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W tym Zeszycie ¢ Postepow Biologii Komorki ¢

Zeszyt ten jest poswiecony podstawowym problemom biotechnologii oraz wybranym
zagadnieniom z tej dziedziny. Biotechnologii bedzie rowniez poswiecony specjalny suple-
ment Postepéw Biologii Komorki" (1/94), ktéry wkrétce ukaze sie pod redakcjg prof. Z.
Zaka z Instytutu Biologii Molekularnej UJ.

Wypowiedzi pracownikéw nauki reprezentujgcych $rodowisko polskich biologow i
biotechnologdéw podczas spotkania z parlamentarzystami w gmachu Senatu RP zamie-
szczono na stronach: 99 i 105. Prof. Andrzej Legocki z Instytutu Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu omawia nowe zdobycze genetyki i biologii molekularnej roslin, a prof.
Wojciech J. Stec z Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w todzi
uzasadnia koniecznos¢ i optacalnos¢ rozwijania nowoczesnych biotechnologii w kraju.

Przyktadem duzego postepu biotechnologii w medycynie sg intensywnie prowadzone
badania nowej generacji lekow swoiscie inaktywujgcych ekspresje genéw odpowie-
dzialnych za okre$lone schorzenia np. wirusowe czy nowotworowe. Na s. 177 dr
Mariusz Ratajczak z Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN oraz dr
Tomasz Skorski z Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie,
chwilowo przebywajacy w Filadelfii (USA), pisza o perspektywach wykorzystania
oligonukleotydéw antysensowych w medycynie doswiadczalnej i klinicznej.

Dokonany w ostatnich latach postep wiedzy o mechanizmach regulacji ekspresjj genow
i czynnikéw transkrypcyjnych u roslin opisuja poraz piewszy w piSmiennictwie polskim
na stronach: 197-208 dr Marcin K. Filipecki i prof. Stefan Malepszy ze Szkoty Gtéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Molekularne metody diagnostyki ptci sg wazne ze wzgledu na mozliwo$¢ zastosowania
w genetyce oraz w praktyce medycznej i sgdowej Omawiajg ten temat na s. 121 dr
Michat Witt i dr Jadwiga Jaruzelska z Zaktadu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu..
Artykut ten taczy sie z opublikowanym uprzednio w zeszycie nr 1z 1994 r. (1994; 21:
93).

Sktad biatkowy trzech podstruktur matriks jgdrowej, tj. warstwy peryferycznej, resztko-
wych jaderek oraz sieci wtoknisto-ziarnistej, jak rowniez aktualne poglady na temat
specyficznosci tych biatek, gtéwnych sktadnikow waznej struktury jadrowej przedsta-
wiajg na s. 133 dr Piotr Szymczyk oraz prof. Zofia Kiliariska z Katedry Cytochemii
Uniwersytetu t6dzkiego. Pierwsza cze$¢ tego artykutu ukazata sie ww nr 1z 1994 r.
(1994; 21: 27).

Najnowsze badania nad oocytem ludzkim, a w tym nad receptorami uczestniczgcymi
w zaptodnieniu, o partenogenetycznej aktywacji oocytu ludzkiego oraz aktywnoscia
transkrypcyjna genomu oocytu i przedimplantancyjnego zarodka ludzkiego, jak tez nad
metodami diagnostyki genetycznej opracowanymi na podstawie biologii molekularnej
omawia na s. 165 dr Anna Niemierko z Zakfadu Histologii i Embriologii Akademii
Medycznej w Warszawie.

Oddziatywania makrofagéw watrobowych z innymi komérkami w tym narzadzie opisuje
na s. 227 doc. Joanna Kopec¢-Szlezak z Instytutu Hematologii i Transfuzjologii w
Warszawie.
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Od Redakcji

W dniu 27 listopada ub. roku z inicjatywy Klubu Poselskiego Unii Demokratycznej
odbyto sie w Warszawie w Gmachu Senatu RP spotkanie parlamentarzystéw z grupg
pracownikow nauki reprezentujgcych srodowisko polskich biologoéw i biotechnolo-
gow. Celem spotkania byto zwrocenie uwagi przedstawicieli obu izb Parlamentu na
zatrwazajaco zmniejszajacy sie stan finansowania polskiej nauki, koniecznos¢ wypra-
cowania polityki naukowej panstwa i zademonstrowanie, na przyktadzie biotech-
nologii, zagrozen, jakie stanowi nieinwestowanie u nas w rozwdj nauki, oraz wagi,
jaka rzady Stanow Zjednoczonych, Japonii, Niemiec i Wielkiej Brytanii przywiazujg
do rozwoju tej nowej multidyscypliny naukowej.

Spotkaniu przewodniczyta Wicemarszatek Senatu, Pani Prof. Zofia Kuratowska.
Wprowadzeniem do dyskusji byly referaty Przewodniczacego Komitetu Biochemii i
Biofizyki PAN, prof. A. Legockiego (IChB PAN w Poznaniu) pt. ,,Nowe zdobycze
genetyki i biologii molekularnej podstawa rozwoju biotechnologii roslin”oraz Prze-
wodniczgcego Komitetu Biotechnologii przy Prezydium PAN, prof. W. J. Steca
(CBMiM PAN, t6dz): ,,Dlaczego nalezy promowac nowoczesne biotechnologie ?”.
W dyskusji uczestniczyli m.in.: Przewodniczacy KBN, prof. Witold Karczewski,
Wiceprzewodniczacy KBN, dr J. K. Frackowiak, rektor Politechniki Warszawskiej,
prof M. Dietrich, prof. Z. Kuratowska oraz postowie: prof. M. Gorny idr J. Lipski,
jak i obecni na tym spotkaniu dziennikarze. Zaprezentowano zgodny poglad, iz
spotkanie uzmystowito obecnym, jak niebezpieczne dla bytu Panfstwa i Spoteczen-
stwa jest niedostrzeganie swiatowych tendencji uwrunkowania badain naukowych.

Redakcja ,,Postepow Biologii Komorki” zwrdcita sie do profesoréw A. B. Legoc-
kiego i W. J. Steca o wyrazenie zgody na opublikowanie zaprezentowanych na tym
spotkaniu referatow sgdzac, ze stanowig one godng propagowania forme popularyza-
cji nauki oraz tworzenia klimatu do powazniejszego traktowania przez gremia decy-
zyjne nauki jako czynnika rozwoju cywilizacyjnego i gospodarczego. Redakcja i
Autorzy proszg Czytelnikow o wyrozumiato$¢ w stosunku do uproszczen badz
powierzchownos$ci prezentacji niektérych zagadnien, co wynikato z koniecznosci
przedstawienia tematyki biotechnologii w sposéb prosty i nie wymagajacy od audy-
torium wiedzy specjalistycznej.
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NOWE ZDOBYCZE GENETYKI | BIOLOGII MOLEKULARNEJ
PODSTAWA ROZWOJU BIOTECHNOLOGII ROSUN

Andrzej B. LEGOCKI

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu

Powszechnie uzywany termin: biotechnologia nie jest écisle zdefiniowany iczesto
budzi szereg kontrowersji. Biotechnologie jako nowg nauke stosowang okresla sie
najczesciej jako dziedzine wykorzystujaca do celéw praktycznych komorki zywe i
ich fragmenty, rekombinowany DNA i geny syntetyczne, a takze nowe techniki
bioprocesowe. Nie jest to jednak definicja, a raczej pewien skrét myslowy, ktérego
petne rozwiniecie dopiero moze wyjasni¢ okresSlenie przedmiotu zainteresowan i
umiejscowienie biotechnologii wsréd wezszych dyscyplin przyrodniczych.

Wsrod wielodyscyplinarnych nurtéw biotochnologii mozna wyrdznic trzy powia-
zane ze sobg obszary zainteresowan:

(1) obszar nauk podstawowych, takich jak: biochemia, genetyka, mikrobiologia,
immunologia, ktére sa prekursorami biotechnologii;

(2) obszar zastosowan praktycznych, takich jak: nauki medyczne, rolnicze, tech-
nologia zywnosci i ochrona srodowiska;

(3) problemy socjoekonomiczne zwigzane z wdrozeniem irozwojem nowej nauki:
wiasnos¢ intelektualna i ochrona patentowa, przepisy legislacyjne, bezpieczenstwo
doswiadczen oraz wdrozen.

Wspdiczesna biotechnologia wywodzi sie z biologii molekularnej, chemii i po-
krewnych dziedzin podstawowych. Wraz z dynamicznym rozwojem tych dziedzin
coraz to czesciej uzyskiwane w pracowniach naukowych wyniki badan nie miescity
sie w skali laboratoryjnej oraz w ramach czysto poznawczych celéw. Na pograniczu
nauk podstawowych istosowanych gromadzit sie obszerny materiat faktograficzny,
ktérego z osobna zadna z tych dziedzin nie mogtaby w peini wykorzystac. | wiasnie
dzieki integracji zdobyczy podstawowych i zapotrzebowan praktycznych powstata
obszerna dziedzina nauki, jakg jest nowa biotechnologia, ktéra moze by¢ postrzegana
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zarobwno jako asocjacja wielodyscyplinarna, badZ tez jako nowa i wyodrebniona
dziedzina przyrodnicza.

Bez watpienia przelomowe znaczenie dla uksztattowania sie biotechnologii w jej
obecnych zarysach miato ukazanie przez biologie molekularng mozliwosci trwatego
modyfikowania zasobéw genowych organizmoéw pod katem wprowadzania do nich
zdefiniowanych cech uzytkowych. Byto to mozliwe dzieki opracowaniu metod klo-
nowania i rekombinowania DNA okres$lanych skrétowo jako inzynieria genetyczna.
Nim jednak mogto do tego doj$¢, nalezato znacznie poszerzy¢ wiedze na temat
wiasciwosci chemicznych i biologicznych kwaséw nukleinowych oraz oddziatuja-
cych z nimi enzyméw i czynnikéw biatkowych. W tej za$ dziedzinie jak wiadomo
ostatnie dwie dekady przyniosty prawdziwie przetomowe odkrycia.

