN1-3 u drozdzy) i
potgczenia sie ich z p34 L2 nastepuje aktywacja kinazy biatkowej p34cdc2, dzieki czemu
nastepuje w komorkach drozdzy start cyklu, czyli przejscie ze stanu spoczynkowego do
aktywnego, indukujgcego replikacje DNA (faza S) i organizacje centrum mikrotubul (MTOC
- microtubule organizing centre). Odpowiednikiem punktu startowego u ssakéw jest punkt
restrykcyjny, stanowigcy najwazniejszg faze cyklu regulowang przez sktadniki pokarmowe i
czynniki wzrostu. Po przejsciu punktu startowego komorki zaczynajg produkowac rézne
cykliny, tworzace kompleksy z p34ctlc2. Kompleks ten jest okre$lany rowniez jako pre-MPF
nieaktywny z powodu fosforylacji tyrozyny w pozycji 15 i treoniny w poz. 14 p34ctlc2. W
pre-MPF ufosforylowanajest rowniez treonina w pozycji 161, potrzebna do aktywacji MPF,
jednak niewystarczajaca dla przezwyciezenia inaktywujgcego wptywu fosforylacji tyrozyny
w pozycji 15. Defosforylacja tyrozyny 15 w péznej fazie G2 umozliwia aktywacje MPF, czego
nastepstwem jest przejscie do mitozy z kondensacjg chromosomow, degradacjg otoczki
jadrowej i organizacjg wrzeciona kariokinetycznego. Przejscie pre-MPF w MPF odbywa sie
pod kontrolg genéw wee 1, mik 1icdc25, kodujacych enzymy o przeciwstawnym dziataniu.
Kinazy tyrozynowe wee 1i mik 1 wplywajgce na fosforylacje tyrozyny 15 sg inhibitorami
przejécia do mitozy [25, 75, 96], podczas gdy fosfataza tyrozynowa, bedaca produktem genu
cdc25 i powodujgca defosforylacje tyrozyny 15 p34ulc , umozliwia aktywacje kompleksu
pre-MPF na MPF [18, 19, 96]. Zak}ada sie, ze w cyklu komdérek somatycznych organizméw
wyzszych p34ttlt2 tworzy kompleksy z cyklinami z grupy A typowymi dla fazy G1 (u drozdzy
z cyklinami CLN). Ponadto sugeruje sie, ze w sktad kompleksu pre-MPF wchodzi odrebna
posta¢ p34Lilc2. Stad kompleks ten okresla sie rowniez mianem SPF (od S-phase promoting
factor).

Kinazy zalezne od cyklin (CDK od cyclin-dependent kinases) nalezg do kluczowych
regulatoréw synchronizacji w czasie i koordynacji réznych reakcji cyklu komérkowego
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Rys. 1. (opis obok): A, B, E - cykliny A, B, E; P- grupy fosforanowe ;Y - tyrozyna; T - treonina
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eukaryontow. Aktywacja CDK ulega indukcji przez kompleks mechanizméw obejmujacych
wigzanie do pozytywnie reagujacych podjednostek cyklu komorkowego oraz fosforylacji
wptywajacej pozytywnie lub negatywnie w zalezno$ci od miejsca wigzania. Po zwigzaniu
cykliny oddzielnakinaza, znanajako kinaza aktywujaca CDK, powoduje fosforylacje treoniny
w podjednostce CDK (w poz. 160 ludzkiej CDK2 lub w poz. 161 ludzkiej CDC2 [13A]).

Cyklina w aktywnym MPF ulega sprzezeniu z ubikwityng, czego nastepstwem jest jej
degradacja w p6znej fazie M. Z kolei degradacja cykliny prowadzi do inaktywacji MPF, czego
nastepstwem jest przejscie komoérki w interfaze z jednoczesng segregacja i dekondensacja
chromosomaéw, reorganizacja otoczkijadrowej i cytokinezg [83].

Cykle komdrek somatycznych iembrionalnych rdznig sie gtéwnie w zakresie syntezy DNA
i duplikacji MTOC. W embrionalnych komérkach procesy te przebiegajag z pradem cyklu, co
oznacza, ze w komorkach tych brak jest punktu startowego [83].

Wptyw fosfatazy cdc25 na cykl komérkowy jest wieloraki. O ile fosforylacja tyrozyny 15
p34@,2wptywa hamujgco na cykl komérkowy [30], to fosfataza cdc25, powodujac defosfo-
rylacje tyrozyny 15, aktywuje MPF, czego nastepstwem jest przejscie cyklu w faze mitozy
[78, 79]. W komorkach zwierzecych sama defosforylacja tyrozyny 15 p34cdc2 nie wystarcza,
gdyz dopiero defosforylacja sasiadujgcych reszt aminokwasowych, przede wszystkim treoni-
ny 14, prowadzi do mitozy [78, 79]. Szczeg6lnie skomplikowana jest funkcja cdc25 w
komérkach wyzszych organizméw, w tym réwniez cztowieka. Przyjmuje sie, ze cdc25
wptywa specyficznie na rézne kompleksy p34cdc2-kinazy cyklinowe odpowiedzialne za
poszczegolne fazy cyklu komoérkowego, a nawet na komorki o rédznej lokalizacji i zréznico-
waniu [97]. Cechg odrozniajacg fosfataze cdc25 od innych fosfataz (np. ATPaz) jest jej
wybidrcze dziatanie na kompleks p34cdc2-cyklina, co ma znaczenie dla mechanizmu kontrol-
nego cyklu komérkowego [79]. Wreszcie sugeruje sie zwigzek fosfatazy cdc25 z onkogeneza.

Rys. 1. Schemat dziatania cyklu komérkowego - Mechanizm napedowy cyklu (przedstawiony w postaci kola gru-
bych strzatek): w fazie G1 pod wptywem syntezy cyklin AiE orazich asocjacji z p34cdc2 powstaje nieaktywny
pre-MPF (tyrozyna w poz. 15 i treonina w poz. 14 ulegly fosforylacji); pod wptywem réznych czynni-
kow (sktadniki odzywiania, czynniki wzrostu itp.) oraz niektérych cyklin (np. CLN1-3 u drozdzy) wystepuje
“start"” inicjujacy replikacje DNA; czynniki fosforylujace (produkty genéw weel i miki) hamuja postepowanie cy-
klu, umozliwiajac synteze DNA, natomiast pod wptywem czynnikéw defosforylujacych (fosfataza cdc25) i asocja-
cji cykliny B do p34cde2 nastepuje przejscie pre-MPF w aktywny MPF, powodujacy przejscie cyklu z fazy G2 do
fazy M, w ktérej pod wptywem fosforylacji nastepuje wytworzenie wrzeciona mitotycznego, kondensacja chromo-
somow i degradacja otoczki jadrowej; z kolei nastepuje pod koniec fazy M rozpad cykliny B, powodujacy inakty-
wacje MPF, a w nastepstwie wyjécie cyklu z fazy M do fazy Gl zjednoczesng defosforylacja wywotujaca
segregacje i dekondensacje chromosomoéw, degradacje wrzeciona oraz reorganizacje otoczki jadrowej, po czym
moze wystapi¢ nastepny cykl komérkowy. Wewnetrzny mechanizm kontrolny cyklu (wpisany do kota w
$rodku schematu): na zasadzie sprzezenia zwrotnego w fazie GI/S zmutowany DNA powoduje zatrzymanie cy-
klu (przy wspétudziale p53), réwniez na przejsciu z fazy G2/M nieukoriczona synteza DNA powoduje zatrzymanie
cyklu (takze przy wspoétdziataniu z p53); zaburzenia organizacji wrzeciona mitotycznego, kondensacji chromoso-
moéw i degradacji otoczki jadrowej powoduja zatrzymanie cyklu na zasadzie sprzezenia zwrotnego w fazie M, podo-
bnie jak na tej samej zasadzie zaburzenia segregacji i dekondensacji chromosomoéw, degradacji wrzeciona
mitotycznego i reorganizacji otoczki jadrowej powoduja zatrzymanie cyklu w poczatkowej fazie GI. Czynniki
kontrolne spoza cyklu (na rysunku na zewnatrz kota grubych strzatek): pl0O5Rb - aktywne w postaci hipofosfo-
rylowanej w fazie Gl hamuje proliferacje komérek, po czym hiperfosforylowane, nieaktywne az do konca cyklu
umozliwia proliferacje komérek; p53 - straznik prawidtowego genomu, hamuje cykl komérkowy w fazie GI/S w
przypadku zmutowanego DNA lub w fazie G2/M w przypadku niezreplikowanego DNA, aktywuje geny hamujace
proliferacje komérek, w przypadku zmutowanego DNA moze spowodowaé apoptoze komoérki; zmutowany
p53 moze prowadzi¢ do karcynogenezy. Czynnik transkrypcji E2F jest silnie zwigzany z cyklem, dziatajac w
kompleksie zp53, cykling A i p!05Rb.
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Wykazano bowiem, ze poziom tej fosfatazy zwieksza sie w fibroblastach ulegajacych trans-
formacji nowotworowej pod wpltywem wiruséw SV40 lub papilloma typ 16 lub 18 [79].
Ostatnio sugeruje sie, ze kinaza p34cdc2 moze wystepowac¢ w dwoch formach podlegajacych
interkonwersji: S powodujacej rozpoczecie fazy S i M niezbednej do przejscia w mitoze M
[81.

Oprocz kinazy p34~", réwniez cykliny, stanowig rozbudowang rodzine fosfoprotein.
Cyklinami typowymi dla fazy G1 sg u drozdzy biatka kodowane przez geny CLN i odpowia-
dajagce im w komorkach wyzszych organizméw cykliny C, D i E [28, 80, 88]. Liczba
wykrywanych cyklin stale rosnie, przy czym kazda faza cyklu komorkowego wydaje sie by¢
regulowana przez swoistg cykline.

Procesem zapoczatkowujacym cykl komorkowy jest faza G1/S, poprzedzona w niektérych
przypadkach przez faze GO. Juz w 1989 roku [92] wykazano, ze w fazie Gl i M gen cdc2
odgrywarole w asocjacji zcykling B. Cykling typowgadlaprzej$cia z fazy G1 do Sjestjednakze
cyklina E, ktora ulegajac skompleksowaniu z kinazg p34cdcZpowoduje start cyklu komaérko-
wego[18].

Przejécie do fazy S, czyli replikacji DNA, wymaga kompleksu p34Lc z cykling A,
syntetyzowang w cytoplazmie i przemieszczona do jadra komérkowego. Badania z inaktywa-
cjg réznych cyklin, przede wszystkim cykliny B wykazaly, ze gtdwng role w regulacji
replikacji DNA w komoérkach ssakéw odgrywa kompleks z cykling A [28],

Wazng role w prawidtowym przebiegu cyklu odgrywajg: p34ctc2 jako podjednostka
katalityczna oraz cykliny A, B i E, jako podjednostki regulacyjne. Najlepiej poznana jest
czynno$¢ kompleksu p34cdcZ-cyklina B polegajaca naregulacji podjednostki katalitycznej. W
kompleksie tym wystepuje ponadto wykryty u drozdzy i ludzi produkt genu sue 1 w postaci
biatka p139L , ktorego rola polega na hamowaniu fosfatazy cdc25, zwtaszcza na inaktywacj i
kompleksu p34Ldi2-cyklina B w koncowej fazie mitozy [ 31, 32, 91]. Fosforylacja tyrozyny
15 dziata na ten kompleks hamujgco, natomiast defosforylacja aktywujgco [26]. Start cyklu
wystepuje pod wptywem akumulacji cyklin: u drozdzy CLN, natomiast u wyzszych organi-
zmoéw cyklin A oraz C, D i E, czego nastepstwem jest wytworzenie nieaktywnego kompleksu
p34cdcZ-cyklina A, zwanego pre-MPF lub SPF, w ktérym tyrozyna 15 jest ufosforylowana
przez kinaze tyrozynowa cdc2. Wspomniane cykliny kodowane przez dwa geny weel imiki,
wykryte poczatkowo w dzielgcych sie komérkach drozdzy [26], Produkty tych genéw dziatajg
hamujaco na przebieg cyklu komérkowego az do jego zatrzymania w fazie G2 w przypadku
nadmiernej ekspresji [68]. Niezaleznie w badaniach nakomdrkach HeLawykazano, ze cykliny
Bl lub B2 aktywujac fosfataze tyrozynowg cdc25 powodujg przejscie pre-MPF w aktywny
MPF, w wyniku czego nastepuje organizacja wrzeciona kariokinetycznego, kondensacja
chromosomoéw i degradacja otoczki jadrowej, czyli przejScie w faze M. Witasciwosci tych nie
maja cykliny A'i D [68].

W badaniach przeprowadzonych na ludzkim mRNA oprécz cyklin A, B1i B2 wykazano
trzy dalsze klasy cyklin: C, D i E. Z tego mRNA cyklin C i E okresowo gromadzit sie w fazie
G1 cyklu komérkowego [64, 115]. Ponadto wykazano, ze cyklina C obok wystepowania w
fazie G1 ma powinowactwo do onkogenu ras [62], Cyklina E w komorkach ludzkich osigga
szczyt w fazie G I, zanim pojawia sie cyklina A i zanika podczas wyjscia komérki z cyklu.
Cyklina E ulegajac asocjacji z biatkiem regulatorowym - kinaza biatkowg E-cdk2 (cyclin
dependentkinase 2) stanowi wazny czynnik kontroli proliferacji w fazie GI [55,61], W cyklu
komérkowym blizej nieznang role odgrywaja rowniez biatka cyklinopodobne CLN1, CLN2
i CLN3, wykryte w komorkach drozdzy [98]. Biatka te wplywajg na aktywacje kinazy

cdc2
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biatkowej CDC28 u drozdzy S. cerevisiae, odgrywajacej takg sama role, jak p34cdc2 w
komaérkach wyzszych organizmoéw, tj. powodujacej przejscie z fazy G1 do S cyklu komorko-
wego [98].

Istotne znaczenie dla cyklu komdrkowego ma degradacja cykliny wskutek jej ubikwityna-
cji w mitozie (anafazie). Brak ubikwitynacji, wskutek mutacji znajdujacej sie blisko N-termi-
nalnego korica cykliny w obrebie sekwencji aminokwaséw RAALGNISN (pojedynczy
literowy kod aminokwasow), powoduje, ze degradacja cykliny nie wystepuje, powodujgc
zatrzymanie cyklu komérkowego w metafazie [29].

MECHANIZMY KONTROLNE CYKLU KOMORKOWEGO

Ztozony mechanizm cyklu komdérkowego, prowadzacy do podziatu pojedynczej komérki
w dwie identyczne komoérki potomne, wymaga niezwykle precyzyjnych mechanizméw kon-
trolnych: polegajacych na transkrypcji i syntezie czynnikdw biorgcych udziat w cyklu komér-
kowym, sprzezeniu zwrotnym czynnikéw biorgcych udziat w tym procesie i czynnikach
ogodlnoustrojowych, koordynujacych cykl komoérkowy z catoscig organizmu.

A. Transkrypcyjna regulacja cyklu komérkowego. Kluczowym elementem cyklu
madrkowego jest kodowana przez gen cdc2 kinaza p34cdc2, odpowiedzialna za rozpoczecie
syntezy DNA w fazie GI/S oraz mitozy w fazie G2/M [76]. W kazdej z tych faz p34cdc2
wystepuje w asocjacji z fazowo-specyficzng cykling, regulujaca jej aktywnos$¢ katalitycznag.
Aktywnos$¢ p34UL jest regulowana przez fosforylacje (produkty genéw weel i miki) oraz
defosforylacje (produkt genu cdc25) [68].

