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Bogate w lizyne histony H1 uwazane sg za regulatory ekspresji genéw. Mozna
je rozdzieli¢ na kilka subfrakcji, 0 czym mozna przeczyta¢ na stronach 3-14.

W artykule ,Chromosom B - pasozyt czy funkcjonalny skladnik genomu?”
(s. 15-26) omowiono przypuszczalne pochodzenie, strukture, wyposazenie
genetyczne irole biologicznatych znanych od dawna dodatkowych sktadnikéw
wielu genomoéw roslin i zwierzat.

Nowe doniesienia na temat izolowania i subfrakcjonowania matriks jadrowe;j
zreferowano na stronach 27-42.

Aktywowane trombocyty uwalniajg wiele czynnikéw waznych dla rozwoju
zmian miazdzycowych. O ich roli w rozwoju miazdzycy mozna przeczyta¢ na
stronach 43-52.

Hormony krwiotworzenia, zwane czynnikami pobudzajacymi powstawanie i
wzrost kolonii komorkowych (CSF), nalezg do cytokin, czyli biatek regulujgcych
przezycie, rozmnazanie ifunkcje komérek. O jednej z cytokin CSF-1 (M-CSF)
mozna przeczyta¢ na stronach 53-68.

Endoteliny sg grupa peptydéw obecnych w wielu tkankach i narzadach. O
fizjologicznej regulacji ich aktywnosci mozna sie dowiedzie¢ na stronach
69-78.

Badania procesow wzrostowych jajnika wskazujg na istotng role miejscowych
regulatoréw wzrostu, co oméwiono na stronach 79-92.

Zwiezte oméwienie struktury rodziny centromerowych sekwencji alfoidalnych
mozna znalez¢ na stronach 93-96.
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HETEROGENNOSC HISTONOW HI SSAKOW

MAMMALIAN HI HISTONES HETEROGENEITY

+Elzbieta HRABEC, ¢¢Andrzej PLUCIENNICZAK

+Zaktad Biochemii Instytutu Fizjologii i Biochemii Akademii Medycznej w todzi; ¢eCen-
trum Mikrobiologii i Wirusologii Polskiej Akademii Nauk w t.o0dzi

Streszczenie. Bogate w lizyne histony HI uwazane sg za regulatory ekspresji genéw. Uczestniczag w tym procesie
poprzez indukowanie zwartej struktury chromatyny oraz przez bezposrednie lub posrednie blokowanie wigzania
czynnikéw transkrypcyjnych. Postugujac sie technikami chromatograficznymi i elektroforetycznymi wykazano, ze
histony HI mozna rozdzieli¢ na kilka subfrakcji réznigcych sie sktadem aminokwasowym i masg czasteczkowag.
Poszczegdlne tkanki danego organizmu moga rézni¢ sie zestawem wariantéw HI oraz iloScig poszczegdlnych
subfrakcji, a takze dla danej tkanki mozna zaobserwowac réznice gatunkowe w sktadzie HI. Niektére tkanki ssakow
zawieraja dodatkowo inne rodzaje bogatych w lizyne histonéw: HI - HI° i Hit. HI° jest odnajdowany gtéwnie w
tkankach o matej aktywnosci proliferacyjnej czy tez nie dzielgcych sie, natomiast Hit jest biatkiem specyficznym
tkankowo, zwigzanym ze spermatogenezg.

Stowa kluczowe: histon HI, heterogennos¢ histonéw, histon HI°, histon Hit.

Summary. The lysine rich HI histones are proposed to serve as general repressors of gene expression by inducing the
formation of acompact chromatin structure and by directly or indirectly preventing the binding of transcription factors.
Chromatographic and electrophoretic studies demonstrated that the HI histones can be resolved into several closely
related subtypes that vary in amino acid sequence and molecular size. The number of HI histone variants and relative
amounts of each variant can differ from tissue to tissue and for a given tissue can differ from one species to another.
Some mammalian cells, however, contain also other types of lysine rich histones, e.g. H10 and Hit. H10 histone is
predominantly found in tissues showing little or no cellular proliferation, whereas Hit is the tissue specific protein
associated with spermatogenesis.

Keywords: HI histone, heterogeneity of histones, H 10 histone, Hit histone.

I. WSTEP

Sposréd wszystkich klas histonéw heterogennos¢ jest zdecydowanie najwieksza wsréd
histonéw HI [11,16,19,28,48]. Mimo, ze heterogennosc tej klasy biatek odkryto juz pod koniec
lat pie¢dziesiagtych, dtugo jeszcze nie przypisywano temu zjawisku znaczenia funkcjonalnego.
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Dopiero wyniki badan ostatnich pietnastu lat pozwolity na wysuniecie hipotezy, w mysl ktorej
histony HI poza tym, ze umozliwiajg upakowanie DNA w jadrze komoérkowym, ze wzgledu
na swg zmienno$¢ mogg petni¢ role ogdlnego regulatora procesu transkrypcji [22,23,27,-
31,41,45,62,69,100]. Ostatnio sugerowano takze, ze moga stabilizowac struktury mikrotubu-
lame [61].

Heterogenng rodzine histonéw HI z komorek ssakow mozna podzieli¢ na podklasy
réznigce sie strukturg oraz funkcjg [40].

A) Histony typu HI zgrasicy cielecia stanowiag dominujacy rodzaj histonu HI; wystepujg
powszechnie we wszystkich komérkach ssakow [16,19].

B) Histon HI° - szeroko rozpowszechniony wariant HI podobny sekwencyjnie do
tkankowo specyficznego histonu H5 wystepujgcego w jadrzastych erytrocytach ptakow
[3,29].

C) Histon H it - specyficzny tkankowo wariant HI, wystepujacy w czynnych spermato-
genetycznie jadrach ssakéw [33,34,84].

Poza heterogennos$cig wynikajaca z réznic w strukturze | rzedowej, zrédtem zmiennosci
histonéw H 1 sg modyfikacje potranslacyjne. Najwazniejszg modyfikacja, jakiej ulegaja histo-
ny HI ssakow, jest fosforylacja [1,13,42,50,58,63,73,76,79]. Czasteczki HI moga by¢ takze
poli(ADP-rybo)zylowane, przy udziale polimerazy poli(ADP-rybozy) [2,72,75,95]. U niz-
szych Eukaryota (Physarum polyceplialum, Euglena gracilis) obserwuje sie takze metylacje
reszt lizyny [43,90]. Poza tym in vitro, a przypuszczalnie takze in vivo histony HI ulegajg
nieenzymatycznej glikozylacji. Jon AlF4- stymuluje glikozylacje HI w regionie wigzgcym
nukleotydy [92]. Poniewaz glin jest pierwiastkiem neurotoksycznym, a jego podwyzszony
poziom zaobserwowano w neuronach os6b cierpigcych na chorobe Alzheimera, glikozylacja
histonu HI lub innych biatek wigzacych nukleotydy moze by¢ jednym z czynnikéw, ktore
nalezy bra¢ pod uwage rozwazajac etiologie tej choroby [65,68,92].

Il. HISTONY TYPU HI Z GRASICY CIELECIA

Zbogatych w lizyne histondw ssakow najlepiej poznanym biatkiem jest histon H1 z grasicy
cielecia. Frakcja HI z tej tkanki jest heterogenng i zawiera 6 sktadnikéw, w tym cztery
dominujace ilosciowo [16]. Generalnie, w tkankach ssakéw mozna wyrozni¢ 5-8 wariantow
sekwencyjnych HI [11,20,49,70]. U myszy i szczura wykryto pie¢ do szesciu wariantow HI
[54]. Histon H1 z grasicy krélika mozna rozdzieli¢ na osiem subfrakcji. Heterogenno$¢ tego
histonu obserwuje sie takze u roslin [5,30] oraz u wiekszosci gatunkow zwierzat stojgcych
ewolucyjnie nizej niz ssaki [46,71], ale wérdod Eukaryota sg i takie gatunki, ktore majg tylko
jeden wariant sekwencyjny HI (Physarum polyceplialum, Tetrahymena pyriformis [15,60]),
a u Saccharomyces cerev'isiae w og6le nie stwierdzono obecno$ci tego histonu. Wystepuje
tam silnie zasadowe biatko z charakterystyczng dla histonéw HI sekwencjg aminokwasow -
PAAKK, ale poza tym brak miedzy nimi podobienstw [21].

Ro6znice sekwencyjne miedzy subfrakcjami nie dotyczg catych czasteczek HI1. Z pordw-
nania poznanych sekwencji subfrakcji histonow HI grasicy cielecia, krolika oraz $ledziony
cztowieka wynika, ze w obrebie 42 poczatkowych reszt jest ok. 80% zgodno: ci sekwencyjnej,
podczas gdy kolejne 80 reszt aminokwasowych (domena globularna) wy.tazuje niezwykitg
konserwatywnos$¢ i dopiero w resztach aminokwasowych obejmujacych d mene C-koricowg
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mozna zaobserwowaé wzrastajgcg zmienno$¢é sekwencyjng [8,64,67]. Homologia miedzy
domengglobularng HI grasicy cielecia i$ledziony cztowieka jest catkowita [67], podczas gdy
miedzy domeng globularng HI grasicy krélika i Sledziony cztowieka wynosi 95% [64,67].
Konserwatywnos¢ regionu globularnego jest uderzajaca (92% zgodnosci sekwencyjnej),
nawet jesli porownuje sie histony HI tak odlegtych ewolucyjnie zwierzat jak ptaki (Gallus sp.
- kura domowa) i ssaki (Bos taurus —bydto domowe). W kazdym jednak przypadku
niezestrukturalizowane domeny czasteczek HI wykazujg mniejsza konserwatywno$¢ sekwen-
cyjnag niz region globulamy, co nie oznacza przypadkowosci w rozmieszczeniu poszcze-
g6lnych reszt aminokwasowych [52,89]. Region C-koncowy histonéw HI grasicy krélika i
Sledziony cztowieka wykazuje zaledwie 75% homologii sekwencyjnej [64,67]. Przypuszczal-
nie, zmienne regiony czasteczek HI uksztattowaty sie ewolucyjnie zgodnie z petniong funkcja,
lub tez wykazujg tak maty stopien specyficznosci funkcji, ze podlegaja niewielkiej presji
selekcyjnej [19]. W tym kontekscie jest niezwykle interesujace, ze w przypadku znacznie
bardziej niz H1 konserwatywnych histonéw H4 czy H2A i H2B usuniecie duzych fragmentéw
z N-konca czasteczki wydaje sie nie wptywac na uposledzenie funkcji tych biatek [4].

Pomimo znacznej homologii sekwencyjnej miedzy réznymi wariantami HI réznice struk-
turalne, ktére wystepujg miedzy nimi, majg najprawdopodobniej istotne znaczenie funkcjo-
nalne. W roztworze 150 mM NacCl, awiec wwarunkach fizjologicznej sity jonowej, subfrakcja
H1-3b z grasicy cielecia jest zestrukturalizowana w 75%, podczas gdy subfrakcje HI-1 iHI-2
jedynie w 60%. Stwierdzono ponadto, ze miedzy subfrakcjami HI wystepujg znaczne roznice
w ich zdolno$ci do kondensowania DNA. Efekt kondensacyjny z udziatem poszczegdlnych
subfrakcji mozna uszeregowac¢ w nastepujacy sposob: HI-3 < HI-2 < HI-1 [51]. Tak wiec
subfrakcja H1, ktéra w roztworze ma najwiekszg zdolno$¢ do strukturalizaciji, jest jednoczes-
nie najbardziej efektywna w kondensowaniu DNA.

Ro6znice miedzy subfrakcjami HI w ich zdolnosci do kondensowania DNA wydawaty sie
zaskakujace, skoro wiadomo, ze w tworzeniu kompleksu HI-DNA szczegdlne znaczenie ma
konserwatywna sekwencyjnie domena globulama. Zatem, skoro ten region jest identyczny w
obrebie subfrakcji HI z grasicy cielecia, najprawdopodobniej zewnetrzne domeny czasteczek
HI, roznigce sie sekwencyjnie moga wywiera¢ wptyw badz bezposredni, badz tez dziatac
posrednio poprzez wptyw na strukturalizacje regionu globularnego.

Poza r6znicami w strukturze | rzedowej funkcjonalne znaczenie moga mie¢ takze réznice
w dilugosci poszczeg6lnych wariantow HI. Miedzy subfrakcjami HI moga wystepowaé
réznice w masie czasteczkowej rzedu 1000 Da. Analizujac histony HI w zelu poliakryloami-
dowynt zawierajgcym SDS, mozna zaobserwowac, ze dla wiekszosci tych biatek widoczne sg
dwa pasma rézniace sie ruchliwoscig elektroforetyczng. Wydaje sie wiec prawdopodobne, ze
réznice w masie czasteczkowej sgpowszechne i moga reprezentowaé funkcjonalng odrebnosé
miedzy klasg subfrakcji o peinej dtugosci i klasg krdtszych czasteczek HI. Stwierdzono, ze
krétsze czasteczki sa mniej efektywne w kondensowaniu DNA i chromatyny.

Mimo ze postugujac sie wyizolowanym DNA wykazano znaczne r6znice miedzy subfra-
kcjami HI w efekcie kondensacyjnym (subfrakcja HI-1 z grasicy cielecia stabiej kondensuje
DNA niz subfrakcja HI-3), niebyto oczywiste, czy zjawiska zachodzace w tak uproszczonym
modelu wiernie odzwierciedlajg procesy majace miejsce w chromatynie. Jednakze Huang i
Cole [39] wykazali, ze rozmieszczenie histonéw HI w chromatynie jest niejednolite, a ponadto
klasa agregujacej chromatyny byta wzbogacona w wariant HI ktéry, jak stwierdzono we
wczesdniejszych badaniach [51], byt najbardziej efektywny w kondensowaniu DNA. Poza tym
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Hannon i wsp. [36] wykazali, ze subfrakcja HI-3 z grasicy cielecia silniej hamuje wigzanie
polimerazy RNA do DNA niz subfrakcja HI-1.

W kontekscie omawianej heterogennosci histonéw HI ssakéw interesujace s takze réznice
metaboliczne pomiedzy poszczegdlnymi wariantami HI danego organizmu. Wykazano, ze
zestaw wariantow H1 zmienia sie podczas rozwoju i r6znicowania [37,46,80,93,96,98], przy
czym we wczesnych stadiach rozwojowych ilo$¢ histonu HI mierzona jako procent catkowi-
tego histonu jest mniejsza niz u dojrzatych osobnikéw. Ubozszy jest takze zestaw subfrakcji
HI1. Valkonem [93] badajac histon HI z watroby wotu w réznych stadiach rozwoju tego
narzadu wykazat, ze ilos¢ HI wzrastata w czasie ontogenezy z ok. 9,2% u 1 miesiecznych
embrionéw do 21,4% u dojrzatych osobnikéw (procent HI podano w stosunku do histonu
catkowitego). Poza tym u wczesnych embriondw rozrézniano elektroforetycznie jedynie dwa
komponenty HI, podczas gdy u osobnikéw dorostych HI z watroby rozdzielat sie elektrofo-
retycznie na cztery komponenty. Zmiany w proporcji wariantow HI sg takze obserwowane
po indukcji hormonami [32], po transformacji nowotworowej [91] oraz w wyniku zmiany
tempa podziatéw komdrkowych [74]. Przypuszcza sie, ze zmiany te moga by¢ spowodowane
réznicami w szybkos$ci zaréwno syntezy, jak i rozpadu poszczegdlnych subfrakcji H1 [74,96]
oraz faktem, ze synteza niektorych wariantéw HI nie jest Scisle powigzana z synteza DNA
[74,96] i moze przebiegac poza fazg S cyklu komoérkowego.

Wiadomo, ze rozmieszczenie histonow HI w chromatynie jest niejednolite [11,25], ale jak
dotad nie sg poznane czynniki, ktére determinuja rodzaj odktadanych wariantéw HI w
réznych regionach chromatyny. Jednym z tych czynnikéw moze byé dostepno$¢ danej
subfrakcji HI w momencie, kiedy replikowany jest okre$lony gen czy odcinek DNA, a wiec
kontrola roztozenia poszczeg6lnych wariantéw HI w chromatynie mogtaby by¢ zwigzana z
kontrolg szybkosci ich syntezy. Podobnie jak dla histonéw rdzeniowych, w fazie S cyklu
komaérkowego zwieksza sie poziom syntezy wiekszosci wariantéw H1. Jednakze Sizemore i
Cole [85] wykazali, ze podczas kilku godzin fazy S warianty HI sg syntetyzowane w sposéb
asynchroniczny. Jedne subfrakcje HI byly syntetyzowane preferencyjnie podczas wczesnej
fazy S cyklu komdrkowego, czyli w czasie, kiedy w chromatynie opornej na agregacje ma
miejsce synteza aktywnych genéw, podczas gdy inne subfrakcje HI byly preferencyjnie
syntetyzowane w p6znej fazie S, kiedy odbywa sie replikacja nieaktywnych gendéw i hetero-
chromatyny. W podobnych eksperymentach Ohba i wsp. [66] wykazali, ze z pieciu wariantéw
HI watroby myszy dwa byty syntetyzowane we wczesnej fazie S cyklu komérkowego. Tak
wiec Cole [19] wnioskuje, ze DNA replikowany we wczesnej fazie S dysponuje innym
zestawem subfrakcji HI niz DNA replikowany w p6znej fazie S cyklu komdrkowego.

IHILHISTON HI°

W 1969 r odkryto nowy rodzaj histonu, okre$lony jako HI°. Biatko to wzbudzito duze
zainteresowanie, poniewaz odnajdowano je jedynie w tkankach o matej aktywnosci niitoty-
cznej, a jego obecnos¢ tgczono z zahamowaniem syntezy DNA i przypisywano mu funkcje
represora podziatdw komérkowych [55]. Po zablokowaniu podziatéw komdérkowych maleje
synteza wszystkich histondw, ale dotyczy to w znacznie wigkszym stopniu histonéw rdzenio-
wych niz HI. Jak juz dyskutowano wcze$niej, niektére warianty HI moga powstawaé poza
faza S cyklu komorkowego, apoziom HI° moze zwiekszac sie po zahamowaniu syntezy DNA
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3-7-krotnie, co wykazano w kulturach jednorodnych linii komoérkowych [35,80]. Badajac
regenerujace lub rozwijajace sie tkanki wykazano, ze poziom H1° jest obnizony tak dtugo, jak
dtugo przebiega synteza DNA, a po jej ustaniu ilos¢ HI° wraca do normy [94]. Jednakze
odwrotnie proporcjonalna zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg HI1° a poziomem syntezy DNA nie
jest powszechna. Biatko to mozna réwniez odnalez¢ w komorkach aktywnie proliferujacych
[32], natomiastw pewnych niedzielgcych sie komoérkach nie obserwowano jego ekspresji [32].
W niektdrych tkankach poziom HI° jest regulowany przez hormony, niezaleznie od prolife-
racji komorek [32]. Zahamowanie podziatdw komarek erytroleukemii Friend bez pobudzania
tych komérek do réznicowania nie jest czynnikiem wystarczajgcym do zaindukowania synte-
zy histonu HI° (biatko 1P25), podczas gdy czynnik powodujacy réznicowanie (np. n-maslan)
moze indukowac synteze tego biatka w komdrkach, ktdre kontynuujg podziaty. Wynika ztego,
ze synteza DNA nie jest jedynym czynnikiem modulujacym ekspresje histonu HI°. Weiss i
wsp. [94] zaobserwowali wyrazng korelacje miedzy pojawieniem sie HI° a acetylacjg histo-
néw (rdzeniowych) i maksymalng aktywnoscig acetylotransferazy histonowej.

Wzrost ilosci HI° regulowany jest na dwu etapach. Pierwszy, to zwiekszenie poziomu
transkrypcji genu HI1°, co daje w efekcie kilkunastokrotny wzrost poziomu komérkowego HI°
mRNA. Nowo zsyntetyzowany mRNAjest odnajdowany jedynie we frakcji polisomalnej o
wysokiej masie czasteczkowej, co wskazuje ze caty HI° mRNA wykorzystywany jest przez
aparat translacyjny [80]. Drugi poziom kontroli syntezy HI° wystepuje na etapie translacji.
Jakkolwiek wydawatoby sie, ze zsyntetyzowany HI1° mRNA powinien by¢ wykorzystany w
procesie translacji, w istocie wzrost ilosci biatka (3-4-krotny) jest nizszy, niz mozna by
oczekiwac¢ po wzroscie poziomu mRNA. Tak wiec wydaje sig, ze po indukcji komorek do
réznicowania, synteza H1° jest regulowana na dwu etapach: pozytywnie na etapie transkrypcji
genu i negatywnie na etapie translacji [80].

Dos¢ dtugo panowat poglad, ze histon HI° jest biatkiem charakterystycznym dla tkanek
ssakow, ale okazato sie, ze wystepuje réwniez w innnych organizmach. Poza tkankami ssakéw
stwierdzono jego obecnos$¢ u tak odlegtych ewolucyjnie gatunkoéw, jak: sluzowiec Physariim
polycephalum [99], matz Anodonta cygnea [57] i zaba Xenopus laevis [47].

Procentowa zawarto$¢ histonu HI° w tkankach jest niejednakowa i zalezy od aktywnosci
proliferacyjnej danej tkanki. W grasicy cielecia brak jest tego biatka lub jego poziom jest
niezwykle niski (ponizej 0,5% w stosunku do histonu HI) [86], natomiast komorki tozyska
ludzkiego charakteryzujg sie bardzo wysoka zawarto$cig histonu HI° (33% w stosunku do
histonu H1) [14]. Stwierdzono, ze ilo$¢ HI° w obrebie danej tkanki wzrasta zwiekiem [86,93],
a ponadto u ssakéw w grupie histonéw bogatych w lizyne biatko to najpdzniej pojawia sie w
czasie rozwoju embrionalnego [93].

Podczas elektroforezy w Zelu poliakryloainidowym zawierajacym mocznik histon HI°
wykazuje heterogennosc¢ i dzieli sie na dwie frakcje (okreslane jako HI°a i HI°b ), obie o
nieco wiekszej ruchliwosci elektroforetycznej niz histon HI [87], natomiast poddany ele-
ktroforezie w zelu zawierajacym SDS wedruje jako pojedyncze pasmo usytuowane przed
pasmem histonu HI [87].

Analiza sktadu aminokwasowego wykazata znaczne réznice miedzy histonami HI° i HI
[14,87]. Miedzy innymi histon HI° ma mniej alaniny niz HI, a takze zawiera aminokwasy nie
wchodzace w sktad HI ssakdw lub wystepujace tam niezwykle rzadko, takie jak histydyna i
metionina. Ponadto, w HI° wykazano obecno$¢ przynajmniej dwu reszt tyrozylowych [87],
podczas gdy we wszystkich zbadanych pod tym katem histonach HI ssakéw tyrozyna
wystepuje jako pojedyncza reszta aminokwasowa, zajmujgca 72 pozycje w subfrakcji RTL-3
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z grasicy krolika [64]. Po okresleniu sekwencji histonu HI° okazato sie, ze w istocie biatko to
bardziej przypomina histon H5 z erytrocytow ptasich niz HI ssakéw [26]. Zwlaszcza w obrebie
najbardziej konserwatywnej domeny globularnej podobieAstwo miedzy HI° i HI ssakéw jest
niewielkie (ok. 50% homologii), podczas gdy homologia sekwencyjna tego regionu miedzy
HI° cztowieka i H5 kurczecia, czy gesi, a wiec przedstawicielami odlegtych ewolucyjnie
gatunkdw jest znacznie wyzsza, rzedu 75% [26]. O duzym podobienstwie sekwencyjnym
miedzy HI° i H5 $wiadczy réwniez fakt, ze inonoklonalne przeciwciata przeciw histonowi
H5 reaguja z histonem H1° watroby myszy [83], ale nie dajg takiej reakcji z histonem HI.

Z pomiaréw jadrowego rezonansu magnetycznego idichroizmu kotowego [12] wynika, ze
domena globulama histonu HI° ma podobng wielkos¢ jak odpowiadajacy region histonéw HI
i H5 i podobnie do nich spina dwa zwoje DNA, wchodzacy i schodzacy z nukleosomu,
jednakze pod wzgledem konformacji i stabilno$ci przypomina raczej odpowiadajacy region
histonu H5 erytrocytéw ptasich. W przeprowadzonych eksperymentach rekonstrukcyjnych
wykazano, ze chromatyna pozbawiona histonu HI i zrekonstruowana z histonein HI° ma
zmienione wiasciwosci. HI° w mniejszym stopniu niz HI chroni DNA chromatosoinu przed
dziataniem nukleazy, a ponadto chromatyna zwigzana z HI° ma prawdopodobnie inng
strukture i stabilno$¢ niz chromatyna zwigzana z HI [7,53,77]. Powodem moze by¢ mniej
efektywne wigzanie DN AzHI°czy tez stabsza neutralizacja ujemnych tadunkéw DNA przez
czasteczki tego histonu. Zmniejszenie elektrostatycznych oddziatywan miedzy histonein a
DNA nadaje pewng gietko$¢ wtoknom chromatyny. Mozna wiec sobie wyobrazi¢, ze in vivo,
funkcja czasteczek HI° bytaby realizowana poprzez lokalng zmiang struktury chromatyny w
obszarze, w ktorym histony HI zostaty podstawione HI°.

Smith iJohns [86] badali, czy HI° zastepuje czasteczki HI w chroniatynie, podobnie jak
H5 zastepuje HI podczas dojrzewania erytrocytéw ptakdw, czy tez jest histonem dodatko-
wym. Uzyskane wyniki sugeruja raczej wymiane tych histondw niz dotaczanie dodatkowego
biatka w postaci HI° do puli histonéw HI zwigzanych z chromatyng, poniewaz stosunek
H1+H 10/histony rdzeniowe pozostawat wzglednie staty mimo wzrostu ilosci HI° postepuja-
cego wraz z dojrzewaniem danej tkanki [80,86]. Wykazano, ze w watrobie myszy poziom HI°
zostaje ustabilizowany w 6 miesigcu zycia i w tym czasie stosunek HI° /H1 wynosi ok. 0.5,
awiec mniej wiecej w co trzecim nukleosomie histon HI jest podstawiony HI° [86]. Zamiana
histonu HI na HI° niewatpliwie ma jakie$ znaczenie funkcjonalne, aczkolwiek problem ten
nie zostat jeszcze w petni wyjasniony. Smith i Johns [86] trawigc chromatyne nukleazg ze
Staphylococcus aureus wykazali, ze histon HI° mozna odnalez¢ w regionach aktywnych
transkrypcyjnie, a wiec raczej wyklucza to mozliwosé, aby podobnie jak histon H5 petnit on
funkcje represora procesu transkrypcji. Ponadto z prac przeprowadzonych przez Huanga i
Cole’a [39] wynika, ze rozmieszczenie histonéw HI w chroniatynie jest nieréwnomierne i ze
sg one preferencyjnie zwigzane z frakcjg heterochromatyny, podczas gdy euchromatyna,
zawierajaca aktywne geny jest zubozona w HI. Badajac rozmieszczenie czasteczek HI° w
réznych regionach chromatyny, wykazano, ze biatko to nie jest preferencyjnie odktadane w
zadnej z funkcjonalnie odrebnych klas [44], co réwniez nie przemawia za jego udziatem w
represji transkrypcji gendw, natomiast fakt, ze ilos¢ HI° jest w wiekszosci przypadkéw
skorelowana zaktywnos$cigmitotyczngdanej tkanki (wysoki poziom HI° w niedzielgcych sie
komorkach), sugeruje role tego biatka w represji replikacji DNA. Z drugiej strony, przyjmuje
sie obecnie, ze chromatyna aktywna transkrypcyjnie nie musi by¢ pozbawiona histonu HI
[45,62].
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Whnioskowano ponadto, ze histon HI° wptywa na proces réznicowania komorek poprzez
zablokowanie genéw, ktorych ekspresja ma miejsce we wczesnych stadiach rozwoju. Wyka-
zano, ze w watrobie myszy biatko to jest zwigzane z nukleosomami zawierajacymi gen
-fetoproteiny, ktérego ekspresja ma miejsce w tkankach embrionalnych i jest zahamowana
wkrotce po urodzeniu [78]. Spokrewniony z nim gen kodujgcy albumine nie byt wedtug
Roche’a iwsp. [78] potagczony z HI°. Delabar [24] oraz Mendelson iwsp.[56] uwazajgjednak,
ze nukleosomy zawierajace gen albuminowy nie sa pozbawione histonu HI°. Wyniki badan
przeprowadzonych z zastosowaniem techniki immunofrakcjonowania chromatyny przy po-
mocy unieruchomionych monoklonalnych przeciwciat przeciw histonowi H5 (reagujacych z
H 10 ale nie z HI) wykluczajg mozliwos¢, aby wszystkie nietranskrybowane geny byty
zwigzane z HI° [56]. Wydaje sie, ze region chromatyny zawierajacy geny indukcyjne (np. dla
cytochromu P-450) jest stosunkowo ubogi w to biatko [56].

Tak wiec, wyjasnienie roli histonu HI° w genomie komdrkowym wymaga niewatpliwie
dalszych badan.

IV. HISTON Hit

W potowie lat siedemdziesigtych zwrécono uwage na niezwykty uktad histonéw HI
wystepujacy w gonadach samcéw. Sugerowano, ze dodatkowe biatko okreslane obecnie
mianem histonu H it zwigzane jest ze spermatogenezg [84]. Poczatkowo sgdzono, ze biatko
to jest charakterystyczne dla gryzoni, ale jak wykazano, towarzyszy spermatogenezie takze u
innych ssakéw, w tym réwniez u cztowieka [82].

Podobnie jak somatyczne warianty HI, histon Hit jest uwalniany z chromatyny 0,6 M
NaCl, ale w odrdéznieniu od typowych HI nie mozna go wyekstrahowa¢ z chromatyny 5%
TCA [81]. Podczas elektroforezy w zelach poliakryloamidowych zawierajagcych mocznik,
histon H it wedruje znacznie wolniej niz somatyczne warianty HI, ale wykazuje wiekszg od
nich ruchliwo$¢ elektroforetyczng w obecnosci SDS [81].

Szczego6towo zbadano histony HI zjader szczura. Wykazano, ze spermatogeneza pocigga
za sobg ztozone zmiany w populacji histondw bogatych w lizyne [81]. Zmieniajasie wzajemne
proporcje somatycznych wariantéw HI, przy czym najistotniejszg zmiang jest zwiekszenie
ilosci subfrakcji Hla i prawie catkowite znikniecie subfrakcji HIb. Poza tym, pojawia sie
nowy, niewykrywalny w organach somatycznych rodzaj histonu - Hit. Takze analiza Hit
mRNA wskazuje na jego obecno$¢ jedynie w jadrach [33]. Biatko to pojawia sie okoto
dwudziestego pierwszego dnia zycia zwierzecia. Badania histologiczne wykazaty, ze dwu-
dziestojednodniowe szczury majg w jadrach gtdwnie komorki we wczesnym stadium mejozy
(spermatocyty), ale brak jeszcze komdrek o zakorficzonym podziale mejotycznym (spermaty-
dy) [81].

Po chirurgicznym umieszczeniu jgder w brzuchu zwierzecia olbrzymia wiekszo$¢ komorek
rozrodczych degeneruje w ciggu dwu tygodni z powodu panujgcej tam wyzszej temperatury.
Cewki nasienne wyscielone sag matg iloScigspermatogonii i komérek Sertoliego. Badanie jader
pozostajacych w jamie brzusznej przez dwa tygodnie wykazato catkowity zanik histonu Hit,
jak rowniez znaczne zmniejszenie ilosci Hla i HMG2 [81]. Przemawia to niewatpliwie za
powigzaniem obecnosci histonu Hit ze spermatogeneza i wskazuje, ze jest on biatkiem
tkankowo specyficznym.
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Wyniki funkcjonalnej analizy genu Hit sugeruja, ze blokowanie syntezy histonu Hit
odbywa sie na etapie transkrypcji, poprzez wigzanie w regionie promotorowym tego genu
niezidentyfikowanego jak dotad biatka jadrowego o charakterze represora [33], Ostatnio
Grimes i wsp. [34] wykazali, ze niezwykle konserwatywny fragment promotora Hit (o
dtugosci 18 par zasad) wigze w spos6b specyficzny polipeptydy o masie 13 i 30 kDa.
Polipeptydy te wystepujajedynie w komorkach rozrodczych w stadium spermatocytéw i nie
stwierdzono ich obecnosci (podobnie jak histonu Hit) we wczes$niejszych etapach procesu
spermatogenezy. Zbhiezno$¢ czasowa pojawiania sie tych wigzacych sie z DNA biatek i Hit
mRNA sugeruje, ze moga one by¢ waznymi czynnikami transkrypcyjnymi oddziatujgcymi
badz bezposrednio z promotorem, bgdz z innymi czynnikami transkrypcyjnymi (SP1, H1TH2,
H1TF1, TF2D) itg droga uczestniczy¢ w tworzeniu kompleksu inicjacyjnego.

Opisano takze inne bogate w lizyne histony specyficzne dla pewnych tkanek, np. histon
H5 [38], ktoérego wystepowanie ogranicza sie do jadrzastych erytrocytow ptakéw i kilku
zimnokrwistych kregowcow, czy histony HI ze spermy jezowca morskiego [19], Jednym z
pierwszych opisanych wariantow HI charakterystycznych dla komdrek rozrodczych byt
wariant HI wykryty w sporocytach lilii i tulipanow. Biatka wymienionych gatunkdéw
znacznie roznig sie sktadem aminokwasowym od typowych wariantéw HI i sg zwigzane z
transkrypcyjnie nieaktywng, niedzielacg sie chromatyng. Hit wykazuje pewne podobieristwo
w sktadzie aminokwasowym zaréwno do H5, jak i do HI ze spermy jezowca, np. wszystkie
Irzy wymienione histony majg wiecej argininy niz typowe HI [9,88]. Hit rézni sie od
somatycznych wariantéw HI takze mniejszg iloscig reszt lizylowych w czasteczce.