Zapoczatkowane dzieki tym zdobyczom biologii molekularnej manipulacje i
transfery komdrkowe okreslonych genow lub ich fragmentow miaty na celu osiggnie-
cie kilku zasadniczych celdw.

a. Wprowadzenie do komorki z pominieciem drogi ewolucyjnej nowej, uzytecznej
cechy poprzez trwate wigczenie do genomu tej komorki DNA obcego pochodzenia.
Obecnie mozna wymieni¢ wiele przyktadéw efektywnego wprowadzenia do gospo-
darczo waznych organizmdw pojedynczych genéw kodujacych takie cechy, jak np.
opornos¢ na antybiotyki czy srodki chemiczne.

b. Ukierunkowane oddziatywanie na ekspresje okreslonych gendéw i poddanie ich
réznorodnym mechanizmom kontroli zwigzanym np. z warunkami stresowymi czy
oddziatywaniem Srodowiska. Mozna wymieni¢ tutaj wprowadzenie zaleznosci eks-
presji okre$lonego genu od Swiatta o odpowiedniej dtugosci fali, temperatury czy
induktoréw chemicznych, takich jak zwigzki flawonoidowe, fenolowe, oligosachary-
dy iin. Trzeba tu wspomnie¢ o determinantach organo- i tkankowo-specyficznej
ekspresji gendw, a takze o uwarunkowaniach indukujacych ekspresje genow w
okreslonej fazie ontogenezy. Istota tego typu regulacji zwigzana jest z regionami
regulatorowymi genéw, w ktdrych obrebie mozna wyr6zni¢ fragmenty wzmacniajace
lub ostabiajace ekspresje (elementy cis). Uczestnicza w niej takze oddziatujgce z DNA
czynniki biatkowe (elementy trans).

c. Selektywne wytgczanie ekspresji genow konstytutywnych przez wprowadzenie
do genomu komorki biorcy okre$lonego genu w orientacji anti-sense. Transkrypcja
DNA o takiej orientacji i utworzenie struktury dwuniciowej z “normalnym” komor-
kowym RNA powoduje wytgczenie z translacji danego genu. Moze to mie¢ prakty-
Czne znaczenie np. przy zmniejszaniu poziomu substancji inhibitorowych w komoérce,
zwigzkow antyzywieniowych czy antymetabolitéw.

Rolnictwo jest obszerng dziedzing praktycznego wdrazania nowych osiagnieé
inzynierii genetycznej, biotechnologia roslin uprawnych za$ dostarczyta wielu prze-
konujacych przyktadéw trwatego modyfikowania zasobéw genowych roslin. Gtéwne
cele nowej biotechnologii roslin mozna uja¢ w kilka punktéw:
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« wprowadzenie do gospodarczo waznych roslin uprawnych obcego materiatu
genetycznego dla polepszenia ich wartosci zywieniowych (np. zwiekszenia zawarto-
$ci aminokwasow egzogennych w biatkach zapasowych nasion) i technologicznych
(np. podniesienie dostepnosci okreslonych biatek przy izolacji, podwyzszenie pozio-
mu niektdrych enzymow itp.);

 wigczenie do genomu roslin uprawnych genéw opornosci na patogeny iszkodniki
(grzyby, wiroidy, wirusy, owady), a takze opornosci na chemiczne $rodki ochrony
(herbicydy, pestycydy);

« wprowadzenie do genoméw roslin genéw zwiekszajagcych ich opornos¢ na
czynniki stresowe oraz niekorzystne warunki srodowiska. Do tej grupy czynnikow
naleza: niefizjologiczny odczyn gleby, wysoka zawarto$¢ metali ciezkich, zasolenie,
dziatanie niektdrych zwigzkoéw chemicznych wydzielanych przez mikroorganizmy, a
takze niska temperatura;

* obnizenie energochtonnosci produkcji roslinnej oraz dziatania na rzecz rolnictwa
proekologicznego przez rozszerzenie biologicznego wigzania azotu atmosferycznego
i tym samym zmniejszenie zaleznosSci plonowania od nieobojetnych dla srodowiska
nawozOow chemicznych, ktérych produkcja nalezy do wysokoenergetycznych;

» zwiekszenie wydajnosci fotosyntezy, np. przez optymalizacje fotosysteméw i
aparatu asymilacyjnego, przedtuzenie okresu wegetacji oraz usprawnienie pobierania
sktadnikow mineralnych przez rosliny;

e wykorzystanie w wiekszym stopniu tzw. roslin alternatywnych dostarczajgcych
odnawialnych zrdédet energii oraz surowcow dla przemystu, a takze przeciwdziatanie
efektowi szklarniowemu m.in. przez usprawnianie obiegu wegla w przyrodzie i
dziatania proekologiczne na rzecz ochrony zasob6éw wodnych iatmosfery.

Wymienione niektore cele gtéwne nowych biotechnologii nie wyczerpujg znacznie
dtuzszej listy zadan jednostkowych majgcych na celu poprawe plonowania ijakosci
pierwotnych produktéw roslinnych. Mozliwosci, ktdre sie tutaj ujawnity, sg bardzo
duze. Zidentyfikowanych zostato wiele genéw mogacych kodowac cechy uzytkowe.
Wprowadzenie ich jednak do roslin uprawnych wymaga rozpoznania mechanizmoéw
regulacyjnych, ktére umozliwig wigczenie ekspresji wprowadzanego genu pod kon-
trole rosliny biorcy. Te za$ zagadnienia naleza do stosunkowo mato rozpoznanych,
zwthaszcza jezeli idzie o wyjasnienie tak ztozonych kwestii, jak swoistos¢ gatunkowa,
odmianowa i osobnicza.

Obecnie dzieki znacznemu udoskonaleniu stosowanych metod wprowadzanie
obcego DNA do komorek rodlinnych z pominieciem tradycyjnych podej$¢ genetyki
mendlowskiej sprowadza sie w wielu przypadkach do postepowania rutynowego o
charakterze jedynie technicznym. Najszerzej stosowane sg dwie technologie transfor-
macji komorek roslinnych:

- transformacje za pomocg wektoréw Agrobacterium tumefaciens lub A. rhizoge-
nes zachodzace wskutek przeniesienia bakteryjnych plazmidéw Ti lub Ri (zawieraja-
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cych w obrebie regionu T-DNA odpowiednio wmontowany gen obcego pochodze-
nia) do genomu ro$lin dwulisciennych,

-transformacje bezposrednie (bezwektorowe) przez mikroiniekcje, elektroporacje
i mikrowstrzeliwanie.

Oprocz szerokiego stosowania tych metod prowadzone sg prace nad adaptacja
wektorow wirusowego pochodzenia oraz nad manipulacjami mobilnymi fragmentami
chromosoméw roslin (transpozonami). Badania te maja na celu m.in. opracowanie
dogodnych metod transformacji roslin jednolisciennych, ktére pod wzgledem produ-
kcji zywnosci nalezg do najwazniejszych.

Istothym elementem wprowadzenia okre$lonego genu do rosliny jest opracowanie
metodyki regeneracji rosliny po stransformowaniu jej fragmentu lub pojedynczej
komorki. Obecnie poznane sg warunki do regeneracji wielu, cho¢ nie wszystkich
roslin o znaczeniu gospodarczym. Regeneracje prowadzi sie zaleznie od rosliny i
metody transformacji: z tkanki kalusowej, fragment6éw lisci, niedojrzatych zarodkéw
lub korzeni. Mimo postepu w tej dziedzinie napotykane naturalne bariery iosobnicze
ograniczenia przy wprowadzaniu roslin transgenicznych stanowig, iz jest to ciggle
jedno z tych zadan praktycznych, ktére stale nalezy podejmowac i udoskonalaé.

Przekonujacych przyktadéw uzytecznosci nowych biotechnologii dostarczyty uda-
ne préby wprowadzenia do roslin uprawnych cech opornosci na herbicydy. Kontrola
izwalczanie chwastow metodami tradycyjnymi sa jak wiadomo bardzo pracochtonne,
a takze wymagaja znacznych naktaddw energii. Z pomoca przyszta tutaj inzynieria
genetyczna. Zidentyfikowane zostaly pojedyncze geny opornosci na dany herbicyd,
ktére mozna byto wprowadzi¢ do genomu rosliny dzieki technologii rekombinowania
DNA. Stosowane byty dwa zasadnicze podejscia:

a) modyfikacja genu dla biatka “docelowego” {targetprotein) w genomie rosliny
albo wprowadzanie dodatkowych kopii tego genu lub

b) wprowadzenie do rosliny genu kodujacego biatko degradujgce herbicyd, zanim
ten zacznie dziata¢ (biatka detoksyfikujace).

Przyktadow naturalnych biodegradacji dostarczajag takie enzymy, jak: nitrylaza z
Klebiella azaenae dla herbicydu Buctril, acetylotransferaza zeStreptomycetes hyd.ro-
scopicuséla herbicydu Basta czy monooksygenaza zAlcaligenes eutophus dla 2,4-D.
Obecnie jestjuz dostepnych handlowo szereg linii roélin uprawnych z wprowadzo-
nymi cechami opornosci na okreslony herbicyd. Inng kwestig, ktdrag mozna w tym
miejscu jedynie sygnalizowac, jest problem dopuszczenia przez agencje ochrony
Srodowiska w poszczegélnych krajach zmodyfikowanych linii roslin uprawnych do
upraw polowych na skale produkcyjna.