Wiekszos$¢ gendw jest aktywna podczas catego cyklu komérkowego, jednak czes¢ ich
ulega okresowej aktywacji, np. geny histonéw sg aktywne tylko w fazie S, podobnie geny
mitotyczne cyklin A i B podlegajg ekspresji w okreslonych fazach cyklu [76]. Ponizej podaje
tylko najwazniejsze ze zbadanych w komorkach drozdzy czynnikow ulegajacych ekspresji:

» w pbznej fazie GI: geny CLN1 i CLN2 dla cyklin GI, DBF dla kinazy biatkowej, HO
dla przetacznika kojarzeniowej endonukleazy (matting type),

»w fazie G| tuz przed locus HO: gen Sw 14 dla czynnika transkrypcji HO,

» w fazie GI/S geny: CDC6 i DBF4 dla syntezy DNA, CDCS8 dla kinazy tymidynowej,
CDC9 dlaligazyDNA, CDC21 dlakinazy tymidylanowej, POL 1dlapolimerazyDNAI,POL
3 dla polimerazy DNA IlI, PRI dla duzej podjednostki prymazy DNA, PRI2 dla matej
podjednostki prymazy DNA, PNR1 dla reduktazy rybonukleotydowej,

»w fazie S geny HTA, HTB, HHT i HHF dla histonéw H2A, H2B, H3 i H4,

« w fazie G2 dla CLB1/SCB1 i CLB2 dla cyklin, RAD6 dla ubikwitynacji, Swi5 dla
czynnika transkrypcji HO.

W komorkach ssakéw ekspresji ulegaja:

» w fazie GI/S geny DHFT dlareduktazy dihydrofolianowej, TK dla kinazy tymidylano-
wej, TS dla syntazy tymidylanowej, c-myb dla biatka proto-onkogenu wigzgcego DNA,

e w fazie S geny dla histonéw: HI, H2A, H2B, H3 i H4,

e w poOznej fazie S-G2 geny: cyklin A dla cykliny mitotycznej, cdc25 dla fosfatazy
aktywujacej p34Ldc2, HSP70 dla biatka szoku cieplnego 70 kDa,

ko-
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+ w fazie G2/M geny GKSHsl i GKSHs2 dla biatek wigzacych p34cclc2 (powyzsze dane
dotyczace ekspresji genow w fazach cyklu wraz z pisSmiennictwem wedtug pozycji 76
piSmiennictwa).

W wielu przypadkach potranskrypcyjne mechanizmy zdajg sie odgrywac role w transakty-
wacji poszczeg6lnych czynnikow. Takim przykfadem jest Dscl, czynnik wigzacy DNA,
ktérego ekspresja ulega zmianom w cyklu komérkowym [67]. Wystepuje w przypadku biatka
Rb, ktore w fazie G, kiedy Rb jest defosforylowane, fgczy sie z czynnikiem transkrypcji E2F,
zas$pojego ufosforylowaniu w pozostatych fazach cyklu nie faczy sieznim [13]. W niektérych
przypadkach pojedynczy mechanizm regulacyjny kontroluje szereg nastepujacych po sobie
reakcji, umozliwiajac ich wzajemng koordynacje. Takim przyktadem jest aktywacja MPF w
pdéznej fazie G2, pobudzajgca w drodze fosforylacji organizacje wrzeciona mitotycznego,
kondensacje chromosoméw oraz degradacje otoczki jadrowej. Potem wskutek inaktywacji
MPF spowodowanej degradacjg cyklin i nastepczej defosforylacji po wyjsciu z mitozy
dochodzi do dekondensacji chromosoméw, degradacji wrzeciona i reorganizacji otoczki
jadrowej [76, 91]. Kontrola przejscia jednej fazy w nastepng odbywa sie raczej w drodze
sprzezenia zwrotnego niz poprzez transkrypcje. W koncu warto odnotowac, ze regulacja
cykléw komoérkowych we wczesnym etapie embriogenezy zachodzi bez udziatu transkrypcji
i dopiero w pdzniejszym okresie rozwoju wystepuje regulacja cyklu poprzez transkrypcje [76].

B. Kontrola cyklu komdérkowego przez sprzezenie zwrotne. Sprzezenie zwrotne musi
mie¢ co najmniej trzy sktadowe:

- sensor (inaczej punktkontrolny) monitorujacy ukonczenie reakcji z biegiem pradu cyklu,

- sygnat wyprodukowany przez sensor i

- element cyklu reagujacy na sygnat zahamowaniem lub zatrzymaniem cyklu komaérko-
wego [84, 85].

Pierwszym punktem kontrolnym cyklu komdrkowego jest start z nastepujacg potem
syntezg cyklin mitotycznych i duplikacjg MTOC, powiekszeniem komérki, dostawg czynni-
kéw odzywczych i dziataniem czynnikéw wzrostu.

Drugim punktem kontrolnym jestinicjacja syntezy DNA, synteza cyklin A i E, ktére dzieki
asocjacji z p34ctic2 tworzg pre-MPF.

Trzecim punktem kontrolnym jest synteza cykliny mitotycznej B, ktéra dzieki asocjacji z
p34cdc2 powoduje przejscie pre-MPF w MPF, z przejSciem cyklu w faze M, po czym nastepuje
organizacja wrzeciona kariokinetycznego, kondensacja chromosomow i rozktad otoczki jg-
drowej.

Czwartym punktem kontrolnym jest wyjscie komérki z mitozy z nastepujgcq potem
segregacja chromosomow i ich dekondensacja, reorganizacja otoczki jadrowej, demontazem
wrzeciona i cytokinezg [16, 37, 83, 91].

W wiekszosci cykli komoérkowych zatrzymanie jakiejkolwiek reakcji zgodnej z pragdem
cyklu powoduje zatrzymanie dalszego postepowania cyklu. Na przyktad zatrzymanie replika-
cji DNA powoduje zahamowanie przejécia cyklu z fazy S do fazy M (mitozy). Podobnie
zresztg dziata zahamowanie organizacji wrzeciona kariokinetycznego lub rozpadu otoczki
jadrowej. Wskutek braku powstawania wrzeciona kariokinetycznego nastepuje zatrzymanie
mitozy w metafazie bez mozliwosci przejscia w anafaze (z tego korzysta sie w badaniach
cytogenetycznych dla zwiekszenia liczby metafaz). W komorkach zarodkéw Drosophila we
wczesnych stadiach rozwoju brak jest punktu kontrolnego dla mitozy, dzieki czemu mimo
aberracji cykl komérkowy moze by¢ zachowany z tym jednak, ze komorki z aberracjami
chromosomaéw lub centrosomow ulegajg eliminacji [37, 85]. W miare jak zwieksza sie liczba
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komorek pojawia sie punkt kontrolny i tym samym w razie aberracji chromosomdw nastepuje
zatrzymanie cyklu. Niezreplikowany DNA stanowi réwniez sygnat do zatrzymania cyklu
komoérkowego.

Faza G1 cyklu obejmuje okres od ukonczenia mitozy do rozpoczecia syntezy DNA. Jest
to okres wrazliwy na dziatanie czynnikéw spozacyklu [95]. Faza G1 moze trwac¢ wiele godzin,
ale moze by¢ réwniez bardzo krétka. Normalnie fazy GI/S i G2/M sg ze sobg sprzezone,
jednak pod wptywem mutacji moga ulec rozdzieleniu [37]. Niektore komorki (np. watroby
lub neurony) moga pozostawac przez dtugi okres w stanie spoczynkowym, okreslanym jako
faza Go [95], Pod wptywem czynnikéw aktywujgcych komorki z fazy Go moga przejsé¢ do
fazy G1.

Inicjacja fazy S nastepuje dzieki aktywacji p34Cdczprzez dotaczenie cykliny A typowej dla
tej fazy [107]. Badania mutantéw np. wywotanych promieniowaniem jonizujgcym rad9, radl 7
i rad24 wykazaly, ze zahamowanie cyklu wystepuje raczej wskutek uszkodzenia DNA niz
jego reparacji [37]. Z kolei mutanty mecl i mec2 mimo braku uszkodzenia DNA, ajedynie
wskutek braku replikacji powodowaty zatrzymanie cyklu komoérkowego - stad wniosek, ze
brak replikacji, podobnie jak uszkodzenie DNA, jest sensorem mechanizmu sprzezenia
zwrotnego powodujgcego zatrzymanie cyklu [83]. Mutanty, w ktdrych wystapita czeSciowa
utrata genéw dla mechanizméw sprzezenia zwrotnego, mimo to rosng powodujac czestszg
anizeli normalnie $mier¢ komaorki [83]. Komorki ssakéw z mutacjg RCC1 (represor konden-
sacji chromosomow) [7] sa wrazliwe na temperature. W odpowiednich temperaturach hodowli
mutacjajest nieaktywna, natomiast w nieodpowiedniej temperaturze komorki chomika prze-
stajg w fazie S syntetyzowa¢ DNA i przedwcze$nie wchodzg w mitoze [20, 60, 72], Z kolei
te komorki umieszczone w nieodpowiedniej temperaturze hodowli w fazie G1 w ogdle nie
syntetyzujg DNA, a po umieszczeniu w odpowiedniej temperaturze nie wchodzg w mitoze.
Dane te dowodzg, ze mutacja RCC1 wptywa na sprzezenie zwrotne i koordynacje czasowg
cyklu (timing) [83].

Przejscie do fazy M jest uzaleznione od aktywacji kinazy p34cdc2 oraz wystepujacych pod
jej wptywem zmian typowych dla tej fazy (kondensacja chromosomow, reorganizacja cyto-
szkieletu, degradacja otoczkijgdrowej oraz zmianaksztattu komorki). Jednoczesnie wystepuje
aktywacja (fosforylacja) nastepujacych biatek: polimerazy RNA 11, histonu HI, p60src, anty-
genu T, czynnika elongacji, cykliny, laminy [91]. Sugeruje sie, ze fosforylacja p60src jest
odpowiedzialna za zmiany cytoszkieletu, a histonu HI za konsensacje chromosomoéw. Przyj-
muje sie, ze p34cdc2 wspotdziata rowniez w organizacji centrosoméw [91]. Pod koniec fazy
M wystepuje degradacja cykliny i tym samym inaktywacja p34cdc2. Z kolei w fazie G1 po
inaktywacji uktadu degradujgcego cykline [51] wystepuje synteza nowych cyklin powodujac
rozpoczecie nowego cyklu komoérkowego lub moze wystapic¢ przejscie w faze Go, w ktorej
komorki znajdujg sie w stanie spoczynkowym.

Do czynnikéw powodujacych zaktocenia cyklu komorkowego naleza:

- zaburzenia replikacji DNA [20, 72],

-brakmitozy [57],

- uszkodzenie lub brak centrosomoéw,

- zaburzenia mikrotubul [41, 691 oraz

- zaburzenia fosforylacji p34cdc [3, 104].

Zaburzenia te najczesciej powoduja blok cyklu, chociaz znane sg réwniez przypadki
ominiecia bloku, ktdry zresztg najczesciej prowadzi do $mierci komorki [110]. Dane te
dowodza, ze niezaleznie od sprzezenia zwrotnego w komoérce musi istnie¢ mechanizm
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pozwalajacy naprzejscie do nastepnej fazy cyklu [99]. Swoiste dziatanie na cykl ma kofeina,
ktéra w przypadkach z uszkodzonym i niezreplikowanym DNA, omijajagc mechanizm zatrzy-
mania cyklu, pozwala na przejécie w mitoze dziatajgc prawdopodobnie analogicznie do
inhibitora kinazy p34cck2 [61, 65, 83]. Aktywnos$¢ kinazy p34ccc2 obok produktéw genu
cdc25, tj. biatek p52 i p55 kDa, [78] podlega rowniez aktywacji przez inne czynniki, takie jak
p56cd  [82].

C. Kontrola cyklu komoérkowego przez czynniki spoza cyklu. Kazda komérka otrzy-
muje dwa rodzaje bodzcow:

e mitogenne, jak EGF, PDGF, TGFR oraz

« hamujace proliferacje komorek, takie jak biatka: pl05Rb lub p53.

Od stanu réwnowagi tych czynnikéw zalezy, czy komarki proliferujg normalnie, czy tez
wskutek nadmiaru mitogenow lub niedoboru anti-mitogenéw proliferujg nadmiernie az do
powstania nowotworu [70,111].

BIALKO plO5Rb JAKO REGULATOR CYKLU KOMORKOWEGO

Do epokowych odkry¢ w regulacji cyklu komérkowego przyczynito sie wykrycie dziedzi-
cznie uwarunkowanych nowotworéw [70,111 ], gtéwnie genu siatkbwczaka (retinoblastoma).
Nowotwér ten rozwija sie u dzieci w wieku 1-5 lat. Poglad o dominujagcym dziedziczeniu
obalit Knudson [53] zaktadajac, ze dziedziczy sie jeden gen patologiczny i dopiero utrata
drugiego, prawidtowego genu powoduje chorobe. Zjawisko to zwane utratg "heterozygoty-
cznosci" uwazane jest obecnie zajedno z najwazniejszych w powstawaniu procesu nowotwo-
rowego. Oprécz siatkdbwczaka u oséb tych wystepujg rowniez inne nowotwory (miesaki,
drobnokomadrkowy rak ptuc, raki sutka, pecherza moczowego). Nowotworzeniu ulegajg tylko
niezréznicowane retinoblasty, ktére po przejsciu w retinocyty nowotworzeniu juz nie podle-
gaja, co dowodzi, ze w procesie réznicowania (normalnej proliferacji) zaszty nieodwracalne
zmiany, nie pozwalajgce na podjecie na nowo podziatdbw komorki. Stad wniosek, ze prawid-
towy produkt genu Rb hamuje normalng proliferacje komorek i tym samym proces nowotwo-
rowy [70, 67, 111].

Gen Rb znajduje sie naramieniu dtugim 13-go chromosomu (13cjl4). Produktem tego genu
jest fosfoproteina Rb, o m.cz. 105 kDa. W postaci hiperfosforylowanej pl05Rb wystepuje w
poznej fazie G1 oraz w fazach S, G2 i M cyklu komérkowego, ajedynie we wczesnej fazie
G1 w postaci hipofosforylowanej [2, 81]. Wykazano, ze plO5Rb tgczy sie w kompleksy z
wirusowymi onkoproteinami (adenowirusa EIA, duzymi antygenami T wirusow SV40 i
polyoma, onkoproteing ludzkiego wirusa polyoma) [13,105], Cechami charakterystycznymi
niefunkcjonalnego pl0O5Rb sg zaburzenia fosforylacji, sprzezenie z onkoproteinami i zwigza-
nie ploO5Rb z jadrem komoérkowym [105]. Wymienione onkowirusy tgczg sie z plO5Rb
wytacznie w stanie hipofosforylowanym, czego nastepstwem jestjego inaktywacja [13,105].
To dowodzi, ze biatko plO5Rb spetnia funkcje hamujacg proliferacje we wczesnej fazie G1
w stanie hipofosforylowanym, a ulegajac fosforylacji w nastepnych fazach az do konca fazy
M umozliwia proliferacje komorki. Potaczenie plO5SRb z onkoproteinami podobnie jak jego
hiperfosforylacja umozliwia proliferacje nowotworowg komérek [89].