Uderzajaca réznicg miedzy somatycznymi subfrakcjami HIl a histonem Hit jest dos¢
wysoka zawarto$¢ metioniny w tym ostatnim [18,81 ]. Histon H it zjader szczura ma pie¢ reszt
metionylowych w czasteczce, podczas gdy w wiekszosci subfrakcji HI ssakéw ten aminokwas
w ogdle nie wystepuje. Do wyjatkow raczej nalezy subfrakcja Hic z watroby szczura, ktéra
ma w swoim sktadzie pojedynczg reszte metionylowg [59].

Z analizy sekwencji histonu Hit z jader knura wynika, ze w obrebie domeny globulamej
Hit jest bardziej spokrewniony z somatycznymi wariantami HI niz z HI° 117]. W regionie
miedzy 61 a 92 resztg aminokwasowa ma miejsce catkowita zgodnos¢ sekwencyjna miedzy
H It asomatycznymi H 1, podczas gdy histon H 10w tej czesci czgsteczki rozni sie od wariantdw
HI w wielu pozycjach. Jednakze w pozostatych obszarach domeny globulamej wystepuja
réznice sekwencyjne miedzy histonami Hiti HI, wsumie w 15 pozycjach. Sa to wiec znacznie
wieksze roznice niz obserwowane miedzy histonami HI z tak odlegtych ewolucyjnie gatun-
kow, jak kura domowa i krélik. Jeszcze wieksze réznice sekwencyjne miedzy Hlta HI mozna
zaobserwowac¢ w obrebie domeny C-konicowej [17]. Na poczatku tej domeny (pierwsze 25
reszt aminokwasowych) wystepuje wzgledna homologia, zwtaszcza dotyczgca rozmieszcze-
nia reszt lizylowych, ale dalej w kierunku C-korica homologia wyraznie maleje. W omawia-
nym obszarze, w czasteczkach Hit z jader knura wystepuje 10 reszt arginylowych, podczas
gdy w zadnym z dotychczas zsekwencjonowanych histonéow HI ssakow nie wykazano
obecnosci argininy w tym regionie. W subfrakcji RTL-3 z grasicy krdlika, w domenie
C-koncowej wystepuje 48 zasadowych reszt aminokwasowych, ale wszystkie sg resztami
lizyny [64]. Z kolei poréwnujac sekwencje aminokwasowg histonéw H it zjgder szczura [ 18]
i knura [17] mozna zaobserwowa¢ miedzy nimi stosunkowo wysoki s’opieii homologii,
zwiaszcza w regionie domeny globulamej. Stanowi to dodatkowg podstawe do wydzielenia
histonéw H it jako odrebnej rodziny biatek.
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Jak dotad funkcja tego biatka w chromatynie meskich gruczotéw rozrodczych nie zostata
jeszcze w petni poznana. W sposéb nie budzacy zastrzezen wykazano, ze ma ono zwigzek ze
spermatogeneza, ale jaki jest jego udziat w tym niezwykle ztozonym procesie, nie zostato jak
dotad wyjasnione. By¢ moze obecnos$¢ tego biatka jest niezbedna na ktdryms$ etapie podziatu
mejotycznego, np. histon Hit moze by¢ jednym z czynnikéw kontrolujgcych kondensacje
chromatyny w stopniu wymaganym do przebiegu inejozy. Stwierdzono, ze spermatogenezie
u ssakow towarzysza takze zmiany w sktadzie histonéw rdzeniowych [6,97].

Nalezy podkresli¢, ze Hit zanika podczas rozwoju spermatyd i nie wystepuje w jadrach
komorkowych dojrzatej spermy [10,33].
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CHROMOSOM B - PASOZYT
CZY FUNKCJONALNY SKEADNIK GENOMU?

B CHROMOSOMES - ARE A PARASITE DNA
OR HAVE AN ADAPTIVE FUNCTION?

Jolanta MATUSZYNSKA

Katedra Anatomii i Cytologii Ro$lin, Uniwersytet Slaski w Katowicach

Streszczenie. Chromosomy B sg dodatkowymi chromosomami, ktére wystepuja w naturalnych populacjach wielu
rodlin i zwierzat. Nie sg one niezbedne do zycia organizmu, ale nie sg tez obojetne dla jego wzrostu i rozwoju,
szczeg6lnie gdy wystepuja w duzej liczbie. Chromosomy B mozna odré6zni¢ od chromosoméw podstawowego
zespotu, chromosomoéw A. na podstawie ich zachowania i cech morfologicznych. Sg one zwykle mniejsze niz
chromosomy A, w mejozie nie rekombinujg ze standardowymi chromosomami i nie wykazujg mendlowskiego
dziedziczenia. Czestotliwo$¢ wystepowania chromosoméw B w populacji jest wynikiem dwdéch przeciwnych
proceséw, akumulacji i eleminacji w czasie wzrostu i rozwoju organizmu. Mimo ze do$¢ powszechnie wystepuja, ich
funkcja i pochodzenie sg ciggle niewyjasnione. Reprezentowane sa dwa poglady: jeden, ze chromosomy B majg
charakter pasozytniczy i drugi, ze majg znaczenie przystosowawcze. W artykule przedstawione sg wyniki badan
przemawiajace za kazdym z tych pogladéw.

Stowa kluczowe: chromosomy B, chromosomy dodatkowe, cytogenetyka

Abstract. B chromosomes are particular supernumerary chromosomes which are widely distributed in natural
|x>pulation.s of many plants and animals. B chromosomes are unnecessary for the life of the organism butwhen present
in high numbers they can be harmful for normal growth and development. Itis difficult to formulate an exact definition
which sharply distinguishes B chromosome from ordinary A chromosomes. B chromosomes are usually smaller than
Aandare never homologous with standard chromosomes. They display non-Mendelian inheritance. The maintenance
of B chromosomes in the population is determined by the opposing forces of accumulation and elimination during
growth and reproduction. Their origin, function and behavior are still an open problem. There have been discussions
as to whether B chromosomes are a parasite, “selfish" DNA or if they have an adaptive function. The arguments for
and against both this point of view are discussed.

Key words: B chromosomes, accessory chromosomes

Chromosomy B [58], zwane tez chromosomami dodatkowymi lub nadliczbowymi, wy-
stepuja w naturalnych populacjach u wielu roélin i zwierzat nalezacych do réznych grup
systematycznych (rys. 1). Opublikowane zestawienie wystepowania chromosoméw B obej-
muje przeszto tysigc gatunkow roslin i wiecej niz 260 gatunkow zwierzat [32].
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Rys. 1. Chromosomy B w komoérkach meryslematycznych rodlin: a- Crepis capillaris 2//=6+IB; b- Ranunculus
ficaria 2/i=16+5B: strzatkami oznaczono chromosomy B, skala odpowiada 5 pm [39]

Trudno jest podac¢ krotka definicje chromosoméw B. Mozna je odrézni¢ od chromosomow
podstawowych (A) na podstawie ich zachowania i kilku charakterystycznych cech:

1. Moga wystepowac u niektorych tylko osobnikdw danej populacji, a ich liczba moze by¢
zmienna nie tylko miedzy osobnikami, ale rowniez miedzy tkankami i komdrkami danego
organizmu.

2. Podczas mejozy nie rekombinujg z chromosomami A.

3. Nie wykazujg mendlowskiego dziedziczenia, w czasie podziatu komérkowego moga
by¢ eliminowane lub akumulowane w drodze post- lub premejotycznej nondysjunkciji.

4. Sg zwykle mniejsze od chromosoméw standardowych (A), majg charakterystyczny,
wilasny wzdr rozmieszczenia heterochromatyny, czasami wykazujg polimorfizm.

5. Jezeli sg obecne w malej liczbie, nie majg widocznego wptywu na fenotyp swoich
nosicieli, a ich obecno$¢ moze by¢ stwierdzona tylko za pomocg analizy cytologicznej. Gdy
sg obecne w wiekszej liczbie, mogg wptywac na cechy ilosciowe, takie jak wigor czy ptodnosc.

Wystepowanie, czestotliwo$¢ i zachowanie sie chromosomoéw B jest uwarunkowane
wieloma czynnikami. Ogédlnie, czestotliwo$¢ ich wystepowania w populacji jest wypadkowg
dwach procesow: eliminacji i akumulacji. Chromosomy B nie sg niezbedne do zycia danego
organizmu, ale tez nie sg obojetne dla jego wzrostu i rozwoju. Efekt wystepowania chromo-
somow B moze przejawiac sie na réznym poziomie: populacyjnym, osobniczym, komérko-
wym i genowym.

Badania nad chromosomami B prowadzone sg od przeszto szes¢dziesieciu lat, a mimo to
ich funkcja i pochodzenie sg ciagle niewyjasnione. Reprezentowane sg dwa poglady jeden, ze
chromosomy B majg znaczenie przystosowawcze i drugi, Zze majg charakter pasozytniczy.
Istnieje wiele wynikéw badan przemawiajgcych za kazdym z nich. Ostatnio, badania z
zastosowaniem metod biologii molekularnej i kultur in vitro przynoszg nowe dane o tych
specjalnych chromosomach i powinny juz wkrétce odpowiedzie¢ na postawione w tytule
pytanie.
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1. LICZBA CHROMOSOMOW B

U niektorych gatunkdw, np. Festuca pratensis [9], Secale cereale [45] czy Zea mays [37],
obecno$¢ chromosomoéw B stwierdzana byta nieomal w kazdej naturalnej populacji, u innych,
np. Lolium perenne [12], bardzo rzadko. Populacje roslin uprawnych wykazujg zwykle niska
czestotliwos¢ wystepowania chromosoméw B, co wynika w duzej mierze z selekcji hodow-
lanej. U odmian uprawnych europejskiego zyta chromosomy B wystepujg duzo rzadziej niz
u dzikich i prymitywnych form azjatyckich.

Liczba chromosoméw B danego gatunku moze by¢ rézna u réznych osobnikéw populacji.
Czasami przekracza ona liczbe chromosomow podstawowych, jak np. uHaplopappusgracillis
czy Zea mays [32] (tab. 1).

Wystepowanie i liczba chromosoméw B moze nie tylko by¢ rézna w réznych tkankach,
ale réwniez moze zmienia¢ sie w czasie rozwoju danego osobnika. U niektérych gatunkéw
liczba chromosomow B jest stata we wszy-

stkich komorkach SomatycznyCh' SE{ Jednak TABELA 1. Liczba chromosoméw B uwybranych ga-

gatunki (Aegilops mulica, A. speltoides, Ha- tunkéw roslin [32]

plopappus gracilis), u ktérych chromosomy

B wystepuja tylko w cze$ci nadziemnej, a Gatunek 2n B

brak ich K iach 132 Crepis capillaris 6 0-5
rax ic W_ OI‘ZE_I’II&C_ [ ] ) Haplopappus gracilis 4 0-6

U Crepis capillaris liczba chromosomow  restuca pratensis 14 0-21

Bjest stata we wszystkich komdrkach rosliny  Secale cereale 14 0-8

w okresie wzrostu wegetatywnego. Podwo- Z¢a mays 20 0-34

jenie liczby chromosomoéw B nastepuje w

mitozie inicjujgcej zmiane fazy wegetatywnej w faze generatywng (rys. 2). W wyniku
non-dysjunkcji chromosoméw B, w anafazie przechodza one w podwojonej liczbie do
komorki zapoczatkowujacej linie generatywng. Stwierdzono, ze komdrki z podwojong liczbg

Rys. 2. Pig¢ chromosoméw B w komoérce merystematycznej korzenia (a) i ich podwojona liczba w komérce linii ge-
neratywnej (b) u Crepis capillaris; strzatkami oznaczono chromosomy B. skala odpowiada 5 pm [39]
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chromosoméw B namnazajg sie szybciej niz komérki bez B [60]. Pre-mejotyczny wzrost
liczby chromosoméw B w linii generatywnej komérek jest do$¢ powszechny u zwierzat.
Przyktadem moze by¢ akumulacja “B” w komorkach gonad Helixpomatia [17] czy sperma-
tocytachLocusta migratio [33],

U wielu ros$lin wyzszych akumulacja chromosoméw B wystepuje w gametoficie, a wiec
w okresie post-mejotycznym. U kukurydzy non-dysjunkcje stwierdzono w drugiej mitozie
ziaren pytku [6]. U zyta natomiast non-dysjunkcja wystepuje w pierwszej mitozie mikro- i
megaspory, przy czym nierozdzielone w anafazie siostrzane chronratydy chromosomu B
przechodzg do komérki generatywnej ziarna pytku lub do komérki jajowej woreczka zalgz-
kowego. Mamy wiec tu do czynienia nie tylko z non-dysjunkcja chromosomoéw B, ale rowniez
z ich preferencyjnym przechodzeniem do komoérek generatywnych [20, 23, 48]

2. MORFOLOGIA | STRUKTURA

Wielko$¢ chromosoméw B moze by¢ rozna, ale u wiekszosci gatunkéw sg one mniejsze
od chromosomoéw A (rys. 1). U wielu gatunkéw wystepujg dwa lub wiecej typy morfologiczne
chromosomow B, ale zwykle jeden jest dominujacy w populacji. U zyta obok subtelomero-
wego, standardowego typu chromosomu B, wystepuje pie¢ innych form, ktore powstaty ze
standardowego w drodze delecji, nieprawidtowego podziatu centromeru (misdivision) lub
tworzenia izochromosomu. Opisane w rodzaju Aster wystepowanie 25 réznych morfologicz-
nych form dodatkowych chromosomow jest skrajnym przyktadem polimorfizmu chromoso-
mow B [42].

Doktadniejsze omowienie struktury “B” mozna przedstawi¢ na przyktadzie chromosoméw
Crepis capillaris (2n = 6 + B), rosliny z rodziny Composite. U gatunku tego opisano tylko
jeden typ morfologiczny chromosomoéw B, ktére moga wystepowaé w liczbie od 1do 5 (rys.
2). Metafazowy chromosom B C. capillaris, najmniejszy w kariotypie, ma ok. 3 urn dtugosci
i zawiera 0,76 pg DNA, co wydaje sie niewiele, jezeli poréwna¢ z catkowita zawartoscig
jadrowego DNA (4C DNA =8,69) tego gatunku [39], Warto$¢ ta odpowiada jednak wielkosci
haploidalnego genomu Lycopersicon esculentum [18] ijest znacznie wyzsza niz genom wielu
innych roslin, jak np. Arabidopsis thaliana [7],

Chromosomy B C. capillaris sg metacentryczne. Jest wiele danych wskazujgcych, ze sg
to izochromosomy. Zawierajg one stosunkowo duzy blok centromerowej-przycentromcrowe;j
heterochromatyny, ktéra zajmuje okoto jedna trzecig dtugosci chromosomu (rys. 3c). Na ogét
przyjmowano, ze chromosomy B sa heterochromatynowe. Nowe metody réznicowego bar-
wienia wykazaly jednak, ze zawarto$¢ heterochromatyny moze by¢ r6zna u réznych gatunkéw
albo w ogdle nic wystepuje, jak u Alium flavum (65] czy Scilla vvedenskyi [19]. Charaktery-
styczng cechg heterochromatyny jest jej replikacja w pdznej fazie S. Autoradiograficzne
badania syntezy DNA u takich gatunkow, jak: Zea mays, Crepis capillaris i Puschinia
libanotica 11, 2, 5] wykazaty wystepowanie znakowania w chromosomach B pod koniec fazy
S.

Niewiele jeszcze wiadomo o molekularnej naturze chromosoméw B. Pierwsze prace
dotyczyty poréwnania kinetyki renaturacji DNA, zawartosci par zasad lubp oporcji sekwencji
powtarzalnych do niepowtarzalnych w DNA z roélin z r6zng liczbg chromosoméw B [13, 35,
63]. Badania te nie wykazaty istotnych réznic miedzy DNA chromosome / A i B. W ostatnich
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latach kilku autorom udato sie wyizolowac i scharakteryzowac¢ sekwencje DNA, specyficzne
dla B chromosomdw, u takich organizmdw, jak: Nasonia vitripennis [8, 52], Brachycome
dichromosomatica [28] i Secale cereale [61, 64].

Zastosowanie fluorescencyjnej hybrydyzacji in sita pozwolito na wykrycie i zlokalizowa-
nie genéw rRNA w koricowych odcinkach obu ramion B chromosomoéw u Crepis capillaris
(rys. 3a). Pozytywne barwienie azotanem srebra, ktére jest wskaznikiem transkrypcyjnej
aktywnosci rDNA, wykazato, ze sg to geny aktywne [40]. Uzywajac telomerowych sekwencji
DNA (TTTAGGG) do hybrydyzacji in situ zchromosami C. capillaris wykazano réwniez, ze
w chromosomach B wystapita specyficzna amplifikacja tych powtarzalnych sekwencji w obu
telomerach (rys. 3b). Takie symetryczne utozenie genéw rybosomalnego RNA, jak réwniez
telomerowych sekwencji potwierdza wcze$niejsze przypuszczenia o izochromosomowym
charakterze B chromosomoéw tego gatunku (41 ].

Znajomos$¢ molekularnej struktury B chromosomoéw ijej poréwnanie ze strukturgchromo-
soindw standardowych tego samego i pokrewnych gatunkéw moze pomoéc wyjasnié po-
chodzenie dodatkowych chromosomoéw. Powinno réwniez poméc wyttumaczy¢ ich
enigmatyczng funkcje w genomie.

Rys. 3. Lokalizacja sekwencji DNA w chromosomach B
Crepis capillaris z zastosowaniem fluorescencyjnej hybry-
dyzacji iii situ: a-jasne sygnaty fluorescencji odpowiada-
jace genom rRNA w korncowych odcinkach obu ramion
chromosomu B i organizatorze jaderka chromosomu
standardowego (3). b - jasne sygnaty fluorescencji wido-
czne tylko w chromosomach B po hybrydyzacji in situ z
telomerowym DNA wskazujg na amplifikacje tych se-
kwencji, c-te same chromosomy po barwieniu fluore-
scencyjnym DAPI (4’-6-diamidino-2-phenylindol), po-
zytywng fiuorescencje wykazuja prazki C; strzatkami oz-

naczono chromosomy B, skala odpowiada 5 pm [39, 40,

41]
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3. WPLYW CHROMOSOMOW B NA FENOTYP

Obecnos$¢ chromosoméw B moze mie¢ wptyw na wzrost i rozwdj organizmu w réznych
jego stadiach. U roslin mozna go obserwowaé od kietkowania nasion do ich zawigzywania.
Jest to na og6t wptyw na takie cechy ilosciowe, jak: kietkowanie, wzrost, wigor rosliny, liczba
kwiatow, ptodnosé, wielko$¢ nasion. Zwykle obecno$¢ chromosomoéw B, szczegdlnie w
wiekszej liczbie, ma wptyw szkodliwy. | tak, u zyta, obecno$¢ czterech chromosoméw B
istotnie opdznia kietkowanie i obniza ptodnos$¢, a rosliny z wiecej niz szeScioma chromoso-
mami B sa catkowicie sterylne [44, 46J. U zwierzat obecno$¢ chromosomoéw B obniza wigor,
na przyktad u Melanoplusfemur-rubrum [51] czy Pseudococcus obscurus [50], albo op6znia
rozwdj zarodka i larwy Myrmeleotettix maculatus [22, 24], Podobne “szkodliwe” efekty byty
obserwowane u wielu innych roélin i zwierzat. Stwierdzono jednak przypadki, w ktérych
obecno$¢ chromosoméw B ma wptyw korzystny. U Allium schoenoprasum obecno$¢ chro-
mosomdw B stymuluje kietkowanie nasion w warunkach stresowych [56].

Omawiajagc wptyw chromosoméw B na cechy iloSciowe nalezy zwrocié¢ uwage, ze wptyw
ten nie jest liniowo zalezny od liczby chromosomoéw B, ale jest rézny w zalezno$ci od tego
czy wystepuje parzysta, czy nieparzysta liczba dodatkowych chromosoméw. Miintzing [46]
wykazal, ze takie uzytkowe cechy zyta, jak liczba ktoséw i ciezar stomy, zmieniajg sie wraz
z obecno$cia chromosomoéw B i osiggaja najwieksze wartosci u roslin z parzysta liczba
dodatkowych chromosomoéw. Efekt parzystej/nieparzystej liczby chromosoméw B, ktory
przejawia sie w wielu innych cechach omawianych w dalszej czesci artykutu, jest interesujacy,
ale trudny do wyttumaczenia.

Przenoszac chromosomy B z jednego gatunku do drugiego stwierdzono, ze negatywny
efekt na rosliny jest podobny jak u gatunku wyjsciowego. Wyniki takie uzyskano przy
przenoszeniu chromosomoéw B Secale cereale do blisko spokrewnionego gatunku Secale
vavilovii lub odlegtego Triticum aestivum [47, 57]. Autorzy wnioskuja, ze efekt obecnosci
chromosoméw B w ro$linie nie zalezy od wielkosci czy ploidalnosci jej podstawowego
genomu, ale od bezwzglednej liczby chromosoméw B.

Dotychczas opisano tylko trzy przypadki, w ktérych obecno$¢ chromosoméw B zmienia
cechy jakosciowe fenotypu rosliny. Paliwal i Hyde [55] obserwowali meska stery Inos¢ u roslin
Plantago coronopus majacych chromosom B. U Haplopappus gracilis obecno$¢ chromoso-
mu B powoduje zmiane koloru kwiatu [25], Rosliny Zea mays z piecioma lub wiecej
chromosomami B wykazujg biate paskowania na lisciach [62].

4, WPLYW CHROMOSOMOW B NA JADRO KOMORKOWE

a. JADRO INTERFAZOWE

Omawiane dotychczas cechy, ktére moga zmienia¢ sie w zaleznosci od wystepowania
chromosomoéw B, dotycza catego organizmu, jego egzofenotypu. Wptyw chromosoméw B
przejawia sie roéwniez na poziomie komorki ijadra. Liczne badania na wielu organizmach
wykazaty istotny wptyw chromosomdéw B na réznorodne procesy w k< morce, a gtdwnie
zachowanie sie jadra i chromosomoéw zaréwno w komaérkach somatyczny h, jak i generatyw-
nych.
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Obecnos¢ chromosomoéw B, ktére przeciez czasami wystepuja w liczbie przekraczajacej
liczbe (2/7) chromosomow standardowych, powoduje istotny wzrost zawartosci jadrowego
DNA. Wzrost ten jest oczywiscie proporcjonalny do liczby dodatkowych chromosomoéw [27,
49]. I tak na przyktad obecnos¢ jednego chromosomu B Crepis capillaris zwieksza zawartos¢
jadrowego DNA o 7%. Obecno$¢ pieciu chromosoméw B w komérkach somatycznych
odpowiada 25% jadrowego DNA [39].

Bardziej skomplikowany jest wptyw chromosomoéw B na zawarto$¢ innych sktadnikéw
jadra, takich jak RNA i biatka. Szczegdtowe badania u zyta i kukurydzy wykazaty, ze wraz
ze wzrostem liczby chromosoméw B wzrasta zawarto$¢ histondw, a obniza sie zawarto$é
catkowita biatek jadrowych i RNA. Nie ma jednoznacznego wyttumaczenia takiego efektu,
nalezy jednak pamietac, ze biatka i RNA s nie tylko strukturalnym sktadnikiem chromoso-
moéw, ale przede wszystkim produktem ich genetycznej aktywnos$ci. Problem jest bardziej
skomplikowany, gdyz i w tym przypadku obserwuje sie zmienno$¢ zalezng od parzystej i
nieparzystej liczby chromosoméw B. Parzysta liczba chromosoméw B powoduje wzrost
zawartosci biatek i RNA, a nieparzysta liczba “B” wzrost zawartosci histonéw [4, 34].

Wiadomo, ze u rodlin kwiatowych dtugos¢ trwania cyklu komoérkowego, przynajmniej
czesSciowo, zalezy od zawarto$ci jadrowego DNA. Jak przedstawiono w tabeli 2, wzrost
zawartosci DNA w jadrze komérkowym wywotany obecnoscig chromosoméw B wyraznie
wydtuza cykl komdrkowy u kilku badanych gatunkdw roélin jednolisciennych [16].

TABELA 2. Wptyw chromosoméw B na dtugo$é trwania faz cyk]Ju komdérkowego uwybranych gatunkéw roslin

[16]

Gatunek B DNA(pg) Mitoza (h) Faza S(h)
Lolium pereitne 0 9.9 8.6 4.2

3 12,0 10.0 55
Zea mal\s 0 11,0 10,5 4,2

8 15,0 13,5 5.6
Secale cereale 0 18.9 11,7 6.0

4 24.1 17.1 9,1

Chromosomy B, chociaz powszechnie uwazane za “puste” genetycznie, gdyz na ogét nie
niosg specyficznych, aktywnych genéw, moga mie¢ modyfikujace dziatanie na geny znajdu-
jace sie w innych chromosomach. Derepresorowy efekt chromosoméw B na ekspresje genéw
esterazy zlokalizowanych w chromosomach A zaobserwowano u Scilla autumnalis. Meto-
dami elektroforetycznymi i cytologicznymi stwierdzono zwigzek miedzy aktywnoscia tego
enzymu a liczbg chromosomoéw B [53]. U konika polnego Chorthippusbinotatus i Eyprepoc-
nemis plorans opisano regulatorowy efekt chromosoméw B na aktywno$¢ organizatora
jaderka w autosomach [11],

b. MITOZA

Interesujagcym iwaznym z genetycznego punktu widzenia jest wptyw chromosoméw B na
zachowanie sie chromosoméw podstawowych zardwno w czasie mitozy, jak i mejozy.
Najcze$ciej spotykanym w mitozie procesem zwigzanym z obecnoscig chromosomoéw B jest
nondysjunkcja w anafazie. Dotyczy ona wprawdzie chromosoméw B, ale moze mie¢ wplyw
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na zachowanie sie chromosomow A, ktére u wielu odmian kukurydzy maja specyficzne
heterochromatynowe segmenty (knob). Stwierdzono, ze u tych odmian réwnoczes$nie z non-
dysjunkcjg chromosomoéw B, w drugiej mitozie ziarna pytku wystepuje eliminacja odcinka
ramienia chromosomu A niosgcego knob. Dokfadna analiza genetyczna pozwolita na poznanie
mechanizmu eliminacji chromatyny. Czynnik kontrolujgcy nondysjunkcje u kukurydzy zlo-
kalizowany zostat w dystalnym odcinku euchromatynowym chromosomu B. Czynnik ten
opdzniajac replikacje DNA w centromerowej heterochromatynie uniemozliwia w anafazie
rozdzielenie chroinatyd itym samym jedna komoérka generatywna otrzymuje oba chromosomy
B. W przedstawianym przypadku supresja replikacji rozcigga si¢ na chromosomy podstawo-
we. W anafazie niezreplikowany segment heterochromatyny nie rozdziela si¢, w wyniku tego
powstaje mostek chromatydowy, a nastepnie jego pekniecie powodujace, ze jedna z dwéch
komérek generatywnych ma deficyt odcinka z knob [36, 59].

Inny przyktad “samolubnego” zachowania sie chromosoméw B pochodzi z badan owada
Nasonia viripennis. Obecno$¢ chromosomu B, zwanego tez PSR (paternal sex ratio),
powoduje superkondensacje, a nastepnie eliminacje ojcowskich chromosomoéw z zaptodnio-
nego jaja, tym samym z jaja rozwija sie haploidalny samiec zamiast diploidalnej samicy.
Chromosom B natomiast pozostaje i jest przekazywany do nastepnego pokolenia samcéw
[52].

Interesujacy i mogacy mie¢ znaczenie praktyczne wydaje sie by¢ wptyw chromosomoéw B
na chromosomy A w hodowli in vitro. Zaréwno u Secale cereale, jak i Crepis capillaris
stwierdzono wiekszg zmiennos$¢ w liczbie chromosoméw w komérkach kalusa otrzymanego
z roslin majacych chromosomy B [3, 39).

Kilkuletnie obserwacje kalusa otrzymanego z roslin Crepis capillaris o roznej liczbie
chromosomoéw B wykazaty, ze obecnos¢ dodatkowych chromosoméw ma istotny, zalezny od
parzystej lub nieparzystej liczby “B” wptyw na wzrost i rozwdj kalusa oraz strukturalne i
iloSciowe przemiany chromosomdw. Poliploidyzacja komdrek w kalusie pochodzacym z
roslin zdwoma chromosomami B wystepuje znacznie wczesniej niz w kalusie kontrolnym,
pochodzacym z rodlin nie zawierajgcych chromosoméw B. Najwyzszy jest rowniez w tym
kalusie stopien poliploidyzacji komdérek. Natomiast w kalusie pochodzacym z roslin z trzema
chromosomami B pierwsze poliploidaine komérki wystepuja dopiero po blisko dwéch latach
hodowli i poziom poliploidyzacji jest znacznie nizszy niz w pozostatych liniach kalusa (rys.
4i5).

Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, ze chromosomy B nie bedace niezbednymi dla
zycia roéliny, sa utrzymywane w komarkach hodowli in vitro i przekazywane sg do zregene-
rowanych roslin lub organéw w liczbie takiej samej, w jakiej wystepowaty w pierwotnych
eksplantatach [39].

c. MEJOZA

Darlington [14) jako pierwszy zauwazyt, ze chromosomy B moga nie tylko wptywac na
zmienno$¢ genetyczng w populacji, ale réwniez jg regulowaé. Potwierdzeniem tego byty
obserwacje, ze zmiennos$¢ wsrdd potomstwa roslin zyta z chromosomami B byta wieksza niz
w potomstwie roslin bez chromosomdw B [44J. POZniejsze badania wykazaty, ze zwiekszona
zmienno$¢ wsréd badanych roslin byta wynikiem wzrostu czestotliwo$ci crossing over w
chromosomach A prowadzgacym do zwiekszenia rekombinacji w gametach produkowanych
przez rosliny z chromosomami B.
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Rys. 4. Wptyw parzystej i nieparzystej liczby chromosoméw ESna poliploidyzacje komérek kallusa Crepis capilla-
ris: obserwacje czestotliwosci poliploidalnych metafaz w kallusie otrzymanym z roélin o réznej liczbie chromoso-
moéw B byty prowadzone po 6. 12, 22, 35 miesigcach hodowli in vitro [39]

Rys. 5. Poréwnanie zawartosci jadrowego DNA (wartosci wzgledne) w jadrach komérek kallusa Crepis capillaris,
otrzymanego z ro$lin z chromosomami OB. 2B i 3B: pomiary wykonano w kalusie po 24 miesigcach hodowli
m vitro [39]
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Wptyw obecnosci chromosoméw B na czestotliwos¢ i rozmieszczenie chiazm w chromo-
somach A byt opisany dla wielu gatunkéw. W wiekszosci przypadkéw obecnos$¢ chromoso-
mow B prowadzi do zwiekszenia czestotliwosci chiazm [10, 21, 30, 38, 54]. W efekcie tym
obserwuje sie réwniez wptyw parzystej i nieparzystej liczby chromosoméw B. W komérkach
macierzystych pytku i woreczka zalgzkowego Listera mniej chiazm byto obserwowanych,
gdy byty obecne dwa lub cztery chromosomy B, w poréwnaniu do komoérek z nieparzystg
liczbg B [66].

Chromosomy B moga rowniez wptywac na zmiane rozmieszczenia chiazm w poszczegél-
nych biwalentach miedzy komdrkami, a nawet w okreslonych odcinkach chromosoméw. W
biwalentach zyta stwierdzono wystepowanie chiazm w interstycjalnych odcinkach chromo-
somow, ktoére przy braku chromosomdéw B nie tworzg chiazm [31]. Sg réwniez dane o
wptywie chromosomoéw B na wewnatrzgenowg rekombinacje miedzy dwoma aHelami genu
waxy u kukurydzy [43].

U niektérych mieszancéw miedzygatunkowych chromosomy B moga wptywac na koniu-
gacje chromosoméw. U mieszafcow Lolium temulentum x Lolium perenne + B oraz Triticum
aestivum x Secale cereale + B stwierdzono redukcje liczby biwalentéw i multiwalentéw
tworzonych przez homeologiczne chromosomy, awiec tym samym brak crossing over miedzy
tymi chromosomami. W ten sposéb chromosomy B biorg udziat w genetycznej kontroli
koniugacji chromosomoéw [15, 26, 29].

5. WYKORZYSTANIE CHROMOSOMOW B
W BADANIACH GENETYCZNYCH

Chromosomy B r6znigce sie swoim zachowaniem od chromosomoéw A stanowig intere-
sujacy materiat do badan cytogenetycznych, sg rdwniez wykorzystywane w analizie genety-
cznej “gospodarza”. Zwykle jako przykiad zastosowania chromosomdéw B w mapowaniu
genow podaje sie linie translokacyjne miedzy chromosomami A i B u kukurydzy [32, 39].

Obecnie, w dobie biotechnologii, chromosomy B mozna rozpatrywac jako potencjalne
wektory roslinne stuzace do transferu okreslonych genéw. Moga by¢ réwniez wykorzystane
do konstruowania sztucznych chromosoméw. Za takim zastosowaniem przemawia ich po-
wszechne wystepowanie w roslinach oraz fakt, ze nawet w duzej liczbie sg znacznie bardziej
“tolerowane” przez komérke niz jakiekolwiek inne, obce DNA.

LITERATURA

[1] ABRAHAM S, SMITH HH. DNA synthesis in the B chromosomes of maize.J Hered 1966; 57: 78-80.

[2] ABRAHAM S. AMES IH, SMITH HH. Autoradiographic studies of DNA in the B chromosomes of Crepis
capillaris. J Hered 1968; 59: 297—299.

[3] ASAMI H. INOMATA A, OKAMOTO M. Chromosome variation in callus cells derived from Secale cereale L.
with and without B chromosome. JpnJ Genet 1976; 51: 297-303.

[4] AYONOADU UW, REES H. The effects of B chromosomes on the nuclear phenotype in root meristemsof maize.
Caryologia 1964; 17: 395-383.

[5] BARLOW PW, VOSA CG. The pattern of DNA replication in the chromosomes of Puschkinia libanotica.
Chromosoma 1969; 28: 457—467.



CHROMOSOMY B 25

[6] BECKETT JB. An additional mechanism by which B chromosomes are maintained in maize. J Heretl 1982: 73:
29-34.

[71 BENNETT MI), SMITH JB. Nuclear DNA amounts in angiosperms. Philos Trans R Soc LondL Ser B Biol Sei
1976; 274: 227-274.

[8] BEUKEBOOM LW, WERREN JH. Deletion analysis of the selfish B chromosome. Paternal Sex Ratio (PSR)
in parasitic wasp Nasonia vitripennis. Genetics 1993; 133: 637-648.