Innym przyktadem mozliwosci nowych biotechnologii jest wprowadzanie linii
roélin uprawnych opornych na porazenie wirusami. Wykorzystywane sg do tego celu
naturalne geny opornosci wystepujace w przyrodzie, ktdrych ekspresja moze prowa-
dzi¢ do ograniczenia procesu namnazania wirusOw przez:

-blokowanie dojrzewania biatek wirusowych,
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-blokowanie replikacji wirusowych RNA,

- ograniczanie przenoszenia wirusa do komorek sagsiednich lub przez indukcje
obronnej nadwrazliwosci rosliny na infekcje (hipersensitive virus response). Mozliwe
jest takze wykorzystanie do tych celéw gendw “sztucznych”, bedacych wynikiem
konstrukcji i manipulacji genetycznych. Nalezy tutaj wymieni¢ wprowadzenie do
rosliny genéw dla biatek ptaszcza wiruséw, zmniejszenie podatnosci roslin na infekcje
przez zakazenie satelitarnym RNA, wprowadzenie do genomu rosliny fragmentéw
wirusowego RNA w orientacji anti-sense, czy wreszcie wykorzystanie struktur rybo-
zymoOw - tancuchow RNA o wiasciwosciach autohydrolitycznych. Trzeba tez wspo-
mnie¢ o potencjalnej roli protekcji krzyzowej na porazenie szkodliwymi wirusami.

Technologia rekombinowania DNA w hodowli roslin umozliwita pozyskanie
nowych, niezmiernie uzytecznych narzedzi diagnostycznych iselekcyjnych. Nalezg
do nich techniki oparte na polimorfizmie fragmentéw restrykcyjnych DNA - RFLP,
amplifikacji fragmentéw genomowego DNA z arbitralnie wybranymi starterami -
RAPD, a takze techniki oparte na markerach mikrosatelitarnych. Ten ostatni typ
markeréw wykorzystuje polimorficzne powtérzenia tandemowe krotkich sekwencji
DNA obecne w genomach wigkszosci organizmow wyzszych. Wykorzystanie tych
markerow w hodowli roélin, a takze stosowanie zautomatyzowanych metod szybkiej
analizy DNA jako narzedzia selekcyjnego moze wydatnie przystuzy¢ sie wyprowa-
dzaniu nowych, warto$ciowych linii roslin uprawnych o pozadanym genotypie.
Mozna tutaj mowi¢ o bezposrednim zwigzku pomiedzy nowoczesnym warsztatem
diagnostycznym biologii molekularnej a klasyczng hodowla roslin,

Na zakonczenie warto uczyni¢ uwage, iz istnieje szereg obszaréw podstawowych
majacych na celu wyjasnienie istotnych zaleznosci pomiedzy budowa genomu roslin-
nego, organizacjg pojedynczych genéw a uzytkowymi wasciwosciami poszczego6l-
nych gatunkow, w tym uprawnych. Niekiedy zwigzek taki wydaje sie do$¢ odlegty,
aby bezposrednio wykorzysta¢ go praktycznie. Mozna jednak z pewnym uproszcze-
niem przyjaé, ze nieznajomos$¢ molekularnych uwarunkowan zjawisk zwigzanych z
ekspresja genodw w trakcie rozwoju, reakcji na r6znorodne bodzce $rodowiska, nie-
znajomos¢ precyzyjnych mechanizméw determinujacych ekspresje genéw cyklu ko-
maorkowego i wielu innych zjawisk tutaj niewymienionych moze by¢ powaznym
ograniczeniem dalszego wykorzystywania nowych biotechnologii w zwiekszeniu i
polepszeniu produkcji roslinnej. Wymienione tutaj przyktady kwestii podstawowych,
nalezacych do tzw. probiotechnologicznych zasobdw wiedzy mogg w istocie wywrzec
decydujacy wplyw na mozliwosci praktycznego wdrozenia nowych biotechnologii w
spos6b, ktéry pozwoli na osiggniecie z gory zatozonych celdw aplikacyjnych.

Adres autora: Instytut Chemii Bioorganicznej PAN
61-704 Poznan, ul. Z. Noskowskiego 12/14
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DLACZEGO NALEZY PRZYJMOWAC NOWOCZES-
NE BIOTECHNOLOGIE?

Wojciech Jacek STEC
Przewodniczacy Komitetu Biotechnologii przy Prezydium PAN
Zaktad Chemii Bioorganicznej CBMiM PAN w todzi

Naleze, jako szeregowy pracownik PAN do tej grupy pracownikéw, ktéra prowa-
dzac badania naukowe hobbistycznie zajmujesie takze problemami polityki naukowej
Panstwa ito nie z tytutu, iz sobie nie radzimy w naszej pracy izgtaszamy przy kazdej
okazji szereg bolaczek. Zajmujemy sie z dwoch zasadniczych powodow:

Po pierwsze, wierni jesteSmy zasadzie, izwiedza, tak jak iwtadza, naktada brzemie
odpowiedzialnosci. Wierni tej maksymie uwazamy, ze nie wolno nam nie dostrzegaé
Swiatowych tendencji w rozwoju nauki, jako awangardy postepu, zaréwno technicz-
nego jak i cywilizacyjnego, w Swiecie, i musimy sie domagac utrzymania kondycji
nauki po to, aby nie pogtebia¢ szczeliny czy tez rozstepu pomiedzy poziomem badan
naukowych w Polsce a poziomem w czotowych panstwach $wiata.

Po drugie, nie jest nam obojetny spoteczny odbior nauki. Nie akceptujemy zasady,
iz kazde panstwo musi kierowac okreslony procent dochodu narodowego na badania
naukowe tylko dlatego, ze tak wypada, a uczeni muszg dostawaé $rodki na to, aby
zaspokajac¢ swojg ciekawos¢ intelektualng.

Uwazam, ze twdrca dochodu narodowego, czyli podatnik, ma prawo domagac sie
okreslenia, jakie cele spoteczno-ekonomiczne przy$wiecajg uczonym ina ile badania
naukowe przyczynig sie do poprawy i$wiadomosci, i bytu Polaka. Swiadomy twoérca
dochodu narodowego powinien wiedzie¢, ze zysk z badan naukowych, jakkolwiek nie
bytby liczony, nie moze sie pojawi¢ wczesniej niz za lat 10, co nie oznacza, ze pytan
o cele spoteczno-ekonomiczne do nauki kierowac nie nalezy. Chce takze o$wiadczy¢,
ze nie reprezentuje kosmopolitycznego pogladu na sprawy nauki. Uwazam, ze jest
polska nauka; wyniki uzyskiwane tu w kraju, za pienigdze polskiego podatnika
stanowig polska nauke ione powinny stuzy¢ temu krajowi itemu spoteczenstwu. Tak
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sie ztozyto, ze w ramach mego ostatniego rocznego pobytu w USA bytem dwukrotnie
zapraszany jako laureat Nagrody Narodowych Instytutéw Zdrowia Stanéw Zjedno-
czonych, do tzw. Przestuchan Kongresowych. W marcu kazdego roku, dyrektorzy
instytutow NIH, a jest ich w ramach tego ugrupowania ok. 30, muszg przed komisjg
Kongresu, ktorej przewodniczy Senator Natcher, wygtosi¢ 9-minutowe przemowie-
nie, ktére przede wszystkim eksponuje cele badan, jakie beda stuzyty obywatelom
Stanéw Zjednoczonych oraz interesom Stanéw Zjednoczonych jako panstwa. Prze-
stuchanie trwa ok. 45 minutizaréwno odpowiadajacy, jak iprzestuchujacy sg Swietnie
przygotowani do dyskusji. W odpowiedzi nie wolno sie chowaé za przystowiowa
catke, za rownanie matematyczne, czy tez za nowg czastke materii czy antymaterii -
Dyrektorzy ze swymi asystentami muszg odpowiadac jezykiem prostym i zrozumia-
tym dla obecnych.

Cieszy mnie fakt, iz mam zaszczyt przed Wysoka Komisjg i Panami Postami i
Senatorami przedstawi¢ poglad na temat celowosci koncentracji sit i sSrodkow na
stworzenie w Polsce nowoczesnej biotechnologii.

Zanim przejde do omawiania biotechnologii, chce jednak powiedzieé, ze te dzi-
siejszg dyskusje przede wszystkim uwazam jako poczatek dialogu uczelnia-Parlament
po to, aby wyartykutowaé szereg naszych uwag na tematy takze wykraczajace poza
specjalistyczne kregi biotechnologii. Jedno z dziatan biotechnologii, do ktérej wpro-
wadzenia dokonat Pan Profesor Legocki, to dziatanie w kierunku ochrony $rodowiska
- Biotechnologia ekologiczna. Polega ona m.in. na zmienianiu metodami rekom-
binantowymi mikroorganizmow, ktore bedag zdolne w spos6b bardziej efektywny
powodowac metabolizm trucizn przemystowych w procesach uzdatniania wdd odpa-
dowych i $ciekowych. Biotechnologia ekologiczna to selekcjonowanie szczepéw
bakteryjnych zdolnych do wychwytywania z gleby jonéw metali, ktérymi sg tak
zanieczyszczone obszary Slaska, szczegélnie w okolicach hut, co powoduje szereg
schorzen o podtozu genetycznym u nowonarodzonych dzieci. Ten proces uwalniania
gleby od jonéw metali nazywa sie bioremediacjg. Ale nie tudzmy sie Panowie
Postowie, ze takie dziatania mogg przynies¢ jakikolwiek wymierny skutek ekologi-
czny, jesli jednoczes$nie w dalszym ciggu gtdbwnym materiatem energetycznym bedg
wegiel kamienny iwegiel brunatny, ktérego spalanie powoduje emisje weglowodo-
réw aromatycznych o wiasciwosciach kancerogennych, dwutlenku siarki powodu-
jacego kwasne deszcze i zatruwanie atmosfery, powoduje wreszcie kumulacje ra-
dionuklidéw ijonéw metali w popiotach, wydobywanie wegla z kopalf za$ bedzie
powodowato dobowy wyrzut z wodami kopalnianymi 6000 ton suchej masy minera-
tow do zlewisk Wisty i Odry. Nietudzmy sie, ze biotechnologia ekologiczna rozwigze
problem zdrowej wody, czynnika niezwykle waznego dla zdrowia catych populacji i
pewnie catego spoteczenstwa, jesli kazda fabryka mechaniczna zajmujaca sie obrobka
metali kazdego dnia zrzuca do $ciekéw tony smardw, ropy, srodkéw myjacych i
odrdzewiaczy metali technologicznych.
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Nie tudzmy sie, ze biotechnologia zmierzajgca do poprawy plonowania droga
otrzymywania transgenicznych roslin gwarantujgcych wyzsze plony poprawi czy
polepszy dostep do srodkéw zywnosci, Kiedy te rosliny beda sie rozwijaty w zatrutej
atmosferze kumulujac zanieczyszczenia, a jednoczesnie ich plony beda podlegaty
stratom w procesie przechowalnictwa i przetworstwa na skutek np. niedorozwoju
przemystu chtodniczego iprzechowalniczego.