Fosforylacja biatka plO5Rb odbywa sie pod wptywem kinaz zaleznych od cyklin (CDK -
cyclin dependent kinases), z ktérych kazda jest aktywowana tylko w okreslonej fazie cyklu
komérkowego [13]. Biatko to ma 10 miejsc fosforylacji reszt seryny i treoniny [13]. Inicjacja
fosforylacji plO5Rb nastepuje pod wptywem cykliny E, pojawiajgcej sie w punkcie startu
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przed koncem fazy G1 [54, 64]. Badania te wymagajg potwierdzenia. Synteza odpowiednich
cyklin pod wptywem bodzcow zewnetrznych moze utrzymywac plO5Rb w stanie hipofosfo-
rylacji z zahamowaniem proliferacji komorek lub hiperfosforylacji pozwalajacej naprolifera-
cje komorek. W ten sposéb synteza cyklin moze by¢ zrodtem bodzcéw wptywajacych na cykl
komérkowy poprzez biatko plO5Rb [6, 13]. Sposrdd czynnikow wptywajgcych na cykl
komérkowy mozna wymieni¢ konstytutywng synteze cyklin A i E wptywajacych poprzez
fosforylacje plO5Rb na regulacje cyklu w fazach G1 i S [39]. Do czynnikdw wptywajgcych
na synteze nowych cyklin nalezg: czynnik CSF-1 [73] oraz indukcja syntezy fosfatazy
tyrozynowej pod wptywem stresu oksydacyjnego lub szoku termicznego regulujgcych cykl
komorkowy w procesach zapalnych z wydzielaniem reaktywnych bakteriobéjczych oksydan-
tow [49]. Wreszcie istniejg cykliny wigzace sie z miejscem wigzania plO5Rb, ktére tworza
odrebng klase cyklin D o blizej nieznanej funkcji [64],

Cykl komorkowy dostarcza réwniez bodzcéw eferentnych regulujacych proliferacje ko-
moérek. Okazato sie, ze zmutowane pl0O5Rb (czesto tylko z pojedynczg mutacjg w miejscu
wigzania onkoprotein) ekstrahowane z niewirusowych nowotworéw nie wigze sie z onkopro-
teinami, jak w przypadku prawidtowego pl0O5Rb. Stad wniosek, ze onkoproteiny wigzac sie
z miejscem wigzania prawidtowych biatek powodujg jego blokade znoszac tym samym
regulujacy wptyw plO5Rb na cykl komérkowy [81]. Dane te dowodzg, ze plO5Rb wigze sie
z blizej nieokreslonym biatkiem jadrowym (okre$lanym prowizorycznie zakotwiczajgcym)
trudno oddzielajgcym sie podczas frakcjonowania biatek jadrowych od cytosolowych. Zmu-
towane plO5Rb nie tgczy sie zjagdrowym biatkiem zakotwiczajgcym [81]. W podobny sposob
wplywa hiperfosforylacja na wigzanie sie plO5Rb zjadrowym biatkiem zakotwiczajgcym. W
rezultacie potgczenia sie plO5Rb z onkoproteinami, pl05Rb zmutowane oraz hiperfosforylo-
wane stajg sie nieaktywne z powodu niemoznosci wigzania zakotwiczajacego biatkajgdrowe-
go, czego nastepstwem jest brak hamowania proliferacji komorek [13, 103].

Do najlepiej scharakteryzowanych biatek wigzacych sie z plO5Rb nalezy komérkowy
czynnik transkrypcji E2F, ktéry w prawidtowej komdrce posredniczy w ekspresji genow
stuzacych wzrostowi komorki w fazie G1 lub S [94]. E2F tworzy kompleksy rowniez z innymi
biatkami cyklu, co sugeruje, ze biatka te w wyniku sygnatéw cyklu komérkowego powodujg
transaktywacje E2F [89]. Kompleks plO5Rb-E2F wystepuje tylko w fazie G1, kiedy plO5Rb
jest hipofosforylowane [102], co wynika rowniez z wigzania onkoprotein inaktywujacych
plO5Rb. taczenie sie E2F z plO5Rb budzi szereg watpliwosci w tlumaczeniu roli tego
kompleksu w hamowaniu proliferacji, zwtaszcza ze biatka tworzagce kompleksy z plO5Rb
wykazujg duze podobienstwo do poprzednio wymienionych onkoprotein oraz proto-onkoge-
nu c-myc [14, 44, 112], Z kolei pl05Rb moze tez aktywowac ekspresje TGF-R2, ktoérego
izoformahamuje proliferacje [50]. Waznym ogniwem w tworzeniu komplekséw z czynnikiem
transkrypcji jest cyklina A, czego rezultatem jest wptyw tych komplekséw na transkrypcje w
fazie S cyklu [5, 12, 15]. Ztozonosci tego zjawiska dowodzi pojawienie sie doniesieA o
czynnikach E2F-podobnych, ktérych rolajest catkowicie niejasna [38, 50].

BIALKO pl07

Ostatnio wykryto biatko pl07 tworzace kompleksy z onkoproteinami EI A, antygenami T
SV40 albo polyoma [13, 22], Biatko to wigze sie rowniez z E2F, a ponadto w jego obrebie
wystepuje domena wigzaca cykling A [21], catkowicie niezalezna od miejsc wigzania E2F i
EIA[9,15,22]. Tym samym pl07 moze stanowi¢ podstawe do tworzenia tetrameru cdc2-cy-
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klina A-pl07-E2F [13]. Ten kompleks tworzacy sie w fazie S zjednoczesng ekspresja cykliny
A, wigze sie z miejscem wigzania E2F z DNA i wykazuje aktywnos¢ kinazy histonu H1. Stad
sugeruje sie, ze kompleks ten wigzacy i aktywujacy promotory zalezne od E2F w poczatkowej
fazie S wpltywaregulujgco na transkrypcje. W ten sposéb pl07 wspotdziatajac z E2F pobudza
transkrypcje, bedac w tym przypadku antagonistag plO5Rb, hamujgcym proliferacje komaérek
[13,33].

BIALKO p53

Biatko p53 zostato wykryte w 1979 roku skompleksowane z antygenem T SV40 i uznane
jako onkogen. Dopiero w 1989 r. Levine wykazat, ze niezmutowane p53 jest czynnikiem
przeciwnowotworowym, a dopiero zmutowane jest onkogenem [63]. Delecje lub mutacje p53
wykryto w licznych nowotworach ludzkich i zwierzecych (raki ptuc, jelit, przetyku oraz w
zespole Li-Fraumeni z obecnoscig rakéw, miesakdéw i biataczki). Heterozygotyczny gen p53
znajduje sie na ludzkim chromosomie 17p. Do zaburzen w postaci nowotworzenia dochodzi
podobnie jak w przypadku biatka plIO5Rb, tj. z powodu utraty heterozygotycznosci. Najcze-
Sciej wystepujg mutacje spowodowane delecjami genu lub mutacje punktowe, powodujace
wskutek przesuniecia ramy odczytu mutacje typu "nonsense”, kiedy dochodzi do syntezy
nieprawidtowego biatka lub skréconego tancucha biatka [63, 74].

Molekularny mechanizm dziatania p53. Wprowadzenie p53 typu dzikiego lub jego
cDNA do hodowli komérek nowotworowych powoduje zahamowanie wzrostu w fazie G 1 lub
M cyklu komérkowego [10, 113]. Fibroblasty szczurze transformowane przez wrazliwe na
temperature mutanty p53 lub ras przestaja rosnag¢ (nie dochodzac do fazy S cyklu). W
temperaturze 37-39,5°C wymienione mutanty p53 znajduja sie w cytoplazmie, natomiast w
temperaturze 32°C w jadrze komdrkowym, gdzie zachowujg sie jak typ dziki, powodujac
zatrzymanie wzrostu komorek nowotworowych z przywroceniem ich normalnej morfologii
[71]. Obnizenie temperatury hodowli wywotuje prawdopodobnie przewage transkrypcji allelu
dzikiego nad zmutowanym [42],

Przyjmujac, ze inaktywacje przeciwnowotworowej czynnosci p53 obserwuje sie niemal
we wszystkich nowotworach, odpowiedz napytanie, na czym polegajego dziatanie, urasta do
podstawowych probleméw onkologicznych. Z pewnos$cig odgrywa tu role zwigzanie z rézny-
mi onkoproteinami (antygen T SV40, adenowirus Elb, papillomaE6) inaktywujgcep53 [63].
Jednak bezposredniego dowodu dostarczyty dopiero badania ludzkiego homologu mysiego
biatka MDM?2 (dominujacy transformujacy onkogen) zmapowanego na ramieniu diugim
ludzkiego chromosomu 12 [23,93]. Okazato sie, ze na 47 badanych miesakéw w 17 wystapita
jego amplifikacja. Jednocze$nie wykazano, ze produkt tego genu taczy sie z p53, powodujac
jego inaktywacje. Funkcje przeciwnowotworowg p53 moze spetniaé dzieki wigzaniu do
swoistych sekwencji DNA [48, 117]. Punktowe mutacje p53 w nowotworach dotyczyty
wiasnie miejsc wigzacych sie z DNA [58]. W konsekwencji zmutowane formy p53 uniemo-
zliwiajagregulacje ekspresji genow przezp53 [48]. Tym samym wykazano, zep53 jest waznym
czynnikiem regulujgcym transkrypcje [24], Miejscem dziatania p53 w cyklu komérkowym
jest faza GI, w ktorej nastepuje zatrzymanie cyklu przez prawidtowy p53 w przypadku
zmutowanego DNA [45], umozliwiajgcjego reparacje [116]. Wkonkluzji, jak stwierdza Lane,
p53 jest swoistym straznikiem prawidtowego genomu [58,117].

Przyjmuje sie, ze tetramer p53 aktywuje znajdujace sie wjego sasiedztwie geny, produku-
jace czynniki transkrypcji genéw hamujacych proliferacje i inwazyjno$¢ komorek [106].
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Delecje jednego lub obu alleli p53 lub mutacje nonsensowe, wywotujgce skrécenie tafncucha
p53, powodujg zmniejszong transkrypcje czynnikdéw hamujgcych proliferacje i wystepujg w
réznych nowotworach [106]. Wreszcie mutacje z przesunieciem ramy odczytu powodujacym
catkowity brak biatka p53 (opisane w rakach jelit, mézgu, ptuc, piersi, skdry, pecherza
moczowego), w przypadkach zakazenia wirusami z powodu inaktywacji p53 wskutek zwig-
zania zonko-proteinami opryszczki (pospolite w rakach szyjki macicy) oraz amplifikacja genu
MDM?2 (w miesakach) - powodujg catkowity brak transkrypcji biatek hamujacych prolifera-
cje komdrek stajac sie przyczyng raka [106]. Potwierdzeniem, ze p53 jest generalnym
czynnikiem regulujacym transkrypcje, jesthamowanie transkrypcji genu Rb przez cis-element
(GGAAGTGA) wrazliwy nap53, wystepujacy w promotorze genu Rb [101].

Ostatnio wysunieto sugestie, ze biatko p53 moze wptywac na regulacje transkrypcji przez
interakcje biatko-biatko ze specyficznym czynnikiem transkrypcji [1,100].

Za posrednictwem p53 wystepuje nie tylko zatrzymanie cyklu dla dokonania naprawy
DNA, lecz moze nawet wystapi¢ zaprogramowana $mier¢ komorki, czyli apoptoza [11, 59,
66]. Badaniaprowadzono nahodowlach izolowanych tymocytéw z myszy homozygotycznych
mutantow genu p53, ich heterozygot oraz zwierzat typu dzikiego. Hodowle typu dzikiego pod
wptywem zadziatania promieniamijonizujgcymi lub preparatami glukokortykoidéw (metylo-
prednizolon) ulegaty tatwo apoptozie, podczas gdy tymocyty pozbawione prawidtowego genu
p53 wykazywaty znaczng oporno$¢ na wystepowanie apoptozy, pozostajac nadal opornymi
na dziatanie glukokortykoidow. | tak tymocyty typu dzikiego ulegaty apoptozie juz pod
wptywem dawki 1graya, natomiast tymocyty pozbawione p53 ulegaty apoptozie dopiero pod
wplywem 20 i wielu graydw. Tak wiec dziatanie p53 na wystapienie apoptozy ma charakter
swoisty, gdyz mimo zwigekszonych opornos$ci na apoptoze pod wptywem promienijonizuja-
cych, wrazliwos$¢ na apoptoze pod wptywem glukokortykoidéw pozostaje niezmieniona.

PATOLOGIA CYKLU KOMORKOWEGO

Do najczestszych i najwazniejszych zaburzen cyklu komoérkowego prowadzg biatka regu-
lacyjne wiruséw [13, 90, 106] wchodzace w interakcje z biatkami regulacyjnymi cyklu
(pl05Rb, p53, E2F i innymi). Do najwazniejszych z nich naleza:

« biatko E1B - produktadenowirusa EIl A,

* E6 - produkt ludzkiego wirusa papilloma,

» duzy antygen T wirusa SV40,

*EVP16 - produkt wirusa opryszczki (virus simplex) i innych.

Biatka te wigzg sie z plO5Rb, p53, E2F, biatkami biorgcymi udziat w regulacji cyklu
komérkowego, ktére w ten sposob ulegajac inaktywacji powoduja niekontrolowany przebieg
cyklu komérkowego, prowadzacy czesto do powstania procesu nowotworowego.

Mutanty ts41 chomiczych komérek V79 rosng prawidtowo na pozywkach we wiasciwej
temperaturze, natomiast w niewfasciwej temperaturze po pewnym czasie komorki te obumie-
raja z jednoczesnym nagromadzeniem DNA (niekiedy do 16-krotnej ilosci DNA zawartego
w komérce - iloS¢ DNA mierzona w przeptywowym mikrofluorymetrze pozwalajgcym na
jego lokalizacje w odpowiedniej fazie cyklu komérkowego) [34], Komorki ts41 po fuzji z
normalnymi komdérkami wykazujg przedwczesng kondensacje chromosomow, charakterysty-
czng dla endoreduplikacji. W niewfasciwej temperaturze komorki ts41 wykazujg normalng
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faze S cyklu komérkowego, po czym jednakze od razu przechodzg ponownie w faze S z
ominieciem faz G2, M i G| [34], Ponowne wejscie w faze S nie wymaga obecnosci surowicy
ani tez nie ulega zahamowaniu przez inhibitory punktu kontrolnego G2 lub mitozy, ktére w
warunkach prawidtowych uniemozliwiajg powtorng mitoze bez terminacji syntezy DNA [37].
Mozna sadzi¢, ze produkt genu ts41 umozliwia wejscie komaérki w faze S tylko raz w cyklu
komadrkowym, ajego mutacja pozwala na ominiecie punktéw kontrolnych cyklu komérkowe-
go i bezposrednie ponowne wejscie w faze S po ukonczeniu poprzedniej fazy S [34],

Zespoty chorobowe, takiejak: niedokrwisto$¢ Fanconiego, zesp6t Wernera, ataxia telean-
giectasia (AT), wykazujg niestabilno$¢ genomowa z predyspozycja do powstawania raka [36,
46]. Klasycznym przyktadem sg komorki AT wykazujgce wysoka czestotliwos¢ wystepowa-
nia ztaman chromosoméw w hodowlach in vitro oraz ok. 10-krotnie zwiekszong utrate
heterozygotycznosci w locus glikoforyny [36, 44]. Osoby z ataxia teleangiectasia rzadko
przezywajg 30 rok zycia, w ok. 40% przypadkéw wystepuje u nich rak.