[91 BOSEMARK NO. Accessory chromosomes in Festuca pratensis Huds. Hereditas 1950: 36: 366-368.

10] BROWN LM, JONES RN. B-chromosome effects at meiosis in Crepis capillaris. Cytologia 1976: 41:493-506.

11] CABRERO J, ALCHE JD, CAMACHO JPM. Effects of B chromosomes on the activity of nucleolar organizer
regions in the grasshoper Eyprepocnemis plorans: activation of a latent nucleolar organizer region on B
chromosome fused to an autosome. Genome 1987; 29:116-121.

121 CAMERON DR, REES H. The influence of B chromosomes on meiosis in Lolium. Heredity 1967; 22:446—450.

13] CHILTON MD, MCCARTHY BJ. DNA from maize with and without B chromosomes: a comparative study.
Genetics 1973; 74:605-614.

14] DARLINGTON CD. Chromosome Botany. Allen and IJnwin., London 1956.

15] EVANS GM. Genetic control of chromosome pairing in polyploids, [w] Kew Chromosome Conference IlI,
Brandham PE (red.). HMSO London 1988: 253-260.

16] EVANS GM. REES H, SNELL CL. SUN S. The relationship between nuclear DNA amount and the duration of
the mitotic cycle. Chromosomes Today 1972; 3: 24—31.

171 EVANS HJ. Supernumerary chromosomes in wild populations of the snail Helixpomatia L. Heredity 1960; 15:
129-138.

IS] GALBRAITH DW. HARKINS KR. MADDOX JM, AYRES NM, SHARMA DP et al. Rapid flow cytometric
analysis of the cell cycle in intact plant tissue. Science 1983; 220: 1049-1051.

19] GREILHUBER J. SPETA F. C-banded karyotypes in the Scilla hohenackeri group S. persica and Puschkinia
(Liliaceae). Plant Syst Evol 1976: 126: 149-188.

20] FLAKANSSON A. Behaviour of accessory rye chromosomes in the embryo-sac. Hereditas 1948; 34: 35-59.

211 HANSON GP. B-chromosome-stimulated crossing over in maize. Genetics 1969; 63: 601-609.

221 HARVEY AW, HEWITrGM. B-chromosomesslow development inagrasshopper. Heredity 1979; 42:397-401.

23] ILASEGAWA N. A cytological study on 8-chromosome rye. Cytologia 1934; 6: 68-77.

24] HEWITT'GM, EAST TM. Effects of B chromosomes on development in grasshopper embryos. Heredity 1978;
41:347-356.

25] JACKSON RC, NEWMARK P. Effects of supernumerary chromosomes on production of pigment in Haplopap-
pus gracilis. Science 1960: 132: 1316-1317.

26] JENKINS G. Chromosome pairing in Lolium hybrids, [w] Kew Chromosome Conference Ill. Brendham PE
[red.], HMSO, London 1988: 261-267.

27] JOHN PCL. JONES RN. Molecular heterogenity of soluble proteins and histones in relationship to the presence
of B chromosomes in rye. Exp Cell Res 1970; 63: 271-276.

28] JOIIN UP, LEACH (JR. TIMMIS JN. A sequence specific to Bchromosomes of Brachycomedichromosomatica.
Genoma 1991; 34: 739-744.

29] JONES RN. Cytogenetics of B-chromosonies in crops, [w] Chromosome Enginnering in Plants: Genetics,
Breeding, Evolution. Part A, Gupta PK Tsuchiya T. [red.] Elsevier, Amsterdam 1991: 141-157.

30] JONES RN. REES H. Genotypic control of chromosome behaviour in rye. X1. The influence of B chromosomes
on meiosis. Heredity 1967; 22: 333-347.

31] JONES RN, REES H. The influence of B-chromosomes upon the nuclear phenotype in rye. Heredity 1968: 24:
265-271.

32] JONES RN, REES H. B Chromosomes. Academic Press, London 1982.

33] KAYANO H. Accumulation of B chromosomes in the germ-line of Locusta migratoria. Heredity 1971; 27:
119-123.

34] KIRK D, JONES RN. Nuclear genetic activity in B-chroniosome rye in terms of the quantitative interrelation-
ships between nuclear protein, nuclear RNA and histone. Chromosoma 1970:31:241-254.

35] LIMA-DE-FAR1IA A, ESSEN-MOLLER J, MUNTZING A, GRANSTROM H, OLSSON E, ISAKSSON M.
Comparison of DNA cleavage in rye with and without B chromosomes. Hereditas 1983; 99: 203-208.

36] LIN BY. Regional control of nondisjunction of the B chromosome in maize. Genetics 1978; 90: 613-627.

37] LONGLEY AE. Chromosomes of maize from North American Indians. J Agr Res 1938; 56: 177-195.

38] MAGUIRE MP. Effective homologous pairing behaviour of A tetrasomic chromosome segment in an unusual
B-A rearragment constitution in maize. Caryologia 1985; 38: 121-128.



26 J. MALUSZYNSKA

[39] MALUSZYNSKA J. B chromosomes of Crepis capillaris (L.) Waller, in vivo and in vitro. Prace Naukowe
Uniwersytetu Slaskiego Katowice 1990; nr 1147.

[40] MALI ISZYNSKA J, SCHWEIZER D. Ribosomal RNA genes in B chromosomes of Crepis capillaris detected
by non-radioactive in situ hybridization. Heredity 1989; 62:59-65.

[41] MALUSZYNSKA J, SCHWEIZER D. B chromosomes of Crepis capillaris: structure and behaviour, [w] 1st
B-Chromosome Conference, Universidad Autonoma. Madrid 1993; 52.

[42] MATSUDA T. On the accessory chromosomes ofAster.J Sei Hiroshima UnivSerB Div 2 (Bot) 1970; 13: 1-90.

[43] MELNYCZENKO WI. The effect of B chromosomes on intragenic recombination. Maize Genetics Newsletter
1970; 44:203-205.

[44] MOSS PJ. The adaptive significance of B-chromosomes in rye. Chromosomes Today 1966; 1: 15-23.

[45] MUNTZ1ING A. Accessory chromosomes in rye populations from Turkey and Afganistan. Hereditas 1950; 36:
507-509.

[46] MUNTZING A. Effects of accessory chromosomes in diploid and tetraploid rye. Hereditas 1963: 49: 371—426.

[47] MUNTZING A. Effectsof accessory chromosomes of ryein the gene environment of hexaploid wheat. Hereditas
1973; 74:41-56.

[48] MUNTZING A. LIMA-DE-FARIA A. Pairing and transmission of a small accessory iso-chromosome in rye.
Chromosome 1953; 6: 142—148.

[49] MURRAY BG. The structure, meiotic behaviour and effect of B chromosomes in Briza humilis Bieb. (Grami-
neae). Genetica 1984; 63: 213-219.

[50] NUR U. Harmful supernumerary chromosomes in a mealy bug population. Genetics 1966; 54: 1225-1238.

[51] NUR U. Maintenance of a “parasite” B chromosomes in the grasshopper Melanoplus femur-rubrum. Genetics
1977; 87:499-512.

[52] NUR U. WERREN JH. EICKBUSH DG. BURKE WD. EICKBUSH TH. A “selfish” B chromosome that
enhances its transmission by eliminating the paternal genome. Science 1988; 240: 512-514.

[53] OLIVER JL. POSSE F. MARTINEZ-ZAPATERJM. ENRIQUEZ AM. RUIZE REION M. B-chromosomes and
E-l isozyme activity in mosaic bulbs of Scilla autumnalis {Liliaceae). Chromosoma 1982; 85: 399-403.

[54] OTLOWSKA-MIAZGA D. Wplyw chromosoméw B na czestotliwo$¢ chiazm w biwalentach zyta diploidalnego
-Transbaikal, Hodowla Rodlin. Aklimatyzacja i Nasiennictwo 1974; 18:210-215.

[55] PALIWAL RL, HYDE BB. The association of the single B-chromosome with male sterility in Plantago
coronopus. Am J Bot 1959; 46: 460—466.

[56] PLOWMAN AB. HOLMES DC, BOUGOURD SM. Beneficial B-chromosomes in Allium schoenoprasum. [w]
1st B-Chromosome Conference, Universidad Autonoma, Madrid 1993; 70.

[57] PUERTAS MJ. ROMERA F. DE LA PENA A. Comparison of B chromosome effects on Secale cereale and
Secale vavilo\ni. Heredity 1985: 55: 229-234.

[58] RANDOLPH LF. Chromosome numbers in Zea mays L. Cornell UnivAgr Exp St Mem 1928; 117: 1-44.

[59] RHOADES MM, DEMPSEY E. Chromatin elimination induced by the B chromosome in maize../Hered 1973;
64:13-18.

60] RUTISHAUSER A, ROTHLISBERGER E. Boosting mechanism of B-chromosomes in Crepis capillaris.
Chromosomes Today 1966; 1:28—30.

[61] SANDERY MJ, FORSTER JW, BLUNDEN R. JONES N. Identification of a family of repeated sequences on
rye B chromosome. Genome 1990; 33: 908-913.

[62] STAUB RW. Leafstriping correlated with the presence of B chromosomes in maize../ Hered 1987; 78: 71-74.

[63] TIMMIS JN, INGLE J, SINCLAIR J.JONES RN. The genomic quality of rye B chromosomes. J Exp Bot 1975;
26:367-378.

[64] TSUJIMOTO H, NIWA K. DNA structure of the B chromosome of rye revealed by in situ hybridization using
repetitive sequences. JpnJ Genet 1992; 67: 233-241.

[65] VOSA CG. The enhanced and reduced quinacrine fluorescence bands and their relationship to Giemsa patterns
in Allium flavum, [w] Nobel Symp. 23 (Med Nat Sei) Chromosome Identification. C'aspersson T nad Zech L [red.]
1973:156-158.

[66] VOSA CG, BARLOW PV. Meiosis and B chromosomes in Listera ovata {Orchidaceae). Caryologia 1972; 25:
18

Otrzymano: 26.10.1QQ3 r.
Przyjeto:24.11.1Q93r.
Adres autorki: 40/032 Katowice, ul. Jagiellonska 28



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 21, 1994, NR 1(27-42)

MATRIKS JADROWA - I. IZOLOWANIE,
SKLAD CHEMICZNY | ULTRASTRUKTURA

NUCLEAR MATRIX - 1. ISOLATION, CHEMICAL COMPOSITION
AND ULTRASTRUCTURE

Zofia KILIANSKA
Zaktad Biochemii Medycznej Katedry Cytobiochemii, Uniwersytet £.6dzKi

Streszczenie. Artykutstanowi przeglad nowych doniesien na tematizolowania i subfrakcjonowania matriksjadrowej.
Przedstawiono w nim efekty dziatania réznych czynnikéw wptywajacych na sktad chemiczny oraz ultrastrukture tej
waznej sktadowej jadra komérkowego.

Abstract. This article presents new techniques of isolation and subfractionation of the nuclear matrix. It presents the
data concerning the effects of different agents on chemical composition and ultrastructure of this importantcomponent
of the cell nucleus.

Wykazstosowanych skrétéw. AS (ang. ammonium sulfate) -siarczan amonu,DTT -ditiotreitol, JA - jodoacetamid,
LIS - 3,5-dijodosalicylan litu, NaTT - tetrationian sodu, PMSF - fluorek fenylometanosulfonowy.

1. WSTEP

Jadra komorek eukariotycznych wykazujg charakterystyczng dynamike podczas cyklu
zyciowego. W czasie mitozy otoczka jadrowa wraz z jej szkieletem - blaszkg ulegajg dezinte-
gracji iodpowiedniej kompartmentacji. Podczas mitotycznej profazy otoczka jadrowa rozpada
sie,a blaszka zbudowana zbiatek-lamin(u ssakdw-laminy A, B, i C) podlega demontazowi,
ktéremu towarzyszy powstawanie podjednostek w formie rozpuszczalnej [3,26]. Laminy A i
C wystepuja w cytozolu komdrek mitotycznych, podczas gdy lamina B pozostaje zwigzana z
pecherzykami utworzonymi z interfazowych bton jadrowych [8,26]. Depolimeryzacja lamin
wydaje sie by¢ $cisle zwiazana zieh hiperfosforylacja [50, 64, 65] orazdemetylacja [11]. Pod
koniec mitozy, w telofazie wszystkie sktadniki otoczki jgdrowej gromadzg sie wokdét nowo
utworzonych chroinatyd w kazdej komdrce potomnej. Podczas odbudowy otoczki w uktadzie
modelowym komdrek CHO stwierdzono, ze jako pierwsze do chromosomow przytaczaja sie
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laminy typu A [8]. Nastepnie wigzg sie laminy typu B wraz z pecherzykami bton jadrowych,
co inicjuje fuzje tych ostatnich i utworzenie podwdjnej btony jadrowej, czemu towarzyszy
powstawanie komplekséw porow jadrowych [3, 7, 8, 28].

Odbudowie otoczki jadrowej towarzyszy defosforylacja wszystkich lamin [7] oraz mety-
lacja laminy typu B [11]. Laminy typu B wydajgsie stanowi¢ miejsca zakotwiczenia w jadrze
dla biatek cytoszkieletu [23-25]. Z kolei z laminami typu A moga wigzac sie polinukleosomy
oraz DNA [60,73]. Po uformowaniu otoczki dochodzi do dekondensacji chromosomoéw,
odtworzenia jaderka i osiggniecia przez komorki potomne stadium jadra interfazowego [3].

W dynamicznym ,przeorganizowaniu” jadra komdrkowego uczestniczg m.in. jego stru-
ktury szkieletowe. O ich istnieniu sygnalizowano juz w latach czterdziestych [por. 41]. Od
dawna wiadomo, ze jadra komoérek eukariotycznych zachowujg swoj sferyczny ksztatt po
wyczerpujacej ekstrakcji zbuforowanymi roztworami NaCl o wysokiej sile jonowej (s 1 M).
PozZniejsze badania wiaczajace trawienie jader komorkowych nukleazami z nastepcza ekstra-
kcja za pomocg wysokich stezen soli pozwolity obserwowaé w mikroskopie elektronowym
struktury zachowujace ich ksztatt oraz obecno$¢ tzw. resztkowych jaderek potgczonych siecig
rybonukleoproteinowg z resztkowg otoczka jadrowa [por. 41],

Ten strukturalny zrah jadra zostat okres$lony po raz pierwszy terminem matriks badz
macierz jagdrowa (ang. nuclear matrix) w 1974 roku przez Ronalda Berezneya i Donalda
Coffeya z John Hopkins University w Baltimore [4]. Od tego czasu matriks wydzielono z
makrojader orzeskow [31] oraz jgder réznych typéw komoérek organizmdw roslinnych [9, 29,
48, 59] i zwierzecych [6, 16, 67], z ludzkimi wiacznie [2, 14, 22, 40]. Jej definicja ma wcigz
charakter operacyjny i jest zachowana dla resztkowej, pozachromatynowej infrastruktury
jadra interfazowego, niewrazliwej na traktowanie nukleazami, detergentami i wysokimi
stezeniami soli. Matriks jadrowg stanowia:

« resztkowa otoczka jadrowa (ang. Residual Envelope) okre$lana réwniez warstwa peryfe-
ryczng, zbudowana z blaszki i poréw otoczki jadrowej,

« resztkowe jaderko(-a), zwane réwniez matriks jagderkowa,

« sie¢ wioknisto-ziamista (ang. internal matrix) tgczaca powyzsze elementy strukturalne
(rys. 1).

Tej strukturze jadrowej przypisuje sie wiele funkcji, z ktérych najistotniejszg wydaje sie
przestrzenne ,,uporzadkowanie” DNA zwigzane ze znacznym jego skréceniem, umozliwiaja-
ce jednakze jego replikacje i transkrypcje [6, 27, 32, 36, 53, 54, 70].

Nici DNA dzigki zakotwiczeniu w matriks jadra interfazowego formujg petle (domeny) o
dtugosci odpowiadajacej replikonom [10]. W czasie mitozy funkcje organizacji przestrzennej
DNA przejmujg struktury rusztowania chromosomu (ang. chromosomal scaffold). Sugeruje
sie, ze pewna cze$¢ sktadnikow matriks zostaje przeorganizowana w te ostatnie [52, 56].

2. METODY IZOLOWANIA

W pracy przegladowej, ktéra ukazata sie na tamach ,,Postepéw Biologii Komaérki” w 1989
roku, zostaty oméwione podstawowe sposoby izolowania matriks jadrowej [41]. Niniejsze
opracowanie zmierza do ukazania nowszych aspektéw metodycznych w ,ta godnym” wydzie-
laniu tej struktury szkieletowej jadra. Ponadto zostang przedstawione efekt\ dziatania réznych
warunkéw i czynnikdw modulujagcych m.in. biatkowe grupy sulfhydryL >e (-SH) na sktad
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Rys. 1. Ultrastruktura matriks jadrowej komdrek watrobiaka Kirkmana-Robbins ujawniajaca jej podstawowe ele-
menty,tj.: RE(ang. Residual Envelope) - resztkowa otoczke jadrowa zbudowang z blaszki jadrowej wraz z komple-
ksem poréw jadrowych, RN (ang. Residual Nucleoli) - resztkowe jaderka oraz IM (ang. Internal Matrix) -
wewnetrzng sie¢ widknisto-ziarnistg [Kilianska i wsp., w przygotowaniu do druku]

chemiczny oraz strukture matriks. Gtéwne réznice w ogdlnie przyjetych sposobach izolowania
tej struktury sprowadzajg sie do:

-odmiennej kolejnosci ekstrakcji histonéw, fosfolipiddw i kwaséw nukleinowych z jader
badZ catych komérek [4, 6, 30, 69],

-sposobu usuwania sktadnikéw biatkowych chromatyny [22, 44, 47, 72],

- rodzaju stosowanych enzymoéw nukleolitycznych [4, 47].

W klasycznej metodzie Berezneya i Coffeya [4] w pierwszym etapie usuwa sie gtowng
porcje DNA (~75%) poprzez ekstrakcje jader komoérkowych roztworem o niskiej sile jonowej
(0,2 mM MgClI2- 10 niM TrisCl, pH 7,4), a nastepnie histony zbuforowanym 2 M roztworem
NaCl ( tzw. wysokosolna ekstrakcja), lipidy - zbuforowanym 1% roztworem Tritonu X-100
oraz trawi sie kwasy nukleinowe za pomocg DNazy | i RNazy A (w uktadzie zawierajgcym 5
mM MgCl2).

W tym miejscu nalezy zwréci¢ uwage na doniesienia [42,58] wskazujace, ze wysokosolna
ekstrakcja jgder komorkowych stosowana przed ich trawieniem nukleazami moze przyczynic
sie do precypitacji kompleksow transkrypcyjnych oraz artefaktow w postaci wzbogacenia
aktywnych sekwencji DNA w preparatach matriks. Kirov i wsp. [42] obserwowali wzboga-
cenie sekwencji genu a-globiny w tej strukturze jagdrowej, otrzymywanej wedtug procedury,
w ktérej po wysokosolnej ekstrakcji jader trawiono je nukleazami wobec braku takiego efektu
w preparatach wydzielonych z odwrotng kolejnoscig postepowania.
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Stad w pozniejszych rozwigzaniach metodycznych wielu badaczy [53, 61, 69] stosuje w
etapie poczatkowym trawienie jgder komdrkowych nukleazami (egzo- badz endogennymi),
wyprzedzajac usuwanie histonéw.

W 1984 r. Mirkovitch i wsp. [47] wprowadzili do ekstrakcji histonéw nowy detergent —
3,5 dijodosalicylan litu (LIS, 25 mM), zastepujac nim wysokie stezenia chlorku sodu, DNA
za$ trawili mieszaning enzymoéw restrykcyjnych. Nalezy podkresli¢, ze stosowanie LIS jako
czynnika usuwajgcego histony wymaga wstepnej stabilizacji jader komoérkowych przez ich
inkubacje w temp. 37°C (20 min) lub w obecnosci jonéw dwuwartosciowych, takich jak:
Cu+",Ca+" (0,5 mM, 4°C, 10 min). Otrzymane ta metoda struktury szkieletowe jader przyjeto
nazywac rusztowaniem jgdrowym (ang. nuclear scaffold) w odr6znieniu od tych izolowanych
z uzyciem chlorku sodu czy AS, dla ktdrych zostat zarezerwowany termin matriks jadrowa
[6,34].

Aktualnie stosowane metody wydzielania tej struktury mozna podzieli¢ na trzy grupy,
wsrdd ktérych podstawowe réznice sprowadzajg sie do sposobu usuwania histonéw, tj. przez
ekstrakcje zbuforowanymi roztworami:

-chlorku sodu (1,6-2,0 M),

—3,5-dijodosalicylanu litu (5-25 mM),

-siarczanu amonu (0,2-0,25 M).

W latach osiemdziesigtych ukazaty sie doniesienia z laboratorium Kaufmana [38, 39]
sygnalizujace obecno$¢ tzw. ,,pustych” preparatdéw matriks (ang. empty nuclear matrices)
izolowanych z jader komorek hepatocytéw szczura, jesli trawiono je nukleazami - DNazg | i
RNazg A, a nastepnie poddawano ekstrakcji 1,6 M roztworem NaCl w obecnosci czynnikdw
redukujacych, np. ditiotreitolu (DTT). Te wiasnie badania, a takze wyniki prac laboratorium
Simarda [61] i Smitha [62] zwrocity uwage na wyjatkowo niskg stabilno$¢ sieci widknisto-
ziarnistej oraz resztkowych jaderek. Obecnie wiadomo, ze gtdwnymi czynnikami stabilizu-
jacymi te struktury sg biatka zawierajgce grupy SH oraz RNA zwigzany z biatkami
szkieletowymi [2, 19, 30, 68].

Szereg modyfikacji wiaczajacych m.in. stosowanie:

« inhibitoréw proteolitycznych, takich jak: fluorek fenylometanosulfonowy (PMSF) [2,
62], aprotynina [1, 62, 72], leupeptyna [62], benzantidyna [68], pepstatyna [1],

« eliminacji trawienia RNazg [2, 30, 61],

« inhibitorow RNazy (komplekséw rybozydéw wanadylu) [20, 21, 62]

« oraz zamiane wysokosolnej ekstrakcji usuwajgcej biatkowe sktadniki chromatyny roz-
tworami AS o niskich stezeniach (0,2-0,25 M)

doprowadzito do opracowania ,,tagodnej” metody wydzielania matriks jadrowej, lansowa-
nej przez dwa osrodki naukowe, kierowane przez Berezneya [2] i Penmana [20, 30, 49].

W postepowaniu zaproponowanym ostatnio przez grupe Berezneya [2] wykorzystuje sie
jako wstepny etap trawienie jader komérkowych DNazg I, po ktérym usuwa sie histony przez
ekstrakcje zbuforowanym 0,2 M AS (rys. 2). Analiza otrzymanych w ten sposéb preparatéw
matriks potwierdzita obecnos¢ podstawowych jej komponentoéw, tj. warstwy peryferycznej z
dobrze zachowang siecia wioknisto-ziarnistg oraz resztkowymi jaderkanti. W toku badan
matriks komérek HelLa (sktad chemiczny, ultrastruktura) wydzielonych réznymi technikami
z odmiennym sposobem ekstrakcji histonow, tj. za pomoca roztworéw: 5-25 mM LIS, 2 M
NaCl oraz 0,2 M AS, stwierdzono, Ze ta ostatnia stwarza najkorzystniejsze warunki wyizolo-
wania struktur szkieletowych, przypominajace te in situ. Belgrader iwsp. [2] poddali krytyce
wydzielanie matriks jagdrowej z uzyciem wysokich stezei NaCl oraz detergentu LIS. Nalezy
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|JADRA KOMORKOWE!

Przemycie: bufor TM-2;

(2 mM MgCI2- 0,5 mM PMSF - 10 mM TrisCl, pH 7,4),
stezenie DNA 1 mg/ml

(zalecana stabilizacja: 37°C, 60 min)

|ZAWIESINaT

Inkubacja: 4°C, 30 min
DNaza | 30 U/mg DNA
(5 mM MgCI2- 0,5 mM PMSF - 10 mM TrisCl, pH 7,4)

lzawiesinaH

Ekstrakcja: 0,2 M (NH4)2S04-bufor TM-0,2
(0,2 MM MgCI2- 10 mM TrisCl, pH 7,4)
Wirowanie: 1500 rpm, 15 min

[OSAD
Przemycie: bufor TM-0,2

[MATRIKS jadrowall

Rys. 2. Schemat izolowania matriks jadrowej wedtug metody Belgradera i wsp. [2]

podkresli¢, ze metoda z LIS (25 mM) stata sie ostatnio bardzo popularna. Podstawowy zarzut
dotyczyt zbyt wysokich stezen detergentu, ktore itak nie sa w petni efektywne w usuwaniu z
jader komérkowych histonéw, a ponadto przyczyniajg sie do niszczenia ultrastruktury ich
szkieletu. Cytowani badacze zalecajg obnizenie stezenia detergentu do 5 mM oraz wprowa-
dzenia celem stabilizacji wstepnej inkubacji jader komdrkowych w temperaturze 37°C przez
60 min. Te krytyczne opinie potwierdzili rdwniez ostatnio Eberharter i wsp. [17]. Uwazaja
oni, ze 25 mM roztw6r LIS powoduje nietypowa precypitacje biatek chromatyny (gtéwnie
histonéw) ijednoczes$nie nie jest w stanie dobrze oddzieli¢ chromatyny od matriks jgdrowe;j.

Z kolei metoda wydzielania struktur szkieletowych z laboratorium Penmana [30] eliminuje
potrzebe izolowania jader komorkowych ijako materiat wyjsciowy wprowadza cate komorki
(np. HelLa). Zawiesing komorek po przemyciu zbuforowanym roztworem soli fizjologicznej
(PBS) poddaje sie ekstrakcji 0,5% roztworem Tritonu X-100 w uktadzie: 100 mM NaCl -300
mM sacharoza -3 mM MgCL- 1mM EGTA, 4 mM kompleks rybozydu wanadylu, 1,2 mM
PMSF, 10 mM Pipes (pH 6,8) w celu usuniecia sktadnikdw cytoszkieletu. Nastepnie chroma-
tyne usuwa sie przez trawienie pozbawionych cytoszkieletu komérek w powyzszym buforze
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(o stezeniu NaCl - 50 inM, tzw. bufor do trawienia) DNazg | (50-200 p.g/ml, 30 min, 20°C)
oraz ekstrakcje roztworem 0,25 M AS. Ten etap dostarcza preparatow opisywanych jako
RNA-matriks jadrowa, a we wcze$niejszych pracach [20, 2L ] NM-IF (ang. Nuclear Matriks-
Intermediate Filaments), ktére w obrazach w mikroskopie elektronowym zachowujg tréjskta-
dnikowa morfologie - blaszke, resztkowe jaderka i grube widkna sieci wewnatrzjagdrowej,
potaczone z filamentami posrednimi. W kolejnym etapie ekstrakcja tak otrzymanych struktur
2 M roztworem NaCl (w buforze do trawienia) ujawnia delikatng sie¢ silnie rozgatezionych
widokien opisywanych jako widkna rdzeniowe (ang. core filaments) o $rednicy 9-13 nm.
Wedtug He i wsp. [30] wibkna te stanowig strukture, wokot ktérej uorganizowana jest matriks
jadrowa itylko stopniowa ekstrakcja pozwala je obserwowac. Autorzy zaprezentowali zdjecia
z mikroskopu elektronowego, ktdre dokumentujg, ze izolowanie struktur szkieletowych jagder
trawionych DNazal, po ktérych prowadzi sie ich bezposrednig ekstrakcje 2 M zbuforowanym
roztworem NaCl (ale bez etapu ekstrakcji z AS) przyczynia sie do agregacji filamentow
rdzeniowych ze sktadnikami matriks jadrowej, co uniemozliwia ich identyfikacje. Trawienie
RNazg (25 p,g/l, 10 min) niszczy filamenty rdzeniowe.

W badaniach ultrastrukturalnych, a takze dla immunolokalizacji okreslonych biatek w ma-
triks jadrowej wykorzystuje sie preparaty in situ [13, 21, 62]. Do ich wydzielenia materiat
wyjsciowy stanowig komorki hodowane na szkietkach podstawowych, ktére poddaje sie
nastepujgcym po sobie ekstrakcjom oraz trawieniu nukleazami analogicznie jak w ogolnie
przyjetych metodach preparatywnych [13, 21, 49]. Okazato sie, ze wstepne utrwalanie
komarek na szkietkach (10 min) za pomoca 0,1% roztworu akroleiny (formaldehydu badz
aldehydu glutarowego) zapobiega redystrybucji biatek sieci widknisto-ziarnistej [13].

Z kolei z laboratorium Loidla [17, 72] pochodzi inna ciekawa metoda otrzymywania
matriks jadrowej in situ. Zastosowano ja pierwotnie do wydzielania tej struktury z mikropla-
zmodiéw Physarum polycephalum [72], a ostatnio [17] z komérek nabtonka nerki $wini
(LLC-PK3). Innowacjaw tym rozwigzaniu jest ,,zamykanie” materiatu wyjsciowego (komorki
czy mikroplazmodia) w ziarnach agarozowych (ang. encapsulation). Nastepnie usuwa sie z
nich:

esktadniki cytoszkieletu przez kolejne przemycia 1i2% zbuforowanym roztworem Tritonu
X-100 (20 mM TrisCl, pH 7,3 -20 mM KC1-0,05 mM spermina -0,125 mMspermidyna -
0,5 mM EDTA/KOH, pH 7,3 - 0,2 inM PMSF - 0,1% tiodiglikol - 0,5% aprotynina; bufor

i histony - za pomocg ogdlnie przyjetych sposobéw ekstrakcji, tj. roztworami 2 M NaCl
czy 25 niM LIS lub 0,25 M AS

e oraz kwasy nukleinowe przez trawnienie DNaza | i RNazg A, w powyzszym uktadzie
zawierajagcym dodatkowo 50 inM NaCl, 5 mM MgCI2 (bufor II).

Okazuje sie, ze powyzsza metoda mimo zastosowania trzech odmiennych sposobéw
usuwania histonéw dostarcza preparatow matriks podobnych pod wzgledem ultrastruktury jak
i sktadu polipeptydowego. Wydaje sie wiec, ze pominiecie etapu izolacji jader z komdrek
zamknietych w ziarnach agarozowych, a takze skuteczne odmycie zanieczyszczer cytopla-
zmatycznych wplywa korzystnie na ostateczny obraz ich szkieletu. Wiadomo bowiem, ze
zanieczyszczenia jader komorkowych, a takze czesciowa destrukcja w toku ich wydzielania
sg istotnymi przyczynami zmian w morfologii ich struktur szkieletowych [17, 37, 63, 72].

Nalezy réwniez wspomnie¢ o wydzielaniu innej struktury szkieletowej jadra okreslanej
terminem nukleoid, gtéwnie w laboratorium Cooka [12]. Odpowiada on matriks jadrowej
zasocjowanej z natywnym, superhelikalnie zwinietym DNA, opisywanej przez Berezneya i
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Buchholz [5] jako DNA-rich nuclear matrices. Otrzymywanie nukleoidu obejmuje trakto-
wanie komoérek zbuforowanymi roztworami detergentu oraz 2 M NaCl, z pominieciem ekstra-
kcji buforem o niskiej sile jonowej (0,2 mM MgCI” oraz trawienia enzymami degradujgcymi
DNA.

3. SUBFRAKCJONOWANIE MATRIKS JADROWEJ

Nowe kierunki badan nad matriks jadrowa, ktére rozwinety sie w potowie lat osiemdzie-
sigtych, szczegdlnie te zmierzajgce do poznania charakterystyki i funkcji jej biatek, poszuki-
wania wérdd nich specyficznych komponentéw oraz znacznikéw nowotworzenia pociggnety
za sobg potrzebe rozfrakcjonowania tej struktury szkieletowej.

Pionierskie prace metodyczne grupy Kaufmanna [38,39] oraz Stuumiana [67] umozliwity
wydzielenie dwodch podfrakcji, tj. peryferycznej oraz wewnetrznej (ang. internal matrix)
matriks jadrowej. Zasada otrzymywania pierwszej podfrakcji jest oparta na stwierdzeniu, ze
stosowanie klasycznego sposobu wydzielania matriks jadrowej w warunkach redukcyjnych
(w obecnosci DTT lub 2-merkaptoetanolu; 2-MeOH) dostarcza struktur szkieletowych jadra
przedstawiajacych w mikroskopie elektronowym tzw. empty ghost, reprezentowanych gtow-
nie przez blaszke oraz komponenty poréw otoczki jadrowej. Z kolei druga podfrakcja
obejmuje te sktadniki szkieletu jadrowego, ktére pozostajg po wyodrebnieniu matriks peryfe-
rycznej w warunkach redukcyjnych i przedstawiajg sobg sie¢ widknisto-ziamistg i resztkowe
jaderka.

Aby otrzymac peryferyczng matriks, jadra komérkowe poddaje sie trawieniu DNazg | i
RNazg A w buforze STM (0,25 M sacharoza - 5 mM MgCI2- 50 mM TrisCl, pH 7,4 -1 mM
PMSF - aprotynina; 100 jedn./nil). Nastepnie pozostato$¢ jadrowga poddaje sie ekstrakcji
buforem o niskiej sile jonowej (LS; 0,2 mM MgCI2- 10 mM TrisCIl, pH 7,4- 1 mM PMSF)
zawierajgcym reduktor - 10 mM 2-MeOH. W kolejnym etapie usuwa sie histony buforem o
wysokiej sile jonowej (HS; 2 M NaCl -0,2 mM MgCI2-10 mM TrisCl, pH 7,4) w obecnosci
10 mM 2 MeOH. Pozostato$¢ jadrowa ekstrahuje sie ponadto buforami LS i HS oraz
przemywa 1% roztworem detergentu Nonidet P-40. Osad, stanowigcy peryferyczng matriks
jadrowa, przemywa sie dodatkowo buforem LS [67].