Podejscie do zagadnienia, iz inwestowanie w nauke z przestanek ekonomiczno-
spotecznych bez harmonijnego dziatania innych ibardzo waznych sektoréw machiny
panstwowej przypomina mi, a chyba iwielu innym obecnym, okresy naszej mtodosci
i tzw. czyny spoteczne, kiedy topatami i taczkami poprawialismy wyglad trawnikéw,
poboczy drég, placéw i skwerdw, czesto po to, aby po kilku dniach buldozery
zniszczyty plony tej pracy ktadac np. nowe rurociagi.

Tyle ogdélnego komentarza o konieczno$ci harmonijnego i konsekwentnego dzia-
tania w budowaniu skutecznego modelu relacji Nauka - Gospodarka - Spoteczenstwo.

Biotechnologia jako jedno z przedsiewzie¢ napedzajgcych gospodarke ma w
przodujacych panstwach Swiata 20-letnig tradycje. W tabeli 1 zestawione sg fakty,
ktére towarzyszyty narodzinom wspétczesnej biotechnologii na Swiecie. Ich wybor i
zestaw moze sie wydawacé niespdéjny, gdyz poréwnuje przystowiowe “jabtka ipoma-
rancze”, ale celem moim jest przyblizenie Panstwu tych wszystkich uwarunkowan,
ktére musiaty by¢ spetnione, aby zaistniata wspoétczesna biotechnologia.

TABELA 1. Historia rozwoju wspétczesnej biotechnologii

1973 Pierwszy eksperyment klonowania genéw (recDNA)

1974 Pierwsze doSwiadczenie hybrydyzacji komoérkowej
Publiczna dyskusja nad bezpieczenstwem i konsekwencjami techniki recDNA

1976 Utworzenie pierwszego przedsigbiorstwa wykorzystujgcego technike recDNA
(Genentech)
Powotanie w Anglii grupy doradczej ds. manipulacji genetycznej

1980 Decyzja Sadu Najwyzszego USA o patentowalnos$ci mikroorganizméw
Opatentowanie (Cohen-Boyer) techniki konstruowania genéw metoda recDNA
Raport Spinksa (Anglia) o priorytecie w zakresie R&D dla biotechnologii
Leistungsplan (RFN) - Decyzja Bundestagu o konieczno$ci R&D w obszarze
biotechnologii
Rekord gietdowy (Wall Street) wzrostu cen udziatéw firmy Genentech
(USD 35. -> 89. w 20 min)

1981 Pierwszy zestaw diagnostyczny skonstruowany w oparciu o p-ciata monoklonalne
zaakceptowany przez FDA
Japonia (MITI) ogtasza 1981 “rokiem biotechnologii”
W USA powstaje ponad 80 matych przedsigbiorstw biotechnologicznych
Wystawienie firmy Cetus na gietdzie powoduje najwyzsze w historii Wall Street
zebranie oferty publicznej (USD 115 milionéw)

1982 Pierwsza rekombinantowa zwierzeca szczepionka zatwierdzona do stosowania
w Europie (calibacelliosis)
Insulina ludzka otrzymywana droga rekombinantowa wprowadzona do stosowania
w USA oraz Anglii
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1983 Pierwsza ekspresja genu roslinnego w roélinie innego gatunku
Firmy biotechnologiczne uzyskujg USD 500 min z tzw. oferty publicznej

1985 EPA zezwala firmie Advanced Genetic Sciences, Inc. na zastosowanie polowe
(ale w kontrolowanej skali) rekombinantowych bakterii P. syringae i P.fluorescens
pozbawionych genu kodujacego biatko odpowiedzialne za nukleacje lodu
(przemarzanie)

1986 Urzad ds. Polityki Naukowej i Technologicznej (Agenda Kongresu USA) wydaje
dokument “Coordinated Frameworkfor the Regulation ofBiotechnology ”
“Akt transferu teclutologii” rozszerza prawa firm prywatnych do komercyjnego
wykorzystania wynikéw badan sponsorowanych przez rzad USA

1987 Urzad Patentowy USA ogtasza decyzje, iz rekombinantowe zwierzeta
(non-human animals) moga by¢ przedmiotem patentu

1988 Narodowy Instytut Zdrowia ustanawia program rozszyfrowania (mapowania)
ludzkiego genomu
Udzielenie pierwszego patentu zastrzegajgcego wykorzystanie transgenicznych
myszy z wszczepionymi liniami nowotworowym (modele zwierzece do testowania
lekéw p-nowotworowych)

1989 Bioremediacje - pierwsze wykorzystanie bakterii do likwidacji skutkéw rozlania
ropy naftowej
Sad w RFN podejmuje decyzje o przerwaniu konstrukcji zaktadu majgcego
produkowac biatka technika recDNA
Chugai Pharmaceuticals (Japonia) wykupuje Gen-Probe (USA)

1990 recRENINA zatwierdzona przez FDA do wykorzystania w produkcji sera: pierwsze
rec biatko w produkcji zywnosci
Bundestag (RFN) zatwierdza “GenelLaw" okres$lajace prawnie dopuszczalne
zastosowania biotechnologii
Mycogen, po decyzji EPA, podejmuje testowanie genetycznie inzynierowanych
biopestycydow
Hoffman-Laroche (Szwajcaria) wykupuje firme Genentech (USA)
Pierwsze kliniczne préby “Terapii Genowef' (zaakceptowane przez FDA)

1991 Firmy biotechnologiczne w USA emituja i sprzedaja nowe udziaty o wartosci
USD 17,7 miliarda (5 miesiecy - rekord gietdy)
Chiron wykupuje Cetus Corp. za USD 660 min - najwieksza transakcja tgczenia
firm biotechnologicznych

Chce zwr6cié uwage, ze biotechnologii nie da sie opisa¢ ani jako zespotu technik,
ani multidyscypliny naukowej, ani zespotu technologii wykorzystujgcych procesy
zyciowe prymitywnych iwyzszych organizméw do wytwarzania ekonomicznie bar-
dzo korzystnych ioptacalnych produktéw. Obok badah poznawczych z biologii oraz
ich niemalze natychmiastowego wykorzystania w produkcji, biotechnologia wymaga
okreslenia uwarunkowan prawnych i legislacyjnych ze wzgledu na jej aspekt inter-
wencji w przyrode, ktorej cztowiek jest tylko czescig, oraz konsensusu spotecznego,
tj. spotecznego przyzwolenia na wykorzystanie proceséw okreslanych “zyciem” inie
przekraczania kodeksu etycznego. Wazna jest zatem spoteczna percepcja nowych
biotechnologii i spoteczne przyzwolenie, tak jak w przypadku energetyki jadrowej,
na jej utylizacje. Co najistotniejsze, biotechnologia wymaga szybkiej interwencji
kapitatu sktonnego do inwestowania.



DLACZEGO nalezy promowaé nowoczesne biotechnologie? 109

Nie oznacza to jednak, iz mimo tych dwudziestu lat op6znienia w stosunku do
Swiata nie bede popieratinamawiatdo rozwoju nowoczesnej biotechnologii w Polsce.
Przechodzac do konkretéw, biotechnologie jako zesp6t nauk adaptujacych z wielu
dziedzin nauk biologicznych rézne techniki mozna rozpatrywac biorac pod uwage jej
cele. S3 mozliwe aplikacje nowoczesnych biotechnologii do celdw:

* wyzywieniowych

e ochrony zdrowia

*ochrony srodowiska naturalnego

*pozyskiwania niekonwencjonalnych zasobdéw i Zrédet energii

e innych

Zastosowanie biotechnologii w dziedzinie wyzywienia spoteczenistwa i odpowied-
nie zabiegi biotechnologiczne przedstawit Pan Profesor Legocki (w artykule na s. 99).

Biotechnologie dla ochrony zdrowia spoteczenstwa:

¢ Uzyskiwanie nowych generacji lekéw

¢ Profilaktyka: nowe szczepionki (rekombinantowe)

¢ Diagnostyka: sondy hybrydyzacyjne, p-ciata monoklonalne

¢ Nowe strategie leczenia: terapia genowa, antysensowy mRNA

Na czym polega cud biotechnologiczny?

Wiadomo, ze niektdre organizmy, np. bakteryjne, wzrastajg i namnazajasie bardzo
szybko iw warunkach prymitywnych i tanich pozywek zwiekszajg swg mase 2500
raza w ciggu 6 godzin.