Komoérki ataxia teleangiectasia (AT) wykazujg zwiekszong wrazliwo$¢ na promieniowa-
nie jonizujgce w poréwnaniu z komdrkami prawidtowymi. W prawidtowych komorkach pod
wplywem promieniowania jonizujgcego wystepuje indukcja syntezy p53, czego nie ma w
komorkach AT. Stad sugeruje sie, ze w komérkach AT brak jest produktu wptywajgcego na
synteze p53 [13, 15]. Z kolei wykazano, ze zwiekszony poziom p53 powoduje transkrypcje
gendow GADDA45, ktére wspétdziatajg w zatrzymaniu cyklu w fazie GI. Gen GADDA45,
wystepujacy w komorkach ludzkich, chomiczych i mysich, ulega indukcji na skutek zadzia-
tania promieniami jonizujgcymi lub czynnikami uszkadzajagcymi DNA (np. MMS - sulfonian
metylometanowy), przy czym reakcja napromieniowanie jonizujace wydaje sie by¢ r6zna od
reakcji na MMS. Na podstawie indukcji genéw GADD45 pod wptywem promieniowania
jonizujacego, wystepujacej tylko w obecnosci p53 typu dzikiego, wykazano, ze w obrebie
genu GADDA45 znajduje sie sekwencja wigzaca sie z p53, ktéra prawdopodobnie uczestniczy
w reakcji zatrzymania cyklu w G| pod wptywem p53 [46],

Komérki homozygotyczne o zmutowanym p53 sg genetycznie niestabilne [116] i czesto
wykazujg amplifikacje locus CAD (jest to gen kodujacy trojfunkcjonalny polipeptyd zawie-
rajacy syntetaze karbamoylu, transkarbamylaze asparaginianu i dihydroorotaze). Zaréwno
ludzkie, jak i mysie komorki homozygotyczne dla zmutowanego genu p53 amplifikuja locus
CAD zwysoka czestotliwoscia, aheterozygotyczne i typu dzikiego nie amplifikuja CAD [36].

Przedstawione dane dowodza, ze p53 reguluje dwie fazy cyklu komoérkowego w punktach
kontrolnych przejscia GI-S i G2-M. Punkt kontrolny GI-S, powodujac op6znienie przebiegu
cyklu, umozliwiareparacje uszkodzonego DNA, zanim dojdzie do fazy S, w ktorej uszkodzo-
ny DNA ulegatby powielaniu. Zatrzymanie cyklu w punkcie kontrolnym G2-M zapobiega
utracie materiatu genetycznego, do ktérego musiatoby dojs¢ wskutek ztaman chromosomoéw
[36]. Wymienione punkty kontrolne wykrywajac uszkodzony DNA i zapobiegajac jego
replikacji oraz segregacji chromosoméw umozliwiajg reparacje i zachowanie ich dotychcza-
sowej funkcji [36, 37].

Obydwa punkty kontrolne GI-S i G2-M znajdujg sie pod kontrolg genetyczng, czego
dowodem jest to, ze zatrzymanie cyklu komdrkowego wystepujagce w komoarkach typu
dzikiego pod wptywem mutacji nie nastepuje [36]. Punkt kontrolny G2-M moze ulec zniesie-
niu pod wptywem kofeiny w komorkach zwierzecych. W komérkach pozbawionych punktu
kontrolnego G2-M, wystepujace ztamania dwuniciowego DNA, powodujg utrate fragmentow
chromosoméw i w nastepstwie $mier¢ komorki [36]. Komorki zawierajace p53 typu dzikiego
lubjego zmutowane heterozygoty powodujg zatrzymanie cyklu w punkcie kontrolnym GI-S,
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natomiast homozygotyczne mutanty wchodzg w faze S i obumierajg z wyjatkiem komoérek,
ktérych gen ulegt amplifikacji [36,116].

p53jestniezbedne w punkcie kontrolnym GI-S [45]. Wysoki poziom p53 hamuje progresje
cyklu w GI-S. Komdrki, pozbawione p53 typu dzikiego, na skutek napromieniowania pro-
mieniami jonizujgcymi nie wykazujg opdznienia cyklu w punkcie kontrolnym GI-S [45],

W celu zbadania roli biatka p53 w procesie rozwojowym i nowotworowym ssakéow do
genomu myszy wprowadzono w drodze homologicznej rekombinacji komorki macierzyste
pozbawione genu p53. Okazato sie, ze takie myszy rozwijaly sie prawidtowo, wykazywaty
natomiast w znacznym odsetku wystepowanie spontanicznych nowotworow [17]

Ztamania DNA obecne w G| ulegajg reparacji, zanim jeszcze dojdzie dojego replikacji w
wyniku dziatania punktu kontrolnego GI-S. W komérkach nie majgcych punktu kontrolnego
GI-S (np. w komorkach AT) ztamania dwuniciowe z powodu replikacji powodujg powstanie
dwadch chromatyd siostrzanych z dwuniciowymi ztamaniami prowadzacymi w konsekwencji
do powstania cyklow "ztamanie-fuzja-mostek"” (breakage-fusion-bridge cycle), co przez dtugg
serie ztaman chromosoméw i ich rearanzacje umozliwia proliferacje takich komérek [36].
Przywrdcenie p53 typu dzikiego przywraca op6znienie replikacji w punkcie kontrolnym GI-S.

Utrata punktu kontrolnego G2-M stanowi dodatkowe zrédto niestabilno$ci genomowej w
rozwoju guza nowotworowego. Widac to najlepiej na przyktadzie linii komorkowej ludzkiego
chtoniaka (lymphoma) z niezwyklg wrazliwoscia na iperyt azotowy, spowodowang defektem
punktu kontrolnego G2-M [36].

Mechanizm rozpoznawania uszkodzen DNA i zwigzane z tym zatrzymanie cyklu komar-
kowego budzi zrozumiate zainteresowanie. Ostatnio réwniez w tej dziedzinie zanotowano
pewien postep. Badania prowadzono na dzielgcych sie mutantach drozdzy S. pombe wysele-
kcjonowanych na podstawie wrazliwosci na uszkodzony DNA pod wptywem promieniowania
jonizujacego (mutanty rad) lub zzahamowang syntezg DNA pod wptywem hydroksymoczni-
ka (mutanty hus). Punktem wyjscia byto zbadanie, czy w punkcie kontrolnym tych mutantéw
(G1-S) nastepowato zatrzymanie cyklu, czy nie [87,108]. Autorzy zidentyfikowali w mutan-
tach rad, ale nie hus homolog kinazy wchodzacy w interakcje z kinaza regulujacg cykl
komoérkowy p34cdc2, powodujacy jej inaktywacje i tym samym zatrzymanie cyklu. Gen
kodujacy homolog kinazy p34cdc2 nazwali chkl (od checkpoint kinase). Zidentyfikowany
produkt genu chkl wigzac sie z jednej strony z aktywng kinazg p34cdc2, z drugiej za$ strony
z uszkodzonym DNA powoduje w drodze interakcji zatrzymanie cyklu przez inaktywacje
kinazy p34Ltc2. Dowodem wskazujgcym na podstawowag role produktu genu chkl jest to, ze
liczne kopie tego biatka sa w stanie skorygowac uszkodzone pod wptywem promieni poza-
fioletowych mutanty rad 1-1, ktérych charakterystyczng cechgjest zniesienie punktu kontrol-
nego wrazliwego na uszkodzony DNA.
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MECHANIZMY REGULACJI CYKLU KOMORKOWEGO
MECHANISMS OF THE CELL CYCLE REGULATION

Cezary WOJCIK

Zaktad Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie. Ostatnie lata przyniosty dalsze poznanie czynnikéw uczestniczacych w regulacji cyklu komérkowego
eukariontéw. Oprocz odgrywajacej czotowa role naprzejsciu G /M kinazy p34cdc2 odkryto catg rodzine pokrewnych
kinaz CDK (cyclin dependent kinases). Odkryto réwniez wiele pokrewnych cyklinom A i B biatek, nazwanych
cyklinami C, D i E. Zwigzane sg one prawdopodobnie z regulacjg przejscia G /S oraz innych proceséw w trakcie faz
Gjis.

Stowa kluczowe: cykl komérkowy, cdc2, CDK, cykliny, MPF

Summary. The last few years brought many discoveries concerning the factors involved in the cell cycle regulation.
The most important was the discovery of the CDKs (cyclin dependent kinases) family of kinases (among them the
cdc? is the first one and the most important) as well as the enlargement of the cyclin family of proteins. The latter
includes the well known mitotic cyclins A and B, and new ones, such as C-, D- and E-type cyclins. They are involved
in the passage through G!and S phases of the cell cycle.

Key words: cell cycle, cdc2, CDK, cyclins, MPF

Wykaz niektorych skrotow: CAK (cdc2 activating kinase) - kinaza aktywujaca cdc2; CDK (cyclin dependent kinase)
- kinaza zalezna od cyklin; CLB (cyclin B) - cyklina B (u drozdzy); CLN (cyclin like protein) - biatko podobne do
cyklin; MPF (M-phase promoting factor, maturation promoting factor) - czynnik wywotujacy faze S, badz w
wezszym ujeciu embriologicznym czynnik wywotujacy dojrzewanie (oocytéw); NTS (nuclear transfer signal) -
sygnat transportu do jadra komérkowego; PCR (polymerase chain reaction) - polimerazowa reakcja tancuchowa;
RCC (repressor ofchromosome condensation) - represor kondensacji chromosoméw; RPA (replication protein A) -
biatko replikacyjne A; SPF (S-phase promotingfactor) - czynnik wywotujacy faze S.

1 WPROWADZENIE

Wiedza na temat mechanizmdw kontrolujgcych regulacje cyklu komérkowego rozwija sie
obecnie tak szybko, ze publikacje, ktore ukazaty sie ostatnio na tych tamach [37,48,104], sa
juz w wiekszos$ci niekompletne i przestarzate.

Zostaty w nich przedstawione wiadomosci dotyczace aktywnosci MPF (M-phase promo-
ting factor), ktory jak wykazano sktada sie z podjednostki katalitycznej (p34c ) oraz
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podjednostki regulacyjnej (cyklina B). MPF jest czynnikiem uniwersalnym, wystepujagcym u
wszystkich eukariontéw, a drogi do okreslenia jego skiadu i dziatania wiodty przez badania
nad wczesnym cyklem zarodkowym zab i jezowcow z jednej strony, a przez genetyczng
analize mutantéw cdc-ts (cell division cycle-temperature sensitive) drozdzy z drugiej [49].
Obecnie poznany zostat gruntownie mechanizm regulacji wejscia w faze M zalezny od
MPF oraz nieco mniej doktadnie mechanizm regulacji wejscia w faze S, zalezny od czynnika
zwanego SPF (S-phase promoting factor). Pierwotnie przejrzysty obraz regulacji cyklu
ostatnio zostat zawiktany przez odkrycie u ssakow catej rodziny kinaz podobnych do produktu
genu cdc2 oraz wielu réznych cyklin. Doktadne wyjasnienie ich roli spowoduje, ze w
momencie ukazania sie tego artykutu bedzie on znowu wymagat uzupetnienia [33, 39].

2. REGULACJA AKTYWNOSCI KINAZY p34cdc2

Regulacja cyklu komérkowego uzalezniona jest od szeregu proceséw fosoforylacji i
defosforylacji. Ze wzgledu na kluczowe i nadrzedne znaczenie kinazy p34cdc2 M. Kirschner
nie bez kozery nazwat ja "krolowg wszystkich kinaz" [49]. Wykryto jej obecno$¢ we wszy-
stkich zbadanych do tej pory organizmach, a odpowiednie geny wykazujg znaczng zachowa-
wczo$¢ w przebiegu ewolucji, co wyraza sie homologig rzedu 63% pomiedzy ludzky i
drozdzowag kinazg cdc2. Na cykl komoérkowy mozna by w zasadzie patrze¢ jako na cykl
przemian tego biatka (rys.I).

Podlega ono ztozonej regulacji na poziomie posttranslacyjnym [75]. Podczas fazy Gj
p34cdc2 ulega fosforylacji na Ser 277 (nie uwzglednionej narys. 1). Nieznanajestjej rola ani
biatka ja kontrolujace, chociaz wiadomo, ze ta reszta serynowa znajduje sie w regionie
konsensusu dla kinazy biatkowej C. Wiekszo$¢ komorkowego p34cde? jest w fazie Gj
ufosforylowana na tej reszcie serynowej, podczas gdy w pozostatych fazach jedynie znikoma
frakcja [2, 52],

Kolejng reszta aminoacylowg ulegajgcg fosforylacji jest Thr 161 (w przypadku produktu
genu cdc2 drozdzy Thr 167). Jej fosforylacja uzaleznia wystapienie aktywnosci kinazowej
zwigzanej z MPF, co na poziomie molekularnym znajduje wyttlumaczenie umozliwianiem
tworzenia kompleksow z cyklinami mitotycznymi. Zmutowanie tej reszty treoninowej na
reszte fenyloalaninowa, nie podlegajaca fosforylacji, powoduje ostabienie ich wiagzania w
przypadku jaj X.laevis, a catkowicie uniemozliwiaje w przypadku komérek ludzkich [8, 20].
Monomeryczna p34Ltic2 przy braku cyklin, nie ulega fosforylacji na tej reszcie treoninowe;j
[74].

Istniejg poszlaki, ze defosforylacja Thr 161 moze mie¢ znaczenie w czasie inaktywacji
MPF. Proces ten by¢ moze uzalezniony jest od fosfatazy 2A, ktora skutecznie ja defosforyluje
in vitro [105]. Za fosforylacje tego miejsca by¢ moze jest odpowiedzialna sama p34cdc ,
chociaz nie odpowiada ono sekwencji konsensusu dla tego enzymu. Mozliwo$¢ taka bierze
sie pod uwage, ze wzgledu najej lokalizacje w petli wigzacej substrat [74] oraz na homologie
do miejsc autofosforylacyjnych innych kinaz, zwtaszcza Thr 197 kinazy biatkowej A. Postu-
luje sie udziat w tej fosforylacji tzw. kinazy aktywujacej cdc2, czyli CAK (cdc2 activating
kinase) [49]. Fosforylacja Thr 161 zwieksza sie¢ w ciggu fazy G2, réwnolegle do
syntezy cyklin i zmniejsza do poziomu zerowego po ukoriczeniu mitozy [52].
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Najlepiej poznanym miejscem fosforylacji p34 jest Tyr 15 wystepujgca zaréwno u
drozdzy,jak i uwyzszych kregowcdéw oraz Thr 14, charakterystycznatylko dla tych ostatnich.

Rys. 1. Uproszczony schemat obrazujacy najwazniejsze przemiany zachodzace w cyklu komérkowym z uwzgled-
nieniem gtéwnych drég fosforylacji biatka p34 cdc2 (w petni zrozumiaty dopiero po przeczytaniu catego artykutu)

Miejsce to potozone jest w obrebie kieszonki wigzgcej ATP, a stosowna fosforylacja uniemo-
zliwia to wigzanie, co sie réwna inaktywacji wtasnosci enzymatycznych p34cdc2. Kompleks
tak zinaktywowanej kinazy z cyklinami mitotycznymi okreslany jest mianem pre-MPF, gdyz
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defosforylacja Tyr 15 i Thr 14 wyzwala aktywnos$¢ kinazowg p34ulc2. Fosforylacja Tyr 15
odbywa sie od poczatku fazy G2, jednoczes$nie z tworzeniem sie komplekséw pre-MPF, pod
wptywem specyficznej kinazy biatkowej, kodowanej u drozdzy przez gen weel. Ostatnio
wykryto homolog tego genu réwniez u cztowieka i zidentyfikowano kodowang przez niego
kinaze tyrozynowg p50weel [63]. Tyr 15 moze rowniez ulegaé fosforylacji pod wptywem
biatka pp80slc, lecz znaczenie tego faktu nie jest znane [25]. Natomiast Thr 14 ulega
fosforylacji przez blizej nie okreslong kinaze, przy czym rozpoczyna sie ona wczeéniej, pod
koniec fazy Gj [8].