Z kolei matriks wewnetrzng izoluje sie z jader komérkowych stabilizowanych przez ich
jednogodzinng inkubacje w buforze STM z utleniaczem - 0,5 mM tetrationianem sodu
(NaTT). Po trawieniu jader nukleazami (DNaza | i RNaza A) przeprowadza si¢ ekstrakcje
buforami LS i HS (ale bez 2-MeOH). Tak uzyskane struktury zawiesza sie w buforze LS i
poddaje sie inkubacji (20 min) z réwng objetoscig buforu LS zawierajgcego 40 mM ditiotreitol.
Odwirowanie zawiesiny osadza sktadniki warstwy peryferycznej, w ptynie nadosadowyin za$
znajdujg sie komponenty matriks wewnetrznej, ktére poddaje sie wyczerpujacej dializie
wobec 10 mM roztworu octanu amonu, pH 7,4 [67].

W procedurze zaproponowanej ostatnio przez Payrastre i wsp. [51] wykorzystuje sie w
duzej mierze wspomniane etapy subfrakcjonowania matriks jadrowej [39, 67], zastepujac
wysokosolng ekstrakcje histondw zbuforowanym roztworem AS 0,25 M. Natomiast wydzie-
lone subfrakcje matriks peryferycznej i wewnetrznej oczyszcza sie dodatkowo przez ich
odwirowanie w ukfadzie: 2 M sacharoza -43% glicerol - zbuforowanym roztworem PBS.
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Mariks jaderkowa mozna wydzieli¢ bezposrednio z oczyszczonych jaderek dwoma
sposobami [66]. Jeden z nich wykorzystuje ekstrakcje biatek jgderkowych zbuforowanymi
roztworami 2 M NaCl badz 25 mM LIS (6 mM EDTA - 0,2 niM EGTA - 15 mM 2- MeOH
- 1 mM PMSF), po ktérym nastepuje trawienie nukleazami (DNaza Il i RNaza; 200 p,g/nil).
W alternatywnym rozwigzaniu zawiesine jaderek wpierw trawi sie wspomnianymi nukleaza-
mi, a w drugiej kolejnosci ekstrahuje sie biatka roztworami o wysokim stezeniu NaCl (2 M)
lub 25 mM LIS. W osadzie po przemyciu roztworem: 50 mM NaCl —10 mM EDTA, 0,25%
BSA - 50 mM TrisCl, pH 7,4) odnajduje sie struktury szkieletowe jaderka o bardzo zblizonej
ultrastrukturze bez wzgledu na sposob ekstrakcji biatek. Jednakze kolejno$¢ usuwania biatek
i kwaséw nukleinowych z jaderek wptywa na ultrastrukture szkieletu jaderka. Trawienie
kwaséw nukleinowych przed ekstrakcjg biatek z jaderka powoduje cze$ciowg agregacje
pozostajacych struktur. Na podkreslenie zastuguje eliminacja z procedury wydzielania matriks
jaderkowej jonéw dwuwartosciowych, ktérych obecno$¢ przyczynia sie do nienaturalnej
agregacji i kondensacji tych struktur [66, 71].

4. SKEAD CHEMICZNY | ULTRASTRUKTURA MATRIKS JADROWEJ]

Labilnos¢ sieci wioknisto-ziarnistej oraz resztkowych jaderek przyczynia sie do réznic w
sktadzie chemicznym oraz w ultrastrukturze matriks jadrowej [2, 30, 55, 62]. Stato sie to
podstawg do wprowadzenia réznych sposobdw stabilizacji jader komoérkowych, poprzedzaja-
cych procedure jej wydzielania. Nalezg do nich m.in. inkubacja jader w podwyzszonej, lecz
fizjologicznej temp. 35-37°C (15-60 min), inkubacja w obecno$ci utleniacza grup -SH -
tetrationianu sodu, jonow dwuwartosciowych (Cu+", Ca+2, Zn+2), kompleksu Cu+"-o -fenan-
trolina, utrwalanie w akroleinie [13, 15, 35, 43, 55, 57, 68]. Molekularne mechanizmy
stabilizacji warunkujace izolowanie struktur szkieletowych podobnych do tych in situ, poza
zjawiskiem tworzenia wiagzan dwusiarczkowych, wewnatrzgatkowych i miedzybiatkowych
sg stabo poznane. Dodatek jonéw dwuwartosciowych zabezpiecza utrzymanie struktury DNA
poprzez stabilizacje biatek matriks zakotwiczajgcych go w postaci petli [15, 57]. Zaréwno
stabilizacja termiczna, jak i dziatanie NaTT prowadzg do uzyskania preparatow matriks
wzbogaconych okoto 2-krotnie w biatka i kwasy nukleinowe [2, 19]. Wpltyw NaTT jest
znoszony przez dziatanie czynnikéw alkilujacych (np. jodoacetamid; JA, N-etylomaleimid;
NEM). Zwigzki te nie sg czynnymi blokerami grup SH biatek szkieletowych, jesli jadra
poddaje sie preinkubacji termicznej [2]. Wydaje sie, ze inkubacja jader komérkowych w 37°C,
atakze dziatanie NaTT stabilizuja poza tg samg grupa biatek matriks réwniez ilosciowo stabo
reprezentowane sktadniki, ktérych nie wykrywa sie bez takiego traktowania. Evan i Hancock
[18] wykryli produkt ekspresji onkogenu c-ntyc - biatko p62 tylko w matriks pochodzacej z
jader komoérkowych inkubowanych termicznie, wobec niemozliwosci jego identyfikacji w
strukturach stabilizowanych przez NaTT. Natomiast duzy antygen T wirusa polyoma stwier-
dzono [33] w matriks komérek myszy 3T6 infekowanych tym wirusem, gdy jadra byty
inkubowane w podwyzszonej temp. (37°C, 10 min) badz w obecnosci NaTT (1 mM, 4°C, 20
min).

Ostatnio Martelli i wsp. [45] doniesli, ze z matriks jagder komoérek HeL< preinkubowanych
w temp. 37°C przez 30 min zwigzane jest ok. 30% aktywnos$ci polimerazy DNA typu a,
podczas gdy po inkubacji jader w temp. 0°C przez ten sam czas w .“kielecie jgdrowym
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wykrywa sie mniej niz 5% aktywnosci tego enzymu. Na aktywno$¢ polimerazowg w struktu-
rach szkieletowych stabilizowanych powyzszg temperaturg nie wptywajg zwigzki redukujace,
chelatujace ani jony Ca+2 [45].

Wyjasnienie zmniejszonej wrazliwosci szkieletu jadrowego na dziatanie detergentow,
nukleazoraz czynnikéw usuwajacych histony, jesli jego otrzymanie poprzedza inkubacja jader
w podwyzszonej, lecz fizjologicznej temperaturze, niektérzy badacze wigzg z dezorganizacja
specyfi cznych kompartmentow jadrowych, zblizona do odpowiedzi na szok termiczny invivo
[18] bagdz utrwalaniem nietrwatych potgczen miedzy sktadnikami struktur szkieletowych. Ten
drugi wariant moze wynikac z czesciowej denaturacji biatek szkieletowych, prowadzacej do
ich stragcania in situ, utrwalajac interakcje pomiedzy najblizej sasiadujagcymi polipeptydami
jadrowymi w spos6b analogiczny do tworzenia wiazan dwusiarczkowych [33].

Whikliwe badania matriks komoérek erytroleukemicznych myszy izolowanych z jader
stabilizowanych in vitro w temperaturze 37°C oraz z komoérek poddanych szokowi termicz-
nemu in vivo ( 43°C, 15 min) sugeruja, ze natura stabilizacji in vitro jest odmienna od tej
wywotanej stresem. Obydwa sposoby stabilizacji przyczyniajg sie do wzrostu zawartosci
biatek w szkielecie jadrowym (tab. 1), lecz morfologia wydzielonych struktur znacznie rézni
sie [46]. Badajac kinetyke ,,zatrzymywania” biatek w szkielecie jader komérek stabilizowa-
nych w temp. 37°C stwierdzono, ze wystarczy 2-minutowa inkubacja dla podwojenia ich
zawartosci. llos¢ biatek jadrowych niewrazliwych na dziatanie nukleaz i wysokich stezen soli
osigga plateau juz po 20 min iutrzymuje sie do 60 min, na w miare statym poziomie. Stad czas
stabilizacji termicznej jader réznych typéw komoérek poprzedzajacy procedure izolowania
matriks jadrowej to najczesciej 20,30 czy 60 minut [2,33,46]. Wprowadzenie RNazy A jako
dodatkowego enzymu nukleolitycznego (obok DNazy ) podczas izolowania matriks tylko
nieznacznie wptywa na ostateczng ilos¢ biatek w szkielecie jgder inkubowanych w temp. 0°C
czy 37°C. Odzysk biatek w strukturach szkieletowych jader inkubowanych w podwyzszonej
temperaturze jest nieco wyzszy niz w jadrach wydzielonych z komérek poddanych szokowi
cieplnemu (por. tab. 1). Ponadto okazato sie, ze struktury szkieletowe komoérek stresowanych
in vivo w temp. 43°C, po dodatkowej stabilizacji ich jader in vitro, stajg sie bardziej oporne

TABELA 1. Odzysk biatek w preparatach matriks wydzielonych z jader lub komérek erytroleukemicznych myszy
inkubowanych w réznych warunkach [46]

Warunki inkubacji Odzysk biatek [%]

Inkubacja jader komérkowych w temp.

0°C 6,0+ 2,0
0°C + RNaza A 55+ 16
37°C 18,6+ 2,7
37°C + RNaza A 17,6+ 2,3

Szok termiczny komérek

43°C (15 min) 15,9+3.0
43°C (15 min) 4 inkubacja jader komérkowych w temp. 37°C ~ 21,0+2,8
43°C (30 min) 21,5+3,5

43°C (30 min) + inkubacja jader komdrkowych w temp. 37°C 24,029

Inkubacje jader wyizolowanych z komérek kontrolnych i poddanych szokowi cieplnemu (43°C; 15 lub 30 min)
prowadzono w temp. 0°C lub 37°C przez 45 min, po czym izolowano matriks metoda obejmujaca tawienie DNaza |
(w niektérych eksperymentach réwniez RNazg A) oraz ekstrakeje za pomocgzbuforowanego 2 M roztworu NaCl (pH
7.4).
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na dziatanie nukleaz i wysokosolng ekstrakcje. Uzupetniajgca te doswiadczenia analiza
elektroforetyczna biatek matriks z jader inkubowanych w réznych temp., tj. 0, 37 i 43°C
ujawnita tylko nieznaczne réznice w zawartosci komponentéw o m. cz. 29, 45 i 66 kDa. Na
podstawie oceny liczby struktur szkieletowych w osadach otrzymywanych z jader komérko-
wych inkubowanych w temp. 0°C i 37°C (45 niin) mozna wnioskowac, ze stabilizacja
termiczna wptywa na zwiekszony ich odzysk. Badania matriks komorek erytroleukeinicznych
na poziomie ultrastruktury wykazaty, ze jej preparaty wyodrebnione zjader inkubowanych w
temp. 0°C zawierajg warstwe peryferyczng otaczajaca ubogg sie¢ wioknisto-ziarnista oraz
delikatne ziarnistosci przylegajace do jej obwodu. Natomiast matriks z jader komorkowych
stabilizowanych w temp. 37°C cechuje obecnos¢ elektronowogestych, resztkowych jaderek,
bogatej sieci widknisto-ziamistej rozposcierajgcej sie we wnetrzu tej struktury otoczonej
warstwa peryferyczng. W preparatach izolowanych z komoérek stresowanych in vivo (43°C)
resztkowe jaderka byly stabo widoczne. Dodatkowa inkubacja in vitro jader z komérek
poddanych szokowi cieplnemu byta czynnikiem ufatwiajagcym obserwacje w strukturach
szkieletowych resztkowych jaderek. W $wietle tych danych [19,46] wydaje sie, ze stabilizacji
termicznej podlegajg przede wszystkim resztkowe jaderka oraz sie¢ widknisto-ziarnista.
Wiaczenie do badan w mikroskopie elektronowym czutych sposobdéw identyfikacji kwasow
nukleinowych, tj. technike OA (ang. osmium-ammine) oraz barwienia za pomocga koloidalnego
kompleksu ztota z DNazg | dostarczyto rezultatow pozwalajgcych sadzi¢, ze podwyzszona
temperatura stabilizuje w znacznym stopniu RNA zwigzany ze strukturami szkieletowymi
jadra komdrkowego [19].

W preparatach matriks jadrowej komoérek HeLa wydzielonych ,tagodng” technika, w
ktérej histony usuwa sie 0,2 M zbuforowanyin siarczanem amonu, szkieletjadrowy zachowuje
ksztatt pomimo usuniecia zjader ok. 78% biatka, 73% RNA i198% DNA [2]. Belgrader i wsp.
[2] stwierdzili, ze inkubacja jader komérkowych w temp. 37°C przez 60 min, wyprzedzajaca
procedure izolowania matriks w obecnosci lub braku utleniacza grup sulfhydrylowych -
NaTT, a takze wprowadzenie w toku preparatyki czynnikéw redukujacych mostki dwusiarcz-
kowe, w sposo6b istotny wptywa na skfad chemiczny (tab. 2) i ultrastrukture wydzielonych

TABELA 2. Wptyw czynnikéw modulujacych grupy SH oraz stabilizacji termicznej na sktad chemiczny prepara-
tow matriks jadrowej komoérek HelLa [2]

Spo6b traktowania  Temperatura % odzysku

jader komoérkowych inkubacji [°C] biatko RNA DNA

Kontrola 4 22,3+ 1,8(4) 27,5+ 0,5(3) 2,0+ 0,3(3)
37 43,4-3,2(7) 35,6+ 0,9(2) 9,9+ 0,3(2)

IA/INEM 4 20,6 1,5(7) 29,5+ 0,8(2) 2,2+0,4(2)
37 46,6+ 2,3(7) - -

DTT 4 12,7+ 1,1(2) 23,0(1) 2,6(1)
37 30,3+ 0,4(2) - -

NaTT 4 35,9+ 2,9(5) ' 40,3+ 1,8(2) 8,1+1,8(2)
37 49,9+ 5,6(5) 38,5+1,3(2) 9,9+ 0,7(2)

IA/INEM 4 20,8+ 2,0(5) - -

NaTT 37 41,0+ 3,9(5)

Preparatyke matriks przeprowadzono metoda wykorzystujaca trawienie jader komdrkow- ch DNaza | z nastepcza
ekstrakcjg zbuforowanym 0,2 M roztworem AS. W cze$ci eksperymentéw dodawano albo . mM JA i5 mM NEM,
albo 20 mM DTT we wszystkich buforach od etapu rozbijania komérek. Wyizolowane jadra >przed frakcjonowaniem)
inkubowano w temp. 4°C lub 37°C przez 60 min w obecnosci lub braku utleniacza- 2 mM NaTT.
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struktur szkieletowych jadra. Stabilizacja termiczna jader komérkowych (37°C, 60 min)
przyczynia sie do wzbogacenia szkieletu jadrowego w biatka, RNA i DNA odpowiednio -
1,9; 1,3 i 5 razy. Z kolei wstepna inkubacja jader w obecnosci NaTT, nawet w temp. 4°C
dostarcza struktur szkieletowych zawierajgcych odpowiednio ok. 1,6; 1,6 i 4 razy wiecej
biatka, RNA i DNA anizeli w wyodrebnionych w warunkach kontrolnych, przy znacznie
podwyzszonych wartosciach dla preparatéw inkubowanych w temp. 37°C (por. tab. 2).
Natomiast w izolatach matriks otrzymanych w srodowisku redukcyjnym (20 mM DTT), ilos¢
biatka byta znacznie nizsza w przypadku startu z jader inkubowanych w temp. 4°C i 37°C i
wynosita odpowiednio 1,7 i 1,4 razy mniej w pordwnaniu z warunkami kontrolnymi, wobec
nieznacznych roznic w zawartosci kwasoéw nukleinowych. Obecno$é blokerow grup -SH, tj.
jodoacetamidu (5 mM) i N-etylomaleimidu (5 mM) podczas izolowania matriks z jader
inkubowanych w temp. 4°C i 37°C nie wptywa na jej sktad chemiczny ani na ultrastrukture.
Na uwage zastugujg wyniki wskazujace, ze dziatanie powyzszych czynnikéw alkilujgcych
efektywnie hamuje stabilizacje matriks przez utlenianie jej grup tiolowych przez NaTT, nie
okazuje za$ wiekszego wptywu na ich stabilizacje wywotang temp. 37°C. Takie obserwacje
sugeruja inny(e) mechanizm(y) stabilizacji struktur szkieletowych jadra przez podwyzszona
temperature niz tylko utlenianie grup -SH. Preparaty matriks wydzielone zjgder komorkowych
inkubowanych wobec NaTT w temp. 4°C przez 60 min oraz stabilizowanych przez taki czas,
ale w temp. 37°C (bez NaTT) wykazywaty podobne obrazy w mikroskopie elektronowym.
Cechowata je obecnos¢ trzech substruktur, tj. warstwy peryferycznej, resztkowych jaderek
oraz gestych wiokien sieci widknisto-ziarnistej (aczkolwiek widkna tej ostatniej podstruktury
stabilizowane w 37°C wybarwiaty sie intensywniej). Dziatanie $rodowiska redukujacego -2 0
mM DTT, powoduje ,rozluznienie” resztkowych jaderek i czeSciowy zanik sieci widknisto-
ziarnistej przy zachowaniu warstwy peryferycznej. Obecno$¢ DTT zapobiega tworzeniu
mostkow dwusiarczkowych miedzy biatkami szkieletowymi czy w obrebie tych biatek idziata
destabilizujaco na ultrastrukture matriks jadrowej. Efekt destabilizujacy wykazujg réwniez
RNaza A oraz wysokie stezenie chlorku sodu. Izolowanie tej struktury z jader komérkowych
trawionych DNazga | oraz RNazg A, po ktorej nastepuje ich ekstrakcja 0,2 M roztworem AS
prowadzi do uzyskania szkieletu jadrowego, ktéry zachowuje warstwe peryferyczng, resztko-
we jaderka i w niewielkim stopniu zmieniong sie¢ tgczacg te elementy. Natomiast z jader
komorkowych inkubowanych uprzednio w $rodowisku zawierajgcym DTT otrzymuje sie
matriks 0 znacznie zubozonej sieci wtoknisto-ziarnistej [2].

Belgrader i wsp. [2] potwierdzili wczes$niejsze obserwacje grupy Kaufmanna [38, 39], ze
struktury szkieletowe jader inkubowanych w $rodowisku redukujacym, trawione nastepnie
nukleazami (RNaza A i DNaza I) i pozbawione histonéw przez ekstrakcje 2 M roztworem
NaCl ulegajg znacznej destabilizacji, zwigzanej z zupetnym zanikiem resztkowych jaderek
oraz sieci widknisto-ziarnistej. Wyniki te oraz oznaczenia zawartosci kwaséw nukleinowych
w izolatach matriks, wydzielonej z jader komorek HelLa trawionych obok DNazy | réwniez
RNazg A (tab. 3), wskazujg na istotny udziat RNA oraz biatkowych mostkdéw S-S dla
zachowania integralnosci szkieletu jadrowego. Ponadto wydaje sig, ze czynnik redukcyjny -
ditiotreitol, w wiekszym stopniu niz trawienie RNazg A, dziata destabilizujgco na utrzymanie
ciggtosci strukturalnej matriks jagdrowej, szczeg6lnie gdy otrzymuje sie jg technikg wykorzy-
stujacg wysokosolng ekstrakcje do usuwania histonow.

W serii prac z laboratorium Penmana [20, 21, 30] przedstawiono wyniki swiadczace o
istotnej roli RNA w organizacji widkien struktur szkieletowych jadra. Opracowana w tym
zespole metoda (por. rozdz. 2) dostarcza struktur szkieletowych opisywanych jako filamenty
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TABELA 3. Wptyw RNazy A na zawarto$¢ kwaséw nukleinowych w preparatach matriks jadrowej komoérek He-

La[2]
% odzysku
RNA DNA
0,2 M (NH42s04
- RNazaA  27,5%0,5(3) 2,0+ 0,3(3)
+RNaza A 12,9+1,6(5) 1,4+0,3(4)
2,0 M NaCl
- RNazaA  24,1+5,9(3) 1,3+ 0,2(3)
+ RNaza A 4,2+0,4(2) 0,7+ 0,1(2)

300 pg/ml RNazy

Preparaty matriksjadrowej wydzielano wykorzystujac do ekstrakcji histonéw 0,2 M roztwér AS albo 2 M roztwér
NaCl. Na etapie trawienia DNazg | w czesci badan wigczano dodatkowo RNaze A (300 pg/ml).

rdzeniowe [30]. W toku ich wydzielania potgczonego z wnikliwg analizg chemiczng okazato
sie, ze pozbawienie jader komorek HelLa gtdwnej masy chromatyny przez trawienie DNazg |
i ekstrakcje 0,25 M zbuforowanym AS usuwa ponad 87% biatka i 99% DNA, traktowanie za$
pozostatosci jadrowej 2 M zbuforowanym NaCl - dalsze ok. 4% biatka ( w tym ok. 3,3%
wrazliwych na RNaze A; tab. 4).

Badania nad synteza i dystrybucja RNA obejmujace wigczanie [3H]-urydyny przez
komorki HelLa (2 godz.), apo usunieciu biatek cytoszkieletu frakcjonowanie jader orazpontiar
radioaktywnos$ci w poszczegolnych frakcjach wykazaty, ze z filamentami rdzeniowymi wigze
sie az ok. 67% jadrowego RNA (tab. 5). Analiza elektroforetyczna w zelach agarozowych
produktow syntezy RNA frakcji jadrowych otrzymanych z komoérek rosnacych w obecnosci
niskich stezen aktynomycyny D (0,04 ng/rnl; hamowanie biosyntezy rRNA), badz bez tego
inhibitora oraz pomiar w nich radioaktywnosci pozwolity stwierdzi¢ w filamentach rdzenio-
wych zaréwno prekursorowe formy rRNA, jak i hnRNA. Okazato sie, ze z ta frakcjg zwigzane
sg: 45S rRNA, intermediaty procesu sktadania 41S, 36S i32S oraz niewielkie ilosci 28S rRNA
(by¢ moze resztkowych jaderek) oraz az ok. 70% hnRNA o wysokiej masie czasteczkowej
(ok. 20 kpz). Te wielostronne badania potwierdzity sygnalne doniesienia innych autoréw,
ktorzy podkreslali fakt destabilizacji struktur szkieletu jadrowego, jesli do ich wydzielenia
stosowano trawienie jader RNaza [39,49,61,62]. W Swietle wielostronnych eksperymentéw
grupy Penmana wydaje sig, ze to wtasnie filamenty rdzeniowe, ktorych integralnos¢ zalezy
od obecnos$ci jadrowego RNA, stanowig wazny element budulcowy szkieletu jgdrowego.
Zniszczenie RNA przez trawienie RNazg in vitro badz przez dziatanie lekéw in vivo wiedzie

TABELA 4. Zawarto$¢ biatek i DNA we frakcjach jadrowych komérek HelLa [30]

Frakcja Biatka [%0] DNA[% ]
Chromatyna (usuwana przez trawienie DNazg |

i ekstrakcje zbuforowanym 0,25 M roztworem AS; pH 6,8) 87,4 99,6
Ekstrakt uzyskany za pomoca 2 M roztworu NaCl 4.4 0,32
Produkt trawienia za pomocg RNazy 3,3 0,006

Pozostato$¢ jader 4,9 0,005
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do ich destrukcji. Ten stan przyczynia sie do ,,zatamania” ciggtosci strukturalnej matriks
jadrowej iistotnych zmian w architekturze kompleksu chromatynowego.

TABELA 5. Dystrybucja RNA w jagdrach komérek HelLa [30]

Frakcja cmp/komoérke % jadrowego RNA % kontroli
Chromatyna 16,9 28,7 _
Ekstrakt uzyskany za pomocg 2 M roztw. NaC 12,5 4,2 -
Filamenty rdzeniowe 39,4 67,1 -
Jadra komdérkowe 58,8 100 -

0,4 pg/ml aktynomycyny D

Chromatyna 8,0 27,4 47,4
Ekstrakt uzyskany za pomocg 2 M roztw. NaCl 1,2 4,1 47,7
Filamenty rdzeniowe 20,0 68,6 50,8
Jadra komérkowe 29,2 100 49,7

Komoérki HeLa hodowano w obecnosci [3H]-urydyny (50 pCi/ml) w temp. 37°C przez 2 godz. W do$wiadczeniu
wykorzystano hodowle rosngce w obecnosci (badz bez) aktynomycyny D (0,04 fig/ml).
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TROMBOCYTY A MIAZDZYCA
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Streszczenie. W pracy przedstawiono wazne dla rozwoju zmian miazdzycowych wzajemne oddziatywania pomiedzy
trombocytami, pomiedzy trombocytami a elementami $ciany tetnicy, leukocytami i biatkami osocza, jak réwniez
niektére sposoby modulacji tych interakcji, ktére moga by¢ przydatne w leczeniu miazdzycy.

Stowa kluczowe: miazdzyca, adhezja, agregacja, eikozanoidy, czynniki krzepniecia, fibrynoliza, cytokiny, czynniki
wzrostowe.

Summary. The important to atherogenesis interactions between platelets, between platelets and the elements of artery
wall, leukocytes, plasma proteins, as well as some methods of the modulation these interactions, which may be useful
in the therapy of atherosclerosis are presented in this paper.

Key words: atherosclerosis, adhesion, aggregation, eicosanoids, coagulation factors, fibrinolysis, cytokines, growth
factors.

Jak wynika z badan na zwierzetach, do rozwoju miazdzycy nie dochodzi lub zmiany
miazdzycowe sg mniejsze u osobnikdw z trombocytopenig [1, 27]. W populacjach, w ktérych
miazdzyca wystepuje rzadko, opisywana jest zmniejszona zdolno$¢ trombocytéw do agregacji
in vitro, natomiast ptytki krwi pacjentéw z miazdzyca wykazujg zwiekszong zdolno$¢ do
agregacji [8, 21, 30). Dieta bogata w cholesterol zwieksza we krwi liczbe trombocytéw [20].
Fakty te przemawiajg za istotna rolg trombocytéw w rozwoju zmian miazdzycowych.

Trombocyty sg najmniejszymi elementami morfotycznymi krwi, powstajagcymi przez
fragmentacje megakariocytéw szpiku kostnego [37], Sredni czas przezywania ptytek krwi w
tozysku naczyniowym wynosi 8-11 dni. Trombocyty zawieraja mitochondria, ztozony system
mikrokanalikdw i cztery rodzaje ziarnistosci:

1) ziarnistosci a, ktore sg unikalnymi organellami magazynujacymi biatka adhezyjne,
czynniki krzepniecia, mitogeny, inhibitory proteinaz, proteoglikany i inne [14, 37]. Lista
sktadnikéw ziarnistosci a stale sie powieksza. Niektére sposrdd biatek ziarnistosci a sg
specyficzne dla trombocytéw, np. & tromboglobina lub czynnik ptytkowy 4. Wiekszo$é jednak
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biatek obecnych w tych ziarnisto$ciach jest niespecyficzna dla ptytek krwi. Sa to: fibrynogen,
fibronektyna, czynnik von Willebranda (vWF),antygen-11 von Willcbranda, trombospondyna,
glikoproteina bogata w histydyne, witronektyna, wysokoczasteczkowy kininogen, 1gG, IgA,
IgM, albuminy, czynniki krzepniecia (np. czynnik V), inhibitor CI, biatka uczestniczace w
alternatywnej aktywacji dopetniacza, biatkowy prekursor amyloidu beta (APP, czyli PN - II -
ang. protease nexin - 2), osteonektyna, plazminogen, c*-makroglobulina, c”-antyplazmina,
a r antytrypsyna,inhibitoraktywatora plazminogenu-PAl-1, inhibitor kolagenazy ptytkowej,
biatko S, multimeryna, czyimik przepuszczalno$ci naczyn (VPF-ang. vascularpermeability
factor), inhibitor czynnika tkankowego (TFPI -ang. tissuefactorpathway inhibitor), niektére
cytokiny oraz czynniki wzrostowe [14, 27, 28,37]; biatka te sg syntetyzowane gtownie przez
megakariocyty, niektore przez trombocyty (np. czynnik ptytkowy 4) lub pochodzga z pinocy-
tozy i endocytozy, ktére zachodzg na poziomie megakariocytdw i kragzacych ptytek krwi (np.
fibrynogen i 1gG);

2) ziarnistosci O (geste), zawierajace 5-hydroksytryptamine, czyli serotonine, nukleotydy
adeninowe i guaninowe, dwuwartosciowe kationy i nieorganiczny fosforan,

3) lizosomy, czyli ziarnistosci X, zawierajace kwasne hydrolazy,
4) peroksysomy zawierajace katalaze.

Uwalnianie zawarto$ci ziarnisto$ci przez pobudzone trombocyty przyczynia sie miedzy
innymi do wzmozonej lokalnej hemostazy przez promowanie ich interakcji z innymi trombo-
cytami, leukocytami, biatkami osocza i$ciang naczynia f14]. Wydzielanie sktadnikéw ziarni-
sto$ci a oraz zmiane ksztattu plytek stymulujg agonisci o stabym dziataniu, podczas gdy
sekrecja lizosomalna wymaga silniejszego bodzca. Uwalnianie ziarnistosci trombocytow
zwiazane jest z fosforylacja tancucha lekkiego miozyny oraz biatka o masie czasteczkowej 47
kDa, bedacego substratem kinazy biatkowej C, ktérego funkcja nie jest znana [37].

W warunkach fizjologicznych ptytki krwi nie przylegajg do elementéw morfotycznych
krwi ani do komorek $rodbtonka [37]. Komorki endotelialne, dzieki ADP-azie, degraduja
ADP, jeden z czynnikéw agregujacych trombocyty, oraz syntetyzuja substancje, ktére hamuja
reaktywnos$¢ ptytek krwi, takie jak: prostacyklina, tlenek azotu, kwas 13-hydroksy-9,l 1-okta-
dekadienowy (13-HODE) isiarczan heparanu [3,17,34]. Tlenek azotu wytwarzany jest row-
niez przez trombocyty, co moze by¢ istotne w zapobieganiu ich adhezji i agregacji [29]. W
naczyniu zmienionym miazdzycowo wytwarzanie wymienionych czynnikow stanowigcych
naturalng bariere ochronng $rédbtonka, m. in. przed przyleganiem do niego trombocytéw, jest
uposledzone [12].

Trombocyty przylegajg natomiast do odstonietych sktadnikdw tkanki tgcznej przestrzeni
podsrédbtonkowej na skutek przerwania ciggtosci naczynia lub zmian w jego Scianie, np. w
miazdzycy [6]. Interakcje pomiedzy elementami morfotycznymi krwi a sktadnikami $ciany
tetnic odgrywajg istotng role w patogenezie miazdzycy [28]. Efektem adhezji i agregacji
trombocytow jest wytworzenie czopu trombocytow, ktéry wzmocniony zostaje ,,rusztowa-
niem” tworzonej nad nim fibryny. W adhezji ptytek krwi do uszkodzonej $ciany naczyniowej
uczestniczg receptory na powierzchni trombocytéw, wykazujace duze powinowactwo do
adhezyjnych glikoprotein obecnych w przestrzeni podsrédbtonkowej oraz w zmianach pato-
logicznych. Niektore sposréd tych receptorow nalezg do integryn, to jest duzej nadrodziny
receptorow uczestniczacych w adhezji, obecnych w réznych komdrkach W trombocytach
obecne sg 3 inlegryny z rodziny Rj (VLA - ang. very late lymphocyte-acti nation antigen) i 2
integryny z rodziny B3 (cytoadhezyny) [11]. Integrynowe receptory ssakéw zbudowane sg z
dwdch, potgczonych niekowalencyjnie podjednostek (a i B). Wszyscy cztonkowie tej samej
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rodziny integryn majg taka sama podjednostke B, potgczong z réznymi podjednostkami a.
Integryna ot2Ri, czyli GPla/lla (bedaca odpowiednikiem limfocytarnej integryny VLA-2)
uczestniczy w adhezji do kolagenu typu I, II, 11l i IVV. Ugandami integryn a5Rti a6Rj, czyli
GPlIc/lla i GPlIc*/lla (bedacych limfocytarnymi odpowiednikami VLA-5 i VLA-6), sa odpo-
wiednio fibronektyna i laminina. W adhezji trombocytéw biorg réwniez udziat receptory
nalezace do rodziny R3 integryn: witronektynowy Av/llla (avR3) oraz GPIlIb/llla (ctubRR ).
Ugandami dla receptora Av/llla sg: witronektyna, fibrynogen, czynnik von Willebranda i
trombospondyna, fibronektyna, laminina, kolagen. Receptor GPIIb/Illa wigze fibrynogen,
fibronektyne, czynnik von Willebranda, witronektyne i prawdopodobnie trombospondyne.
Receptor ten uczestniczy nie tylko w adhezji, ale réwniez w interakcji pomiedzy trombocyta-
mi, czyli w ich agregaciji, ijest specyficzny dla megakariocytéw i trombocytow.

W adhezji trombocytdw uczestniczg takze receptory nie nalezace do integryn, takie jak:
GPIb, GPIV, GPV iGPVI [6,10,24,33]. Receptor GPlb wigze czynnik von Willebranda, GPIV
- trombospondyne i kolagen, GP VI - kolagen. Bogata w leucyne GPV tworzy w btonie
trombocytéw niekowalencyjny kompleks z GPIb-1X, ktory wigze czynnik von Willebranda
[221.

Wiekszos¢ receptoréw obecnych w btonach trombocytéw to biatka fukcjonalnie czynne
w niepobudzonych ptytkach krwi [6]. Nieuszkodzony $rédbtonek zastania adhezyjne gliko-
proteiny bedace ligandami dla ich receptoréw, co zapobiega przyleganiu trombocytéw do
$ciany naczyn. Wigzanie pomiedzy poszczeg6lnymi ptytkami krwi odbywa sie za posrednic-
twem kompleksu glikoproteinowego GPIIb/Illa [9]. Fibrynogen wigze sie z tym kompleksem
przy udziale jondw wapnia. Wigzanie fibrynogenu z receptorem GPIIb/Illa stabilizowane jest
przez trombospondyne, ktéra pochodzi z ptytek krwi i komdrek $rodbtonka. Receptor ten,
podobnie jak wiele innych integryn, zawiera miejsce wiazace tréjpcptyd Arg-Gli-Asp [6].
Sekwencje te (RGD) zawierajg wszystkie ligandy receptora GPIIb/Illa. Kazdy ligand tego
receptora ma takze inne, unikalne miejsce wigzania z receptorem. Ekspresja receptora
GPlIb/llla pojawia sie w wyniku dziatania wszystkich bodzcéw powodujacych agregacje
trombocytdw. Trombocyt zawiera duzo (ok. 50000) receptoréw GPIIb/Illa, ale ich miejsca
wigzania ligandéw w niepobudzonych ptytkach krwi, podobnie jak osteoncktyny, CD-36 i
selektyny P, sg niedostepne. Podczas aktywacji trombocytow nastepuje translokacja tych
biatek receptorowych na powierzchnie blony [14].