Escherichia coli (pateczka okreznicy): Objetos$¢ 1 komorki »10 2 cm?
Waga « 1,5 pg
Waga suchej masy » 0,25 pg
Cykl zyciowy » 20 min
Biatka stanowig 50% wagi suchej masy
Zawartos¢ biatka w 1 komorce » 0,1 5pg

W hodowli w warunkach optymalnych uzyskuje sie

po 6 godzinach (18 podziatéw) 2500-krotny wzrost masy

Np. w hodowli o objetosci 11

z inokulum o zawartosci » 0,3 mg biatka
uzyskuje sie po 6 godzinach » 750 mg biatka

Jesli dana bakterie badz drozdze, badz komérke roslinng lub zwierzeca w hodowli
komoérkowej zmusimy do zaadaptowania informacji genetycznej badz tez genu dla
niej obcego i uzyskamy efekt, ze ten obcy gen ulegnie ekspresji, tzn. ze dana bakteria
badZ drozdze, badZz komoérka bedg produkowaty nieswoiste, obce dla siebie biatko,
ktére byto zaszyfrowane w strukturze tego obcego genu, zrealizujemy proces tzw.
“manipulacji genetycznej”. Jesli to bedzie gen biatka, ktore np. wytwarza cztowiek i
biatko to petni w jego zyciu wazng funkcje, a wiec jest to np. konieczny dla jego
rozwoju hormon, czynnik wzrostowy czy inna substancja regulatorowa, zmuszajgc te
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bakterie do produkcji pozadanego biatka, jesteSmy w stanie uzyskac je nie z krwi
ludzkiej ani tez z organow ludzkich, takich jak np. przysadki moézgowe czy inne
gruczoty, realizujemy proces inzynierii genetycznej.

W ten prosty sposéb w kierowanym przeze mnie Zakladzie Chemii Bioorganicznej
w roku 1987 doc. J. Klysik wytworzyt bakterig, ktora byta zdolna do produkcji
ludzkiego, tzw. czynnika martwicy nowotworu. To biatko zawierajgce 156 amino-
kwaséw jest produkowane przez ludzkie makrofagi, lecz jego uzyskiwanie ze zrédet
naturalnych jest nie tylko nieoptacalne, ale wrecz niemozliwe. Biatko to po podaniu
do guza nowotworu powoduje jego zanik na skutek selektywnego oddziatywania z
tkankg nowotworowg. Niestety, dziataniu temu towarzyszg efekty uboczne, takie jak
bardzo rozlegly stan zapalny. Dzieki decyzji Fundacji na Rzecz Rozwoju Nauki
Polskiej w roku 1992 w Zaktadzie Chemii Biologicznej wytworzylisSmy w warunkach
laboratoryjnych 3 g biatka, ktére rozdysponowalismy do szeregu polskich Klinik
Onkologicznych w celu prowadzenia badan nad skutecznoscig i bezpieczeristwem
stosowania tego zwigzku w terapii nowotworowej. Wysoko$¢ dotacji FNP wynosita
1,6 mld z+. Warto$¢ wytworzonego biatka wg najnizszych cen katalogowych przekra-
cza sume 80 min USD. Takie sg Swiatowe ceny produktéw nowoczesnej biotechno-
logii i na tym polega cud biotechnologiczny.

Pokazujac ten przyktad, chciatem nie tylko zilustrowac zjawisko powielania bio-
logicznego, ale takze pokaza¢, iz w zakresie nowej biotechnologii nie tylko ja
popularyzujemy, ale staramy sie jg takze uprawia¢. Obecny nasali Prof. Ptucienniczak
moze dostarczyé Panstwu szeregu dalszych przyktadow.

Przyktadem nowych lekéw i terapeutykéw badz biotechnologicznych metod uzy-
skiwania znanych i wystepujacych w przyrodzie lekéw, ktore dotychczas nie byty
dostepne ze wzgledu na ograniczonosc¢ zrodet ich pochodzenia, moze by¢ krew, ktdra
zawiera kilkadziesiat, jesli nie kilkaset réznego rodzaju czynnikéw, ale wiadomo, ze
krew byla zawsze materiatem bezcennym (jesli nawet przystowiowym materiatem
bezcennym) ijej dostepnosc jest oczywiscie ograniczona. Pozwole sobie wymienié
przyktad jednego ze sktadnikéw krwi, jakim jest interferon-a stosowany w szeregu
skojarzonych terapii poprawiajgcych m.in. odpornos¢. Jedng dawke leczniczg inter-
feronu- a uzyskuje sie z przerobu 2001 krwi ludzkiej. Konstruujgc gen iwklonowujac
ten gen do bakterii, badZ drozdzy, a wiec organizméw, ktére w ciggu 18 godzin
zwiekszajg swojg mase 2500 razy, i hodujac je na prymitywnych pozywkach, takich
jak wyciagi z kosci, czy tez w przypadku drozdzy cukier i dodatki soli mineralnych,
mozemy uzyska¢ witasnie drogg rekombinantowq te same preparaty w ilosciach
nieorganicznych.

Liste lekéw iszczepionek uzyskanych droga recDNA ilustrujg kolejne tabele.

Najbardziej spektakularne przyktady to erytropoetyna (warto$¢ sprzedazy erytro-
poetyny i G-CSF w roku 1992 w skali $wiatowej - 1,2 mld USD); tPA - tkankowy
aktywator plazminogenu - biatko liczagce 524 aminokwasy, czynnik tgczacy sie z
plazming, ktéry docierajgc do widknika powoduje rozpuszczanie zakrzepow. Poda-
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TABELA 2. Leki/szczepionki uzyskiwane drogg biotechnologiczng (zatw. FDA)

Produkt

Epogen
(erytropoetyna)

Neupogen (G-CSF)

Humatrope
(soma tostatyna)

Humulina
(rec insulina)

Aktywaza (tPA)

Actimmune
Interferon-gamma

Protropin
(somatrem)

Roferon
(interferon-a2)

Leukine (GM-CSF)

Recombivacs HB

(szczepionka HBV)

OrtliocloneOKT

Procrit
(erytropoetyna)

Hibtiter
(szczepionka)

Intron
(interferon- a2B)

Energic-B

Firma

AMGEN

AMGEN

ELILILLY

ELILILLY

GENENTECH
GENENTECH

GENENTECH

HOFFMAN-
LaROCHE

IMMUNEX

MERCK

ORTHO-BIOTECH

ORTHO-
BIOTECH

PAXIS
BIOLOGICS

SCHERING-
PLOUGH

SMITH KLINE

(szczepionka WZW) BEECHAM

Zalecenia

anemia

chemioterapia

regulacja
wzrostu

cukrzyca

zawaty

infekcje

regulacja
wzrostu

biataczka,
nowotwor kosci,
AIDS

infekcje w prze-
szczepach szpiku
prewencja WZW
odrzuty prze-
szczepu nerek

AIDS

grypa (B)

biataczka

wWzw

Akceptacja FDA

czerwiec 1989

luty 1991

marzec 1987

pazdziernik 1982

listopad 1987
grudzien 1990

pazdziernik 1985

czerwiec 1986

marzec 1991

czerwiec 1986

czerwiec 1986

grudzien 1990

grudzien 1988

czerwiec 1986

wrzesien 1989

111

Zysk 1989 Zysk 1990

95

40

200

175

100

40

100

30

10

60

20

300

50

250

200

120

60

110

35

30

80

30

wany w 4 godziny po wystapieniu zawatu powoduje w 95% jego cofniecie iwylecze-

nie.

Uzyskiwanie tego biatka z organizméw ludzkich jest kompletnie nieoptacalne.
Warto$¢ naktadéw badawczych, projektowych i technologicznych, wliczajac w to
marketing, przekroczyta sume kilkunastu milionédw USD. Technologia wytwarzania
tPA zostata sprzedana firmie Hoffman LaRoche. Biatko tPA w latach 1987-1992
przyniosto firmie Genentech ponad 1 mld USD zysku.

Tabela 3 zawiera liste innych enzymoéw trombolitycznych i fibrynolitycznych,
produkowanych i stosowanych w lecznictwie bgdZ testowanych dla jego potrzeb;
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uwage zwraca roznorodnosc¢ firm biotechnologicznych: amerykanskich, japonskich i
europejskich, zaangazowanych w te badania.

Bardzo interesujgcym przyktadem, ktéry przemawia za koniecznoscig uzyskiwania
biatek o zastosowaniu terapeutycznym metodami rekombinantowymi jest przyktad
ludzkiego hormonu wzrostowego. W jednym przypadku na 2000 nowonarodzonych
dzieci wystepuje tzw. kartowatos¢. Ludzki hormon wzrostowy wystepuje w przysad-
kach mézgowych i tradycyjnie pozyskiwano go ekstrakcjg z przysadek od oséb
zmartych. Ze wzgledow oczywistych, i naturalnych, przysadki sg uzyskiwane z
mabzgow ludzi, ktérzy zakonczyli zycie raczej w starszym wieku. Tak sie ztozyto, ze
w Stanie Kalifornia, a takze i we Francji, preparaty otrzymane tg droga byty zakazone
patogenami, ktérych nie umiano wykrywaé. Patogeny te powodowaty chorobe Jacob-
sa-Creutzfelda. Nie musze méwié o tym, jak wielce niebezpieczny byt ten preceder i
jak przykre byty jego konsekwencje. Chce podkresli¢, ze preparaty rekombinantowe
nie moga zawierac takich patogenow.