Defosforylacja Tyr 15 nastepuje u drozdzy pod wptywem produktu genu cdc25 [66]. Jest
on swoistg fosfataza tyrozynowa, ktorej trzy homologi, zwane CDC25 A, B i C, zidentyfi-
kowano réwniez w komérkach ludzkich. Jeden z nich (A) moze taczy¢ sie z cykling B, co
stymuluje jego aktywnos$¢ [39], Defosforylacja Thr 14 réwniez moze sie odbywaé pod
wptywem CDC25, gdyz ludzkie odpowiedniki cdc25 S. pombe wykazujg strukture podobng
do fosfataz serynowo/treoninowych [6]. Dla wszystkich homologdw cdc25 oraz dla fosfatazy
VH1 wirusa krowianki charakterystycznajest warunkujgca ich specyficzng aktywnos$¢ fosfa-
tazowg sekwencja HCXXXXXR. Mutacja zawartej w tej sekwencji Cys480 znosi aktywnos¢
cdc25 [45, 66]. Dodatkowg fosfatazg aktywujgcg MPF moze by¢ biatko p65 koprecypitujace
w homogenizatach mitotycznych komoérek ludzkich jako homodimer potaczony w kompleks
z MPF. Wykazuje on dziatanie fosfatazy zaréwno tyrozynowej, jak i serynowo-treoninowej.
Za jego znaczeniem przemawia fakt, ze przeciwciata anty-p65 moga blokowa¢ aktywacje
MPF [64].

Ostatnio udowodniono, ze regulacja aktywnosci fosfatazy cdc25 u X. laevis odbywa sie
przez fosforylacje, a forma nieufosforylowanajest mato aktywna. W czasie interfazy biatko
cdc25 znajduje sie w cytoplazmie, pomimo iz zawiera NTS (nuclear transfer signal) i
przechodzi do jagdra dopiero na przejsciu G2/M. Poziom samego biatka i jego mRNA jest u
X. laevis i u cztowieka staty w ciggu cyklu, natomiast u S. pombe i u D. melanogaster ulega
wahaniom, osiggajac maksimum na przejsciu G2/M [43].

Regulacja rozmiaru komorki i koordynacja z podziatem moze sie odbywac przez zmiane
proporcji induktora mitotycznego, jakim jest produkt genu cdc25, w stosunku do inhibitora
mitotycznego, jakim jest produkt genu weel [69]. Innymi induktorami mitotycznymi ziden-
tyfikowanymi u S. pombe sg np. wisi i mml, a inhibitorem miki [99].

3. RODZINA KINAZ CDK

U drozdzy S. pombe kinaza bedaca produktem genu cdc2 jest biatkiem unikalnym, w
zwigzku z czym produkt zadnego innego genu nie moze uratowa¢ mutantéw zahamowanych
w temperaturze restrykcyjnej. U wyzszych eukariontow, w tym i u cztowieka, wystepuje wiele
kinaz pokrewnych p34c c2 , ktére mogg po ekspresji u drozdzy w formie wprowadzonego
plazmidu uratowa¢ mutanty cdc2~.

Zgodnie z ustaleniami konferencji w Cold Spring Harbor postanowiono nazwac calg te
rodzine kinaz kinazami zaleznymi od cyklin, czyli CDK (cyclin dependent kinases, cho¢ tez:
cell division kinases), gdyz ich aktywno$¢ podobnie jak aktywno$¢ p34cdc2 uzalezniona jest
od powigzania sie¢ w kompleksy z r6znymi cyklinami. Ustalono, iz kinazy te mogg by¢
nazywane na dwa sposoby: te, ktore sa najbardziej podobne do p34cdc2, sg okreslane jako cdk
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znumerem wg kolejnosci odkrycia, pozostate biora swoja nazwe od sekwencji aminokwasow
wyrazonej w kodziejednoliterowym zregionu charakterystycznego dla cdk, oznaczanego jako
PSTAIRE, prawdopodobnie odpowiadajagcego domenie wigzacej cykliny [106]. Dopuszcza
sie jednak réwniez stosowanie wcze$niej nadanych nazw (np. cdc2, GTA itp.).

Obecnie znamy 11 kinaz z tej rodziny, ktére zostaty wyizolowane z biblioteki cDNA
uzyskanej z komorek HelLa za pomocg sond komplementarnych do konserwatywnych regio-
néw cdc2 i wykonania polimerazowej reakcji tanicuchowej PCR. Kinazy te zachowujg miedzy
sobg homologie rzedu 44-67% i dzieli sie¢ je na 3 podrodziny. Do pierwszej z nich nalezg
najlepiej poznane: p34cdl2(cdkl)j p33cdk? i p36¢cdk3, do drugiej PCTAIRE-1, -2 i -3, a do
trzeciej PLSTAIRE i PSK-J3. Ta ostatniakinaza zostata ostatnio okreslonajako cdk4 i zawiera
sekwencje PV/ISTRVRE [62]. Pozatagklasyfikacjgpozostajgmniej homologiczne KKIALRE,
PSSALRE ip58 GTA. O funkcji wiekszosci z tych biatek nie wiemy wiasciwie jeszcze nic,
mozna tylko spekulowad, iz ich r6znorodno$¢ uwarunkowana jest ztozonoscig organizmow
wielokomérkowych imoze mie¢ znaczenie w czasie rozwoju zarodkowego i réznicowania sie
poszczeg6lnych tkanek [65].

Inne rodzaje kinaz wystepujace u eukariontéw wykazujg mniej niz 30% homologii z CDK.
Najbardziej sposréd nich zblizone kinazy to kinazy MAP (mitogen activated proteins kinases)
uczestniczace w przekazywaniu sygnatow do komérki oraz kinaza kazeinowa Il [65].

Wszystkie CDK wykazuja konserwatyzm sekwencji, jezeli chodzi o miejsca ulegajace
fosforylacji. Wiekszos$¢ sposrdd nich reaguje z przeciwciatami uzyskanymi przeciwko epito-
powi warunkowanemu sekwencja PSTAIRE, dlatego w celu ich odréznienia uzywa sie
specyficznych przeciwciat przeciw domenie karboksyterminalnej. Za ich pomocg wykazano,
ze biatka te wykazujg tkankowo specyficzne wahania poziomu ekspresji, np. cdk2 i cdc2 maja
wysoki poziom w tozysku, a bardzo niski w mdzgu, podczas gdy PSSALRE bardzo wysoki
poziom w mézgu, a niewykrywalny w tozysku [65].

4. DZIALANIE KINAZY p34cdc2

Kinaza p34 jak réwniez spokrewnione z nig CDK fosforylujg szereg biatek w
komérce, wywierajgc swoje dziatanie zaréwno posrednio, poprzez fosforylacje innych kinaz
lub fosfataz i co za tym idzie poprzez zmiane ich aktywnosci, jak i bezposrednio, poprzez
fosforylacje réznorodnych biatek strukturalnych i czynnikéw transkrypcyjnych, bedacych
koncowymi efektorami jej dziatania biologicznego.

p34cdc2jest kinazg serynowo/treoninowa o stosunkowo niskiej specyficznosci. Jej najcze-
stsza sekwencja konsensusu jestnastepujgca: Thr/Ser-Pro-X-Lys/Arg (X oznaczajakikolwiek
aminokwas) [40]. W niektérych przypadkach fosforyluje ona jednak takze w sekwencji
Thr/Ser-Pro-X-Pro-Lys lub nawet Thr/Ser-Pro [46].

Wsrdd wielu substratow p34cdc2 nalezy wymieni¢: laminy jadrowe, histon HI, biatka
przeciwnowotworowe (antyonkogeny) p53 i Rb, produkty onkogenéw c-src, c-abl i c-fos,
srodkowy antygen T ludzkiego wirusa polyoma, receptor dla EGF, inhibitor fosfatazy 1, biatko
tau w mdzgu, lekkie taricuchy miozyny, nukleoling, polimeraze RNA I, biatko MAP-X,
czynnik replikacyjny EF-ly, czynnik transkrypcyjny SW15, biatko RPA, p858as‘mos itd.
Nalezy przy tym pamieta¢, ze niektore z tych substratdw ulegajg fosforylacji takze lub
wytacznie w czasie przejscia Gj/S, a nie tylko G/M [40,46, 71, 104].
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Znaczenia wielu z tych fosforylacji jeszcze nie znamy, niektdre jednak juz zostaty
okreslone.

I tak, fosforylacja biatka MAP-X i ewentualnie innych biatek zwigzanych zmikrotubulami
wigze sie z modulacjag ich wiasciwosci dynamicznych i reorganizacja cytoszkieletu na przej-
$ciu G2/M. Whrew wcze$niejszym przypuszczeniom, wykazano jednak, ze wzrost dynamiki
mikrotubul w czasie mitozy jest spowodowany zalezng od p34cdc2 aktywacjg nieznanego
czynnika, niezaleznie od obecnosci aktywnych czynnikéw stabilizujgcych, takich jak MAP
[19].

Fosforylacja antygenu T, SWI5 oraz polimerazy RNA Il zachodzaca w okolicach punktu
Start, regulowataby transkrypcje odpowiednich genéw. Fosforylacja ogona C-terminalnego
wiekszej podjednostki polimerazy Il wigze sie z przeksztatceniem kompleksu inicjacyjnego
w elongacyjny [40]. Fosforylacja SWI5 odbywa sie na trzech resztach serynowych potozonych
w poblizu tzw. NTS (nuclear transfer signal). W postaci nieufosforylowanej SWI5 wystepuje
w cytoplazmie, natomiast fosforylacja wymienionych reszt serynowych powoduje jego prze-
chodzenie dojadra, gdzie aktywuje on transkrypcje odpowiednich genéw. Mutacja tych reszt
serynowych do alaninowych powoduje statg obecno$¢ SW15 w jadrze [40],

Fosforylacja inhibitora 2 fosfatazy biatkowej 1typu pocigga za sobgdysocjacje kompleksu
tego inhibitora z fosfatazg biatkowg 1 typu, a co za tym idzie jej aktywacje. Fosfataza tajest
jedna z najliczniejszych fosfataz serynowo/treoninowych w komaorce, i by¢ moze przeciwsta-
wia sie niektorym innym fosforytacjom wywotanym przez p34cdc2. Rowniezjej podjednostka
katalityczna ulega fosforylacji mediowanej przez p34cdc2, jednak nie wydaje sie to w jakich$
spos6b zmienia¢ aktywnosci tego enzymu [96].

Fosforylacja Thr 669 receptora dla EGF wigze sie z regulacja jego internalizacji i z
modulacjg aktywnosci kinazy tyrozynowej [87]. Fosforylacja lamin i wystepujacego razem z
nimi biatka p54 koreluje z rozpadem otoczki jadrowej w czasie profazy [95]. Fosforylacja
onkogendw jadrowych c-fos i c-jun moduluje ich wtasnosci wigzania sie z DNA [1].

Fosforylacja produktu c-abl, ktéry sam jest kinazg tyrozynowa, zmniejszajego zdolnosé
do wigzania sie z DNA, co by¢ moze wplywa na obnizenie fosforylacji tyrozynowej sasiadu-
jacych z nim czynnikoéw transkrypcyjnych i modulacje ich aktywnosci [40].

Bardzo interesujaco przedstawia sie regulacja aktywnosci kinazy tyrozynowej, jakga jest
biatko pp60csrc . Ot6z, w czasie mitozy ulega ono fosforylacji na trzech N-tenninalnych
resztach serynowo-treoninowych bezposrednio zaleznej od p34lkc2 oraz defosforylacjina Tyr
527, co powoduje dwukrotny wzrost wtasciwosci enzymatycznych pp60c’sic oraz pietnasto-
krotny wzrost zdolno$ci wigzania sie z czynnikami regulujgcymi poprzez domeng SH2.
pp60c src posredniczy prawdopodobnie w wywieraniu dziatania przez MPF, gdyz komérki
transformowane v-src wykazujg stale fenotyp zblizony do mitotycznego (rozpad cytoszkiele-
tu, zaokraglenie komarki i utrata wtasciwosci adhezyjnych). Z drugiej strony, wstrzykniecie
aktywnego pp60vsrc do dojrzewajacych oocytéw X. laevis przyspiesza aktywacje MPF [89,
90]. Jest to bardzo intrygujace, jezeli wezmie sie pod uwage, ze pp60csrc oraz inne kinazy z
tej rodziny wykazujg wysoka aktywnos$¢ w fosforylowaniu Tyrl5 syntetycznego peptydu
zawierajgcego region N-koncowy p34cdc2, co sugerowatoby ich role inhibujaca, a nie akty-
wujgcg wzgledem MPF [10].

Rowniez onkogenny homolog c-mos, p85sag' mos ulega fosforylacji pod wptywem p34cdc2,
ktora powoduje wzrostjego aktywnosci kinazowej. Produkt c-mosjest natomiast podstawo-
wym sktadnikiem tzw.CSF (cytostaticfactor), czyli czynnika cytostatycznego, wystepujacego
w oocytach zahamowanych w metafazie Il podziatu mejotycznego, odpowiedzialnego za blok
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komérki w fazie M i bezposrednio aktywujgcego MPF [89, 93], Co ciekawsze, c-mos w
transformowanych c-mos xe komérkach NIH 3T3 wystepuje w bezposredniej asocjacji z
p34cdc2, a konkretnie zjego wolng frakcja, nie zwigzang z cyklinami. Przeciwciata anty-c-mos
koprecypitujg oprécz p34cdc2 takze tubuline [106].

5. ZNACZENIE p34cdc2 POZA CYKLEM KOMORKOWYM

Wydawac¢ by sie mogto, ze p34 jest biatkiem par excellence charakterystycznym dla
procesow zwigzanych z regulacja cyklu komérkowego, tymczasem okazato sie, iz wystepuje
ono takze w komorkach nie ulegajagcych dalszym podziatom, gdzie spetnia prawdopodobnie
zupetnie inne funkcje. Jest to wspaniaty przyktad oszczedno$ci natury w wykorzystaniu
zasobow bedacych w jej dyspozycji.

Wystepujgce w komorkach nerwowych biatko tau znajduje sie w postaci hiperfosforylo-
wanej w mozgu pacjentdw z chorobg Alzheimera, totez przypisuje sie temu faktowi znaczenie
w tej patologii. Okazato sie, ze biatko tau jest doskonatym substratem dla izolowanej p34cdc2,
gdyz zawiera liczne regiony konsensusu dla CDK. W wyciggach z neurondw zidentyfikowano
obecnos¢ blizej nie okres$lonej kinazy z rodziny CDK, wigzacej sie na kolumnach z p13sucl
(to biatko S. pombe wykorzystuje sie czesto do izolacji p34cdt2 i innych pokrewnych kinaz ze
wzgledu na ich duze powinowactwo) oraz fosforylujacej biatko tau [35, 89].

Ostatnio wykazano, ze poziom transkryptu c<7c2jest wyzszy w mozgu pacjentdw z chorobg
Alzheimera w poréwnaniu z kontrolg. Nie udato si¢ jak dotychczas ustali¢ cykliny wystepu-
jacej w tkance nerwowej [54],

Niespodziewanie, wykryto rowniez obecno$¢ kompleksu p34cdk2 z cykling A w ptytkach
krwi, ulegajgcego aktywacji pod wptywem trombiny lub PAF [87]. R6wnoczesne zablokowa-
nie fosfataz wystepujagcych w ptytkach wywotuje fosforylacje réznych biatek w regionach
konsensusu dla CDK, co zapobiega egzocytozie ziarnistosci i obniza wrazliwo$¢ na trombine.
Znaczenie tych faktdw w regulacji hemostazy i metabolizmu ptytek niejest narazie doktadnie
znane [56].