Zmniejszong ekspozycje receptora GPIIb/Illa na powierzchni trombocytéw powoduje
wzrost stezenia cAMP w plytkach krwi na skutek aktywacji cyklazy adenylanowej (prostaey-
klina, PGEt, adenozyna) lub inhibicji fosfodiesterazy (dipirydamol) [3, 37]. Prostacyklina
stymuluje cyklaze adenylanows, a wytworzony cAMP aktywuje kinaze biatkowg A. W ten
sposob prostacyklina inicjuje fosforylacje waznych dla funkcji trombocytdw biatek. Sg nimi:
polipeptyd o masie czasteczkowej 22 kDa w systemie gestych kanalikow, kinaza tancucha
lekkiego miozyny iglikoproteina Ib (GPIb).

Z obnizaniem ekspresji receptoréw zaangazowanych w adhezje iagregacje wigze sie rn.in.
potencjalne dziatanie przeciwmiazdzycowe. Niektére sposrod preparatéw o takim dziataniu
stosowane sg juz jako leki, np. stabilne analogi prostacykliny. PGI2 powoduje dyspersje
agregatéw phytkowych in vitro oraz w krazeniu u ludzi, a takze hamuje tworzenie zakrzepow
[37]. Prostacyklina hamuje interakcje trombocyt-trombocytwduzo mniejszych stezeniach niz
oddziatywanie trombocyt-kolagen. PGI2wykazuje bowiem stabe wtasciwosci antyadhezyjne.
Endonadtlenki pochodzace ztrombocytéw moga by¢ przeksztatcane w komoérkach srédbtonka
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do prostacykliny, stad uszkodzenie lub dysfunkcja endotelium w miazdzycy pozbawia naczy-
nie tej dodatkowej, antytrombogennej ochrony [29].

Agregacje trombocytdw hamuje takze blokada cyklooksygenazy (aspiryna), syntazy
tromboksanowej (pirmagrel), zablokowanie receptora tromboksanowego (sulotroban) [10].
Aspiryna powoduje nieodwracalng acetylacje seryny w pozycji 530 cyklooksygenazy [37].
Zastgpienie seryny alaning nie zmienia aktywnosci tego enzymu, co wskazuje, ze seryna nie
wchodzi w sktad jego centrum katalitycznego. Cyklooksygenaza z ptytek krwi jest bardziej
podatna na hamowanie przez aspiryne niz cyklooksygenaza w $cianie naczynia [35]. Mate
dawki aspiryny hamujg wytwarzanie tromboksanu w trombocytach, natomiast duze dawki
hamujg zaréwno synteze TXAZ2,jak i PGI2w endotelium, co sprzyja tworzeniu zakrzepow.

W przeciwienstwie do nieodwracalnego hamowania cyklooksygenazy przez aspiryne,
niesterydowe leki przeciwzapalne, takie jak: indometacyna, Tenylobutazon, kwas flufenamo-
wy, oksyfenylobutazon, ibuprofen, hamujg odwracalnie cyklooksygenaze poprzez wspotza-
wodnictwo z substratem o miejsce aktywne enzymu [35,37].

Konsumpcja niewielkich ilosci alkoholu (50 g), ktéry sam nie ma wptywu na czas
krwawienia, zwieksza efekt wywierany przez aspiryne na ten parametr laboratoryjny [18,23].
Mate dawki etanolu zwiekszajg antyagregacyjne dziatanie prostacykliny na trombocyty.

Alkaloid tytoniu, nikotyna, hamuje konwersje kwasu arachidonowego do prostacykliny i
zwieksza synteze TXA2w ptytkach krwi [16]. Takie dziatanie nikotyny czesciowo ttumaczy,
dlaczego palenie tytoniu jest jednym z czynnikéw ryzyka miazdzycy.

Znany jest wptyw diety bogatej w oleje rybne, zawierajgce duzo kwasu eikozapentaeno-
wego (EPA) C 20:5(n-3) na hamowanie agregacji ptytek krwi [19]. Zjawisko to ttumacza dwie
hipotezy. Jedna zaktada przemiane EPA do PGI3, o silnym dziataniu antyagregacyjnym, i
TXAS3, ktdry powoduje stabszg agregacje ptytek krwi w poréwnaniu zT X A2. Druga hipoteza
wskazuje na hamowanie uwalniania kwasu arachidonowego z trombocytarnych fosfolipidéw
oraz hamowanie cyklooksygenazowej drogi jego przemian przez EPA. Oleje rybne majg
niewielki wptyw na funkcje trombocytéw u zdrowych ochotnikéw [35].

W cukrzycy, ktora jest chorobg sprzyjajaca rozwojowi miazdzycy, wykazano odwrotng
korelacje pomiedzy stezeniem wolnych kwaséw tluszczowych w osoczu i agregacjg phytek
krwi indukowang przez trombine, co moze wskazywaé na hamowanie agregacji trombocytéw
przez te kwasy [24], Kwas arachidonowy indukuje agregacje trombocytéw, natomiast kwasy
thuszczowe, takie jak: olejowy, linolowy, gammalinolenowy, hamuja agregacje trombocytow
indukowang ADP lub kwasem arachidonowym. Nasycone kwasy ttuszczowe, takie jak miry-
stynowyczy palmitynowy, réwniez hamujg agregacje indukowang trombing, prawdopodobnie
poprzez zahamowanie metabolizmu fosfatydyloinozytolu.

Zahamowanie agregacji trombocytéw powoduje takze blokada receptora GPIIb/Illa za
pomocg monoklonalnych przeciwciat przeciwko temu receptorowi lub peptydéw zawieraja-
cych sekwencje obecng w glikoproteinach adhezyjnych [3,6]. Preparaty dziatajagce bezposred-
nio na receptor GPIIb/Illa charakteryzujg sie swoistoscig ptytkowa. Preparatem hamujgcym
agregacje trombocytéw jest takze ticlopidyna. Nieznany jest mechanizm hamowania przez nig
ekspozycji receptora GPIIb/I11a. Nowymi preparatami hamujacymi tworzenie zakrzepu pyt-
kowego sg przeciwciata przeciwko czynnikowi von Willebranda, inhibitory wytwarzania
trombiny, takie jak aktywowane biatko C, inhibitory trombiny. By¢ moze preparaty te okazg
sie skuteczne w leczeniu miazdzycy.

Agregacje trombocytdw hamuje takze EDRF/NO (czynnik relaksujacy $ciane naczynia
pochodzacy ze $rédbtonka, utozsamiany z tlenkiem azotu) wzmacniajacy antyagregacyjne
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dziatanie prostacykliny. Hamuje on agregacje trombocytdw przez aktywacje cyklazy guany-
lowej i wzrost stezenia cGMP [6], Utrata zdolnosci uwalniania EDRF na skutek uszkodzenia
srodbtonka naczyn pozwala na adhezje trombocytéw do $ciany naczynia (powstaje ,,dywan
ptytkowy™) [37]. Inhibitory syntazy NO zwiekszajg adhezje trombocytéw i granulocytéw
obojetnochtonnych do powierzchni komérek $rodbtonka, co sugeruje, ze tlenek azotu uczest-
niczy w regulacji ekspresji czasteczek adhezyjnych [17]. Zmniejszone wytwarzanie tlenku
azotu w miazdzycy moze ostabia¢ hamowanie adhezji trombocytow, zwiekszajagc lokalne
uwalnianie czynnikdéw wzrostowych i proliferacje miocytéw w $cianie naczyn, co prowadzi
do rozwoju blaszki miazdzycowej [29].

EDRF stanowi bariere chemiczng dla cytotoksycznych wolnych rodnikéw, np. anionu
nadtlenkowego. Tlenek azotu jest wiec ,,zmiataczem” wolnych rodnikéw tlenowych. Zmniej-
szone wytwarzanie tlenku azotu przez uszkodzone w miazdzycy komorki srddbtonka moze
sprzyja¢ progresji zmian miazdzycowych nasilajac procesy wolnorodnikowe. Miazdzyca
zaliczana jest do schorzen wolnorodnikowych. Aktywacja trombocytow u pacjentéw z cho-
robg wiencowag serca, ktora jestjedng z klinicznych manifestacji miazdzycy, jest zwigzana ze
zmniejszong obrong antyoksydacyjng [2]. Wolne rodniki tlenowe generowane przez trombo-
cyty pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca nie sg skutecznie usuwane przez mechanizmy
antyoksydacyjne. Szczegdlnie niska jest u tych pacjentow w trombocytach aktywnos¢ pero-
ksydazy glutationowej.

Agregujace trombocyty obkurczajg tetnice wiencowe in vitro [29], Skurcz ten wzmacnia
usuniecie $rédbtonka. Ekspozycja obkurczonych tetnic na agregujace trombocyty powoduje
rozkurcz naczyn z zachowanym $rédbtonkiem, natomiast skurcz jest potegowany w naczyniu
pozbawionym $rodbtonka. Rozkurcz naczyn pod wptywem agregujacych trombocytow ma
zwigzek z EDRF/NO (btekit metylenowy i hemoglobina zapobiegaja rozkurczowi), a nie z
prostacykling (inhibitory cyklooksygenazy nie majg wptywu na te odpowiedz). Agregujace
trombocyty wydzielaja m.in. serotonine i tromboksan, ktére powodujg niezalezny od $réd-
btonka skurcz naczynia. Skurcz ten jest rownowazony przez zalezny od $rédbtonka rozkurcz.
ADP, ATP, serotonina indukujg bowiem uwalnianie tlenku azotu przez dziatanie na receptory
srodbtonkowe P2y i 5HT2.

W aktywacji trombocytdw uczestniczg agonisci w osoczu (trombina, ADP, epinefryna,
PAF),jak réwniezagonisci bedacy sktadnikami warstwy podsrodbtonkowej (kolagen, czynnik
von Willebranda, fibrynogen) [4[. Zwigzanie agonisty z receptorami btonowymi trombocytéw
inicjuje zmiane ksztattu ptytek krwi, agregacje, sekrecje zawartos$ci ziarnistosci [14]. Czynniki
agregujace trombocyty (ADP, adrenalina, trombina, kolagen) uwalniajg z fosfolipidéw bto-
nowych kwas arachidonowy i stymulujg jego przemiane do tromboksanu TXA2 w drodze
cyklooksygenazowej [14], W wyniku interakcji tromboksanu z jego receptorem nastepuje
uwalnianie agonistow plytkowych z ziarnistosci trombocytéw (np. ADP, serotonina) wzma-
gajacych agregacje. Jest to posredni sposob oddziatywania tromboksanu na ekspozycje
receptora GPIlIb/Illa. TXAZ2 takze bezposrednio wptywa na ekspozycje tego receptora. Kola-
gen i trombina moga uwalnia¢ zawarto$¢ ziarnistosci ptytkowych, nawet po zablokowaniu
cyklooksygenazowej drogi przemian kwasu arachidonowego [6J.

Ligandem dla receptora tromboksanowego w plytkach krwi, oprédcz TXAZ2, jest réwniez
PGHZ2, stad receptor ten nosi nazwe TXA2/PGH2[37JJego stymulacja prowadzi do aktywacji
fosfolipazy C, czego efektem jest wzrost stezenia Ca"+w trombocytach [30 J W ptytkach krwi
kwas arachidonowy jest przeksztatcany takze z udziatem 12-lipooksygenazy. Produktami tej
reakcji sa kwas 12-hydroperoksyeikozatetraenowy (12-HPETE) i kwas 12-hydroksyeikozate-
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traenowy (12-HETE). Istnieje sugestia, ze 12-HETE zwieksza synteze biatek adhezyjnych
poprzez aktywacje kinazy biatkowej C [17]. 12-HETE, syntetyzowany przez aktywowane
trombocyty, i leukotricn B4, produkt lipooksygenacji wytwarzany wgranulocytach obojetno-
chtonnych, wykazujg dziatanie chemotaktyczne dla miocytéw gtadkich [27]. Enancjomer
12(S)HETE, ale nie 12(R)HETE zwieksza ekspresje receptoréw integrynowych w komoérkach
$rodbtonka [36]. Ten efekt wywierany przez 12(S)HETE jest antagonizowany przez 13HODE
i prostacykline. 12-HETE kurczy komorki $rédbtonka naczyn poprzez aktywacje kinazy
biatkowej C i fosforylacje biatek cytoszkieletu, umozliwiajgc leukocytom i trombocytom
kontakt z przestrzenig podsrédblonkowag i utatwiajac naptyw do mej lipidow. W przemianach
kwasu aracbidonowego w trombocytach wytwarzane sg takze w niewielkiej ilosci prostaglan-
dyny Ej, i D2 [37].

Proagregacyjne dziatanie na trombocyty endonadtlenkéw prostaglandynowych (PGG: i
PGH2) zwiazane jest z tworzeniem tromboksanu TXAZ2, ktdry jest silnym stymulatorem
agregacji trombocytow, a takze dziata naczynioskurczowo. TXA: w fizjologicznej tempera-
turze i pH jest szybko rozktadany do nieczynnego biologicznie TXB2. Okres pdttrwania
TXA:z2 wynosi ok. 30 sekund.

Konwersje PGH? do tromboksanu TXA:2 przeprowadza syntaza tromboksanowa. Enzym
ten, pochodzacy z ludzkich trombocytdw, ma mase czgsteczkowa 58 kDa i zawiera cytochrom
P450. Produktem dziatania tego enzymu, oprécz tromboksanu, jest HHT (kwas hydroksyhep-
tadekatrienowy), ktérego biologiczna funkcja nie jest znana.

Pod wplywem czynnikéw pochodzenia ptytkowego, a takze z udzialem czynnikéw
tkankowych, uwalnianych z uszkodzonych naczyn, dochodzi do wytworzenia trombiny z
krazacego zymogenu - protrombiny [37]. Trombina odpowiedzialna jest za konwersje fibry-
nogenu do fibryny, ktéra stabilizuje zagregowang mase phytek. Zakrzep zawierajacy duzo
fibryny jest wrazliwy na lize z udziatem czynnikéw fibrynolitycznych, takich jak np.: strep-
tokinaza czy tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA).

Trombina uczestniczy takze w aktywacji przemian kwasu arachidonowego w ptytkach
krwi oraz powoduje uwalnianie zawartosci ich ziarnistosci [37]. Rodzaj uwalnianych substan-
cji zalezy od bodzca, ktéry dziata na trombocyty. Wiele bodZzcéw uwalnia zawartos¢ ziarni-
stosci a, ale tylko niektére, np. trombina czy kolagen, uwalniajg enzymy lizosomalne.

Na powierzchni trombocytéw, podobnie jak na powierzchni komdrek $rodbtonka, z
udziatem kompleksu protrombinazy (kompleks Xa-Va-Caz+-fosfolipidowy), generowana jest
trombina [31J Z plytkami krwi zwigzane sg poprzez interacje z fosfolipidami btonowymi
czynniki krzepniecia V i VIII. Trombina modyfikuje czynnik V, co powoduje, ze wigze si¢
on z duzym powinowactwem z trombocytami. Czynnik Va zwigzany z ptytkami krwi petni
role receptora dla czynnika Xa. W obecnosci czynnika Va zwigzanego z trombocytami
nastepuje eksplozja przemiany protrombiny do trombiny. Wytworzone z udziatem trombiny
monomery fibryny polimeryzuja nieenzy matycznie i wigzg sie z trombocytami i elementami
przestrzeni pods$rodbtonkowej. Z wytwarzang fibryng itrombocytami wigze sie plazminogen.
Wigzanie to zwieksza obecnos$¢ t-PA (tkankowego aktywatora plazminogenu). Przy braku
fibryny aktywnos$¢ tego aktywatora plazminogenu jest znikoma. t-PA zwigzany z fibryng
wigze sie z duzym powinowactwem z plazminogenem. Plazmina hamuje funkcje trombocy-
I6w przez blokowanie uwalniania kwasu arachidonowego z fosfolipidéw btonowych i pra-
wdopodobnie przez zniszczenie receptorow GP, gtdwnie receptora GPIb [3].

Trombina zmienia takze reaktywnos$¢ czynnika von Willebranda, ktory nie wigze sie pod
jej wptywem z receptorem GPIb, natomiast wchodzi w interakcje z GPIIb/Illa [3[.



TROMBOCYTY A MIAZDZYCA 49

Ptytki krwi aktywnie u¢zestnicza nie tylko w procesie krzepniecia, ale rGwniez w regulacji
fibrynolizy [31]. Zaréwno t-PA (tkankowy aktywator plazminogenu), jak i u-PA (urokinazo-
wy aktywator plazininogenu) sg obecne w trombocytach [s ], Aktywatory plazminogenu (t-PA,
streptokinaza) aktywuja ptytki krwi, zwiekszajagc w osoczu i moczu stezenie metabolitéw
TXA: oraz powodujg agregacje trombocytéw. Chociaz plazmina w duzych stezeniach akty-
wuje phytki krwi i powoduje ich agregacje, jej generacja nie jest odpowiedzialna za aktywacje
trombocytdw spowodowang przez aktywatory plazminogenu, skoro phytki krwi aktywowane
ex vivo przez plazmine wytwarzaja tylko niewielkg ilos¢ TXA2.

Trombocyty zawierajg takze PAI-1 (inhibitor aktywatora plazminogenu) ia2-antyplazmi-
ne [6] Ptytki krwi moga ogranicza¢ fibrynolize takze przez dostarczanie czynnika XIII.
Czynnik ten, uczestniczgc w sieciowaniu fibryny, zwieksza jej opornos$¢ na lize. Czynnik XI11
hamuje réwniez fibrynolize, poprzez wigzanie a 2-antyplazminy z fibryna. Produkty degrada-
cji fibryny i fibrynogenu hamuja agregacje ptytek, poniewaz blokuja wigzanie trombocytéw
z fibrynogenem.

Trombocyty oddziatujg ze sktadnikami dopetniacza. W btonie trombocytow obecne sg
receptory dla Clq [7]. Wiazanie tego sktadnika dopetniacza z ptytkowym receptorem Cl qjest
zalezne od magnezu i jest ono hamowane przez kolagen. Monomer Clq juz w stezeniu 20
pg/ml hamuje agregacje trombocytéw indukowang kolagenem. Fizjologiczne znaczenie in
vivo tej inhibicji nie jest znane, skoro w osoczu stezenie monomeru Clq przekracza 100 pg/rnl.
Zagregowany Clqg stymuluje natomiast agregacje trombocytow. Stymulacja ptytek krwi
trombing lub kolagenem powoduje uwalnianie z ich ziarnistosci a inhibitora Cl. Trombocyty
moga wchodzi¢ w interakcje z uktadem dopetniacza takze poprzez swoiste receptory dla C3
lub jego fragmentéw. Trombocyty Swinki morskiej eksponowane na C3a lub C5a uwalniajg
swoje ziarnisto$ci iagreguja [7, 23]. Nie wykazano natomiast bezposredniej aktywacji ptytek
krwi cztowieka i matpy przez te sktadniki dopetniacza. C5b-9 aktywuje kinaze biatkowg C,
uwa Ima ziarnistosci a ztrombocytéw, czemu nie towarzyszy zwiekszona ich agregacja. C5b-9
generuje MAC (ang. membrane attack complex) oraz aktywuje krzepniecie: uwolniony pod
jego wptywem czynnik V z ziarnistosci a ulega aktywacji do Va. Mechanizm tej aktywacji
nie jest znany. Konsekwencjg tego jest zwiekszone wigzanie czynnika Xa z troinbocytami i
wytworzenie aktywnego kompleksu protrombinazy. Z btong trombocytéw zwigzane sg biat-
kowe regulatory aktywnosci C5b-9. Sa nimi: biatko wigzace sktadnik dopetniacza Cs, CD59
(czyli MIRL-ang. membrane inhibitor ofreactive lysis, HRF20 -ang. homologous restriction
factor 20, czyli P18) i receptor dla witronektyny. Witronektyna (biatko S) jest podstawowym
biatkiem osocza regulujagcym nagromadzenie C5b-9 oraz wigze ona trombocyty z uszkodzong
$ciang naczynia.

Wiele prac wskazuje na zaangazowanie ukiadu dopetniacza w powstawaniu zmian
miazdzycowych [23, 32]. Fragment C3b wigze, poprzez kwas sjalowy, apo(a). Powigzanie
tego sktadnika komplementu z lipoproteingLp(a), poprzez apo(a), stanowi¢ moze jedng z drég
tworzenia komoérek piankowatych. Optaszczenie Lp(a) przez C3b moze promowac pobieranie
tej lipoproteiny przez receptor dopetniacza. By¢ moze ta droga lipoproteina (a) rozpoznawana
jest przez makrofagi.

Waznymi elementami w tworzeniu blaszki miazdzycowej sa czynniki wzrostowe i
cytokiny, ktorych jednym ze zrodet sg ptytki krwi. Agregujace trombocyty uwalniajg PDGF,
EGF, TGFb, IGF-1, IL-1 i endoteling [27,37]. Czynniki wzrostowe to peptydy uczestniczace
w miedzykomoérkowej komunikacji, adhezji, migracji, proliferacji i transformacji [13,27].
PDGF - czynnik wzrostowy pochodzenia ptytkowego wytwarzany jest nie tylko, jak poczat-
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kowo sgdzono, przez trombocyty, lecz rowniez przez makrofagi, miocyty gtadkie i komarki
$rodbtonka. Jest on mitogenem dla miocytdw gtadkich oraz powoduje ich migracje, jak
réwniez migracje monocytéw. EGF - epidermalny czynnik wzrostowy jest mitogenem dla
komérek pochodzenia ekto- i endodermalnego, m.in. dla komdrek S$rédbtonka. TGFb -
transformujacy czynnik wzrostowy w niskich stezeniach pobudza proliferacje miocytéw
gtadkich, poprzez indukcje uwalniania PDGF, natomiast w wyzszych stezeniach hamuje
receptor PDGF. TGFb, podobnie jak IGF-1- insulinopodobny czynnik wzrostowy oraz IL-1 i
endotelina, oprocz stymulowania proliferacji miocytéw gtadkich powoduje takze ich migra-
cje, co sprzyja rozwojowi blaszki miazdzycowej.

Synteza endoteliny przez komorki srodbtonka nie wymaga ich bezposredniego kontaktu
z trombocytaini [25]. Intensywno$¢ syntezy endoteliny jest jednak wieksza, gdy komérki te
znajduja sie w bezposrednim kontakcie z ptytkami krwi.

W aterogenezie oprocz interakcji pomiedzy trombocytaini oraz pomiedzy ptytkami krwi
i Sciang naczynia czy biatkami osocza istotne jest réwniez oddziatywanie pomiedzy trombo-
cytami a granulocytami obojetnochtonnymi. Granulocyty obojetnochtonne oraz komorki
srodbtonka wytwarzaja PAP-czynnik aktywujacy trombocyty (I-O-alkilo-2-acetylo-glice-
ro-3-fosfocholina) [26]. Powoduje on adhezje i agregacje trombocytéw i leukocytow, wydzie-
lanie ich ziarnisto$ci, obnizenie ci$nienia krwi i zwiekszenie przepuszczalno$ci $cian naczyn
krwionosnych. PAP nie jest wytwarzany w sposob ciagly, lecz pod wptywem mediatorow
ostrego zapalenia i odpowiedzi alergicznej. Bodzcami tymi u cztowieka sa: trombina, leuko-
trieny C4 i D4, histamina, bradykinina i ATP. Czynnik aktywujgcy trombocyty podany
dozylnie szczurom zwieksza aktywnos¢ fibrynolityczng poprzez uwalnianie przez srodbtonek
naczyn t-PA (tkankowego aktywatora plazminogenu) [15].

Trombocyty sg aktywowane przez granulocyty obojetnochtonne (z udziatem PAP), ale
takze ptytki krwi aktywujg te leukocyty. Trombocyty wydzielajg PBP {platelet basic protein)
[5]. Jest to peptyd zbudowany z 94 aminokwasow. Rozszczepienie 9-tego wigzania peptydo-
wego od N-koAca, to jest miedzy Arg i Asn, prowadzi do wytworzenia 85-aminokwasowego
peptydu aktywujacego tkanke taczng - CTAP-IIl (connective tissue activating protein).
Proteolityczna hydroliza 13-tego wigzania peptydowego od N-kornica w PBP, pomiedzy Liz i
Gli, prowadzi do wytworzenia b-tromboglobiny, zawierajacej 81 reszt aminokwasowych.
Rozbicie 24-tego wigzania peptydowego od N-korica w PBP, pomiedzy Tyr i Ala, powoduje
wytworzenie peptydu aktywujgcego granulocyty obojetnochtonne. Jest nim 75-aminokwaso-
wy peptyd NAP-2 {neutrophil'activatingpeptide-2), wykazujacy wtasciwosci chemotaktyczne
dla granulocytéw obojetnochtonnych, pobudzajacy je do sekrecji enzyméw z ich ziarnistosci.
Prekursory NAP-2 sg prawidtowymi sktadnikami osocza wytwarzanymi przez trombocyty.
NAP-2 stymuluje wigczanie znakowanej tymidyny przez fibroblasty do DNA i znakowanej
glukozaminy do glikozaminoglikanéw. NAP-2 wykazuje podobieAstwo do takich peptyddw,
jak: IL-s, nazywanej tez NAP-1, peptydu aktywujgcego granulocyty obojetnochtonne, pocho-
dzacego z monocytow (M DNAP- monocyte derived neutrophil activatingpeptide), czynnika
pochodzacego z monocytdw o dziataniu chemotaktycznym dla granulocytow obojetnochton-
nych (MDNCF - monocyte derived neutrophil cliemotactic factor), peptydu chemotakty-
cznego dla granulocytéw (GCP - granulocyte cliemotactic protein). NAP-2 i IL-s
wspotzawodniczg o te same receptory na powierzchni granulocytéw obojetnochtonnych.
NAP-2 powstaje ze swoich prekursoréw (PBP, CTAP-III i B-tromboglob;.iy) pod wptywem
chymotrypsyny, katepsyny G lub elastazy trzustkowej. Istnieje zatem wzajemna aktywacja
granulocytéw obojetnochtonnych i trombocytow. Aktywowane tromtx>cyty uwalniajg do



TROMBOCYTY A MIAZDZYCA 51

krgzenia prekursory NAP-2. Chymotrypsyna oraz, podobna do niej proteaza z granulocytow
obojetnochtonnych, katepsyna G generujg NAP-2 z jego prekursoréw. Takich wiasciwosci
nie ma natomiast elastaza pochodzaca z granulocytéw, mimo ze znajduje sie w tych samych
ziarnisto$ciach co katepsyna G. Trombocyty majg na swojej powierzchni specyficzne recep-
tory dla katepsyny G, ktéra zwigzana z trombocytami zachowuje aktywno$¢ proteolityczng.
Gdy katepsyna G zajmuje receptory na trombocytach, uwalniany jest NAP-2 —cytokina
odpowiedzialna za degranulacje i chemotaksje granulocytéw obojetnochtonnych. Stymulo-
wane, ulegajace degradacji granulocyty obojetnochtonne powodujg uwalnianie NAP-2 przez
trombocyty.

Z przedstawionych w skrécie wiadomosci o trombocytach uzasadnione wydaje sie by¢
zainteresowanie ich rolg w miazdzycy. Lepsze poznanie interakcji pomiedzy trombocytami a
sktadnikami $ciany tetnic, elementami morfotycznymi krwi i biatkami osocza by¢ moze
przyczyni sie do wyodrebnienia nowych lekéw skutecznych w leczeniu miazdzycy.
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CZYNNIK POBUDZAJACY KOLONIE-1 (CSF-1) -
WEASCIWOSCI | ZASTOSOWANIE KLINICZNE

COLONY STIMULATING FACTOR-1 (CSF-1)-
PROPERTIES AND CLINICAL APPLICATION

Gabriel WCISLO, Przemystaw SZWECH

Zaktad Immunologii Centralnego Szpitala Klinicznego Wojskowej Akademii Medycznej

Streszczenie: W pracy opisano budowe i wytwarzanie czynnika pobudzajgcego kolonie-1. Scharakteryzowano
materiat genetyczny odpowiedzialny za produkcje mysiego C'SF-1 oraz przedstawiono poglady na temat materiatu
genetycznego dla ludzkiego CSF-1. Opisano myszy z mutacjg genu dla CSF-1. Oméwiono budowe receptora dla
CSF-1 oraz Iransdukcje sygnatu po przytaczeniu CSF-1 do jego receptora. Przedstawiono wptyw CSF-1 na komoérki
ukfadu krwiotwoérczego i uktadu fagocytéw jednojadrzastych oraz na transformacje komoérek. Opisano réwniez
mozliwos$ci klinicznego zastosowania CSF-1 w leczeniu choréb nowotworowych, zakazer grzybiczych, neutropenii
i po przeszczepieniu szpiku.

Stowa kluczowe: CSF-1, receptor, krwiotwd6rczy czynnik wzrostu, uktad fagocytéw jednojadrzastych, kinaza tyrozy-
nowa.

Summary: The structure and production of colony stimulating factor-1 were described in this article. Genetic material
responsible for production of murine CSF-1 was characterized and point of view on the genetic material for human
CSF-1 were presented. Mice with mutation in the gene for CSF-1 were described. The structure of CSF-1 receptor
and signal transduction after binding CSF-1 to its receptor were talked over. The influence of CSF-1 on the cells of
the hematopoietic and mononuclear phagocyte system and on the cell transformation were presented. The possibilities
of clinical application of CSF-1 in the treatment of neoplastic diseases, fungal infections, neutropenia and after bone
marrow transplantation were described.

Key words: CSF-1, receptor, hematopoietic growth factor, mononuclear phagocyte system, tyrosine kinase.

Wykaz skrétow: ADCC (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxity) - cytotoksyczno$¢ komérkowa zalezna od prze-
ciwciat; bFGF R (ang. basic Fibroblast Growth Factor Receptor) - receptor dla zasadowego czynnika wzrostowego
fibroblastéw; c-kit R - receptor c-kit: CSF (ang. Colony Stimulating Factor) - czynnik pobudzajacy kolonie; CSF-1
(ang. Colony Stimulating Factor-]) - czynnik wzrostowy uktadu monocytowo-makrofagowego, inaczej M-CSF;
CSF-1R(ang. Colony Stimulating Factor-1Receptor)- receptor dla CSF-1; G-CSF (Granulocyte-ColonyStimulating
Factor) - czynnik wzrostowy pobudzajacy wzrost kolonii granulocytowych; GM-CFC (ang. Granulocyte-Macro-
phage Colony Forming Celi) - komoérka tworzaca kolonie granulocytowo-makrofagowe; GM-CSF (ang. Granulo-
cyte-Macrophage Colony Stimulating Factor) - czynnik wzrostowy pobudzajacy wzrost kolonii
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granulocytowo-makrofagowych: HGF(ang. Hematopoietic Growth Factor)—krwiotwérczy czynnik wzrostowy; IFN

interferon; IGF-1R (ang. Insuling Like Growth Factor-1 Receptor) - receptor dla insulinopodobnego czynnika
wzrostowego-1; IL-1 - interleukina-1; IL-2 - interleukina-2; IL-3 - interleukina-3; LPS - lipopolisacharyd; PDGF
(ang. Platelet Derived Growth Factor) - czynnik wzrostowy pochodzenia ptytkowego; PGE., - prostaglandyna E2.
STK-1R (ang. Stem Cell Tyrosine Kinase-1 Receptor) - nowoopisany receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej
wystepujacy na ludzkich komérkach krwiotwérczych; TAM (ang. Tumor Associated Macrophages) - makrofagi
zwigzane z nowotworami; TNF (ang. Tumor Necrosis Factor)-czynnik martwicy nowotwordow.

1 WSPOLCZESNE POGLADY
NA TEMAT DZIALANIA HORMONOW KRWIOTWORZENIA
UKELADU GRANULOCYTOWO-MAKROFAGOWEGO

Hormony krwiotworzenia, zwane takze operacyjnie czynnikami pobudzajgcymi powsta-
wanie i wzrost kolonii komérkowych (CSF) lub krwiotwdrczymi czynnikami wzrostowymi
(HGF), sg odpowiedzialne za szereg funkcji fizjologicznych w organizmie i nalezg do tzw.
cytokin, czyli biatek hormonalnych, regulujacych przezycie, rozmnazanie i funkcje komorek.
Petne ich omoéwienie przekracza ramy tego opracowania, ktére bedzie poswiecone tylko
jednemu z nich, CSF-1 regulujgcemu gtéwnie powstawanie ifunkcje komorek uktadu makro-
fagowego. Oprécz niego obecnie znane sg jeszcze inne czynniki wzrostowe linii granulocy-
tamo-makrofagowej, tj. GM-CSF, multi-CSF, czyli IL-3 oraz petnigce role pomocnicza: IL-2,
TNF, G-CSF i inne. Udato sie uzyska¢ material genetyczny odpowiedzialny za ich synteze
oraz dzieki jego wprowadzeniu do bakterii uzyskuje sie w stanie czystym poszczegolne
cytokiny, zwane rekombinowanymi, z zachowanymi funkcjami biologicznymi. Czynniki
wzrostowe odgrywajgwazng role nie tylko w powstawaniu komérek odpowiednich populacji,
ale takze sg odpowiedzialne za:

1) przezycie tych komoérek w okresie rozwoju,

2) wyznaczenie kolejnych drog réznicowania, np. CSF-1 jest odpowiedzialny za powsta-
wanie makrofagéw oraz

3) pobudzanie czynnosci dojrzatych komorek, np.: fagocytoza, produkcja wtérnych cyto-
kin, np. IL-1 czy tez innych czynnikéw wzrostowych [23J.