Oddzielny i olbrzymi zarazem, juz dzisiaj istniejacy rozdziat biotechnologii, to
otrzymywanie metodami rekombinantowymi nowych szczepionek oraz biatkowych
komponentéw skifadowych testéw diagnostycznych, a zatem wzrost dziatania w
kierunku zaréwno immunoprofilaktyki, jak i diagnostyki. Rysunek 1 przedstawia
dynamike wzrostu w latach 1980-1991 liczby zgtoszonych w FDA Stanéw Zjedno-
czonych nowych lekéw; uderzajgca jest dynamika wzrostu liczby nowych lekéw
wytwarzanych metodami biotechnologicznymi.

TABELA 3. Enzymoéw Irombolityczne i fibrynolityczne

Streptokinaza Hoechst-Roussel Produkcja w bakteriach
Kabivitrum

Urokinaza Abbot Lab. Ekstrakcja z hodowli
komérkowych rec DNA
Genex
Mitsui Toatsu Chem.
Genentech
Grunenthal

Ludzki aktywator tkankowego Genentech rec DNA, ekstrakty z hodowli
plazminogenu komérkowych

Mitsubishi

Kyowa Hakko Kooyo

Biogen

Fujisawa

Integrated Genetix

Toyobo Pharm.

Chiron

Collaborative Research

Green Cross (Jap)

Antykoagulanty Genentech Produkujace linie bakteryjne
iczynniki fibrynolityczne Yamagusgi Ltd.
Genex
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TABELA 4. Biatka o potencjalnych zastosowaniach terapeutycznych uzyskiwane metoda rec-DNA

Substancja

LA.

Funkcja

Ludzkie regulatory wzrostu

Hormon
wzrostu
(GH)

Somato-
statyna
Somato-
medyna
Czynnik
uwalniania

191-198

14

44-59

44

hormonu wzrostu

(GHRF)

Regulatory wapnia

Kalcytonina

Hormon
przytarczycz-
ny (PTH)

Hormony reproduktywne

Hormon
luteinizujacy
(LH)

Gonadotro-
pinaludzka
Relaksyna

32

84

(tancuch
P) 115

(tancuch

P) 147
52

Promotor
wzrostu

Hamuje
wydzielanie GH
Mediator
dziatania GH
Reguluje
poziom GH

w przysadce
mozgowej

Inhibitor resor-
pcji Ca z kosci
Mobilizuje Ca,
hamuje wydzie-
lanie kalcitoniny

Induktor
owulacji
jw.

utatwianie
porodu

Limfokiny i peptydy immunoaktywne

Interleu-
kina-2

Tymozyna
(ALPHA-1)

Tymopoetyna
Czynnik

hamujacy
makrofagi

133

28

49

Promotor aktyw-

nosci i wzrostu
limfocytow T

Promotor
limfocytow
pomocniczych
Inhibitor
réznicowania
komoérek R
Hamuje
migracje
makrofagéw

Stan R&D

Klonowanie
i ekspresja
(1979)

jw.,
1977
jw., 1982

jw., 1982

recDNA

sklonowany,
nie produko-
wany

Glikoprote-
ina (w trak-
cie reali-
zacji)

w trakcie
badan

w trakcie
badan

sklonowany

Oczyszczony,
sklonowany
(1979)

Fuzja
komoérkowa

Sponsor

Genentech
Kabi Gen
Eli Lilly

Genentech
Chiron

Salk
Institute

Genentech
Amgen
Mass. Gen.
Hospital

Integrated
Genetisc,
Sereno Labs

jw.

Genentech

Ajinamoto Jap.

Cancer Inst.
Immunex
Cetus, Chiron
Genex, Biogen
Genetics Inst.
Quipel
Hoffman-
LaRoche
Genentech
Orthopharm

Penki-Kagaku

Zastosowanie

Promocja wzrostu
Przyspieszenie
gojenia ran
pooparzeniowych,
Kacheksja

Cukrzyca
Promotor i regulator

wzrostu
Promotor wzrostu

Zwapnienie kosci

Osteoporoza

Leczenie
bezptodnosci

jw., testy
cigzowe
zmigkczanie
okostnej,
p-reumatyk(?)

Immunoterapia

Erytmatoza,
Immunoterapia

P-nowotworowy,
immunoregulator

Immunoterapia

113
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Tabela 4 cd.
Substancja L.A. Funkcja Stan R&D Sponsor Zastosowanie
Regulatory system u oddechowego
Alfa-1- ok. 230 Czynnik recDNA Zymos Corp. Rozedma ptuc
Antytrypsyna ostonowy w drozdzach Cooper Labs

p-elastazie
Peptydy ueuroaktywne
R-Endorfina 31 P-bélowy Sklonowanie ~ Amgen P-bélowy
i ekspresja

L. A. - liczba aminokwaséw

Wreszcie chciatbym wymienié taki dziat biotechnologii, jak terapia genowa i
koncepcja antysensowego mRNA (rys. 2).

Terapia genowa w sposéb genialny wykorzystuje wystepujace w przyrodzie wiru-
sy, ktére poddane manipulacji genetycznej sa pozbawione wtasciwosci patogennych,
dzieki zas$ swej inwazyjnosci wprowadzajg do organizmu ludzkiego informacje gene-
tyczng naprawiajgcg defekt genetyczny.

Technologia antysensowego mRNA jest jeszcze ciagle w wieku swego “niemow-
lectwa”, cho¢ prowadzone sg pierwsze proby kliniczne, w ktérych to za pomocg
chemicznie konstruowanych zwigzkéw, najczesciej stanowigcych analogi oligonu-
kleotyddw, blokuje sie ekspresje “niezdrowego” badz “niechcianego” biatka (rys. 3).

Celowo wybierajac biotechnologie stuzacg ochronie zdrowia i medycynie chcial-
bym przez chwile uwage wysokiej Komisji skupi¢ na problemie, jak dalece w Stanach
Zjednoczonych Prezydent i Kongres przyktadajg wage do sprawy rozwoju biotech-
nologii. Pierwsze opracowanie Urzedu Rozwoju Technologicznego w zakresie bio-

Rys. 1. Propozycje zgtoszen do Administracji Zywnosci i Lekéw (FDA) nowych lekéw pochodzenia biotechnologi-
cznego i innych - w latach 1980-1991
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Rys. 2. Pierwsze doswiadcznie w zakresie ludzkiej terapii genowej - 14 wrzesienr 1990 r.

technologii pojawito sie w roku 1981. W latach 1991 i 1992 ukazaty sie dwa wazne
dokumenty: Biotechnology for the 21st Century oraz Biotechnology in a Global
Economy. Jako motto do jednego z tych opracowan zacytowano zdanie Wice prezy-
denta USA, D. Quayle: Stany Zjednoczone sg $wiatowym liderem w biotechnologii.
Prognozuje sie, ze ten 2 miliardowy przemyst (1991) osiggnie w roku 2000 warto$é
produkcji 50 milardéw USD.

Inne stwierdzenie to:

Kluczem do utrzymania naszej konkurencyjnej pozycji na $wiatowym rynku bio-
technologii jest zdecydowane wsparcie badan podstawowych oraz ksztatcenie w
zakresie biotechnologii.

W kolejnych tabelach demonstruje: strukture Prezydenckiej Strategicznej Inicja-
tywy Biotechnologicznej (tab. 5) oraz strukture naktadéw na badania w zakresie
nowych biotechnologii w roku 1990 (tab. 6).

Kolejno przedstawiam propozycje Prezydenta USA na rok 1993 dotyczaca nakla-
déw na nowe biotechnologie (rys. 4) oraz dynamike wzrostu naktadow w latach
1991-1993 (tab. 7).

Na co chciatbym zwrdci¢ szczegdlng uwage Wysokiej Komisji, to:

1 Niewatpliwie Ministerstwo Zdrowia i Opieki Spotecznej (DHHS) zdominowato
wszystkie inne resorty. W ten sposob chce usprawiedliwi¢ przed Panstwem swa
samowolng decyzje ukazania tylko jednego oblicza biotechnologii, jakim jest Bio-
technologia dla Ochrony Zdrowia.
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Rys. 3. Technologia antysensowego mRNA

2. Zwracam uwage na sposob dystrybucji sSrodkéw: nie sg one rozdysponowywane
przez jednego decydenta, a przez szereg agencji rzagdowych.

3. Na podkres$lenie zastuguje wysoko$¢ naktadéw na badania podstawowe stu-
zace rozwojowi biotechnologii, a uprawiane w wielu innych dziedzinach i dyscypli-
nach nauki: biologii, fizyki, chemii, inzynierii. Zderzenie tej pozycji z innymi
wyraznie wskazuje na naukogenny charakter nowoczesnej biotechnologii.

Konhczac swoje wystapienie, sadze i podkreslam, ze nauka i rozwoj nauki jest
podstawowym warunkiem dla mozliwosci rozwoju biotechnologii. To co uzyskuja
uczeni, jest bardzo $cisle chronione zastrzezeniami patentowymi. To w Stanach
Zjednoczonych miat miejsce pierwszy przypadek patentowania nowych rekombinan-
towych mikroorganizméw. To w Stanach Zjednoczonych pojawit sie jako pierwszy
odruch chronienia tzw. narodowej wiasnosci intelektualnej.

To w Stanach Zjednoczonych powstat projekt opatentowania genomu ludzkiego.
Bez wiasnych badan nie ma mowy o oczekiwaniu na spektakularne zyski przynoszo-
ne przez biotechnologie. Swiadomo$¢ taka miato $rodowisko naukowe w Polsce,
opracowujac w roku 1984 “Raport w sprawie Biotechnologii” (Komitet Biochemii i
Biofizyki PAN) oraz powotujgc w PAN dwa programy - badawczo-rozwojowe oraz
badan podstawowych w latach 1986-1990: “Molekularne Podstawy Biotechnologii”
oraz “Inzynieria Genetyczna Roslin”. Biotechnologii poswiecono takze odpowiednig
uwage w materiatach Il Kongresu Nauki Polskiej. W ramach wyzej wymienionych
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TABELA 5. Biotechnologiczna inicjatywa badawcza USA (1993)

Badania dla:

Rolnictwa,

Energetyki,

Srodowiska,

Zdrowia,

Innych gatezi przemystu,
Podstawowe (pre-biotechnologiczne

Uwarunkowania socjal-

no-spoteczne:
Badanie
ekonomicznych
zjawisk
technologii.

socjologicznych,
i prawnych
towarzyszacych bio-

Infrastruktura-

Konstrukcja i zasady bezpiecznej
eksploatacji zaktadéw biotechnolo-
gicznych,

Edukacja, programy nauczania, sta-
ze, przed- i po-doktorskie stypendia.
Instrumentacja (wyspecjalizowane
dla biotechnologii).