6. CYKLINY MITOTYCZNE

Regulacja tych wszystkich funkcji zaleznych od p34 oraz pokrewnych CDK odbywa
sie nie tylko poprzez zmiane ich stanu fosforylacji, lecz takze przez taczenie sie w kompleksy
ze specyficznymi biatkami regulatorowymi, zwanymi cyklinami. Co wiecej, cecha tajest tak
charakterystyczna dla CDK, ze data nazwe calej tej rodzinie kinaz (cyclin dependent kinases).

W niniejszym podrozdziale omdwie regulacje zalezng od cyklin mitotycznych, zgrupowa-
nych wdwie klasy A i B, zostawiajgc kwestie cyklin aktywnych w Gj/S do omoéwienia pozniej
na dalszym miejscu.

Podziat na klase A i B uwarunkowany jest zaréwno roznicami w sekwencji, jak i w funkcji
tych biatek, przy czym cykliny B dodatkowo dzieli sie na podklasy Bl i B2.

Cykliny B wystepuja u wszystkich badanych do tej pory eukariontéw, natomiast nie
zdotano wyizolowac cyklin A z roslin, cho¢ wyizolowano z biblioteki cDNA marchwi gen o
zblizonej do nich sekwencji [34], U drozdzy Schizosaccharomycespombe cyklinie B odpo-
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wiada produkt genu suel, cho¢ wykazuje on mniejszag homologie z cyklinami zwierzecymi
niz zachodzito to w przypadku produktu genu cdc2. Wedtug cze$ci autoréw dalekim homo-
logiem cykliny A jest natomiast produkt genu cdc\3. U niektérych gatunkdw wystepujarézne
cykliny tej samej klasy, np. cyklina Bl i B2 u cztowieka [58].

W genomie myszy zidentyfikowano tylko jedng kopie genu cykliny A, zlokalizowang na
chromosomie 3, przy wystepowaniu 10 kopii genu dla cykliny Bl (odpowiednio na chromo-
somach 4,5,7,8,13,14 i 15).

Zréznicowana ekspresja roznych loci cykliny Bl w czasie rozwoju oraz identyfikacja
mutacji cyklin BI, w ktérych wspdtwystepujg wady rozwojowe sugeruje znaczenie roznych
form cykliny Bl w czasie embriogenezy i ré6znicowania [58].

Ogdlna liczba aminokwaséw tworzacych tancuch polipeptydowy cyklin waha sie zreguty
w granicach 3907410 przy duzych wahaniach wzglednej masy czasteczkowej w granicach 44
-62 kDa (nie liczac pl3sucl). Zaréwno cyklina A, jak i B zawiera sekwencje konsensusu dla
p34cde2 j ulega zaleznej od tej kinazy fosforylacji, jednak zmutowanie odpowiednich reszt
serynowych zdaje sie nie wywotywac zadnych zaburzert w aktywacji lub inaktywacji MPF
[42].

Jezeli nie wezmiemy pod uwage cyklin drozdzy, to homologia pomiedzy cyklinami
réznych gatunkéw wynosi 60% w srodkowym odcinku dtugosci 148 aminokwaséw. Bardzo
zmienne sg natomiast regiony flankujgce. Cykliny typu A od typu B rdznig sie obecnoscig u
tych pierwszych dwéch specjalnych sekwencji, z ktérych jednajest miejscem konsensusu dla
fosforylacji zaleznej od cAMP, druga za$ nie ma Scisle zdefiniowanej funkcji.

W regionie N-terminalnym wszystkich cyklin mitotycznych znajduje sie natomiast tzw.
sekwencja niszczgca (cyclin destruction box) warunkujgca ich degradacje odbywajaca sie
przy pomocy proteasoméw, po uprzedniej ubikwitynacji [30]. Po konserwatywnej ewolucyj-
nie sekwencji niszczacej (RXXLXXXXN) wystepuje zakorczenie faricucha bogate w lizyne
[26].

Proteasomy, nowo odkryte organelle degradujgce ubikwitynowane biatka [31,44], odgry-
wajg zapewne nieposlednig role w regulacji cyklu komdrkowego. Wykazano zmiennos$¢ ich
dystrybucji w czasie rozwoju zarodkowego zachwy Halocynthia roretzi. We wczesnej meta-
fazie proteasomy wystepujg zwigzane z chromosomami, cho¢ takze wykrywa sie je w okolicy
biegunéw wrzeciona. W anafazie proteasomy znikajg z aparatu mitotycznego, aby od telofazy
przez cala interfaze lokalizowacé sie gtdwnie wjadrze, aw mniejszej ilosci w cytoplazmie [47].

Proteoliza cykliny B na przej$ciu metafaza/anafazajestrownoznaczna z inaktywacjgMPF
(prawdopodobnie defosforylacja Thr 161 jest zjawiskiem wtornym) i warunkiem sine quanon
wyjsciaz mitozy. Obecno$¢ w komdrce zmutowanej formy cykliny B, pozbawionej sekwencji
niszczacej, powoduje blok cyklu w mitozie [73]. Jedynym wyjatkiem jest wczesny cykl
zarodkowy Drosophila melanogaster oraz przejscie od | do 1l podziatu mejotycznego wjajach
Xenopus laevis, kiedy to nie cata cyklina B ulega degradacji [74].

Wprowadzenie zaréwno cykliny A, jak i cykliny B do dojrzewajgcych oocytéw Xenopus
laevis wywotuje aktywacje MPF, jednak najefektywniej dziatajg one, gdy sa wprowadzone
razem. Niemniej jednak usuniecie endogennej cykliny A nie zaburza aktywacji MPF, podczas
gdy usuniecie cykliny B uniemozliwia jg. Natomiast w przebiegu rozwoju zarodkowego
Drosophila melanogaster brak endogennej cykliny A powoduje blok w G2pomimo obfitosci
cykliny B [11].

Cyklina B ulega syntezie w czasie fazy G2i stopniowej akumulacji w komorce, przy czym
wiekszo$é tego biatka gromadzi sie pod postacig nie dajaca sie usung¢ za pomoca detergen-
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tow, czyli ulega zwigzaniu przez struktury btoniaste i cytoszkielet oraz od poczatku gromadzi
sie w okolicy centrosomu [4], Za pomocg immunofluorescencji wykazano, ze cytoplazmaty-
czna cyklina B wystepuje w formie ziarnistych skupien [79]. Natomiast metoda frakcjonowa-
nia skfadnikéw jaj Xenopus laevis wykazata silne zwigzanie cykliny B z jednostkg 60 S
rybosoméw powiazanych z mikrotubulami oraz z frakcjg btonowga bogatg w czesci aparatu
Golgiego [55]. Jednoczesnie z ufosforylowanym (na Thr 161) biatkiem p34cdc cyklina B
tworzy kompleks pre-MPF. W momencie jej asocjacji z p34cdc2, biatko to ulega dodatkowej
fosforylacji na Thr 14 i Tyr 15 (patrz wyzej). Na poczatku profazy cykliny Bl i B2 ulegaja
translokacji do jadra [26].

W odro6znieniu od cykliny B cyklina.A nie jest wcale sensu stricto cykling mitotyczna, gdyz
odgrywa takze role w czasie fazy S, bedac prawdopodobnie niezbedng w zapoczatkowywaniu
replikacji DNA [27]. Jej synteza rozpoczyna sie wczesniej, a biatko to gromadzi sie w
wiekszosci w jadrze, a czeSciowo w postaci rozpuszczalnej w cytoplazmie [79]. W okolicy
centrosomow obecno$é cykliny A mozna wykaza¢ dopiero w okresie profazy [41. Cyklina A
ma zdolno$¢ tworzenia komplekséw nie tylko z p34cdc2, lecz takze z p33c k2 [41]. W
komdrkach somatycznych ssakéw wiekszo$¢ cykliny A wystepuje w formie zwigzanej z
p33cdk2, podczas gdy w komoérkach zarodkowych X. laevis wiekszo$¢ wigze sie z p34cdc2

11].

[ ]Badania przeprowadzone na bezkomoérkowych ekstraktach cytoplazmatycznych z wpro-
wadzong chromatyng plemnikdw, otrzymanych z lizatéw jaj Xenopus laevis wykazaty, ze
pofaczenie cykliny B z p34LdR wywotuje wzrost aktywnosci kinazowej dopiero po pewnym
czasie latencji, co uwarunkowane jest oméwionymi wczesniej zmianami w ufosforylowaniu
tego ostatniego biatka. Natomiast cyklina A wywotuje natychmiastowg aktywacje kinazy
histonu HI, przy braku znaczacych zmian w stopniu ufosforylowania tyrozyny p34ctc2.

Zaréwno u zarodkow X. laevis, jak iw komdrkach ludzkich aktywnos¢ kinazowa zwigzana
z cykling A wzrasta stopniowo w miare jej akumulacji w cytoplazmie, natomiast aktywnos¢
kinazowa zwigzana z cykling B jest niska nawet pomimo jej wysokiego noziomu do momentu
zadziatania produktu genu cdc25. Szczytaktywnosci kompleksu p34ctc /cyklina A wystepuje
wtedy, gdy aktywnos$¢ kompleksu p34cdc2 /cyklina B dopiero zaczyna rosna¢ [32]. Roéwniez
degradacja cykliny A nastepuje o wiele wczesniej niz cykliny B, mianowicie w momencie
rozpadu otoczki jadrowej, a nie na przejsciu metafaza/anafaza [11]. Kolejnos$¢ tych zmian
zostata stwierdzona zaréwno u X. laevis, jak i w komdrkach ludzkich oraz u Drosophila
melanogaster [67, 102].

W Swietle powyzszych danych za klasyczny MPF uwaza sie kompleks p34cdc2 z cykling
B, cho¢ niektdérzy badacze dopuszczajg mozliwo$¢ rozszerzenia tej definicji takze na cykline
A i ewentualnie na inne dodatkowe komponenty [64]. W kazdym razie, kompleks p34cdc
/cyklina A na przej$ciu G2M dziata synergistycznie z kompleksem p34cdc2 /cyklina B [51],
Sytuacje te komplikuje jeszcze fakt, ze w oocytach X. laevis przed aktywacjg kompleksu
p34cdc /cyklina B2 wystepuje aktywacjakompleksu p34cdc2/cyklinaB 1, przy czym znaczenie
tego faktu jest zupetnie nie znane [60].

U drozdzy Saccharomyces cerevisiae wykryto 5 homologéw cykliny B oznaczonych jako
CLB1,2,3,4i5.CLB 1i2odgrywajarole naprzejSciu G2/M, natomiast pozostate trzy CLB
zachowujg sie odmiennie [84]. CLB3 i4, a zwlaszcza CLB5, ulegajg ekspresji w czasie Gj i
odgrywaja role na przejsciu Gj/S i w czasie fazy S. Stad pomimo ze strukturalnie nalezy je
zaliczy¢ do cyklin B, funkcjonalnie przypominajg opisane u ssakéw cykliny A i E [18].
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Zmutowane CLB wywotywaty blok cyklu w mitozie, natomiast ich catkowity brak ekspresji
blok w fazie S, po replikacji ok. 1/3 DNA [84].

7. REGULACJA FAZY Gi

Chociaz opisany do tej pory mechanizm aktywacji i inaktywacji MPF kontrolujacy wejscie
w faze M oraz wyjscie z tejze zawiera wcigz wiele niejasnosci, o wiele mniej wiemy na temat
mechanizméw kontrolujacych wejscie w faze S, doprowadzajacych do przekroczenia punktu
Start (zwanego takze punktem restrykcyjnym lub punktem R). Osiggniecie, tj. przekroczenie
tego punktu jestrownoznaczne z wejsciem komaorki w cykl (commitment to cycle) i nigdy nie
nastepuje w komdrkach zahamowanych w GO [12].

Dopiero zadziatanie na zahamowane w GOkomarki r6znorodnymi czynnikami wzrostu
wyizolowanymi z surowicy powoduje ich "wejécie w cykl". Badania przeprowadzone nad
zahamowanymi w GO, diploidalnymi fibroblastami mysimi wykazaty istnienie szeregu eta-
péw, przez ktdre muszg przejs¢ te komérki, azeby dojs¢ do fazy S. Kazdy z takich etapow
rozdzielony jest swoistymi punktami kontrolnymi, zwrotnymi czy tez restrykcyjnymi (w
szerokim tego stowapojeciu) i nakazdym z nich komdérki mogg ulec zablokowaniu przy braku
okreslonego czynnika. Jest kwestig sporng czy analogiczne etapy i punkty (poza Start)
wystepuja rowniez w przebiegu fazy Gj komorek, ktére caty czas znajdujg sie w cyklu.
Wyrdznia sie z reguty nastepujace etapy przy przejsciu Gq/Gj /S: kompetencja, punkt C
(control), wejscie (G Ja), punktV (verification), progresja (Glb), punkt R (Start) imontaz [104],

Po przejsciu punktu R (cojest doktadnie omowione w nastepnym podrozdziale) wystepuje
krotki okres montazu bgdz montowania. Zachodzi wéwczas przegrupowanie roznych enzy-
moéw z cytoplazmy do jadra, ich modyfikacja i tworzenie odpowiednich komplekséw (np.
replikazy). Wystepuje wowczas wzrost aktywnosci enzymdéw odpowiedzialnych za synteze
substratow syntezy DNA (np. kinaza tymidynowa, reduktaza rybonukleotydowa). Co jest
znamienne, to niezalezno$¢ montowania od wptywu czynnikéw zewnetrznych, czym okres
ten rozni sie od poprzednich podokreséw G j, a upodabnia sie do okresu pomiedzy aktywacja
MPF a poczatkiem profazy [104].

Wykazano ostatnio, iz w okresie montazu zachodzi unikalna w cyklu transkrypcja zalezna
od pewnych specyficznych sekwencji DNA zlokalizowanych w obrebie promotoréw niektd-
rych genéw, np. dla syntetazy tymidynowej ipolimerazy DNA I. Najlepiej poznang sekwencjg
tego typu jest ACGCGTNA zawierajgca w swoim obrebie miejsce dziatania enzymu restry-
kcyjnego Mlu I'iw zwigzku z tym zwanaMCB (Mlu | cell-cycle box). W obrebie MCB tworzy
sie kompleks inicjujacy transkrypcje tylko w pdznym GI5 po przej$ciu punktu Start, zawie-
rajagcy m.in. biatko SWI6, pokrewne ulegajgcemu fosforylacji przez p34ctlc2 biatku SW15 i
zawierajace sekwencje konsensusu dla tej kinazy. Inngpodobng sekwencjg tego typu jest CCB
(cell cycle box), zawierajaca wiele powtdérzen CACGAAAA wigzacych czynniki SW14 i
SW16 [13, 61].

Za pomocg réznych specyficznych inhibitorow kinaz (np. kinazy A, C lub G) mozna
zahamowac¢ komoérki zmierzajagce w kierunku fazy S na réznych etapach. Ttumaczy sie to
interferowaniem z przekazywaniem sygnatéw przechodzacych z zewnatrz poprzez system
wtdrnych przekaznikéw. Co jest godne podkreslenia, to fakt, iz efektu tego nie obserwujemy
w komorkach nowotworowych oraz prawdopodobnie we wczesnym cyklu zarodkowym [24],
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8. CZYNNIK WYWOLUJACY FAZE S I CYKLINY GI/S

Badania polegajace na fuzji komaérek znajdujacych sie w fazie S z komérkami znajduja-
cymi sie w Gj wykazaty wystepowanie w tych ostatnich przedwczesnej replikacji DNA,
analogicznie do wystepowania PCC w przypadku uzycia do fuzji komérek mitotycznych.
Zaproponowano woéwczas istnienie czynnika wywotujacego faze S (S-phase promotingfac-
tor) czy tez czynnika pozwalajacego na przej$cie punktu Start (Start promoting factor), w
skrocie SPF. W odro6znieniu od uniwersalnego dziatania MPF, dziatanie SPF nie powoduje
syntezy DNA w komoérkach znajdujacych sie w G2lub M, prawdopodobnie wskutek obecnosci
jakiego$ inhibitora. Inng mozliwoscigjest to, ze biatko p34cdc2 koduje informacje o tym, czy
komorkajest w Gj, czy w G2, tj. czy dokonata juz syntezy DNA (patrz nizej) [75].