Czynniki wzrostowe realizujg swoje funkcje biologiczne poprzez zwigzanie sie ze swoi-
stymi receptorami obecnymi na powierzchni komoérek efektorowych. Czynniki wzrostowe
moga osigga¢ receptory komérek docelowych drogg krwi (endokrynna), droga dyfuzji od
komorek wydzielajacych znajdujacych sie w poblizu komérek docelowych (parakrynng) oraz
autokrynnie, tj. dzieki wydzielaniu przez tg samg komorke, ktéra ma odpowiednie receptory.
Na podstawie badan akumulacji czynnikow wzrostu w jagdrach komoérek docelowych sugeruje
sie istnienie mechanizmu intrakrynowego przekazywania informacji [13]. Intrakrynowa sty-
mulacja komoérek jest szczegdlnym przypadkiem regulacji autokrynowej, w ktérej peptydowy
czynnik wzrostu nie wydostajac sie na zewngatrz komorki dziata wewnatrzkomérkowo, przy-
puszczalnie na obszarze jagdra komoérkowego [13]. Reakcja ta wywotuje kaskade zmian,
prowadzacych do efektu biologicznego. NajczeSciej proces ten odbywa sie przez pobudzenie
odpowiednich kinaz biatkowych, ktére katalizujg szereg odpowiednich reakcji biochemicz-
nych [5, 23, 34, 41].
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2. CHARAKTERYSTYKA CSF-1
- GENETYKA, STRUKTURA, WYTWARZANIE

Gen odpowiedzialny za produkcje mysiego CSF-1 ma dtugos¢ 21 kb, skiada sie z 10
eksonow iznajduje sie na chromosomie 3 [15]. Moze on wytwarza¢ kilka rodzajow mRNA o
roznej dtugosci tancucha: 1,6 kb, 2,0 kb, 2,3 kb i najbardziej rozpowszechniony 4,0 kb [15].
Wydaje sie interesujace, ze forma CSF-1, zwigzana z btong komérkows ijedynie ztuszczajgca
sie z niej do otoczenia, jest produkowana na matrycy mRNA o dtugosci 1,6 kb, podczas gdy
forma szybko wydzielana z komorki jest produkowana na matrycy mRNA o diugosci 4 kb.
Transkrypty mRNA dla CSF-1 od 1,6 kb do 2,3 kb r6znig sie od 4 kb mRNA w regionach 3’
nie ulegajacych translacji, ale kodujg identyczny produkt biatkowy.

Jedynym wyjatkiem jest transkrypt o dtugosci 1,6 kb, pierwotnie zidentyfikowany i
sklonowany z linii komérkowej raka trzustki. Koduje on przezbtonowe biatko prekursorowe,
ztozone z 256 aminokwaséw (CSF-1-56). Poniewaz taki prekursor CSF-1 nie ma miejsc
rozpoznajacych dla wewnatrzkomorkowych proteaz, ktére ma CSF-1554, to ostatecznie two-
rzy on btonowg forme CSF-1 zwigzang z btong komodrkowa, ktéra zachowuje aktywnos$¢
biologiczna. Chociaz w wielu komdrkach produkujacych CSF-1 nie znaleziono transkryptu
1,6 kb, jego identyfikacja i sposob przetwarzania sygnatu sugeruja, ze CSF-1 dziata nie tylko
jako rozpuszczalny czynnik wzrostu, ale odgrywa role réwniez w bezposrednich interakcjach
miedzy komérkami [42]. Inaczej méwigc, taki powierzchniowy czynnik wzrostu pobudza
tylko te komaérki, ktére znajduja sie w bezposredniej bliskosci komorki wytwarzajacej czyn-
nik.

Badania biologicznej roli CSF-1 zostaly znacznie ulatwione, przez odkrycie mutanta
myszy pozbawionego tej czgsteczki.

Juz w 1982 roku Wiktor-Jedrzejczak i wsp. opisali, ze myszy z wrodzong osteopetroza
(zaburzenie rozwoju kosci i jam szpikowych) maja niedobér jakiego$ czynnika wzrostowego
dla makrofag6éw. Nastepnie Yoshida iwsp. [48] zsekwcncjonowali DNA komplementarny do
Csfm z fibroblastdw myszy op/op i odkryli wstawienie dodatkowej tymidyny w pozycji 262
w regionie kodujagcym genu Csfm, ktdre decyduje o powstaniu kodonu zatrzymujgcego,
znajdujacego sie 21 par zasad od poczatku tego regionu. Tak wiec mutacja op znajduje sie w
obrebie regionu kodujacego genu Csfm, blokuje wytwarzanie CSF-1ijako taka jest znakomi-
tym modelem do badania roli biologicznej CSF-1.

Gen dla ludzkiego CSF-1, zlokalizowany jest wedtug niektérych badaczy na diugim
ramieniu chromosomu 5 w obrebie prazka 33.1 [42, 43]. Jest jednak mato prawdopodobne,
aby gen czynnika o budowie dimeru znajdowat sie w obrebie tzw. grona genow dla czynnikow
wzrostowych o budowie hemopoetyn. Jest to tym bardziej mato prawdopodobne, ze u myszy
te geny znajdujg sie na réznych chromosomach i chociaz w procesie ewolucji zdarzajg sie
trans lokacje, to prawdopodobienstwo, ze geny tak powigzane czynno$ciowo w wyniku mutacji
znajda sie w bezposrednim sasiedztwie jest bardzo male.

Geny dla ludzkiego i mysiego CSF-1 wykazujg ok. 82% homologii dla czesci kodujagcych
rozpuszczalne czynniki [15].

Ludzki CSF-1, podobnie jak mysi, jest kodowany przez pojedynczy gen ztozony z 10
eksondw zajmujacych 21 kb. Gen ten podobnie koduje kilka rodzajow mRNA, odpowiedzial-
nych zaréwno za posta¢ wydzielnicza CSF-1, jak i zwigzana z btona (43]. Kazdy z rodzajow
mRNA koduje przezbtonowg glikoproteine, ktora jest glikolizowana w trakcie translacji i
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szybko ulega dimeryzacji przez tworzenie mostkéw dwusiarczkowych. Dtuzszy prekursor
CSF-1 zawierajacy 554 aminokwasy (CSF-1sss ) wigze weglowodany podczas wewnatrz-
komaérkowego transportu. Nastepnie podlega wewngtrzkomaérkowej proteolizie z wytworze-
niem rozpuszczalnego homodimeru o masie czasteczkowej 86000 daltonéw, ktory jest szybko
wydzielany z komdrki. Krétszy prekursor zbudowany z 256 aminokwasow (CSF-1-56) zawie-
ra tylko cze$¢ domeny aminokoneowej CSF-1554,jak rowniez hydrofobowy segment obejmu-
jacy btone. CSF-1-5s jest transportowany jako zwigzany z btong homodimer do powierzchni
komorki i moze by¢ uwalniany jako dimer o masie czasteczkowej 44000 daltondw w drodze
proteolizy eksternalizowanej czgsteczki. Jednak wiekszo$¢ dimerowych prekursoréw pozo-
staje zwigzana z btong komoérkowa [43].

CSF-1 jest homodimerowg glikoproteing o masie czasteczkowej od 45000 do 100000
daltonéw [34, 41]lub 47000 do 76000 daltonéw [47J lub 70000 do 90000 daltonow [3], lub
45000 do 90000 daltonéw [43]. Tak szeroki zakres warto$ci masy czasteczkowej wynika z
réznej zawartosci weglowodanow [11, 35, 42], Cze$¢ cukrowa nie jest konieczna dla akty-
wnosci biologicznej CSF-1, ale zabezpiecza jego czasteczke przed dziataniem czynnikow
denaturujacych iproteaz [22] oraz wptywa na powinowactwo CSF-1 do substancji miedzyko-
moérkowej. Fakt ten decyduje w duzym stopniu o dystrybucji narzadowej, jak i tropizmie
tkankowym CSF-1 [37]. Sam taicuch polipeptydowy ma mase czasteczkowg wynoszaca
14500 dalton6w [47]. Dla aktywnos$ci biologicznej czasteczki CSF-1 niezbedne sg reszty
aminokwaséw od 1do 158 [15]. Pierwszych 149 aminokwasow nie liczac 32 aminokwaséw
sekwencji sygnatowej jest trzonem strukturalnym dla polipeptydéw CSF-1. Do kazdego z
powyzszych polipeptydow jest dotgczony fragment C-koncowy, skiadajacy sie z 23 amino-
kwaséw, tworzacych region hydrofobowy oraz z 36 aminokwasdéw, tworzacych tzw. ogon
cytoplazmatyczny [9, 16, 35].

CSF-1 jest wytwarzany przez monocyty, makrofagi, fibroblasty, wtgczajac w to komarki
zrebu szpiku. Komorki srédbtonka naczyn wytwarzajg mRNA dla CSF-1 po pobudzeniu IL-1
lub TNF [47].

Jedna z koncepcji regulacji proliferacji i réznicowania makrofagéw uwzglednia hierarchi-
czne dziatanie czynnikéw wzrostowych. Wedtug niej najpierw dziata IL-3, nastepnie GM-CSF
ijako ostatni CSF-1 [17]. Choc¢ wiele linii komérkowych fibroblastéw w hodowlach tkanko-
wych wytwarza CSF-1, tojegosynteza moze podlega regulacji, przynajmniej czesciowej przez
inne surowicze czynniki wzrostowe, np. przez PDGF [42]. Spoczynkowe komorki NK nie
wytwarzajg CSF-1, natomiast komorki NK aktywowane IL-2, IFN a i oraz przez niedawno
opisany czynnik stymulujagcy komorki NK (NKSF), okre$lany takze jako interleukina 12,
produkujg CSF-1 [14]. CSF-1 jest produkowany w komorkach jajnika i macicy [27]. Zaob-
serwowano takze, ze endotoksyna moze réwniez wydatnie zwiekszy¢ produkcje CSF-1.
Dzieki tym badaniom wysunieto hipoteze o bardzo subtelnej regulacji produkcji CSF-1 [23,
34]. W regulacji tej mogtyby uczestniczy¢ prostaglandyny. Wykazano, ze prostaglandyna
PGE:2 hamuje preferencyjnie synteze CSF-1 w monocytach, ktére ulegty adhezji i to silniej
niz w przypadku produkcji G-CSF i GM-CSF. Natomiast indometacyna bedaca silnym
inhibitorem cyklooksygenazy wydatnie hamuje synteze miedzy innymi PGE: i dlatego po jej
zastosowaniu obserwuje sie silng stymulacje syntezy CSF-1, GM-CSF oraz G-CSF [34].
Monocyty produkujg CSF-1 po stymulacji estrami forbolu, IFNy, GM-CSF i TNF a [42], co
sugeruje, ze uwalnianie CSF-1 przez pobudzone makrofagi moze nasila¢ ich witasng prolife-
racje w czasie odpowiedzi zapalnej lub w miejscach uszkodzenia tkanek. CSF-1 jest wytwa-
rzany przez komérki T i B pobudzone poliklonalnie i przez komérki srédbtonka wystawione
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na dziatanie IL-1, TNF lub LPS [42]. CSF-1 jest roéwniez produkowany przez nabtonek
macicy, podczas cigzy jego poziom zwieksza sie prawie 1000 -krotnie ijest najwyzszy podczas
porodu [43]. Ekspresja CSF-1R na komdrkach tozyskowego trofoblastu sugeruje, ze podczas
rozwoju CSF-1 dziata jako tozyskowy czynnik wzrostu [42].

U normalnych myszy komorki Kupffera potozone sinusoidalnie i makrofagi $ledzionowe
usuwajg 90% krazacego CSF-1 przez internalizacje za posrednictwem receptora dla CSF-1 i
nastepuje wewnatrzkomérkowe niszczenie CSF-1 [18], Tak wiec makrofagi, ktérych produ-
kcja jest regulowana przez CSF-1, odgrywajg wazng role w regulacji stezenia CSF-1 w
krazeniu.

M-CSF-R Stem celi factor-R
(c-kit)

Czesc¢
zewnatrzkomorkowa
wigzaca

ligand

Czesé
btonowa

Wewnatrzkomérkowa
kinaza
tyrozynowa

Cze$¢ C-koncowa

972 aa 975 aa

Rys. 1. Rodzina receptoréw majacych wewnetrzng aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej typu Il [30]: receptor dla CSF-1

i receptor dla czynnika komérki macierzystej naleza do rodziny receptoréw majacych wewnetrzng aktywnos$¢ kina-

zy tyrozynowej typu Ill: immunoglobulinowe domeny sg pokazane jako petle z zaznaczonymi wigzaniami dwusiar-

czkowymi (S-S-); zaznaczono te taricuchy oligosacharydéw zwigzane z resztg asparaginy (O); wewngatrzkomérkowa

domena kinazy jest przerwana przez wstawke kinazy; miejsca fosforylacji tyrozyny (Y) sg opisane; miejsce wigzace
ATP jest przedstawione (K616), jak réowniez typowa dla kinaz sekwencja bogata w glicyne (GXGXXG)
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3. RECEPTOR

Wzrost i roznicowanie komérek krwiotworczych sg regulowane przez czynniki wzrostu
(ligandy ), przytaczajace sie do swoistych receptordw na powierzchni komérek docelowych.
Receptor dla CSF-1, przedstawiony na rysunku 1, jest identyczny z produktem protoonkoge-
nu c-fms. Czasteczka ta byla pierwotnie zidentyfikowana jako produkt onkogenu wirusa
miesaka kotow odmiany McDonough [15]. P6zniej analiza struktury dostarczyta dowoddw,
Ze ta czasteczka jest podobna do znanych receptoréw czynnikéw wzrostowych. Dotychczas
stwierdzono, ze u dorostych ssakéw ulega ona ekspresji tylko na dojrzatych komérkach linii
fagocytow jednojadrzastycb [15] i ich ukierunkowanych prekursorach w szpiku [43]. Pod-
czas réznicowania fagocytow jednojadrzastych liczba receptoréw dla CSF-1 zwieksza sie tak,
ze dojrzate monocyty i makrofagi wykazujg ekspresje najwiekszej liczby receptoréw przypa-
dajacych na jedng komorke [43]. Obecnos¢ receptora dla CSF-1 stwierdzono poza tym na
trofoblascie itozysku oraz na zwigzanych z nimi liniach komérkowych.

Receptor dla CSF-1 nalezy do rodziny receptoréw majacych wiasng aktywnos$¢ kinazy
tyrozynowej. Nalezg do niej trzy grupy receptoréw, wyodrebnione na podstawie ich wptywu
na regulacje krwiotworzenia u cztowieka. Grupa pierwsza to receptory bezposrednio re-
gulujace m.in. proliferacje i r6znicowanie najwczesniejszych komérek krwiotwaérczych. Zali-
czono do niej STK-1 Riic-kit R. W drugiej grupie umieszczono CSF-1 R, ktéry ulega ekspresji
na komorkach linii monocytéw i makrofagéw. Do trzeciej grupy receptorow o wewnetrznej
aktywnosci kinazy tyrozynowej zaliczono IGF-1 R, PDGF R oraz bFGF R, ktérych udziat w
regulacji hemopoezy jest prawdopodobnie posredni [25].

Charakterystyczna dla tej rodziny receptoréw jest czes¢ zewnatrzkomoérkowa wigzaca
ligand, zawierajgca domeny z nadrodziny immunoglobulin oraz zawierajgca 10 konserwowa-
nych reszt cysteiny, a takze domena cytoplazmatyczna, zawierajagca wysoce konserwowang
kinaze tyrozynowa z wstawka w srodku domeny katalitycznej kinazy tyrozynowej, oddziela-
jacej miejsce wigzgce ATP (reszta lizyny) od gtdwnego miejsca wigzacego tyrozyne [29],

tancuch receptora dla CSF-1 sklonowano i okazato sie, ze jest on biatkiem zbudowanym
z 972 aminokwasdw i ma mase czasteczkowg 150000 daltonow [29, 44]. Geny dla receptora
dla CSF-1 i dla receptora PDGF-B sg najprawdopodobniej zestawione na diugim ramieniu
chromosomu 5. Te dwa geny wydajg sie pochodzi¢ od wspoélnego genu przodka, genu dla
receptora c-kit [25], ktéry ulegt duplikacji, a nastepnie ewolucyjnemu odchyleniu [29].
Transkrypcja genu kodujgcego CSF-1 R na komplementarny mRNA regulowana jest przez
dwa rézne promotory odlegte od siebie o blisko 26 kb [38]. Proksymalny promotor reguluje
ekspresje genu w monocytach, dystalny zas w komoérkach trofoblastu tozyska [25].

Przytaczenie ligandu do receptora prowadzi do zmian konformacyjnych, powodujacych
oligomeryzacje receptora i autofosforylacje tyrozyny, po ktérej nastepuje fosforylacja innych
substratow komérkowych [29].

4. TRANSDUKCJA SYGNALU

Zmiany biochemiczne nastepujgce po przytgczeniu ligandu do rece -tora prowadzg do
transdukcji sygnatu do jadra komérkowego. Do potowy lat siedemdziesigtych uwazano, ze
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czynniki wzrostu wigzasie nieodwracalnie z receptorami na powierzchni btony cytoplazmaty-
cznej i nie mogg czynnie lub biernie przenika¢ do wnetrza komdrki. Obecnie wiadomo, ze
czynniki wzrostu sg pobierane przez komérki w drodze endocytozy [13]. CSF-1 przyfaczajac
sie do receptora aktywuje jego kinaze i wyzwala szereg zmian biochemicznych, indukujacych
proliferacje komorki. Poczatkowe zmiany polegajg na fosforylacji heterologicznych substra-
téw biatkowych na reszcie tyrozyny, z ktérych przynajmniej cze$¢ musi funkcjonowac jako
przekazniki sygnatu zmieniajgcego transkrypcje genéw odpowiadajgcych na CSF-1. Zmiany
biochemiczne, wigzgce fosforylacje fizjologicznych substratow z aktywacja gendw pozostajg
nieznane, ale musza obejmowac udziat jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych, modulowa-
nych w odpowiedzi na stymulacje CSF-1.

Przypuszcza sie, ze interakcja czynnikéw wzrostu z chromatyng komoérek docelowych
powoduje fosforylacje histonow i biatek macierzy jadrowej. Receptory jadrowe czynnikéw
wzrostu moga mie¢ wiasciwosci kinaz biatkowych, ktérych obecnosé stwierdzono w otoczce
jadrowej [13]. Fosforylacja serii substratéw biatkowych byta obserwowana w ciggu sekund
od przytgczenia CSF-1 do komorek majacych jego receptor, cho¢ zaden z nich nie zostat
jeszcze wystarczajgco scharakteryzowany. CSF-1 moze wywotywac szybka, plejotropowg
odpowiedz, obejmujacg pofatdowanie btony komoérkowej i nasilong pinocytoze, zwiekszony
transport glukozy, alkalizacje cytoplazmy i uaktywnianie genéw wczesnej bezposredniej
odpowiedzi, m.in. protoonkogenu c-fos w ciggu pierwszych minut stymulacji. To sugeruje
istnienie wielu fizjologicznych substratéw kinazy CSF-1R. CSF-1 jest niezbedny w fazie G1
cyklu komérkowego do spowodowania odpowiedzi mitogennej. R6zne substraty moga by¢
fosfory lowane, gdy komoérka zacznie przechodzié¢ w faze S. Co wiecej fakt, ze niskie stezenia
czynnika wzrostu moga podtrzymywac zywotno$¢ makrofagéw bez stymulowania wzrostu
komorki, potwierdza fakt, ze czes¢ gendéw odpowiadajgcych na CSF-1 reguluje w wiekszym
stopniu metabolizm niz mitogeneze [37]. Mimo strukturalnego podobienstwa receptora dla
CSF-1 do receptora dla PDGF typu B ( PDGF-RB) CSF-1R nie rozpoznaje fosfolipazy Cy
jako substratu, co jest zgodne z obserwacjg, ze CSF-1 nie mobilizuje rozpuszczalnych
inozytydéw w makrofagach [42].

5. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

5. 1. WPLYW CSF-1 NA UKLAD KRWIOTWORCZY

CSF-1 jest czynnikiem wzrostowym odpowiedzialnym za powstawanie kolonii makrofa-
galnych in vitro. Stad jego inna nazwa: M-CSF (macrophage colony stimulating factor).
Udziat CSF-1 w procesie krwiotworzenia przedstawia rysunek 2. W odr6znieniu od innych
czynnikoéw pobudzajacych tworzenie kolonii i interleukin, CSF-1 jest obecny w znaczacych
iloSciach w surowicy. Jego stezenie jest regulowane przez wychwytywanie i degradacje przez
krazace monocyty i tkankowe makrofagi.

Przeprowadzone przez Bota i wsp. [1] badania wskazujg, ze CSF-1 wraz z IL-s wplywa
na szybkie pojawianie sie i wzrost kolonii makrofagalnych in vitro. Santa IL-s lub w
kombinacji z innymi cytokinami, takimi jak: erytropoetyna (EPO), IL-3, GM-CSF i G-CSF
nie powodowata pojawiania sie kolonii makrofagalnych.
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Dojrzate mysie makrofagi reaguja na CSF-1 [47]. CSF-1 wplywa réwniez na krwio-
tworcze komarki macierzyste, wykazujace ekspresje antygenu CD34. Wykazano, ze komorki
ukierunkowane bardziej prymitywne niz GM-CFC reagujg na CSF-1. Te komorki tworzace
kolonie o wysokim potencjale proliferacyjnym wy magajg zaréwno obecnosci czynnika syner-
gistycznego,jak i CSF-1 do utworzenia duzych kolonii zawierajacych makr fagi [47]. Jednym
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Rys. 2. Schemat krwiotworzenia z udziatem CSF-1 (M-CSF) [8]
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Ludzki CSF-1 jest rowniez zdolny do pobudzania tworzenia mysich kolonii makrofagal-
nych i wykazuje silniejsze oddziatywanie w stosunku do mysich komorek niz do ludzkich
komérek prekursorowych.

Egeland iwsp. [s ]badali zachowanie si¢ komérek CD34+izolowanych ze szpiku lub krwi
pepowinowej zdrowych dawcdw w hodowli ptynnej in vitro po dodaniu takich cytokin, jak:
IL-3, GM-CSF, G-CSF, CSF-1. Nastepnie oceniano fenotyp typowy dla markeréw powierz-
chni komérek linii mieloidalnej oraz komérek zwigzanych z tg linig. Wykazali oni, ze IL-3
sama lub razem z GM-CSF, G-CSF lub CSF-1 powoduje przecigetnie 50-krotne zwigkszenie
liczby komoérek, GM-CSF 5- do 10-krotne, a G-CSF i CSF-1 mniej niz 5-krotne. Komorki
pobudzane w hodowli GM-CSF, G-CSF lub CSF-1 zawierajg komérki o szerokim profilu
znacznikow linii mieloidalnej, szerszym niz obserwowane w hodowli z IL-3. Obecnos$¢ innych
czynnikéw pobudzajacych kolonie z IL-3 nie wptywata na zmiany wywotane w komdrkach
przez IL-3. Obecno$¢ samej IL-3 umozliwiata utrzymywanie wysokiego odsetka komérek
CD34+przez dwutygodniowy okres obserwacji, podczas gdy hodowla z GM-CSF, G-CSF lub
CSF-1 pozwalata na utrzymanie kilkakrotnie mniejszej liczby komorek CD34+.

U normalnych myszy nie wykazano wptywu CSF-1 na liczbe komorek krwi obwodowej,
natomiast wykazano minimalny wptyw na liczbe krwiotwérczych komérek ukierunkowanych
[47], Wlewy CSF-1 umyszy leczonych uprzednio cyklofosfamidcm powodowaty zwiekszenie
liczby komorek tworzgcych wczesne kolonie erytroidalne, multipotencjalne i granulocytar-
no— makrofagowe w $ledzionie. Przeprowadzono dotychczas niewiele badar, wykazujagcych
wptyw CSF-1 na liczbe komérek krwi obwodowej i krwiotworzenie u ssakow. Motoyoshi i
wsp. wykazali niewielkie zwigkszenie liczby neutrofilow, bez towarzyszacego zwigkszenia
liczby monocytow, krwinek ptytkowych u pacjentdw z réznymi nowotworami ztosliwymi,
ktdrzy otrzymywali chemioterapie.

5.2. WPLYW CSF-1 NA KOMORKI FAGOCYTOW JEDNOJADRZASTYCH

Makrofagi pochodzace z roznych tkanek reagujg na CSF-1 przezyciem, ograniczong
proliferacja i nasileniem aktywnos$ci czynnoSciowej, np. zwiekszong aktywnoscig komorko-
bdjcza, produkcjg cytokin, prostaglandyny E, aktywatora plazminogcnu czy tez rodnikow
tlenowych [3]. R6zne rodzaje odpowiedzi monocytow i makrofagéw na CSF-1 przedstawia
tabela 1. Krgzace monocyty, makrofagi otrzewnowe, makrofagi pochodzace z poptuczyn os-
krzelowo-pecherzykowych i makrofagi watrobowe proliferujg w odpowiedzi na CSF-1, cho-
ciaz niektére makrofagi obecne w tych tkankach nabyty cechy proliferacyjnego “starzenia
sie”. Komorki post-mitotyczne mogga przejawia¢ nasilong aktywno$¢ czynnos$ciowa w obe-
cnosci CSF-1 [47]. Niektdére mysie linie komorkowe wymagaja rowniez CSF-1 do przezycia
i/lub proliferacji. Nalezg do nich: nowotworowa lima komérkowa makrofagéw J774 i mysia
linia komdrkowa makrofagow BAC1.2F5 transformowana wirusem SV40. Prostaglandyny E,
np. PGE2 zwiekszajg wewnatrzkomérkowe stezenie cAMP. Prostaglandyna ta jest prawdo-
podobnie najistotniejszym mediatorem hamujacym aktywno$¢ komdrek NK. U niektdrych
chorych z nowotworem stwierdzono wiekszg w poréwnaniu do oséb zdrowych zdolno$é
wydzielania PGE: przez jednojadrzastc komarki zerne. By¢ moze jest to jedna z przyczyn
stwierdzanej u tych chorych obnizonej odpornosci, w tym réwniez aktywnosci NK [14].
Wykazano takze, ze produkcja IFN, TNF i GM-CSF ulega zwiekszeniu, gdy monocyty
znajdujg sie pod wptywem CSF-1. Ta produkcja cytokin moze odgrywac role w opornosci na
infekcje wirusowe, indukowanej przez CSF-1 [47].
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TABELA 1. OdpowiedZ monocytéw i makrofagéw na CSF-1 [36]

Wytwarzanie cytokin (IFNs, TNFu, G-CSF, IL-1)
Wytwarzanie aktywatora plazminogenu, ferrytyny, anionu nadtlenkowego, kwasnej fosfatazy
Nasilanie aktywnosci przeciwwirusowej i przeciwbakteryjnej
Indukowanie aktywnosci przeciwnowotworowej i chemotaksji
Ostabianie odpowiedzi komérek T na mitogeny
Indukowanie replikacji HIV

W badaniach nad CSF-1 bardzo wazng role odegraty dwa fakty:

1) ustalenie fibroblastoidalnej linii komdrkowej L929, ktéra produkuje duze ilosci CSF-1
oraz

2) odkrycie myszy op/op (op od osteopetrosis - choroby marmurkowatej kosci z zarasta-
niem ich jam szpikowych) z catkowitym brakiem tej cytokiny [14, 17, 18]. Brak CSF-1 u
myszy op/op jest wynikiem mutacji punktowej genu umiejscowionego na chromosomie 3
[48]. Myszy op/op majg tylko ok. 5% normalnej liczby makrofagéw oraz ok. 30% normalnej
liczby limfocytow zawartych w jamie otrzewnowej i ophicnowej [15, 17]. Ten defekt gene-
tyczny objawiajacy sie osteopetrozg sugeruje, ze CSF-1 odgrywa wazng role w powstawaniu
osteoklastow [15].

Badania tych myszy wykazaty, ze brak CSF-1 w réznym stopniu dotyczy poszczeg6lnych
stadiow roznicowania makrofagow i populacji makrofagéw pochodzacych z ré6znych narza-
doéw oraz ze sprawne czynnosciowo makrofagi sa wytwarzane w matych ilo$ciach bez CSF-1,
najprawdopodobniej pod wptywem GM-CSF i IL-3. Mniej niz 10% monocytow i makrofagow
stwierdzono w jamie optucnowej i otrzewnowej, poptuczynach oskrzelowo-pecherzyko-
wych, jak réwniez w jajnikach, macicy i skoérze. W watrobie, $ledzionie, grasicy, w mniej-
szym stopniu w ptucach, niedobdr makrofagéw byt umiarkowany i wynosit miedzy 10% a
50%.

Myszy op/op cechuje podwyzszony poziom zaréwno endogennego GM-CSF, jak i IL-3,
ktore nie sgw petni zdolne do skompensowania braku CSF-1. Niedoboér makrofagéw, ale nie
osteoklastéw u tych myszy, mogt by¢ catkowicie skorygowany przez egzogenny GM-CSF,
podczas gdy egzogenny CSF-1 korygowat niedobor makrofagdw i osteoklastow, ale tylko w
tych tkankach, ktére mogty by¢ dostepne dla CSF-1 pochodzacego z krazenia [16]. Mimo
ciezkiego niedoboru ilosciowego makrofagdw, myszy op/op wykazujg normalng fagocytoze
in vivo i funkcje obronne, sugerujac, ze CSF-l-zalezne makrofagi nie przyczyniaja sie
znaczaco do tych proceséw in vivo. Z drugiej strony myszy te wykazujg ciezkie wtdrne
niedobory TNFrx, IL-1« i G-CSF, sugerujac, ze gtéwng funkcjg makrofagéw CSF-1-zaleznych
jest uwalnianie monokin [16].

We wspotczesnej onkologii stosuje sie cytokiny jako leki przeciwnowotworowe. Schaa-
fema iwsp. [40] podawali ludziom rekombinowang IL-2 we wlewach dozylnych, a nastepnie
oceniali zawarto$¢ czynnikéw wzrostowych w surowicy krwi. Wéréd poszukiwanych cytokin
znajdowat sie m.in. CSF-1, ktérego stezenie oceniano metodg radioimmunologiczna. O ile
wykryte cytokiny, takie jak: GM-CSF, IL-5, IL-3, byty odpowiedzialne za efekt kliniczny w
postaci zwiekszenia liczby neutrofili, to CSF-1 nie spowodowat zwigkszenia liczby monocy-
tow w badanych prdbkach surowicy krwi. Obecnos¢ CSF-1 wykazano posrednio poprzez
wykrycie odpowiedniego mRNA stosujac metode Northern blotting.
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CSF-1 jest hormonem krwiotworzenia, ale wykazano takze jego role ogdlnobiologiczna.
Zaobserwowano, ze cytokina ta jest odpowiedzialna za prawidtowy rozw6j tozyska w macicy
ciezarnych myszy [14, 31, 34]. Podczas cigzy dochodzi do 10000-krotnego zwiekszenia
zawartosci CSF-1 w macicy [40J, wg [48] tylko 1000-krotnego. To zwiekszenie stezenia jest
raczej wynikiem intensywnych proceséw lokalnej syntezy niz gromadzenia. Samice myszy
op/op moga zachodzi¢ w cigze i rodzi¢ potomstwo. Obserwacja ta wydaje sie zaprzeczac
wnioskom z wcze$niejszych badan, ktére wykazywaty 1o000-krotne zwiekszenie produkcji
macicznego CSF-1 w czasie cigzy i obecnos¢ receptora dla CSF-1 na komorkach trofoblastu
poza makrofagami [15]. P6zniejsze badania sugerowaty decydujaca i swoistg role CSF-1 w
rozwoju tozyska. Poczatkowo wyjasniano to w ten sposob, ze transkrypt genu dla CSF-1 o
dtugosci 2,3 kb, ktéry jest czeSciowo swoisty dla produkcji CSF-1 w macicy, dzieki zjawisku
alternatywnego skfadania genéw, omija blok wywotany przez mutacje op i umozliwia miej-
scowg produkcje biatka. Udowodniono, ze nie jest to prawda i u myszy op/op CSF-1 nie jest
dostepny rowniez w macicy. Postugujac sie technikami biologii molekularnej (Northern
blotting) wykazano obecno$¢é mRNA o dtugosci 2,3 kb w 91% i o dtugosci 4,6 kb w 9% w
ciezarnej macicy, a odpowiedzialnych za synteze CSF-1. Odwrotna proporcja wystepowania
MRNA dla CSF-1 jest spotykana w fibroblastach i makrofagach [31].

Jednak myszy op/op sa ciezko uposledzone, zaréwno co do liczby cigzy, liczby potomstwa,
jak ico do zdolnosci jego karmienia.Jest to zgodne z przewidywaniami, wedtug ktérych CSF-1
rzeczywiscie odgrywa wazng role w rozwoju tozyska, ale podobnie jak w przypadku wytwa-
rzania makrofagéw, jego funkcje moga zastepczo petni¢ inne czynniki wzrostowe. Wydaje
sie interesujgce, ze podanie egzogennego CSF-1 nie koryguje jego niedoboru, co sugeruje, ze
ta funkcja CSF-1 podlega lokalnym mechanizmom kontrolnym, a nic jest kontrolowana przez
uktadowy poziom CSF-1 [15].

CSF-1 jako substancja hormonalna i wykazujaca dziatanie og6lne wptywa na gospodarke
cholesterolem. Garwick i wsp. [10] podawali rekombinowany CSF-1 myszom NZW oraz
krolikom WHHL (Wanatabe Heritable Hyperlipidemic) uzyskujagc zmniejszenie stezenia
cholesterolu w surowicy krwi badanych zwierzaj. To sugerowato bezposrednia lub posrednig
role CSF-1 w regulowaniu metabolizmu lipidéw.

Myszy op/op cechuje znaczny niedob6r wagi ciata u obu pici przez cate zycie. Po ustaleniu
roli CSF-1 w patogenezie osteopetrozy u myszy, stato sie jasne, ze czasteczka ta bezposrednio
lub posrednio reguluje procesy wzrostu. Prawdopodobnie odbywa sie to przez oddziatywanie
CSF-1 na rézne procesy metaboliczne. Po podaniu rekombinowanego CSF-1 tym myszom
obserwowano zwigkszenie wagi ciata, natomiast u normalnych myszy po podaniu podobnych
dawek CSF-1 dochodzito do zmniejszenia wagi ciata [15]. To odkrycie przemawia za tym, ze
CSF-1 nalezy do grupy hormondw regulujgcych wzrost organizmu, tak jaksomatotropina czy
insulina.