Banki mikroorganizméw, linii ko-
morek, sond molekularnych itp.
Banki informacyjne.

TABELA 6. Finansowanie biotechnologii z Funduszu Federalnego w roku budzetowym 1990 (min USD)

Agencja

Narodowe Instytuty Zdrowia (NIH)
Narodowa Fundacja Naukowa (NSF)

Ministerstwo Rolnictwa (DOA)
Ministerstwo Obrony (DOD)
Ministerstwo Energetyki (DOE)

Agencja Wspotpracy Miedzynarodowej (AID)

Administracja Lekéw i Zywnosci (FDA)
Agencja Ochrony Srodowiska (EPA)
Administracja Rezerw Wojskowych (VA)

Narodowy Instytut Standardéw i Technologii (NIST)
Administracja Badan Kosmicznych (NASA)
Administracja Badan Oceanicznych i Atmosferycznych (NOAA)

RAZEM

Suma

2900,0
167,9
116,0

98,0
82,2
28,7
19,4
8,3
7,5
4,8
4,5
2,0

3439,3.

programow naukowych stworzyliSmy pierwsze zreby frontu badawczego w zakresie
pro-biotechnologicznym ibiotechnologicznym, o ilosci zrealizowanych tematéw oraz
liczbie promocji doktorskich informacje sg zawarte w odpowiednich Raportach.
Kryzys ekonomiczny konica lat osiemdziesigtych i zmiana modelu polityczno-eko-

TABELA 7. Lata budzetowe 1991-1993: budzet federalny biotechnologii w USA (w min USD - % wzrostu)

Kierunek

Rolnictwo

Energia
Srodowisko
Zdrowie
Podstawowe

Inne

Socja Ino-Spoteczne
Infrastruktura

RAZEM

1991

174,2
65,5
62,3
1421,3
1259,5
88,9
6,5

301,2

3379,4

1992

190,5 (9%)
80,4 (23%)
68,6 (10%)

1593,8(12%)

1417,5(13%)
98,8(11%)

9,0 (38%)
300,7

3759(11%)

1993

2075 (9%)
106,9 (33%)
83,3 (21%)
1680,4 (5%)
1499,7 (6%)
123,8 (25%)
9.2 (2%)
319,6 (6%)

4030,4 (7%)
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Rys. 4. Prezydencka propozycja budzetu federalnego USA dla bada w zakresie biotechnologii: u géry - w przekro-
ju agencyjnym , u dotu - bez uwzglednienia Narodowych Instytutéw Zdrowia - N1H

nomicznego panstwa zahamowaly rozw0j tematyki, a w sterze kadrowej odnoto-
walismy najpowazniejsze straty z tytutu emigracji najzdolniejszych pracownikdéw.
Powstaje pytanie: jak realizowa¢ program promocji biotechnologii? Oczywiscie,
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podstawowym warunkiem jest zrealizowanie programu ksztatcenia biologéw i bio-
technologéw i wymuszenie oraz upowszechnienie szerokiego frontu badawczego.
Polityke te moga wymusi¢ resorty odpowiedzialne za ksztatcenie studentéw oraz
Komitet Badan Naukowych. Uwazam, ze uczelniom, ktére prowadza proces ksztat-
cenia badz bedg prowadzity proces ksztatcenia i unowocze$nienia ksztatcenia w
zakresie biologii i specjalizacji pro-biotechnologicznych, trzeba stworzy¢ warunki
wyposazenia w podstawowy i niezbyt kosztowny sprzet laboratoryjny ("rozdac kara-
biny™). Jednoczes$nie, nalezy jak najszerzej upowszechni¢ program nauczania, na
wspotczesnym poziomie, nowych biotechnologii opartych o zasady znajomosci bio-
logii molekularnej, genetyki molekularnej, mikrobiologii, biologii komdrkowej, bio-
logii roslinnej, biologii zwierzecej.

Wspéiczesny poziom nauczania wymaga, aby proces dydaktyczny byt wspierany
uprawianym w tej samej szkole procesem badawczym. To utworzy sie¢, weztami za$
tej sieci powinny by¢ instytuty o uznanym dorobku naukowym. Zaczatki tworzenia
weztéw takich mozemy juz odnotowac¢ w Polsce, bo za takowgq inicjatywe nalezy
uzna¢ “Program Bimol”- w tym miejscu chce wyrazi¢ stowa uznania Fundacji na
Rzecz Rozwoju Nauki Polskiej za niezwykle trafny wybor obszaru promocji nauki.

Wysoka Komisjo! Oczywiscie zawsze istniat, szczeg6lnie w sytuacji ogélnego
niedostatku $rodkéw badZ tez niepetnego zrozumienia koniecznosci finansowania
nauki, problem wyboru. Wybdr musi by¢ dokonany przez politykow, ktorzy zdecy-
duja o strategicznych krerunkach rozwoju Panistwa i o wspieraniu tych Kierunkéw
badaniami naukowymi. Bede zawsze zwolennikiem koncentracji na badaniach przy-
rodniczych ideterministycznego charakteru polityki naukowej. Nie ma recepty ani
na skuteczne badania, ani na sukcesy naukowe, ale na pewno, zgodnie zresztg z
tendencjami rozwoju nauki $wiatowej, sg wyrazne obszary ukierunkowania i koncen-
tracji badan. Staratem sie to uwypukli¢ przyktadem Stanéw Zjednoczonych. Uwazam,
ze czas na wygenerowanie polityki naukowej oraz wytypowanie Misyjnych Progra-
méw Naukowych. Gdyby mnie zapytano, jaki program uwazam za jeden z najpilniej-
szych iakceptowalnych iprzez srodowisko naukowe, ispoteczenstwo, to uznatbym
za takowy problem zwalczania chor6b uktadu krazenia. Polska zajmuje czotowa
pozycje Swiatowej listy pafnstw o najwyzszej umieralnosci ludzi w wieku produkcyj-
nym, wiasnie z powodu tych chordb. A zakres opracowan naukowych metod zwal-
czania zjawiska nadcisnienia jest bardzo szeroki, od wrecz socjologicznych, poprzez
sugerowane zmiany diety i sposobu zywienia, poprzez szerokg akcje edukacyjng w
spoteczenstwie, poprzez kreowanie osrodkow transplantologii oraz kardiologii, az po
badania szczegbétowe procesow komdrkowych odpowiedzialnych za system regulacji
ci$nienia w organizmie ludzkim, i na podstawie wiedzy o molekularnych mechani-
zmach badanych zjawisk - konstruowanie nowych lekow. O celowo$¢ powotania
takiego Programu nalezy zapyta¢ Kolegéw lekarzy.

Istnieje oprocz organizacji badan naukowych szereg innych probleméw, ktére
nalezy rozwigzac po to, aby w Polsce réwniez zafunkcjonowata Nowoczesna Biotech-
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nologia. Za takowe uwazam prawne uregulowania procesu transferu technologii i
wynikéw badan uprawianych za pienigdze podatnika, system ich promocji i zasady
przekazywania do wdrazania zaréwno painstwowym, jak i prywatnym przedsiebior-
stwom. To pole w Polsce szczeg6lnie niejasne.

Koriczac chce ponownie uciec od biotechnologii i przypomniec, ze dla realizacji
jakiegokolwiek przedsiewziecia potrzebne sg programy, $rodki finansowe i zaplecze
kadrowe. Z tym ostatnim w Polsce sytuacja jest szczegétnie dramatyczna. Lokalizacjg
kadr rzadzg te same prawa termodynamiki zarzgdzajgce zjawiskami transferu masy
czy ciepta. Gradient jest bardzo czytelny: miesieczne zarobki wynoszg w Rosji 40
USD, w Polsce 200 USD, w USA 2,400 USD dla osoby o tych samych kwalifikacjach
naukowych. Bez utworzenia dla elity intelektualnej warunkéw dla pozostania w
Polsce i uprawiania swych badan w Kraju nie tudZmy sie zadnymi szansami stworze-
nia Nowoczesnej Biotechnologii w Polsce.
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MOLEKULARNE METODY DIAGNOSTYKI PLCI
I ICH ZASTOSOWANIE
W MEDYCYNIE | GENETYCE*

METHODS OF MOLECULAR SEXING AND THEIR APPLICATION
IN MEDICINE AND GENETICS

Michat WITT, Jadwiga JARUZELSKA
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu

Streszczenie. Okre$lanie pici na poziomie molekularnym, sprowadzajace sie do detekcji sekwencji DNA specyficz-
nych dla chromosomu Y, znajduje obecnie szerokie zastosowanie np. do detekcji mozaicyzmu w dysgenezji gonad,
mapowania chromosomu Y i charakterystyki jego aberracji, diagnostyki prenatalnej choréb sprzezonych z picia czy
badarh medyczno-sagdowych. W artykule oméwiono réwniez techniczne strony stosowanych metod detekcji DNA
chromosomu Y, szczegdlny nacisk ktadac na najnowsze techniki oparte o PCR.