Inng poszlakag wskazujaca naistnienie SPF byt fakt, ze komorki, zablokowane na poczatku
fazy S poprzez inhibicje syntezy DNA, po uwolnieniu bloku koiczg replikacje DNA o wiele
szybciej niz trwa faza S w komoérkach kontrolnych. Co wiecej, majg one wiecej miejsc
inicjujacych replikacje w poréwnaniu zkontrola, co sugeruje bezposrednie dziatanie akumulu-
jacego sie aktywatora replikacji [16].

O podobienstwie tego czynnika do MPF $wiadczy ponadto niezalezno$¢ montazu od
wptywow zewnetrznych, wzrost ogdlinej aktywnosci kinazowej komarki na przejSciu Gj/S
oraz prawdopodobny udziat w tym procesie kinazy p34Ldc2 . Zmutowanie tego biatka u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae wywotuje bowiem blok na przejsciu Gj/S zréwng czestot-
liwoscig co na przejsciu G2/M.

W okresie poprzedzajagcym punkt R stwierdzono w lizatach z synchronizowanych popula-
cji komérek gromadzenie sie blizej nie okreslonych biatek, wséréd ktorych mogtaby sie
znajdowac specyficzna dla tej fazy cyklu podjednostka regulatorowa p34cdc2 o charakterze
cykliny.

U drozdzy S. cerevisiae zidentyfikowano poczatkowo trzy geny (obecnie znamy ich piec)
oznaczone CLN1,2 i3 (CyclinLikeproteiNs), wykazujace homologie do cyklin mitotycznych.
Produkty tych genow sg do siebie bardzo podobne i funkcjonalnie wymienne, tak ze dopiero
mutacja dwoch sposréd nich wywotuje blok cyklu przed Gj/S. Wykazujg one homologie do
cyklin mitotycznych rzedu najwyzej 30% w skali catego polipeptydu, ograniczajacg sie do
tzw. cyclin box. Zawierajg one sekwencje PEST, charakterystyczne dla biatek o niskiej
stabilnosci metabolicznej [81]. W przypadku CLN2 wykazano jego asocjacje z p34cdc2 pod
postacig aktywnego enzymatycznie kompleksu [103]. Geny dla CLN1 i 2 zawierajag w obrebie
promotoréw sekwencje CCB, a ich transkrypcja moze odbywac sie w spos6b niezalezny od
cdc2, uwarunkowany jedynie rozmiarem komorki, lub w sposéb zalezny od p34cdc2. Ten
ostatni mechanizm generuje dodatnig petle sprzezenia zwrotnego, gdyz akumulacja CLN
aktywuje p34tdc2, co z kolei stymuluje wiekszg transkrypcje CLNOw [61],

U S. pombe CLN odpowiada gen puc\, podobny do CLN3, choé jego sekwencja blizsza
jestcyklinie A oraz cigl, podobny do CLB3 i4 [21,82], Poszukiwanie homologicznych gendw
u wyzszych eukariontéw, w tym i u ssakéw, pozwolito wyodrebnié¢ trzy nowe grupy cyklin
oznaczone kolejnymi literami C, D i E [38].

U Drosophila melanogaster wyodrebniono natomiast tylko jeden gen o charakterze
cykliny Gj, ratujacy letalne mutacje CLN 1,2,3 - S. cerevisiae. Gen ten, nazwany CLNDm
(CLN D. melanogaster) wystepuje w genomie w pojedynczej kopii i ulega najwiekszej
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ekspresji w czasie intensywnych podziatéw komdrkowych, tj. w czasie wczesnego rozwoju
zarodkowego [53].

Sposrod cyklin Gj najlepiej poznano role ludzkiej cykliny E izolowanej z komérek HelLa.
Cyklina ta wystepuje w kompleksie z p33cdk2, przy czym jej ilos¢ oraz zwigzana z nig
aktywnos¢ kinazy histonu HI jest najwieksza w poznej fazie Gj i we wczesnej fazie S.
Aktywna forma cykliny E znajduje sie poza tym w stanie ufosforylowanym podobnie jak
zwigzany z nig produkt genu cdkl. Cyklina E moze réwniez tworzy¢ kompleks z p34ct0 ,
lecz nie pocigga to za sobg aktywacji w#asciwosci kinazowych. Opisywana wczes$niej
aktywnos¢ p34cdc2 w komérkach kregowcow w Gj /S pochodzi prawdopodobnie od p33tdk2,
ktére wykazuje takg samg specyficzno$é substratowg i réwniez, jak tojuz zostato wspomnia-
ne, reaguje z przeciwciatami skierowanymi przeciwko domenie PSTAIRE. (Drozdze nie majg
innych od p34cdc2 kinaz z rodziny CDK.) Kompleks p33cdk2 lub/i p34cdc z cykling E jest
najbardziej prawdopodobnym kandydatem na SPF [15].

Cyklina E ma sekwencje najbardziej podobng do cyklin mitotycznych, cyklina C najbar-
dziej odmienng, natomiast grupa cyklin D zajmuje pozycje posrednig. Cyklina C jest najmniej
poznana, wiadomo tylko, ze kodujacy ja mMRNA osigga najwyzszy poziom w komadrkach
ssakow we wczesnej fazie Gj [41].

Wyrdznia sie obecnie trzy klasy cyklin typu D, mianowicie DI, D2 i D3. Nalezg tutaj
réwniez znane wczesniej biatka o charakterze onkogenéw, mianowicie bel-1 wykryty w
komérkach biataczek B oraz PRAD1 wykryty w guzach przytarczyc. U myszy wykryto, ze
ekspresja roznych podklas cyklin z grupy D jest tkankowo specyficzna [82],

Dodanie wyizolowanej z komé6rek ssakéw cykliny DI do lizatow z zarodkéw jezowca
aktywuje kinaze HI mogaca zosta¢ zwigzana przez pl3sucl jednak fizjologicznym partnerem
tej grupy cyklin wydaje sie byé inna CDK. W aktywowanych makrofagach mysich cyklina
D1 tworzy kompleks z p34cdk /PSK J3akumulujacy sie w czasie fazy Gj iznikajacy z komorki
w czasie fazy S, chociaz poziom mRNA dla cykliny D1 jest staty przez caty czas trwania
cyklu. Kompleks ten nie wykazuje aktywnosci kinazy histonu HI, ma natomiast zdolno$¢
fosforylowania biatka Rb. Kompleksy zawierajace w swoim sktadzie cykliny D2 i D3 zostaty
zidentyfikowane w proliferujacych limfoblastach T, lecz ich doktadna rola wciaz nie jest
poznana. Czas ekspresji cyklin z grupy D w ciggu Gj jest bardzo zmienny i mozna
nan wptywaé czynnikami wzrostu (np. CSF-1 lub IL-2), co wigze wplywy zewnetrzne z
autonomicznym napedem cyklu [62].

Oprécz wspomnianych juz poprzednio biatek ulegajacych fosforylacji w czasie Gj/S
zaleznej od CDK, a wiec iod kompleksu SPF, najwazniejszawydaje sie fosforylacja produktu
antyonkogenu Rb, uwiktanego w regulacji tego przejscia [36, 37].

Nieufosforylowana forma pl 10 b zapobiega proliferacji komorek, podczas gdy forma
ufosforylowanasprzyja proliferacji. Forma nieufosforylowana wystepuje w fazie Gt,podczas
gdy forma ufosforylowana w fazach S, G2 oraz M. Jej defosforylacja zachodzi przy wyjsciu
z mitozy [2], Produkt Rb immunoprecypituje razem z kinazg o specyficznosci substratowej
charakterystycznej dla CDK, prz” czym moze to by¢ zaréwno p34cdt2,jak i p33cdk2 [50].

Ufosforylowana forma pl 10RI uwalnia szereg czynnikéw transkrypcyjnych, ktére moga
wchodzi¢ wraz z p33cdk2 w sktad komplekséw zlokalizowanych w jadrze, i uczestniczy¢ w
lokalnej modulacji innych czynnikéw transkrypcyjnych poprzez ich fosforylacje, podobnie
jak to zachodzi w przypadku c-abl [15,40], Biatko Rb tworzy rowniez kompleksy z licznymi
czynnikami transkrypcyjnymi i produktem onkogenu c-myc oraz z cykling A w czasie trwania
fazy S [50]. Wyeliminowanie cykliny A z komérek ludzkich za pomocg antysensowego
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oligonukleeotydu dla jej mRNA powoduje blok przed punktem Start i brak replikacji DNA

Nieufosforylowana forma pIIOFHtworzy razem z niezidentyfikowang blizej CDK oraz
kilkoma innymi biatkami inhibujgcy transkrypcje kompleks Yil wystepujacy w regionie
promotora genu kinazy tymidynowej w czasie fazy Gj. Na przejsciu Gj/S, pllIORb ulega
fosforylacji zaleznej od CDK, ktdra nastepnie oddysocjowuje, a kompleks Yil przechodzi w
charakterystyczny dla fazy S kompleks Yi2 indukujacy transkrypcje [14].

Podobny do Rb mechanizm dziatania ma tez gorzej poznany produkt antyonkogenu p53
mogacy wystepowaé w kompleksach z niewielkimi ilosciami p34cdc2 [97] oraz réznymi
czynnikami transkrypcyjnymi i inicjujagcymi replikacje [38]. Rola i znaczenie p53 oraz Rb
zostaly ostatnio szeroko opisane na tych tamach [36, 37].

Wydaje sie, ze SPF nie tylko uczestniczy posrednio w przygotowywaniu komorki do
replikacji jej materiatu genetycznego, lecz takze bezposrednio uczestniczy w inicjacji syntezy
DNA. Whniosek ten wysnuto na podstawie badan nad wprowadzonymi do komérek drozdzy
S. cerevisiae plazmidami zawierajagcymi dobrze poznane miejsce inicjacji replikacji ori
(origin) wirusa SV 40 o dtugosci ok. 200 par zasad. Kompleks inicjujacy replikacje DNA na
on jest utworzony przez duzy antygen T SV 40 oraz przez komorkowe biatko RPA (replica-
tion protein A) zwane takze RFA lub hSSB. Liczne czasteczki duzego antygenu T rozpoznajg
oriidziatajgjako helikazarozwijajgca podwojng ni¢ DNA. Zmiejscem tym tgczy sie nastepnie
RPA, przejmujac funkcje dalszego rozwijania nici, do ktérej przytgczajg sie dalsze kompo-
nenty kompleksu replikacyjnego [16, 92],

W sktad RPA wchodzg trzy podjednostki - pil, p34 i p70. Podjednostka p34 zaréwno
pochodzaca od drozdzy, jak i w komorkach ludzkich wystepuje w fazach S i G2 w postaci
ufosforylowanej na miejscach konsensusu dla CDK, a w fazie Gj wystepuje w postaci
nieufosforylowanej. Poczatek fosforylacji przypada na przejscie Gj/S. Dodanie oczyszczone-
go preparatu zawierajacego biatko p34ac2 do nieaktywnych replikacyjnie ekstraktow z
komarek ludzkich w fazie Gj zawierajagcych plazmid z ori, duzy antygen T oraz RPA indukuje
replikacje plazmidowego DNA [16, 92],

Ostatnio pojawity sie sugestie, ze by¢ moze w przypadku cyklu wyzszych eukariontéw
nalezy wyraznie rozdzieli¢ aktywno$¢ SPF, zwiazang z regulacjg przejscia punktu R, od
aktywnosci wymaganej do inicjacji i kontynuacji fazy S, gdyz zalezg one od réznych cyklin,
a by¢ moze takze od r6znych CDK [81, 82],

9. SPRZEZENIA ZWROTNE W CYKLU KOMORKOWYM

Wszystkie omowione do tej pory zjawiska obejmujg tzw. naped cyklu komoérkowego,
powodujacy cykl skoordynowanych zmian w aktywnosci oméwionych tu kinaz CDK oraz
innych enzyméw, w tym kinaz typu weel oraz nieswoistych i swoistych (cdc25) fosfataz.
Powodujg one szereg zjawisk nastepczych. W przypadku wejscia w mitoze (mitotic ENTER)
jest to formacja wrzeciona kariokinetycznego, kondensacja chromatyny i rozpad otoczki
jadrowej. W przypadku wyjscia z mitozy (mitotic EXIT, nalezy pamieta¢, ze nie jest to
réwnoznaczne z morfologicznym zakonczeniem mitozy) jest to segregacja chromosomoéw,
dekondensacja chromatyny, odtworzenie otoczki jadra, rozpad wrzeciona i ewentualna cyto-
kineza. W przypadku punktu R, czyli START, jest to replikacja DNA oraz duplikacja centrum
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organizujacego mikrotubule MTOC (microtubule organizing center) [72]. Nie wykryto doty-
chczas jakiego$ Scisle zdefiniowanego punktu w cyklu oznaczajacego wyjscie z fazy S i
zwigzanego z inaktywacjg SPF.

W wiekszosci przypadkéw komérek znajdujacych sie w cyklu tzw. somatycznym inhibicja
efektow nastepczych zatrzymuje réwniez naped cyklu, przynajmniej na jaki$ okres. Nie
dotyczy to z reguty zjawisk zachodzacych we wczesnym cyklu zarodkowym.

I tak, w ciggu pierwszych dwunastu cykli komdrkowych zarodka X. laevis nie wykrywa
sie ufosforylowanej na Tyr 15 formy p34ctk2, co by mogto znaczy¢, ze cykl komérkowy
wczesnych zarodkéw znajduje sie pod kontrolg cykliny A, pomimo obecnosci cykliny B. Jest
to hipoteza dos¢ atrakcyjna, zwazywszy, ze aktywno$é kinazowa zalezna od cykliny A nie
ulega supresji pod wptywem niezreplikowanego DNA w warunkach, gdy niknie aktywno$é
zalezna od cykliny B, ajedna z cech charakterystycznych wczesnego cyklu zarodkowego jest
jego autonomia i brak kontroli typu sprzezenia zwrotnego [11,33]. EnukleowanejajaX laevis
poddane aktywacji wykazujg szereg zmian morfologicznych i cykliczny wzrost aktywnosci
MPF pomimo braku DNA przez szereg cykli [104].

Ostatnio jednak wykazano, ze dodanie do takich jaj nawet niewielkiej ilosci DNA w
obecnosci inhibitora jego syntezy, jakim jest afidicholina, wywotuje blok w Gj, a z kolei
dodanie nadmiaru chromatyny wydtuza interfaze [98]. Wydaje sie wiec, ze nawet w cyklu
zarodkowym istniejg pewne mechanizmy typu sprzezenia zwrotnego, przynajmniej ograni-
czone do kontroli syntezy DNA. Co wiecej, blok taki mozna usung¢ zapomocg antysensowego
oligonukleotydu dla mRNA cykliny A, co znosi te kontrole i powoduje mitoze pomimo
nieukonczenia syntezy DNA. Podkre$la to wspomniane wyzej znaczenie tej cykliny w cyklu
zarodkowym.