Jednak nie stwierdzono dotychczas odpowiedniego rodzaju ekspresji receptora CSF-1,
wyjasniajgcego bezposrednie oddziatywanie CSF-1 na wzrost organizmu. Wyciagnieto stad
wniosek o nadrzednej roli CSF-1 w stosunku do substancji wywierajgcych efekty bezposred-
nie ]115].

Monocyty inkubowane z rhM-CSF wykazywaty wyrazny wzrost aktywnosci typu ADCC
oraz produkowaty wieksze ilosci TNFu [10]. Tc wiasciwosci pobudzanych makrofagéw oraz
ich obecno$¢ w jamie otrzewnowej, jamie oplucnowej [15, 17], mie$niach [12] i innych
miejscach w organizmie stwarzajg nowe mozliwosci zwalczania nowotworéw.



64 Ci. WCIStO, P. SZWECH

6. CSF-1 A TRANSFORMACJA KOMOREK

Rola cytokin w rozwoju chor6b nowotworowych nie jest dokladnie poznana. Istniejg
sugestie, ze niektore cytokiny, np.. GM-CSF oraz IL-s , sg czynnikami wzrostowymi komdrek
biataczkowych [11]. Cze$¢ ludzkich komérek biataczkowych zawiera rézne rodzaje mRNA
odpowiedzialnego za synteze CSF-1. Receptor dla CSF-1 jest kodowany przez protoonkogen
c-fins, ktéry jest obecny w prawidtowych makrofagach oraz w komdrkach rozwijajacego sie
tozyska i ciezarnej macicy. W wyniku nadmiernej ekspresji receptora dla CSF-1 (CSF-1R)
oraz syntezy czasteczek odpowiedniego ligandu, tj. CSF-1, moze doj$¢ do autokrynnej
stymulacji komoérek biataczkowych [31]. W przypadku ostrej biataczki szpikowej CSF-1
dodawany do hodowli jej komérek hamowat ich wzrost, w przeciwienstwie do innych cytokin,
takich jak: G-CSF, GM-CSF czy IL-3 [34].

Obok sugestii, ze CSF-1 odgrywa role gtéwnie w rozwoju oraz podtrzymywaniu funkcji
makrofagéw i komdrek trofoblastu, poszukiwano innych docelowych komdrek wrazliwych
na te cytokine. Badania prowadzono wykorzystujgc technike hybrydyzacji in situ, ktéra
pozwala wykry¢ komplementarny DNA odpowiedzialny za synteze CSF-1 w skrawkach
preparatéw histopatologicznych. Druga grupe metod stosowanych w wykrywaniu ludzkiego
CSF-1 w preparatach histopatologicznych sg techniki immunochemiczne z wykorzystaniem
przeciwciat monoklonalnych.

Kacinski i wsp. [19, 21] wykazali obecno$¢ CSF-1 oraz receptora dla tej cytokiny na
komarkach raka gruczotowego jajnika. Ponadto ta grupa badawcza wykazata dodatnig kore-
lacje miedzy ekspresjg protoonkogenu c-fms na komorkach raka jajnika a klasyfikacjg histo-
logiczng oraz inwazyjnoscig kliniczng tego nowotworu. Podobne rezultaty uzyskano w
badaniach nad nowotworami endometrium macicy. Oznaczanie CSF-1 i CSF-1 R jako znacz-
nika ztosliwosci biologicznej raka gruczotowego jajnika i nowotworéw endometrium moze
pozwoli¢ na precyzyjne réznicowanie tagodnego rozrostu torbielowatego i przerostu atypo-
wego od raka gruczotowego [21].

Postugujac sie metodyka stosowang w badaniu raka jajnika rozpoczeto prace nad rakiem
sutka u kobiet. Wykonane obserwacje pozwolity wykry¢ ekspresje c-fms oraz CSF-1 w 1/ 3
przypadkéw inwazyjnego raka sutka. Wysokie stezenie CSF-1 zawartego w surowicy krwi
wykazuje Scista korelacje z pojawieniem sie ognisk przerzutowych w przebiegu raka sutka
[20].

7. ZASTOSOWANIE KLINICZNE

Obecnie sg prowadzone proby kliniczne z zastosowaniem preparatow CSF-1 w walce z
nowotworami ztosliwymi, groznymi dla zycia infekcjami, zwlaszcza grzybiczymi oraz w
przypadku granulocytopenii po chemio- i/lub radioterapii.

Po leczeniu operacyjnym nowotwordéw czesto wystepuja wznowy miejscowe i przerzuty
odlegte, ktére wymagaja stosowania uzupetniajgcych metod leczenia, takich jak chemio- i ra-
dioterapia. Metody te nie zawsze sg skuteczne. Sa one powodem coraz czestszych préb po-
budzania wtasnego uktadu odpornosciowego, czyli immunoterapii. Jedng z komoérek efekto-
rowych immunoterapii jest makrofag. Wykazano, ze guzy nowotworowe nacieczone makro-
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fagami rozwijaja sie wolniej. W nowotworach u ludzi makrofagi moga stanowi¢ 30 do 60%
komérek guza [28]. Sg one nazywane makrofagami zwigzanymi z guzami nowotworowymi
(TAM) [29]. Uwaza sie, ze makrofagi liczniej wystepujg w zaawansowanych nowotworach,
natomiast w przerzutach nowotworowych liczba TAM jest wigksza niz w guzach pierwotnych.
Rola TAM w regulacji wzrostu nowotworéw moze by¢ wyttumaczona jako balansowanie mie-
dzy czynnosciami promujacymi (uwalnianie czynnikéw wzrostu, tworzenie naczyn) a ak-
tywnoscig hamujaca. Koncowy wynik reakcji zalezy od liczby monocytéw znajdujgcych sie
in situ, ich stanu czynno$ciowego oraz charakterystycznych cech komérek nowotworowych
[29].

RhM-CSF byt stosowany w dawce 50-100 [xg/kg i dobe jako lek przeciwnowotworowy u
pacjentéw z czerniakiem ztos$liwym. Doprowadzio to do zwiekszenia liczby monocytéw we
krwi obwodowej. Jednocze$nie obserwowano objaw uboczny w postaci zmniejszenia liczby
krwinek ptytkowych, nawet do wartosci 70000/mm3 [10, 33]. Stosowanie CSF-1 u chorych
po przeszczepieniu szpiku nie skracato znamiennie okresu, w ktérym obserwowano zmniej-
szong liczbe granulocytéw (do 100/mm3) we krwi obwodowej [10].

Pod koniec lat osiemdziesigtych zastosowano czynnik wzrostowy otrzymany z ludzkiego
moczu (CSF-HU - Colony-Stimulating Factor-Human Urine) u ludzi po przeszczepieniu
allogenicznego szpiku. Czynnik ten wyka zuje strukturalne podobienstwo do CSF-1 w zakresie
sekwencji aminokwasowej jednostek monomerycznyeh. Wyniki tej proby klinicznej wykaza-
ty nieznaczne skrécenie okresu granulocytopenicznego do ok. 22 dni (w grupie chorych
otrzymujacych CSF-HU) w poréwnaniu z grupg kontrolng (bez CSF-HU), w ktorej okres ten
wynosi ok. 28 dni. Jednocze$nie nie obserwowano powrotu do prawidtowej liczby krwinek
ptytkowych we krwi obwodowej [11]

Nemunaitis i wsp. [27] stosowali rhM-CSF w postaci dwugodzinnych wlewdéw dozylnych
w dawce od 100 do 2000 pg/kg i dobe u 16 chorych z infekcjami grzybiczymi w przebiegu
ostrej biataczki szpikowej i u chorych po przeszczepieniu szpiku. Przed probg wszyscy badani
zostali poddani szczegdtowej diagnostyce histopatologicznej, mykologicznej i radiologicznej
w kierunku grzybicy. W badanej grupie najczesciej wystepowaty grzyby z rodzaju Candida i
Aspergillus. 13 chorych otrzymywato rhM-CSF przez 30 dni i nie zaobserwowano zwigksze-
nia liczby komérek mieloidalnych we krwi obwodowej. U trzech pacjentéw, ktérzy nie mogli
by¢ poddani przeszczepieniu szpiku, a byli leczeni bezskutecznie wysokimi dawkami amfo-
terycyny (powyzej 3,2 g) z powodu przewlektej infekcji grzybiczej, uzyskano ustapienie
objawdw tego zakazenia po zastosowaniu rhM-CSF.

Uzycie oczyszczonego ludzkiego CSF-1, pochodzacego z moczu, u dzieci z przewlekig
neutropenig okresu dziecinstwa i u chorych otrzymujacych cytotoksyczng chemioterapieg,
powodowato zwiekszenie liczby neutrofili, ale réwniez objawy niepozadane w postaci gora-
czki idreszczy [2].

8. ZAKONCZENIE

Przedstawiona w tej pracy cytokina budzi nadzieje, szczegblnie ‘W zakresie walki z
chorobami nowotworowymi oraz infekcjami, zwtaszcza uog6lnionymi grzybiczymi, oporny-
mi na leczenie konwencjonalne. Jednoczes$nie wysokie koszty uzyskiwania rekombinowanych
czynnikdéw wzrostowych i objawy niepozadane po ich stosowaniu zmuszajg lekarza dysponu-
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jacego nimi do rozwazenia, czy w danym przypadku leukopenii zwiazanej z leczeniem
mielosupresyjnym rzeczywiscie zachodzi koniecznos¢ ich stosowania, czy zostaty wyczerpa-
ne inne sposoby pobudzania proliferacji okreslonych komdrek ukierunkowanych w szpiku.
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FIZJOLOGICZNA REGULACJA AKTYWNOSCI
ENDOTELIN: TYPY RECEPTOROW
I PRZENOSZENIE SYGNALU

PHYSIOLOGICAL REGULATION ENDOTHELINS ACTIVITY:
RECEPTOR TYPES AND SIGNAL TRANSDUCTION

Rozalia GRABOWSKA-BOCHENEK, Marcin ADAMCZAK
Katedra i Zaklad Biochemii i Chemii Slaskiej Akademii Medycznej w Katowicach

Streszczenie. Endoteliny sg grupa peptydéw, ktérych obecno$¢ wykazano w wielu tkankach i narzadach. Zostata
opisana sekwencja aminokwaséw, konformacja i charakterystyczne wasciwosci tych peptydéw. Pozwolito to
okreéli¢ zalezno$ci pomiedzy strukturg a powinowactwem do receptoréw, ktérych swoisto$¢ i struktura zostata
poznana. Receptory te, w zalezno$ci od powinowactwa do réznych agonistéw, podzielone zostaty na dwie grupy:
ETa i ETp. Przedstawiono strukture i funkcje biatka receptorowego, a takze szlaki wewnatrzkomérkowej transmisji
sygnatu.

Stowa kluczowe: antagonista, endoteliny, kanat wapniowy, miejsce wigzania, receptory

Summary. Endothelins are the group of peptides which existance in various tissues and orgaas are shown. The
sequences of aminoacids and conformations, as well as the characteristic features of these peptides are also described.
These facts let to establish dependences between structure of endothelins and receptor affinities, the specifity and
structure of which have been known. These receptors, due to agonists affinity, were divided into two classes: ET

and ETR. The structure and function of receptor proteins, as well as the cellular signal pathways have been described!

Keywords: antagonist, binding site, endothelins, calcium channel, receptors

Wykaz skrétéw: ET - endoteliny; AA - kwas arachidonowy; ETA*R - receptor endotelin typu A; ET”-R - receptor
endotelin typu B; ETf.-R - receptor endotelin typu C; DAG - diacyloglicerol; G - biatko G; IP3 - trifosforan
inozytolu; IP~ - tetrafosforan inozytolu; LT - leukotrieny; LX - lipoksyny; PA - kwas fosfatydowy; PG -
prostaglandyny; PGE., - prostaglandyna E,; PKC - fosfokinaza C ; PLA - fosfolipaza A; PLC - fosfolipaza C; PLD
- fosfolipaza D; SRTX -sarafotoksyna: SRTX-b - sarafotoksyna-b; TX - tromboksany; TXA, - tromboksan A”.

WPROWADZENIE

Termin endoteliny odnosi sie do grupy szeroko rozpowszechnionych 21 aminokwasowych
peptydéw. W skiad rodziny wchodzg 3 peptydy - ET-1, 2 i 3. [15]. Peptyd opisywany jako
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VIC [4] okazat sie by¢ mysim odpowiednikiem ET-2. Ponadto do rodziny endotelin zali-
cza sie sarafotoksyny, peptydy otrzymane z jadu weza Atractaspis engaddensis, bardzo
zblizone strukturgdo endotelin ssakow. Po ukaszeniu, sarafatoksyny w znacznej ilosci dostajg
sie do krwioobiegu ofiary, reaguja z receptorami dla endotelin, powodujac skurcz naczyn
wiencowych, ktory czesto pocigga za sobg zawat serca [19]. Wysoki poziom homologii
pomiedzy tymi peptydaini, pozwolit zaliczy¢ je do jednej rodziny [23],

Endoteliny zostaly odkryte przez Yanagisawa w komdrkach srédbtonka naczyn [49]. Sa
one najsilniej dziatajacymi substancjami kurczacymi naczynia krwionos$ne, jakie dotad zo-
staty poznane.

Dziatanie endotelin nie ogranicza sie tylko do uktadu krazenia. Opisano ich obecno$¢ w
wielu narzadach i tkankach. Endoteliny sg oznaczane w surowicy, a ich stezenie podnosi sie
w réznorodnych stanach chorobowych. Jak wiele innych hormonéw i neurotransmiteréw
endoteliny powstajg w wyniku ograniczonej proteolizy z prohormondw. Z pre-proendoteliny,
polipeptydu sktadajacego sie z ok. 200 aminokwasdéw, powstaje 39-aininokwasowa, ,,wielka”
endotelina, ktora nastepnie przy udziale enzymu nazwanego konwertazacndotelinowg zostaje
przeksztatcona w dojrzatg endoteline [15].

STRUKTURA ENDOTELIN

Wszyscy przedstawiciele rodziny endotelin majg podobny plan budowy iwykazujg wiele
podobienstw strukturalnych. ET-2 ma 90% homologii z ET-1, a ET-3 - 71%. Cechami
wspolnymi sa:

1) obecnos$¢ 2 wigzan dwusiarczkowych Cysi-Cysis i Cyss-Cysn ,

2) stata sekwencja aminokwaséw na hydrofobowym C-korficu zawierajgca Trp" ,

3) polarny obszar utworzony przez Asps-Lyse-Glul0.

Sekwencja N-koricowa (miedzy Cyss a Cysl1l, a szczeg6lnie pomiedzy czwartym a sidd-
mym aminokwasem) wykazuje bardzo duzg zmienno$¢ [23, 42].

Wstepne badania struktury trzeciorzedowej wykazaty, ze 30-35% tancucha peptydowego
czasteczki endoteliny wystepuje w postaci helisy. Region helikalny obejmuje aminokwasy
pomiedzy Lyss a Cysis [35].

Niezbednymi dla wigzania si¢ peptydu z receptorem elementami struktury endotelin sa:

egrupa terminalna-delecja ostatniego aminokwasu Trp«10bniza 1000-krotnie aktywno$¢
endotelin [33, 42], a delecja ostatnich pieciu aminokwaséw pozbawia je catkowicie aktyw-
nosci [18];

« karboksylowe gruvasp’8 iGlu l0;

e aromatyezno$¢ Phe [30];

« cykliczna struktura peptydéw - redukcja lub alkilacja obydwu mostkéw dwusiarczko-
wych prowadzi do catkowitej utraty aktywnosci [5, 42]. Zewnetrzny mostek cysty nowy jest
bardziej istotny dla aktywnos$ci niz wewnetrzny [5].

Badania nad strukturg endotelin i wptywem poszczeg6lnych aminokwasow w ich sekwen-
cji na aktywno$¢ pozwolity na otrzymanie antagonistow receptorow endotelin. Nakajaha i
wsp. [31]wyizolowali peptydy ze Streptomyces maisakiensis bedgce antagonistami recepto-
row endotelinowych. Penta-peptydy nazwane BE-18257A i BE-188257B majg odpowiednio
struktury cyclo (-D-Glu-L-AJa-D-Val-L-Leu-D-Trp) i cyclo (-D-Glu-L-AlJa-allo-D-lle-L-
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Rys.l. Struktura cndotelin (ET-1. ET-2.ET-3) i sarafotoksyny S6b (SRTX-b)

Leu-D-Trp). W sposob silny i selektywny taczg sie z receptorem ETA-R, znoszac skurcz
miesni gtadkich naczyn [24, 31].

Spinella iwsp. w wyniku dotaczenia kwasu diaminopropionowe”go do pierwszego amino-
kwasu tafncucha peptydowego ET-1 oraz wymiany Cysl na Alal otrzymali nowy peptyd,
ktéry charakteryzowat sie silnymi wiasciwosciami antagonistycznymi w stosunku do endo-
telin  [44]. Jest on nieselektywnym antagonista zaréwno receptoréw ETA-R, jak i ETR-R.
Badania nad peptydami BE-18257 pozwolity ostatnio skonstruowac bardziej silnego antago-
niste znanego jako BQ-123 (cyklo -D-Trp-D-Asp-Pro-D- Val-Leu-) [7].
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TYPY RECEPTOROW

Od czasu odkrycia receptoréw endotelinowych przeprowadzono wiele badai z uzyciem
znakowanych antagonistow. Wyniki tych badain wskazujace na zréznicowanie receptoréw
zaréwno pod wzgledem molekularno-strukturalnym, funkcjonalnym, jak i farmakologicznym
sugerujg obecno$¢ polimorfizmu receptorowego.

Klasyfikacja typow receptoréw endotelinowych opiera sie nie, jak to bywa w przypadku
innych systemow receptorowych (np. muskarynowe), na ich powinowactwie do antagonistow,
ale do agonistéw [3]. Uzycie agonistow w badaniach nad typami receptoréw wynika z
faktu, ze selektywni antagonisci zostali dopiero niedawno odkryci. Biorgc za kryterium
powinowactwo poszczegolnych agonistéw podzielono receptory cndotelin na 3 grupy.

1. Receptory, ktdre wiazg silniej ET-1 i SRTX-b, a znacznie stabiej inne endoteliny,
nazywane sg ETA-R.

2. Receptory wysokiego powinowactwa dla wszystkich cndotelin - ETg-R [20].

3. Receptory, ktore silnie i selektywnie wigzg ET-3 - ETC-R .

O ile receptory ETAIi ETBzostaty juz dos¢ doktadnie opisane, sklonowane, a ich sekwencje
biatkowe okre$lone, o tyle istnienie receptora ET(- nie jest jeszcze tak dobrze udokumen-
towane. O obecnosci jego wnioskuje sie na podstawie badan nad znakowanymi agonistami
[s ], ale nie zostat on jeszcze sklonowany. Poniewaz oba typy tzn. ETA i ETBsg wykrywane
przy uzyciu sondy genowej cDNA dla ETB-R, trzeci typ receptora, jezeli istnieje, musi mie¢
catkiem odmienng strukture.

W 1992 r. Sokolovsky iwsp. wykazali w mdzgu i przedsionkach serca szczuréw obecno$é
nowego podtypu receptoréw, ktére charakteryzuja sie wystepowaniem miejsc wigzania super
wysokiego powinowactwa. Reagujg one juz na pikomolowe stezenia agonisty, gdy
wczesniej opisywane reagowaty na nanomolowe. Poniewaz nie sg one selektywne, zaliczono
je do receptoréw klasy ET”-R. Nowo opisane receptory w odréznieniu od znanych wczesniej
nie indukujg hydrolizy fosfoinozytyddw i nie traca swej aktywnosci pod wplywem de-
glikozylacji. Receptory o bardzo wysokim powinowactwie nazwano ETBi-R, a wczes$niej
opisane - ETB:-R [5].

Dwie gtdwne formy ludzkiego mRNA dla ET”-R o masach czasteczkowych 4,3 i 1,7 kb
zostaty odkryte w wielu tkankach. Najwieksza ich ilos¢ wystepuje w mézgu (kora i mozdzek),
$rednia - w tozysku, phucach, nerkach, nadnerczach, jelicie grubym iw dwunastnicy.

Analiza ludzkiego mRNA dla ETA-R (4,3 kb) wykazala, ze najwiecej receptoréw jest w
aorcie, duzo w ptucach, jelicie grubym i tozysku, srednio w korze mézgu, przedsionku serca,
nerce i dwunastnicy [42].

STRUKTURA RECEPTOROW

Pierwszorzedowa strukture receptoréw okreslono na podstawie badan nad sekwencjg sond
genowych cDNA [2, 39]. W kilku laboratoriach [11, 12, 25, 26, 39] sklonowano, zselckcjo-
nowano i zrekonstruowano receptory ET-R. Ekspresje receptorow przeprowadzono gtéwnie
na komorkach lini COS-7 i na CHO-K1 [25] oraz na oocytach Xenopus [12]. Wyniki tych
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badan potwierdzity wystepowanie podtypow receptoréw. Analiza cDNA wykazatla, ze recep-
tory ma jg zblizona ilo$¢ aminokwaséw wahajaca sie od 415 do 442 i mase 46 900 do 49 629.

Receptory ETA-R i ETA-R sg strukturalnie i funkcjonalnie odmienne, majg one jednak
wiele cech wspolnych. Kazdy zawiera 7 domen ztozonych z 20-27 aminokwaséw hydrofo-
bowych, ktére reprezentujg obszary transbtonowe, potaczonych ze sobg odcinkami hydrofi-
lowymi. Biatka te wykazujg podobienstwo topografii i sekwencji do opsyny pigmentu
wzrokowego i do innych receptoréw nalezacych do rodziny heptahelikalnych receptoréw
zwigzanych z biatkami G [25, 39], Obydwa typy receptoréw majg N-koricowg sekwencje
sygnatowg [26, 39], ktora jest rzadka wsrdd tej rodziny biatek, i dtuga, N-koncowa czesc
zewnatrzkomorkowa przechodzaca w pierwszg domene btonowa. Zewnatrzkomoérkowa czesé
N-koricowa w przypadku ETA-R zawiera 80 aminokwasow, w przypadku ETB-R - 101
aminokwaséw. Wydaje sie, ze podobnie jak w przypadku receptoréw R-adrenergicznych i
receptorow hormondéw peptydowych [3], poza uktadem domen btonowych istotng role w
wigzaniu agonisty odgrywa cze$¢ zewnatrzkomoérkowa. Prawie wszystkie receptory endote-
linowe majg konserwatywne sekwencje Asp-Arg-Tyr [25], ktére zostaty opisane dla innych
receptoréw zwigzanych z biatkami G [3]. Sekwencje te zajmuja statg pozycje, niezaleznie od
zrodia, dla ETA-R peptyd 182-184, ET[rR 198-200 (ptuco szczura 197-199).

Czesc¢ pozakomorkowa

Miejsca glikozylagji

Czes¢ cytoplazmatyczna

Rys.2. Schematyczne przedstawienie budowy receptora endotelinowego ETA(szczeg6towy opis w tekscie); objas-
nienia: 1-VIlI domeny transbtonowe
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Receptory endotelinowe majg pare miejsc zmian postranslacyjnych: miejsce dla N-gliko-
zylacji (Asn-X-Ser/Thr) w pozycjach 29 i 62 (szczur ibydto), pozycja 59 (cztowiek). Z badan
Sokolowsky ego wynika, ze cze$¢ receptorow ETB-R jest glikoproteinami, a cze$¢ nimi nie
jest [44], Receptory zawierajg szes$¢ reszt cysternowych w C-koricowej domenie, jedna z nich
jest by¢ moze potaczona z kwasem palmitynowym (jak w przypadku receptoréw RB-adrener-
gicznyeh) [34] oraz kilka miejsc serynowych w trzeciej petli cytoplazmatycznej i czesci
C-koncowej, ktore sa potencjalnymi substratami dla kinaz serynowych i treoninowych [10].

Homologia N-koncowej czesci receptora ET-A i ET-B [44] wynosi tylko 4%. Fakt ten
sugeruje, ze region ten odgrywa istotng role w selektywnosci wigzania agonisty. Badania nad
niepetnymi receptorami wykazaty, ze do wigzania ligandéw i selektywnosci niezbedna
jest domena blizsza srodbtonowej czesci tancucha N-koAcowego, zawierajgca jedno miejsce
glikozylacji. Obciecie calej czesci N-koncowej powodowato catkowita utrate zdolnosci
wigzania agonisty, a obciecie tylko potowy reszty N-koricowej nie odbijato sie na zdolnosci
wigzania [10]. Z badan z uzyciem chimerycznych receptorow ETA/ETB umieszczonych na
komérkach jajnika chomika chinskiego wynika, ze w wigzaniu ligandu bierze udziat zaréwno
fragment N-koncowego fancucha A, jak i pierwsza zewnatrzkomérkowa petla [1, 10]. Oba
te fragmenty tworzg trzeciorzedowag strukture miejsca wigzania ligandu. Przeniesienie frag-
mentu pierwszej zewnatrzkomdrkowej petli z ETB-R na ETA-R pozbawito go zdolnosci
wigzania ET-1. Przeniesienie tej samej petli z ETA-R na ETB-R obdarzyto ten receptor
zdolnos$cig wigzania ET-1 [1] Dla wigzania ligandu niezbedna jest takze obecnos$¢ fragmentu
C-koncowego [10] Przypuszcza sie, ze obecno$¢ kwasu palmitynowego we fragmencie
C-koAcowym stabilizuje konformacje receptora poprzez ,zakotwiczenie” go w btonie pla-
zmatycznej [10]

Pod wzgledem funkcjonalnym charakterystycznym dla receptoréw endotelinowych jest
fakt wyjatkowo wolnego tempa dysocjacji kompleksu ligand-receptor. W komaérkach miesni
gtadkich naczyn szczura dysocjacja prawie nie zachodzi. Pétokres trwania endotelin w
kragzeniu nerkowym wynosi 2 minuty, co w sposob znaczacy kontrastuje z dtugotrwatym
efektem funkcjonalnym [44].

PROCESY PRZENOSZENIA SYGNALOW

Ro6znorodnos¢ efektow dziatania endotelin moze by¢ thumaczona dwojako:

- istnieniem réznych typéw receptoréw lub

-aktywacjg réznych drdg przekaznikéw jak: PLC, PLD, PLA2, anlyport Na+/H +

Najlepiej udokumentowany jest zwigzek receptorow endotelinowych z fosfolipazg C,
poprzez biatko G niewrazliwe na toksyne krztusea (25, 36, 39, 46]. Aktywacja fosfolipazy C
prowadzi do rozktadu btonowych fosfoinozytydéow na 1,4,5-tréjfosforan inozytolu (IP3) i
diacyloglicerol (DAG), z ktérych kazdy aktywuje osobng droge przekaznictwa wewnatrz-
komorkowego.

Obydwa typy receptorow sa zwigzane ze wzrostem stezenia Ca_+w cytoplazmie [2, 9, 39,
46,47], Wzrostten ma charakter dwufazowy. Faza pierwsza nastepuje po uaktywnieniu przez
IP~ wewnatrzkomdérkowych wrazliwych na kofeine zapaséw Ca"+ [17]. Jsuniecie jondw
Ca-+ ze Srodowiska zewngtrzkomdérkowego nie wptywa na przebieg tej fazy. Druga nastepuje
przez pobor jonéw Ca-+ ze $rodowiska zewnatrzkomoérkowego. Usunie ic jonow Ca-+ ze
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$rodowiska zewnatrzkomorkowego, jak i dziatanie jonu niklowego —blokera kanatu wap-
niowego znosi wzrost stezenia jonéw Ca"+ [46]. W czasie drugiej lazy pod wptywem
dziatania endotelin zostajg otwarte rézne typy kanatéw wapniowych.

Wydaje sie, ze gtdwng role odgrywajg kanaty zalezne od transbtonowego potencjatu
elektrycznego, zwane tez kanatami zaleznymi od napiecia (ang. voltage-dependent channels)
a spos$réd nich kanaty blokowane dihydropirydyng typu L [9, 28, 49]. W hodowli mio-
cytow przedsionkéw serca szczura wykazano, ze wzrost stezenia jonéw Ca“ zalezy od

Rys. 3. Schematyczne przedstawienie transdukcji sygnatu po aktywacji receptora ET/SRTX typu A (szczegétowy
opis w tekscie); objasnienia: ET -endoteliny; AA - kwas arachidonowy; DAG - diacyloglicerol; G - biatko G; IP3
- trifosforan inozytolu; IP - tetrafosforan inozytolu; L T - leukotrieny; LX - lipoksyny; PA - kwas fosfatydowy;
PG —prostaglandyny; PKC - fosfokinaza C; PI1A - fosfolipaza A; PLC - fosfolipaza C; PLD - fosfolipaza D;
SRTX - sarafotoksyna; TX - tromboksany; ig8 - kanaty jonowe
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otwarcia kanatow typu T a nie L. Funkcja kanatdw zaleznych od napiecia nie tylko jest
sterowana poprzez depolaryzacje btony cytoplazmatycznej, ale takze przez wtérne prze-
kazniki: 1P+, DAG przez aktywacje PKC ibezposrednio przez reakcje z biatkami G wrazli-
wymi na toksyne krztusca [9, 14]. Ostatnie badania lijeiua iwsp. nad komérkami mezangiuin
i miesniowki gladkiej wykazaty, ze nastepujacy pod wptywem IPs wzrost stezenia Ca“+
aktywuje kanaty chlorkowe. Pobdr jonu ClI- powoduje depolaryzacje btony komoérkowej i
aktywacje zaleznych od napiecia kanatow wapniowych [13].

W niektdérych tkankach, np. komdrkach mezangiuin, opisano fakt otwierania sie pod
wptywem endotelin kanatow bramkowanych ligandem wrazliwych na dihydropirydyne i
niezaleznych od depolaryzacji [22, 28, 41].

W wielu doniesieniach [44] zwraca sie uwage, ze stymulacja PLC zachodzi w znacznie
wyzszych stezeniach, niz by to wynikato z wartosci Kd receptoréw endotelinowych. Wyjas-
nieniem tego faktu moze by¢ hipoteza, ze wszystkie receptory endotelinowe zwigzane sg z
PLC lub ze pobudzenie wiecej niz jednego receptora jest niezbedne do aktywacji PLC [44].

Endoteliny aktywujag PLA:z i stymulujg produkcje PGE2 i TXA2 w wielu tkankach
uruchamiajgc kaskade kwasu arachidonowego [35, 36]. W gre wchodzg dwa mechanizmy:

 bezposredniej aktywacji PLAz2 przez podwyzszenie stezenia jondw Ca“+ i aktywacje
Ca“+-zaleznej PLA:2 lub

« aktywacji posredniej przez PKC [32].

Endoteliny aktywujg takze PLD [27] hydrolizujacg fosfalydyloetanoloamine. Badania
Mac Nultego i wsp. [27] wykazalty, ze aktywacja PLD zachodzi w sposéb zaréwno zalezny
od PKC, jak i niezalezny[23].

ET-1 dziata takze poprzez stymulacje antyportu Na+/H+ W przypadku ETrrR regulacja
antyportu Na+/H+zachodzi w spos6b niezalezny od PKC, aw przypadku ETA-R - zalezny od
PKC [48]. Alkalizacja cytoplazmy przez nasilenie antyportu Na+/H+prowadzi do wzro-
stu syntezy DAG, co pociaga za sobg stopniowe zwiekszenie stezenia jonéw Ca"+ przez
aktywacje PKC oraz przyspiesza cykl komdrkowy.

Od czasu swego odkrycia endoteliny wzbudzajg wielkie zainteresowanie z powodu
zdolnosci wptywania na funkcje uktadu krazenia, miesnie gtadkie, nerki oraz uktad neuro-
hormonalny. Przypuszcza sie, ze endoteliny biorg udziat w patogenezie wielu schorzen. Ba-
dania nad receptorami dla endotelin, nad modulowaniem ich aktywnos$ci oraz antagonistow i
agonistow pozwalajg blizej zrozumie¢ fizjologie, a w przysztosci by¢é moze doprowadzg do
odkrycia zwiazkéw majacych zastosowanie terapeutyczne.
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CZYNNIKI WZROSTOWE W JAJNIKU *

GROWTH FACTORS IN THE OVARY

Tadeusz KAMINSKI, Jadwiga PRZALA

Instytut Fizjologii Zwierzat, Akademia Rolniczo-Techniczna, Olsztyn

Streszczenie. Czynniki wzrostowe wptywaja nawzrost i\lub réznicowanie komoérek jajnika. Ich sekrecja, jak rowniez
wptyw na funkcje jajnika bywa czesto uzalezniony od gonadotropin oraz produkowanych lokalnie hormonéw, innych
czynnikéw wzrostu badz no$nikéw biatkowych. EGFgeneralnie ostabia sterydogeneze, hamuje tez indukowany przez
FSH wzrost ilosci receptoréw dla LH w btonach komérek ziarnistych. Zblizone dziatanie wykazuje FGF. Jest on
oprdécz tego aktywnym czynnikiem angiogenicznym. Przeciwstawny efekt przewaza w przypadku TGF - odnosi sie
to zaréwno do jego wptywu na sterydogeneze, jak i kontroli ilosci receptoréw LH. Takze IGFs stymuluja sterydoge-
neze w komérkach jajnika. IGFs majg specyficzne dla siebie no$niki o dziataniu hamujacym ich wptyw najajnik.

Stowa kluczowe: jajnik, proliferacja, czynniki wzrostowe.

Summary. Growth factors have some effects on growth and\or differentiation of ovarian cells. Their secretion and
influence on ovarian function is often depended upon gonadotropins. locally produced hormones, othergrowth factors
or protein carriers. EGF generally diminishes steroidogenesis, inhibits FSH-induced formation of LH receptors in
membranes of granulosa cells. Similar action exists to a certain degree in the case for FGF. Besides FGF shows an
angiogenicacitvity. Conversely. TGF” induces steroidogenesis and the increase in the number of LH receptors. IGFs
also stimulate steroidogenesis in ovarian cells, IGFs possess specific protein carriers. These proteins can impact on
ovarian functions in a manner which is generally opposite to (hat of IGFs themselves.

Key words: ovary, proliferation, growth factors.

Badania dotyczace procesdw wzrostowych jajnika wskazujg na istotng role miejscowych
regulatoréw wzrostu, ktére dziatajg w drodze auto- lub parakrynnej. Pierwsze obserwacje
dotyczace obecnosci czynnikdw wzrostowych w jajnikach pochodzg z potowy lat 70 [42].
Stwierdzono woéweczas, ze epidemialny czynnik wzrostowy oraz fibroblastyczny czynnik
wzrostowy nasilajg proliferacje komorek warstwy ziarnistej. Kilka lat pdzniej pojawity sie
doniesienia o wptywie innych czynnikéw wzrostowych na réznicowanie oraz funkcje endo-
krynne komérek jajnika. Z kolei wyniki ostatnich prac rozszerzyty informacje o roli czynni-
kow wzrostowych sugerujac ich wptyw na angiogeneze oraz selekcje i atrezje pecherzykéw.
Ich dziatanie nie zostato jeszcze dobrze poznane, stad w piSmiennictwie mozna spotkac
sprzeczne doniesienia na temat ich funkciji.

*|'raca finansowana przez KBN w ramach badarn statutowych.
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INSULINOPODOBNE CZYNNIKI WZROSTOWE (IGFs)

Insulinopodobne czynniki wzrostowe obejmuja rodzine polipeptydéw stymulujacych pro-
liferacje i réznicowanie komdrek oraz wplywajgcych na metabolizm w sposdb zblizony do
insuliny. Nalezg do niej: IGF-I (zwany takze somatomedyng C) -jednotancuchowy peptyd o
masie ok. 7,6 kDa, zblizony do niego budowa IGF-II o masie ok. 7,4 kDa oraz insulina. Stopien
homologii miedzy czynnikami wzrostu siega 65% [97], natomiast miedzy IGF-1 i IGF-1l a
insuling-odpowiednio 43 i41% [26J.

Gtownym zrodtem IGF-I w jajniku wydajg sie by¢ komdrki warstwy ziarnistej [4]. U
szczura majg one bowiem mRNA dla IGF-1 [54, 91]. Podobnie, IGF-Il wyizolowano z ptynu
pecherzykowego kobiet [94] i przypuszcza sie, ze miejscem jego produkcji sg rowniez
komoérki warstwy ziarnistej [ 118]. Z kolei u$win stwierdzono wystepowanie mRNA dla IGF-II
w komérkach ostonki wewnetrznej pecherzyka jajnikowego [51].

Wplyw na synteze i uwalnianie w jajniku IGF-I majg: gonadotropiny, hormon wzrostu,
hormony sterydowe, a takze inne czynniki wzrostowe. Gonadotropiny wzmagajg wytwarzanie
IGF-I przez komarki warstwy ziarnistej $win in vitro [58] oraz in vivo [50]. W jajniku szczura
poziom mRNA dla IGF-I jest niski w proestrus i wysoki w estrus [22], co takze potwierdza
udziat gonadotropin w regulacji produkcji IGF-I. Podobne réznice w koncentracji tego
peplydu wystepujg w ptynie pecherzykowym w zalezno$ci od rodzaju pecherzyka - najwyzsza
koncentracje wykazano w pecherzykach przedowulacyjnych [49]. Podanie $winiom hCG i
PMSG zwieksza stezenie IGF-1 w ptynie pecherzykowym jednocze$nie ze wzrostem stezenia
progesteronu i estradiolu. Natomiast nie udato si¢ stwierdzi¢ podwyzszonego poziomu IGF-I
w surowicy, co sugeruje auto- badz parakrynne dziatanie IGF-1 w jajniku [50). W badaniach
na $winiach stwierdzono, ze gonadotropiny nasilajg synteze mRNA dla IGF-1 w komoérkach
warstwy ziarnistej [52]. Podobne dziatanie wykazujg agonisci CAMP. Stymulatorem wytwa-
rzania IGF-1 okazat sie takze estradiol [58] oraz hormon wzrostu [51]. Estradiol dziata
synergistycznie z FSH stymulujagc wytwarzanie IGF-1, przy czym jego dziatanie jest hamo-
wane przez inhibitor syntezy biatek - cykloheksamid [58]. Nasuwa to przypuszczenie, ze
estradiol i FSH nasilajg synteze de novo tego peplydu. Czynnikami wptywajacymi na wytwa-
rzanie IGF-1 sg tez EGF oraz PDGF w potaczeniu z EGF [83].

Znacznie mniej wiadomo na temat regulacji wydzielania IGF-Il. Zaobserwowano, ze
zaréwno gonadotropiny, jak i hormon wzrostu nie sg w stanie pobudzi¢ wydzielania IGF-11 u
Swin in vivo [98]. Takze w badaniach in vitro hormony przysadki czy sterydy, ktore znane sg
jako stymulatory wydzielania IGF-1, w odniesieniu do IGF-11 takiego dziatania nic wykazaty
[51]. Zatem regulacja syntezy isekrecji IGF-1 oraz IGF-11 wydajg sie by¢ catkowicie rézne.

Tak IGF-I, jak i IGF-II majg specyficzne dla siebie receptory w komérkach jajnika.
Receptor dla IGF-I sktada sie z czterech fancuchéw: dwéch u i dwoéch B [119], receptor dla
IGF-Il natomiast ma strukture monomeru [77]. Z uwagi na duze podobienstwo wystepujace
miedzy omawianymi czynnikami, IGF-l1 moze wigzac sie z receptorem dla IGF-I1 iodwrotnie.
Obecnos¢ receptoréw stwierdzono w komdrkach warstwy ziarnistej szczurow [s |, Swin [14]
i owiec [s s Joraz w komérkach warstwy ziarnistej, ostonki wewnetrznej pecherzyka jajniko-
wego i oocytach kobiet [12], a takze w ciatku zéttym kobiet [90]. Ilo$¢ receptoréw wzrasta
pod wptywem FSH, LH i estradiolu [7]. Hormony gonadotropowe wzmagajg tgczenie sie
IGF-1 z jego wiasnym receptorem w komorkach warstwy ziarnistej szczuréw, przy czym
wptyw ten jest dodatkowo zintensyfikowany w obecnosci GH [7,53]. lo$¢ receptoréw dla
IGF-I (typu 1), oprécz gonadotropin i GH, regulowana jest prawdopodobnie przez czynniki



CZYNNIKI WZROSTOWE W JAJNIKU 81

wewnatrzjajnikowe. Iniekcja in vivo agonisty GnRH niedojrzatym szczurom z usuniety
przysadka spowodowata znaczace obnizenie ilosci receptoréw typu I. Przeciwstawny efekt
miato podanie antagonisty GnRH [10].

Insulinopodobne czynniki wzrostowe majg co najmniej szes¢ nos$nikéw biatkowych -
IGFBPs [13, 101, 102]. Ich znaczenie sprowadza sie gtéwnie do blokowania dziatania
czynnikéw wzrostowych, ale tez do ochrony przed degradacja, a przez to do przedtuzenia ich
potokresu trwania. Obecno$¢ wymienionych biatek stwierdzono w komérkach ostonki we-
wnetrznej pecherzyka jajnikowego, komdrkach warstwy ziarnistej i komoérkach stromy
jajnika [s 6 ], Ich stezenie w ptynie z matych pecherzykdw oraz pecherzykdw atrezyjnych jest
znacznie wyzsze w poréwnaniu do ptynu uzyskanego z pecherzykéw duzych [23, 51].
Zaréwno FSH, jak i zwiazki aktywujace cyklaze adenylowa (forskolina, toksyna cholery) czy
lez analogi cAMP hamujg wytwarzanie IGFBPs [47]. Przeciwstawny efekt daje GH [98] oraz
estradiol i EGF [85]. Podobnie insulina oraz IGF-1 wzmagajg produkcje IGFBPs [46, 47].
Stwierdzono, ze nos$niki biatkowe hamujg stymulowang |)rzez FSH sterydogeneze w komér-
kach warstwy ziarnistej oraz wychwytywanie przez nie H-tyminy [17] blokujgc owulacje z
pecherzykdw jajnikowych in vivo [16].

Insulinopodobne czynniki wzrostowe wptywajg na proliferacje, réznicowanie oraz ste-
rydogeneze komoarek jajnika. Istniejg podstawy, aby sadzi¢, ze IGFs posredniczg w dziataniu
FSH na komorki warstwy ziarnistej, poniewaz podanie przeciwciatdla IGF-I hamuje zaréwno
sterydogeneze w komorkach warstwy ziarnistej indukowanych przez FSH, jak i ich wzrost
[17]. IGFs zwiekszaja sekrecje progresteronu przez komorki warstwy ziarnistej [105, 1186,
117] oraz luteinowe [65]. Jak wspomniano wczesniej, stezenie IGF-1 i progesteronu w ptynie
pecherzykowym sg dodatnio skorelowane [106]. Mozna stad przypuszczaé o istnieniu powia-
zah miedzy wydzielaniem obu zwigzkéw. Poza progesteronem réwniez sekrecja estradiolu
[31, 109], inhibiny [18, 123] oraz proteoglikanéw [9] pobudzana jest przez IGF-1. W komér-
kach ostonki wewnetrznej pecherzyka jajnikowego IGF-1 dziatajg synergistycznie z gonado-
tropinami wzmagajac produkcje androgenow [21, 24]. Zaobserwowano tez stymulujgce
oddzia tywanie IGF-1 na uwalnianie oksytocyny przez komarki granulozy pochodzace od krow
[99]. IGFs osiggajg swoj wielokierunkowy wptyw na jajniki przez utatwienie wytwarzania
receptordw dla LH [s ], nasilenie indukowanej przez FSH syntezy cAMP [s ], pobudzanie
wychwytywania lipoprotein iobrotu cholesterolu w komdrce [51 ], czy wreszcie uaktywnienie
cytochromu Pss505G5 17a hydroksylazy [74] oraz aromatazy [109].

EPIDERMALNY CZYNNIK WZROSTOWY (EGF)

Jest to peptyd ztozony z 53 aminokwaséw uktadajacych sie w pojedynczy taicuch. Jego
wystepowanie stwierdzono w komoérkach warstwy ziarnistwej, luteinowych, ostonki wewne-
trznej oraz w oocycie kobiet [75], w komoérkach warestwy ziarnistej chomikéw [95] oraz w
ptynie pecherzykowym $win [59], Stezenie EGF w ptynie z matych pecherzykoéw jajnikowych
jest znacznie wyzsze w poréwnaniu do ptynu pobranego z pecherzykdw S$rednich i duzych.
Podobnie, immunohistochemiczne badania obecnosci EGF w komdrkach warstwy ziarnistej
chomikéw wykazaty, ze intensywno$¢ barwienia komoérek pobranych z pecherzykéw prean-
tralnyeh byta wyzsza od tych, ktére pochodzity z pecherzykéw antralnych. Udowodniono
wystepowanie EGF w pecherzykach pierwotnych ludzkich noworodkéw [1]. Przypuszczalnie
jajniki sg tez miejscem syntezy EGF, bowiem mate ilosci mMRNA dla EGF znaleziono w jajniku
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myszy [93]. Kluczowg role w regulacji poziomu epidermalnego czynnika wzrostowego
wydajg sie petni¢ gonadotropiny. Wykazano, ze usuniecie przysadki powoduje zanik obecno-
$ci EFG w komadrkach warstwy ziarnistej, natomiast iniekcja FSH przywraca poprzedni stan.
Z kolei podanie LH pozwala zaobserwowac wystepowanie EGF takze w komdrkach ostonki
wewnetrznej pecherzyka [96].

Receptory dla EGF zostaly zlokalizowane: w komérkach granulozy [1, 33, 57, 75],
komérkach luteinowych [1, 25, 75], ostonki wewnetrznej, oocycie [75] i pecherzykach
atrezyjnych [25].

Podanie szczurom z usunieta przysadka FSH lub LH powoduje zwiekszenie ilosci recep-
toréw dla EGF, natomiast iniekcje prolaktyny, analogu GnRH badz estradiolu nie majg takiego
wptywu 1108]. Liczba receptoréw EGF w btonie komorkowej komorek warstwy ziarnistej u
szczurow ulegta zwiekszeniu w odpowiedzi na FSH oraz analog cAMP. Przeciwstawny efekt
zanotowano w przypadku jajnikow $win, podanie FSH doprowadzito do spadku ich ilosci [20].

Stwierdzono wyrazny wplyw epidermalnego czynnika wzrostowego na sterydogeneze
jajnikowga. W pochodzacych od kobiet i szczuréw komarkach warstwy ziarnistej hodowanych
in vitro. EGF zmniejsza produkcje estradiolu stymulowang przez FSH [1]. Podobnie, po
iniekcji EGF owcom w okresie okotorujowym stwierdzono spadek poziomu estrogenéw w
osoczu [100]. Zaobserwowano stymulujacy wptyw EGF na wytwarzanie progesteronu oraz
na poziom mRNA dla cytochromu Pgsowe w komdrkach warstwy ziarnistej szczuréw [114].
U owiec dodatni wptyw EGF na stezenie progesteronu we krwi widoczny bytjedynie w fazie
pecherzykowej po wylewie LH, w innych okresach cyklu estralnego takiego efektu nic
zanotowano [100]. W przypadku ludzkich komérek ziarnistych synteza progesteronu, zaréw-
no podstawowa jak istymulowana przez hCG, ulegata nasileniu pod wptywem epidermalnego
czynnika wzrostu [95]. U szczuréw komorki ostonki wewnetrznej pecherzyka pobudzane hCG
reagowaty na podanie EGF obnizeniem wytwarzania androgenéw [1]. EGF nie tylko stymu-
luje aktywno$¢ mitotyczng komorek i reguluje sterydogeneze, ale moze takze pobudzaé
wytwarzanie tkankowego aktywatora plazminogenu przez komérki warstwy ziarnistej [36],
przyspiesza¢ dojrzewanie oocytow [28], a takze zwieksza¢ sekrecje IGF-1 przez komorki
warstwy ziarnistej Swin [83] oraz nasila¢ synteze mRNA dla follistatyny [71]. Zdrugiej strony
moze hamowaé stymulowany przez FSH wzrost ilosci receptoréw dla LH [62] oraz wytwa-
rzanie inhibiny [124]. Rola EGF w rozwoju i réznicowaniu pecherzyka moze by¢ zatem
pobudzajaca szczegdblnie we wczesnej jego fazie, niezalezna od gonadotropin. Obserwowany
wptyw hamujacy na funkcje komérek warstwy ziarnistej, zalezny od FSH moze wynika¢ z
przeksztatcania sie pecherzyka w pecherzyk atrezyjny [79],

TRANSFORMUJACY CZYNNIK WZROSTOWY a (TGFa)

TGF, Jest 50-aminokwasowym peptydem o budowie wykazujgcej duzy stopien podobien-
stwa z EGF idziata na komorki przez receptor EGF [1].

W jajniku TGFUzlokalizowany jest w komoérkach ostonki wewnetrznej pecherzyka [64,
72]. Komorki ostonki majg réwniez mRNA dla TGFa [103], przy czym jego ilo$¢ ulega
podwyzszeniu pod wptywem FSH [64].

TGFa nasila u bydta wzrost komérek ostonki wewnetrznej pecherzyka ik tmérck warstwy
ziarnistej [103]. Stwierdzono tez zahamowanie produkcji estrogenéw w k< morkach ziarnis-
tych szczuréw stymulowanych przez FSH [2].



CZYNNIKI WZROSTOWE W JAJINIKU 83

INHIBINA, AKTYWINA | TRASFORMUJACY CZYNNIK
WZROSTOWY & (TGFR)

Inhibina jest glikoproteideni utworzonym z dwéch réznych tancuchéw a i R. Lancuch 8
(13 kDa) jest mniejszy niz taficuch a (20 kDa) i moze wystepowaé w dwaéch réznych formach
BA i BB, zatem mozna wyrézni¢ trzy subjednostki: a-, BA i BB. W jajniku inhibina jest
syntetyzowana przez komérki warstwy ziarnistej, a jej produkcja jest stymulowana przez FSH
i regulowana przez LH, IGF-1 oraz EGF. Obecno$¢ mRNA dla inhibiny a-, RA i BB
wykazano w komdrkach warstwy ziarnistej i komorki te sg takze docelowym miejscem jej
dziatania [27, 113, 115]. W badaniach przeprowadzonych na krowach wykazano wspotzalez-
no$¢ pomiedzy koncentracja inhibiny a poziomem atrezji pecherzykéw [48]. Koncentracja
subjednostki a inhibiny w ptynie pecherzykowym jest wyzsza podczas wzrostu pecherzykow
niz podczas regresji ijest pozytywnie skorelowana z poziomem estradiolu do androstend ionu
(r=0,78), natomiast podczas regresji pecherzykow wzrasta koncentracja afl dimeru i wyste-
puje negatywna korelacja poziomu estradiolu do androstendionu (r=-0,92). Inhibina dziata
supresyjnie na uwalnianie FSH, hamuje produkcje estradiolu i stymuluje sekrecje progestero-
nu.

Gonady produkujg takze aktywine A (BARA) i aktywine AB ( RARB), ktéra stymuluje
biosynteze i sekrecje FSH. Aktywina jest produkowana przez komorki granulozy, skad
dyfunduje do komdrek ostonki wewnetrznej pecherzyka, gdzie blokuje dziatanie LH, co
prowadzi do ostabienia syntezy androgendéw [56, 120, 121J

TGFR nalezy do rodziny polipeptydéw obejmujacej inhibine, aktywine oraz MIS {Mulle-
rian inhibiting substance). TGFR jest peptydem o masie 25 kDa ztozonym z dwéch jednako-
wych podjednostek. Kazda z podjednostek ma 9 reszt cysteiny, z ktérych 7 wystepuje w
innych peptydach tej grupy. Sekwencja aminokwasow TGFR ludzi, $win i bydta jest identy-
czna, w poréwnaniu do utozenia aminokwaséw w taricuchu TGFR u szczurdéw rdzni jg tylko
jeden aminokwas [107], Sugeruje sig, ze TGFR jest wydzielany w formie nieczynnej biologi-
cznie, a nastepnie aktywowany przez plazmine [1]. Sklonowano dotychczas 3 geny TGFR -
oznaczone odpowiednio TGFRj, TGFR2i TGFR3[1).

Obecnos$¢ transformujgcego czynnika wzrostowego B stwierdzono w komorkach ostonki
wewnetrznej pecherzyka szczurdw, bydia [104] i $win, ciatku zottym Swin [37] oraz w
komoérkach warstwy ziarnistej szczuréw [61], W komoérkach warstwy ziarnistej u ludzi i
szczurdéw wykazano rowniez mRNA dla TGFRj i TGFR7 [87, s s J. Bardzo niewiele wiadomo
na temat regulacji wytwarzania i sekrecji TGFR. Przypuszczalnie uczestniczy w niej FSH
obnizajac poziom mRNA dla TGFR w komdrkach warstwy ziarnistej [87J. Odnos$nie roli TGFR
we wzroscie jajnika istniejg sprzeczne doniesienia. Obok wynikéw badan wykazujacych
stymulujacy wptyw TGFR na wzrost komdrek jajnika [15, 30], sg tez takie mowigce o TGFR
jako lokalnym inhibitorze proliferacji [82, 104J. Nie brak tez wynikéw prac zaprzeczajacych
jakoby TGFR w jakikolwiek sposéb oddziatywat na wzrost komorek jajnika [5, 29],

W licznych pracach udowodniono istotng role TGFR w regulacji sterydogenezy. Stwier-
dzono, ze dodanie do hodowli komdrek ostonki wewnetrznej pecherzyka i warstwy ziarnistej
pochodzacych od szczuréw TGFR razem z FSH znacznie podwyzsza aktywno$¢ aromatazy
[5, s 0 oraz stymuluje wytwarzanie progesteronu [29, 60]. Z kolei komorki ostonki wewne-
trznej pecherzyka uzyskane od $wini i hodowane z hCG jak i te, do ktérych hCG nie byto



84 T. KAMINSKI, J. PRZALA

Rys. 1. Hipotetyczna rola inhibiny i aktywiny w pecherzyku jajniko-
wym wgHilliera i Patha [56]: wczesna faza pecherzykowa cyklu
estralnego - aktywina produkowana przez komérki wasrtwy ziarni-
stej niedojrzatych pecherzykéw wzmaga stymulujacy wptyw FSH

na aromataze thumiac, jednocze$nie synteze androgenéw w komor-

kach ostonki wewnetrznej pecherzyka; pézna faza pecherzykowa

cyklu estralnego - komérki warstwy ziarnistej przedowulacyjnych pe-
cherzykéw odpowiadajg na pobudzenie ze strony FSH i LH wzro-

stem produkcji inhibiny, réwnolegle obniza sie wytwarzanie akty-

winy, prowadzi to do wzrostu syntezy androgenéw w komoérkach
ostonki wewnetrznej pecherzyka, co w konsekwencji umozliwia
tez zwiekszong produkcje estrogenéw przez komoérki ziarniste

dodane, odpowiedzialy na TGFR
wzrostem sekrecji estrogenéw przy
obnizonym wydzielaniu androge-
now i progesteronu [24],

Wykazano takze synergistyczne
dziatanie TGFR z LH w pobudzaniu
produkcji cytochromu PasoSCT[23].
Natomiast wptyw TGFR na ciatko
z6ke u bydta byt rozny w zalezno$ci
od zastosowanej metodyki. Doda-
nie TGFR do hodowli komoérek lu-
teinowych powodowato obnizenie
uwalniania progresteronu i oksyto-
cyny, natomiast wykorzystujac sy-
stem mikrodializy ciatka zo6hego
stwierdzono pobudzajace dziatanie
tego czynnika na uwalnianie obu
tych hormonéw [81]. TGFR powo-
duje tez wzrost stymulowanej przez
FSH indukcji receptorow LH oraz
EGF w btonach komorek ziarnis-
tych szczura [25, 32].

FIBROBLASTOWY
CZYNNIK WZROSTOWY
(FGF)

Wystepujg dwie formy FGF:
zasadowa (bFGF) zbudowana ze
146 aminokwasoéw i kwasowa
(aFGF) majgca 140 aminokwa-
séw. Mimo zZe sg wytwarzane
przez rézne geny, podobieAstwo
budowy obu pcptydéw jest bardzo
duze, taczg sie tez z tym samym
receptorem. Oba rodzaje FGF wy-
twarzane sg w jajniku. Synteze
bFGF stwierdzono w komorkach

ziarnistych [89] oraz w komdrkach luteinowych krow [110]. Ekspresja mRNA dla bFGF w
komérkach luteinowych kréw byta pobudzana przez LH iangiotensyne Il. Informacyjny RNA
dla aFGF znaleziono natomiast w komdrkach ziarnistych niedojrzatych piciowo szczuréw,

ktérym podano gonadotropiny [63].

Dziatanie FGF jest prawdopodobnie modulowane przez TGFR isktadnik btony podstaw-
nej warstwy ziarnistej [39, 76]. Sugerowany jest udziat FGF w rozbiciu bicny podstawnej w
okresie owulacji i formowania sie ciatka zotego. Jest to mozliwe dzieki . wiekszemu przez
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ten czynnik syntezy tkankowego aktywatora plazntinogenu w komorkach ziarnistych [67].
Wykazano tez, ze bFGF jest aktywnym czynnikiem angiogenicznym w ciatku zéttym [41].

Stosunkowo dobrze udokumentowany jest wptyw bFGF na réznicowanie komorek jajnika.
W komdrkach ziarnistych szczuréw bFGF obniza aktywno$¢ aromatazy pobudzanej przez
FSH [3], nie ostabia natomiastsekrecji estrogenéw stymulowanej przez forskoline. Powoduje
takze zmniejszenie liczby receptorow dla LH indukowanych przez FSH [84] oraz zahamo-
wanie syntezy inhibiny [s6] i relaksyny [112]. Wptyw bFGF na sekrecje progesteronu jest
rézny w zalezno$ci od gatunku: u $win widoczne jest zahamowanie [19], u szczuréw i ludzi
pobudzenie wydzielania progesteronu [40, 111]. W ciatku zéttym kréw poddanym mikrodia-
lizie zauwazalne jest wyrazne pobudzenie sekrecji progesteronu i oksytocyny pod wptywem
tego peptydu [81]. Niewykluczony jest tez udziat bFGF w regulacji apoptozy komérek
ziarnistych i komérek luteinowych [122]

PEYTKOWY CZYNNIK WZROSTOWY (PDGF)

PDGF jest polipeptydem o masie ok. 31 kDa, ztozonym z dwéch tafcuchéw potaczonych
mostkiem siarczkowym. Nie stwierdzono dotychczas lokalnego wytwarzania PDGF w jajni-
ku. Przypuszczalnie dociera on do gonad razem z krwig i jest wydzielany przez ptytki krwi,
ktdre sa bogatym zrodtem tego peptydu. PDGF wzmaga wychwytywanie s H-tymidyny przez
komorki ziarniste Swin in vitro [1], przy czym dziatanie to jest blokowane przez TGFR [82].
PDGF dziata synergistycznie z EGF nasilajac proliferacje komérek ziarnistych [80] oraz
komorek ostonki wewnetrznej pecherzyka [78]. Zwieksza tez wsp6lnie z EGF sekrecje 1GF-I
przez komorki ziarniste szczurow [83].

NERWOWY CZYNNIK WZROSTOWY (NGF)

NGF jest dwutancuchowym polipeptydem o masie ok. 26 kDa, wykazujagcym znaczne
podobienstwo do proinsuliny. Jest niezbedny w rozwoju i odzywianiu neuronéw obwodo-
wych [70]. Obecno$¢ mRNA dla NGF stwierdzono w jajnikach szczuréw. Ich odnerwienie
pociaga za sobg wzrost stezenia NGF [6s ]. Podanie za§ noworodkom szczuréw przeciwciat
przeciwko NGF powoduje zanik unerwienia sympatycznego jajnikow i tym samym zaburze-
nie ich funkcji [69]. Wptyw NGF na czynnos$¢ endokrynng ciatek zottych kréw badany byt
w laboratorium Schamsa [81]. W zaleznosci od tego, czy wykorzystano system mikrodializy
ciatek zétych czy tez hodowle komérek luteinowych, NGF odpowiednio pobudzat sekrecje
progesteronu i oksytocyny badz hamowat uwalnianie oksytocyny nie wptywajac na sekrecje
progestronu.

INTERLEUKINA 1 (IL-I)

Rola tego polipeptydu na terenie komdrek warstwy ziarnistej sprowadza sie do trzech
zasadniczych funkcji: udziatu w zapoczgtkowaniu i utatwianiu proliferacji, hamowaniu
sterydogenezy indukowanej przez FSH oraz ekspresji receptora dla LH, hamowaniu stymu-
lowanej przez LH morfologicznej luteinizacji komarek ziarnistych [34, 35, 43, 44, 45].
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Rys. 2. Autokrynny i parakrynny wptyw czynnikéw wzrostu na dziatanie FSH oraz synteze estradiolu i progestero-
nu, schemat zamieszczony w pracy Gordana i wsp. [38]
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INNE CZYNNIKI WPLYWAJACE NA PROCESY WZROSTOWE JAINIKA

W jajniku produkowane sg homiony lub prekursory hormondw, takie jak: GnRH, pro-
opiomelanokortyna (POMC), lokalny ukfad renina-angiotensyna. Wptyw GnRH na jajnik
moze by¢ pobudzajacy lub hamujacy w zaleznosci od stadium rozwoju pecherzyka. W
poczatkowych stadiach rozwoju GnRH wywiera wpltyw hamujacy, obnizajgc tworzenie
receptora dla LH i sterydogeneze. Natomiast w pecherzykach przedowulacyjnych pobudza
synteze progesteronu i wptywa na proces owulacji [1 1, 55].

Rola jajnikowych opioidéw oraz czynnikéw uktadu renina-angiotensyna w procesach
wzrostowych jajnika jest dopiero badana. Wazng role w jajniku odgrywajg takze proslaglan-
dyny czy oksytocyna, ktdre mogg dziatac jako regulatory sterydogenezy . Wykrycie czynnikéw
lokalnych wytwarzanych przez gonady iich udziat w miejscowej regulacji to wynik doswiad-
czen naukowych oststnich lat w odréznieniu od mechanizméw centralnych, ktére byty i sg
przedmiotem badan wielu dziesiecioleci.

Lokalne regulatory sg czynnikami modulujagcymi funkcje komérek, przez ktdre sa wytwa-
rzane (regulatory autokrynne) lub komoérek sasiednich (regulatory parakrynne). Generalnie
czynniki wzrostowe sg niezbedne dla przygotowania wejscia komorki w faze Gj cyklu
komoérkowego, nastepnie w faze S i rozpoczecia syntezy DNA (92].

TABELA. Charakterystyka jajnikowych czynnikéw wzrostu

Czynnik Masa czaste- Dziatanie Lokalizacja Komérki docelowe
wzrostu czkowa [kDa]

IGF-1 7,6 >LH-R, E2, P4. A GC GC,TC,CL,o0cyt
IGF-11 7,4 >LH-R, E2, P4, A GC'.TC GC.TC

EGF 6,1 <th-r,e2, >FSH-R, p4 GC, TC, CL, oocyt GC, TC, CL, oocyt
TGFa 5,6 <e?2 TC GC

Inhibina 32 <e?2 >p4, a GC GC

Aktywina 28 >E2, <IN A GC TC

TGFR 25 >LH-R, E2 P4. <A GC, TC, CL GC, TC,CL

FGF 15 >P4. <LH-R. E2 GC. CL GC.CL

PDGF 31 GC, TC

NC.F 26 >P4 jajnik szczuréw CL. jajnik szczuréw
IL-1 17,5 <LH-R, E2, P4 makrofagi GC

GC - komoérki ziarniste, TC - komorki ostonki wewnetrznej pecherzyka, CL - ciatko z6tte, FSH-R - receptor
FSH, LH-R - receptor LH, P4- progesteron. E2—estradiol, A - androgeny, > - wzrost, <- spadek
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SEKWENCJE ALFOIDALNE
JAKO ELEMENT STRUKTURY CENTROMERU*

ALPHOID REPEATS
AS A STRUCTURAL ELEMENT OF A CENTROMERE

Michat WITT
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu

Streszczenie. W artykule zwiezle omdwiono strukture rodziny centromerowych sekwencji alfoidalnych. ze szczegdl-
nym uwzglednieniem sekwencji wystepujacych w chromosomie Y cztowieka. Wyszczegélniono grupy biatek
wchodzacych w specyficzne interakcje z ta rodzing powtarzajacych sie sekwencji DNA oraz opisano dwa modele
organizacji przestrzennej sekwencji alfoidalnych.

Stowa kluczowe-, centromer, sekwencje alfoidalne

Summary. In this article a structure of centromeric alphoid repeats has been described with a special emphasis on
alphoid repeats of human Y chromosome. Groups of proteins interacting with these repetitive sequences has been
specified and two steric models of alphoid repeats has been presented.

Key words: centromere, alphoid repeats

Centromer (przewezenie pierwotne) chromosomu ssakdw sktada sie z trzech zasadniczych
czesci; w kolejnosci od wewnatrz do zewnatrz centromeru sg to:

1) domena parowania, w ktérej obrebie dochodzi do interakcji chromatyd siostrzanych w
metafazie,

2) domena centralna, sktadajaca sie gtdwnie z powtarzajacych sie sekwencji DNA,

3) domena kinctochorowa (kinetochor), majaca za zadanie interakcje z wrzecionem Kkario-
kinetycznym [9].

Okoto 5% genomu cztowieka wypetnia rodzina powtarzajgcych sie sekwencji DNA,
zwana sekwencjami alfoidalnymi lub satelitami a (alpltoid repeals). Jest to jedyna znana
rodzina sekwencji satelitarnych wystepujacych wytacznie w obrebie centromeru. Stanowi ona
gtdwny skiadnik domeny centralnej centromeréw wszystkich chromosoméw cztowieka i

*Artykut ten zostat napisany w ramach realizacji projektu badawczego nr4 4734 92 03 finansowanego przez Komitet
Badan Naukowych.
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catego rzedu naczelnych [17]. Zasadniczg jednostkg powtarzajaca sie w obrebie satelitéw a
jest monomer diugosci 171 bp. Okreslona liczba liniowo utozonych monomeréw tworzy
chrotnosomowo specyficzngjednostke strukturalngwyzszego rzedu -blok [17]. Odpowiednia
liczba kopii bloku tworzy region liniowych powtérzen alfa satelitéw (tandem repeat array),
zwany inaczej podrodzing (subfamily). Do tej pory zidentyfikowano 33 rézne podrodziny
sekwencji alfoidalnych. Niektore z tych podrodzin wystepuja wytgcznie w jednym chromo-
somie, inne wchodzag w sktad kilku réznych chromosoméw. Ponadto niektére chromosomy
majg w swym centromerze tylko jedng podrodzine alfa satelitow, podczas gdy inne zawierajg
tych podrodzin kilka [1].

Rys. Schemat hierarchicznej organizacji satelitéw alfa: R - miejsce trawienia enzymem restrykcyjnym;
12,.. n-1, n- numeracja monomeréw w bloku

Zroznicowanie sekwencji poszczeg6lnych monomeréw w obrebie jednego bloku jest
znaczne i wynosi 20-40%, natomiast réznice sekwencji analogicznych monomeréw réznych
blokéw w obrebie jednego chromosomu sg bardzo niewielkie (2%). Blok laki zdefiniowany
jest przez liczbe wchodzacych w jego sktad monomeréw (wielko$¢ bloku) oraz przez wzor
trawienia okreslonym enzymem restrykcyjnym, uwidaczniajacym go w postaci prazka hybry-
dyzacyjnego w metodzie Southema. Cechg charakterystyczng chromosomu jest liczba kopii
catego bloku oraz sekwencja nukleotydéw catej podrodziny. Liczba kopii monomeru w
obrebie bloku waha sie w granicach od 5 (chromosom 11) do 32 (chromosom Y); wielko$¢
bloku miesci sie w przedziale od 0,68 kb (chromosom 18) do 5,5 kb (chromosom Y); liczba
kopii bloku wynosi od 10 (chromosom 7) do 5 000 (chromosom X), caty region (podrodzing)
zajmuje za$ od 100 kb (chromosom 7) do 10 000 kb (chromosom X) [17].
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