Natomiast prawie na pewno wczesny cykl zarodkowy wykazuje niezalezno$¢ od dostar-
czanych z zewnatrz substratéw oraz od obecnosci réznych czynnikéw wzrostu, co wigze sie
ze znacznym skroceniem fazy Gj. Poddawana bywa w watpliwo$¢ obecnos$é w tym cyklu
punktu R, jednak wykrycie w zarodkach réznych cyklin Gj wskazuje, ze i tutaj odgrywa on
jakas role. Pewna, bardzo istotng réznicg pomiedzy cyklem zarodkowym a somatycznym jest
fakt, ze w tym pierwszym akumulacja cykliny B rozpoczyna sie juz w momencie wyjscia z
mitozy, natomiast w tym drugim dopiero po przekroczeniu punktu Start [72].

Aktywnos¢ cdk2 w zarodkach X. laevis, opisanapierwotnie jako Egl, oscyluje niezaleznie
od p34cde2 i od cyklin mitotycznych, osiggajagc maksimum w czasie mitozy.Tak wczesna
aktywacja cdk2 sugeruje praktycznie przechodzenie punktu R i aktywacje SPF jeszcze w
czasie trwania mitozy. Wspomniane powyzej skrécenie fazy Gj oznaczatoby ograniczenie
jej do okresu montazu [22], Aktywacja i inaktywacja cdk2 w embrionalnym cyklu X. laevis
zdaje sie nie zaleze¢ od podjednostki typu cykliny, natomiast jest regulowana ztozonymi
reakcjami fosforylacji/defosforylacji na resztach Ser/Thr i Tyr. Aktywacja cdk2 moze sie
odbywac pod wptywem produktu genu cdc25 [23].

Wydaje sig, ze w celu skoordynowania zjawisk zachodzacych w przebiegu cyklu wczesne
zarodki opierajg sie jednak gtéwnie na mechanizmie czasowym, tj. na tym, ze zjawiska
zachodzace w napedzie cyklu sg wolniejsze niz efekty nastepcze przez nie kontrolowane.
Mechanizm ten jednak bytby bardzo zawodny w przypadku komaérek somatycznych, uzalez-
nionych w réznoraki sposéb czy to od srodowiska zewnetrznego (w przypadku jednokomaér-
kowcdw takich jak drozdze), czy to od réznorakich sygnatéw ze Srodowiska wewnetrznego
makroorganizmu (w przypadku wielokomérkowcow).
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Kazde sprzezenie zwrotne wystepujace w komérkach somatycznych musi mieé przynaj-
mniej trzy elementy, mianowicie sensor sprawdzajacy zakoriczenie efektu nastepczego, sygnat
generowany przez ten sensor oraz efektor w napedzie cyklu komérkowego, powodujacy jego
zatrzymanie, w przypadku nie dopetnienia ktéregos$ z efektéw nastepczych.

Rozpoczeto intensywne poszukiwania elementéw wchodzacych w sktad sprzezen zwrot-
nych cyklu komdrkowego. | tak, kofeina (bedaca inhibitorem réznych kinaz) pozwala na
wejécie w mitoze niektorym komérkom ssakéw z uszkodzonym lub z niezreplikowanym
DNA. Kontynuacja cyklu pomimo bloku przez sprzezenie zwrotne moze w warunkach
fizjologicznych by¢ jednym z mechanizmoéw prowadzacych do apoptozy komarek [72],

Po zadziataniu czynnikami alkilujagcymi na komorki chtoniaka CA46 obserwuje sie blok
w G2 z wysokim poziomem cykliny B i ufosforylowanym na Tyrl5 p34cdc2. Natomiast
komarki innej linii, JLP119 omijaty ten punktkontrolny, co czynitoje wrazliwyminadziatanie
iperytu. Mozliwa droga zahamowania aktywacji MPF wiedzie poprzez represje cdc25 lub
stymulacje weel [76].

Obecnie zidentyfikowano u drozdzy S. pombe i S. cerevisiae szereg mutantéw niweczg-
cych sprzezenie zwrotne zapobiegajace kontynuacji cyklu w obecnos$ci uszkodzonego lub
niezreplikowanego DNA. Natomiast u ssakdw wykryto gen RCC1 {repressor ofchromosome
condensation), ktérego zmutowana forma aktywowanaw Shamuje replikacje DNA i indukuje
przedwczesng mitoze, a uruchomiona w Gj blokuje zardwno faze S, jak i mitoze [72],

Produkt tego genu, p45RCCL jest zlokalizowany w chromatynie i ma domene wigzacg
DNA. Oddziatuje on tam z biatkiem bedacym produktem onkogenu c-ran, nalezagcego do
rodziny onkogenow c-ras. Biatko ran jest matym biatkiem G i pod wptywem oddziatywania
zp45R Clzachodzi wnim wymianaGDP na GTP. Wskazuje to nawystepowanie mechanizmu
transdukcji sygnatu z chromatyny do jakiego$ efektora analogicznego do transdukcji zacho-
dzacej poprzez duze biatka G zlokalizowane w btonie komérkowej [88].

10.REGULACJA POZIOMU p34cdc2 W KOMORCE

pdpo
Jak juz wzmiankowatem powyzej, poziom biatka p34 jest staty podczas catego cyklu
komérkowego. Nie dotyczy to jednak komérek w GO oraz komdrek starzejacych sie. Po
zadziataniu na te dwie populacje komdrek surowicag w pierwszym przypadku rozpoczyna sie
ekspresja genow cdc2, cyklin A i B, aw drugim odpowiednie biatka i transkrypty utrzymuja
sie na niewykrywalnym poziomie, chociaz stymulacja surowicg wywotuje w komdrkach
senescentnych ekspresje innych genéw (np. c-myc, c-jun) [91].

Brak ekspresji cdc2 w komérkach senescentnych nie jest jednak pierwotng przyczyng
starzenia sie komorek, gdyz transfekcja takich komorek plazmidem zawierajgcym wiele kopii
cdc2 ulegajgcym ekspresji nie powodowata transformacji i wejscia w cykl [85].

Staty poziom p34cdc w komérkach znajdujacych sie w cyklu jest spowodowany utrzy-
mywaniem sie dynamicznej rdbwnowagi pomiedzy synteza i degradacjg biatka oraz jego
mRNA. Zaréwno w przypadku ludzkich diploidalnych fibroblastéw, jak i komérek HelLa
wykazano, ze po ukonczeniu mitozy transkrypcja i translacja cdc2 jest wytaczana, a jego
mRNA ulega szybkiej degradacji, dopiero na przejsciu Gj/S nastepuje 12-krotne zwigkszenie
transkrypcji oraz aktywacja translacji [100].



346 C. WOJICIK

W czasie fazy Gi poziom p34pdpo jest utrzymywany przez wydluzenie jego czasu
pétrwania do 18 h, wynoszacego w pozostatych fazach cyklu jedynie 7,5 h. Pomimo tego
moze doj$¢ jednak w niektérych przypadkach do jego obnizenia sie we wczesnej Gj [8].

W ciagu cyklu komoérkowego dochodzi do wymiany 75-85% p34cdc2, ktory wystepuje w
dwdch pulach: starej, pozostatej po poprzednim cyklu, i nowej, gromadzacej sie od Gj/S,
wchodzacej w sktad MPF [100].

Wydaje sie, ze ta wymiana p34cdc2 ma znaczenie w kodowaniu informacji o tym, czy
komorka znajduje sie w fazie Gj, czy w fazie G2, co tworzytoby jeszcze jeden mechanizm
kontroli typu sprzezenia zwrotnego pomiedzy fazg S a mitozg. Otrzymano mutanty S. pombe,
ktérych pulap34c c2ulega catkowitemu zniszczeniu po umieszczeniu w odpowiednio wyso-
kiej temperaturze. Jezeli uczyni sie tak z komorkami bedagcymi w G2, to nie wchodzg one w
mitoze, lecz jak gdyby bezposrednio "przeskakujg" w faze Gj i dokonujag kolejnej rundy
syntezy DNA [7].

Co ciekawe, informacja ta nie jest kodowana ani przez asocjacje z p56cdcl3 (cykling B),
ani przez fosforylacje tyrozyny 15, cho¢ inne obserwacje zdawaty sie wskazywac na te ostatnig
mozliwo$¢ i na udziat w tym procesie cdc25 [17].

Ostatnio pojawity sie doniesienia, ze obnizenie poziomu biatka p34cdc2 w komorkach
moze by¢ istotne w ich ré6znicowaniu sie. Wykazano, ze réznicujace sie pod wptywem kwasu
retinowego komorki zwojaka zarodkowego wykazujg 75-krotne zmniejszenie sie poziomu
p34 cdc2, ktéremu towarzyszy zmniejszenie sie poziomu pl07 Rboraz spadek jego fosforylacji
[25]. Kwas retinowy poprzez swoje receptory [28] reguluje zapewne ekspresje genow indu-
kujacych degradacje p34Lde2 lub blok translacji, gdyz poziom mRNA dla cdc2 utrzymuje sie
na nie zmienionym poziomie [25].

Niewiele jeszcze wiadomo o metabolizmie innych CDK. Poziom cdk2 jest w komaérkach
bedacych w cyklu réwniez wzglednie staty. W przypadku przechodzenia z fazy G0 do cyklu
mRNA cdk2 i samo biatko pojawiajg sie 0 wiele wczesniej niz mRNA dla cdc2 [81].

11.ROLA Ca2+1INNYCH CZYNNIKOW W CYKLU KOMORKOWYM

Od dawnawiadomo, ze z aktywacjg zahamowanego w metafazie Il podziatu mejotycznego
oocytu wigze sie przejsciowy wzrost wewnatrzcytoplazmatycznego stezenia wolnych jonédw
wapniowych (oznaczanego dalej jako [Ca +]j). Podobne zwiekszenie sie [Ca2+]i zostato
réwniez stwierdzone bezposrednio przed mitozag w komérkach somatycznych ssakow [3, 80].
Co wiecej, degradacja cyklin iwyjscie z fazy M zalezy w blizej nieokres$lony sposéb od wapnia
i kalmoduliny [59]. Wzrost [Ca +]imozna indukowa¢ mikroiniekcjg p34cdc [78, 101].

Pozbawione Ca 2+komorki ssakéw blokujg sie w Gj, akomérki S. cerevisiae poza blokiem
w Gj blokujg sie takze w G2/M. Kontrola zalezna od wapnia odbywa sie¢ prawdopodobnie
poprzez kalmoduline. W komdrkach linii CHO wzrostjej poziomu wystepuje przy wchodze-
niu w cykl z GO, a nastepnie jej stezenie ulega podwojeniu na przejsciu Gj/S, po czym ros$nie
dalej przy wchodzeniu w mitoze. Delecja genu dlakalmoduliny u S. cerevisiae powoduje blok
na przejsciu G2 IM, natomiastjej nadmierna ekspresja powoduje skrocenie fazy Gj [3, 80].

Jednym z gtéwnych efektorow Ca2+/kalmoduliny jest zalezna od niej kinaza Il. Lokalizuje
sie ona wjadrze i w aparacie mitotycznym, a rozpad otoczkijagdrowej moze zosta¢ powstrzy-
many poprzez zablokowanie jej aktywnos$ci przeciwciatami lub odpowiednimi oligopeptyda-
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mi. Ekspresja zmutowanej, stale aktywnej formy tej kinazy w komorkach ssakéw wywotuje
blok w G2 pomimo wzrostu aktywnosci MPF do poziomu wystepujacego w komoérkach
mitotycznych [3, 80].

Sugeruje to, ze co prawda naped cyklu zalezny od p34cdc2, cyklin i zwigzanych z nimi
biatekjestbardzo wazny, lecz nie wystarczajacy do indukcji mitozy, przynajmniej w pewnych
uktadach. Innym przyktadem jest wystepujaca u plesni Aspergillus nidulans kinaza NIMA
(never in mitosis A), ktorej aktywno$¢ na przejsciu G2/M jest wymagana niezaleznie od
aktywnosci p34cdc2. Wydaje sie, zejej aktywnos$¢ przynajmniej czeSciowo jest regulowana w
sposob zalezny od jonéw wapnia [70].

Ostatnio wykryto u myszy kinaze o sekwencji zupetnie niepodobnej do CDK, o zupetnie
unikalnych wiasciwosciach, fosforylujgcg zardwno reszty treoninowe i serynowe, jak i tyro-
zynowe. Ze wzgledu na siegajgcg 42% homologie z kinazg NIMA nazwano te kinaze nekl
(NIMA rElated Kinase). Zapomocg hybrydyzacji in situ wykazano, ze wysoki poziom mRNA
dla nekl wystepuje przede wszystkim w komérkach piciowych, zaréwno meskich jak i
zenskich. W zwigzku z tym postuluje sie jej udziat w regulacji mejozy [57].

Innymi poszlakami dowodzacymi istnienia niezaleznych mechanizmdéw kontroli cyklu
jest zalezna od kinazy biatkowej A inhibicja rozpadu otoczki jadrowej [68] i refosforylacja
Tyrl5 aktywnego p34cdc2 [86] oraz blok w G2 wywotywany u S. cerevisiae przez brak
ekspresji kinazy NPS1 [94].

W przypadku aktywacji jaj Xenopus laevis, po wspomnianej na poczatku fali wzrostu
[Ca2+]; nastepuje zalezna od niej fala wzrostu pHj rownolegta w czasie do inaktywacji MPF.
W kazdym nastepnym cyklu najnizsze pHj wigze sie z metafaza. Poniewaz plazmalemma
oocytu nie zawiera systemu transportujacego H+, gromadzony on jest prawdopodobnie w
pecherzykowatych kompartmentach. Wysunieto hipoteze, ze alkalizacja cytoplazmy zacho-
dzaca w czasie inaktywacji MPF odzwierciedla byé moze magazynowanie w tym kompart-
mencie wolnego p34cdc2, a zakwaszanie w kolejnych mitozach odzwierciedla uwalnianie
matych porcji tej kinazy do cytoplazmy [9].

12. ZAKONCZENIE

Jak wynika z przytoczonych tu danych, wiemy dzi$ o wiele wiecej na tematregulacji cyklu
komadrkowego, kontrolujagcych ten proces biatek i reakcji biochemicznych niz dwa czy trzy
latatemu. Niemniejjednak jest to dopiero wierzchotek géry lodowej. Najblizsze lataprzyniosg
zapewne o wiele wiecej wiadomosci [39].

Nie spos6b na zakonczenie nie wspomnie¢ o implikacjach praktycznych wynikajacych z
tych odkry¢. Rozregulowanie delikatnej sieci zaleznosci pomiedzy poszczegdlnymi elemen-
tami napedu cyklu lezy u podstaw powstawania nowotworéw [41]. Do tej pory stwierdzono
zaburzenia w réznych nowotworach dotyczace cyklin A i D. Dla przyktadu, bardzo czesto w
pierwotnym raku watroby znajduje sie sekwencje HBV wbudowane w obrebie genu dla
cykliny A [27]. Nadmierna ekspresja cykliny A wydaje sie tez charakterystyczna dla prolife-
racyjnych schorzen uktadu krwiotwdrczego [77]. O wykryciu cyklin D w komorkach nowo-
tworowych wspomniano juz w odpowiednim rozdziale. ROwniez cdc25 jest potencjalnym
protoonkogenem, gdyz wykrytojego nadmierng ekspresje w transformowanych SV40 fibrob-
lastach oraz w komoérkach raka pecherza moczowego [5].
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Znalezienie odpowiednich, selektywnych inhibitorow réznych enzyméw napedu cyklu
doprowadzi do powstania nowej generacji lekdw cytostatycznych, ktére bedg mogty byc
tkankowo specyficzne ze wzgledu na zréznicowang tkankowo ekspresje réznych CDK i
cyklin. Zostaty juz opracowane tatwe w uzyciu testy pozwalajace na poszukiwania tego typu
substancji [5, 83].
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