Stowa kluczowe: okre$lanie pici, chromosom Y, dysgenezja gonad, mozaicyzm, mapowanie delecyjne, choroby
sprzezone z picia

Summary. Molecular sexing focusing on the detection of Y chromosomal specific DNA sequences currently finds
broad application in detection of mosaicism in gonadal dysgenesis, in mapping of the Y chromosome and charac-
terization of it’s aberrations, in prenatal diagnostics of sex-linked genetic disorders and in forensic studies. In this
paper technical aspects of molecular methods being applied for detection of Y chromosomal DNA has also been
described with particular emphasis on the latest, PCR-based methodology.

Keywords:molecular sexing, Y chromosome, gonadal dysgenesis, mosaicism, deletion mapping, sex-linked disorders

Precyzyjne okreslanie pici na poziomie DNA (ang. molecular sexing), sprowadza-
jace sie do detekcji DNA chromosomu Y przy uzyciu réznorodnych metod diag-
nostycznych, cieszy sie znacznym zainteresowaniem wielu laboratoriow moleku-
larnych. Wielorakie mozliwosci zastosowania tych metod w genetyce oraz praktyce
medycznej stawiajg je w grupie bardzo uzytecznych narzedzi badawczych i diagno-
stycznych. Same metody w miare poznawania struktury chromosomu Y przybieraty
rézne formy, a wykorzystywano w nich wiele nowoczesnych technik molekularnych.
*Artykut napisany w ramach realizacji programéw badawczych KBN: nr4 4734 92 03 i nr4 0531 92 01.
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Ponizej przedstawiono kilka waznych obszaréw genetyki i medycyny, do ktérych
rozwoju wprowadzenie tych metod przyczynito sie w istotny sposob.

DETEKCJA MOZAICYZMU W DYSGENEZJI GONAD

Osoby z dysgenezja gonad majg szczatkowe gonady, z reguty wystepujace w
postaci pasm tkanki tgcznej. Czesto charakteryzujg sie one niskim wzrostem i catym
zestawem cech fenotypowych, ktére w sumie okresla sie jako cechy typowe dla
zespotu Turnera. Monosomia chromosomu X zostata zidentyfikowana jako genety-
czna podstawa zespotu Turnera w roku 1959, jednakze kariotyp oséb z fenotypem
zespotu Turnera, obok 45,X, moze réwniez przedstawia¢ sie jako: 46,XX;
45 X/46,XX; 46,XY; 45,X/46,XY itd.; obecne w nim mogg by¢ takze réznorodne
aberracje struktury chromosomoéw piciowych [55]. Obrazuje to, iz pojecie fenotyp
zespotu Turnera jest znacznie szersze niz jednostka nozologiczna zesp6t Turnera. W
rzeczywistosci zaledwie 40-60% chorych z fenotypem zespotu Turnera ma kariotyp
45,X [51]; u pewnej czesci pozostatych osdb z tym fenotypem w kariotypie stwierdza
sie obecnos$¢ materiatu chromosomu Y [34]. Obecnie postuluje sie, ze wystepowanie
zespotu Turnera zwigzane moze by¢ z monosomig genu RPS4, kodujgcego biatko
rybosomowe S4 wchodzace w sktad matej podjednostki rybosomu [13]. Gen ten ma
dwie homologiczne kopie: jedng ha chromosomie X (RPS4X), drugg na chromosomie
Y (RPS4Y), a biatkowe produkty obu gendéw sg funkcjonalnie ekwiwalentne. W
modelu tym zak#tada sie, ze do normalnego rozwoju organizm cztowieka potrzebuje
dwoch kopii locus RPS4 na komoérke, a powstanie fenotypu typowego dla zespotu
Turnera wigze sig, przynajmniej po czesci, z wystepowaniem tylko jednej kopii tego
genu [66].

Grupa 0s6b o dysgenetycznych gonadach i kariotypie 46,XY charakteryzuje sie
wyraznie zwiekszong zapadalno$cig na nowotwory gonad, przede wszystkim gona-
doblastoma. Okoto 96% przypadkow gonadoblastoma znaleziono u takich wiasnie
0s6b [64]. Znaczna wiekszo$¢ chorych z gonadoblastoma to fenotypowe kobiety;
zaledwie 4% to fenotypowi mezczyzni z nieprawidtowymi narzadami piciowymi
wewnetrznymi lub zewnetrznymi. Gonadoblastoma czesto wystepuje razem z dysger-
minoma (50%) czy innymi zmianami zto$liwymi, wywodzacymi sie z komorek
zarodkowych (10%) [58]. Prawdopodobienstwo rozwoju nowotworu gonad w tej
grupie chorych jest o ok. 30% wyzsze niz w grupie kontrolnej [35].

Podobna sytuacja ma rowniez miejsce u chorych z dysgenetycznymi gonadami
oraz mozaicyzmem 45,X/46,XY iwszelkimi jego wariantami. Przypadki o fenotypie
zespotu Turnera ze wspotistniejgcym mozaicyzmem 45,X/46,XY okre$lane sg jako
mieszana dysgenezja gonad, w przeciwienstwie do czystej dysgenezji gonad, w ktorej
obok fenotypu zenskiego, pasmowatych gonad i niedorozwoju ptciowego nigdy nie
stwierdza sie cech somatycznych zespotu Turnera, kariotyp za$ moze by¢ 46,XX lub
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46,XY. W grupie 0s6b z mieszang dysgenezjg gonad stwierdza sie wielkie zréznico-
wanie fenotypdw, ktore zapewne jest odbiciem r6znorodnego roztozenia tkankowego
poszczegOlnych linii komdrkowych. Etiologia mozaicyzmu 45,X/46,XY nie jest
ostatecznie udowodniona - z reguty zjawisko to interpretuje sie jako wynik nondy-
zjunkcji mitotycznej lub opdznienia w anafazie [64]. Morfologicznie gonady chorych
zmozaicyzmem 45,X/46,XY nie réznigsie od gonad chorych 45,X, jednak prawdopo-
dobienstwo nowotworzenia jest tu znamiennie podwyzszone i wynosi 15-20% [33,
64]. Mozaicyzmowi czesto towarzyszg aberracje struktury chromosomu Y [16]. Ze
wzgledu na potencjalne zagrozenie rozwojem choroby nowotworowej osoby o feno-
typie zehAskim z mozaicyzmem 45,X/46,XY, podobnie jak kobiety 46,XY, powinny
by¢ poddane gonadektomii. W praktyce klinicznej ten sposéb leczenia czesto stosuje
sie profilaktycznie réwniez u chorych z fragmentarycznymi, cytogenetycznie nie-
identyfikowalnymi chromosomami ptciowymi, np. 45,X/46,X,r(?), gdyz takie chro-
mosomy moga by¢ w rzeczywistosci fragmentami chromosomu Y [15,42]. Co wiecej,
znane sa przypadki chromosoméw markerowych opisywanych jako pierscieniowe
chromosomy X, ktére po ponownej analizie metodami molekularnymi okazaly sie
pochodnymi chromosomu Y [23]. Zabieg chirurgiczny jest szczego6lnie pilny, jezeli
u chorego stwierdza sie rozwoj gruczotdéw piersiowych, co moze oznacza¢ obecnos¢
nowotworu produkujgcego estrogeny (gonadoblastoma lub dysgerminoma).

Wysunieto hipoteze, ze za indukcje nowotworzenia w dysgenetycznych gonadach
odpowiedzialny jest gen obecny w chromosomie Y, ktéry wstepnie nazwano GBY
(Gonadoblastoma locus on Y chromosome), a ktéry dziata¢ miatby jako onkogen [47].
Takie dziatanie gen GBY przejawiatby tylko w przypadkach wspétistnienia dysgene-
tycznych gonad oraz prawdopodobnie jeszcze innych, dotad nieznanych czynnikéw
(np. mutacji somatycznej GBY). W jadrach u zdrowych mezczyzn gen GBY odgry-
watby fizjologiczng role, zwigzang prawdopodobnie ze spermatogeneza. Jesli chodzi
0 lokalizacje hipotetycznego locus GBY, to wstepnie przypisano je do interwatéw
delecyjnych 4B-7 chromosomu Y (odcinek od centromeru do konca ramienia dtugie-
go); ostatnie doniesienia sugeruja jednak lokalizacje pericentromerowg [41, 53].

W kontekscie tych danych szczegdlnego znaczenia nabierajg szybkie, precyzyjne
lczute testy pozwalajace jednoznacznie identyfikowaé mozaicyzm z udziatem linii
komdrkowych zawierajgcych chromosom Y lub jego fragmenty. Czuto$¢ konwencjo-
nalnych testéw cytogenetycznych w wielu przypadkach moze okazac sie niewystar-
czajaca do detekcji mikromozaicyzmu (mozaicyzmu o niskiej zawartosci drugiej linii
komorkowej) lub subtelnych aberracji strukturalnych iwtedy jedynym rozwigzaniem,
mogacym sprostaé wymogom takiej analizy, staje sie zastosowanie metody moleku-
larnej, opierajacej sie o bezposrednig analize DNA.



124 M. WITT, J. JARUZELSKA

MAPOWANIE CHROMOSOMU Y
I CHARAKTERYSTYKA JEGO ABERRACJI

Specyficzng cecha chromosomdéw piciowych (heterochromosomoéw) ssakow jest
brak homologii struktury pomiedzy obydwoma chromosomami tej pary na prawie
catej ich dlugosci. Powoduje to ograniczenie rekombinacji mejotycznej jedynie do
niewielkich, dystalnych fragmentéw ich ramion krétkich, ktére homologie te zacho-
wujg i pomiedzy ktérymi dochodzi do wzajemnej wymiany materiatu genetycznego
w trakcie podziatu mejotycznego (crossing-over). Odpowiednia cze$¢ chromosomu
Y ma dtugos¢ ok. 2.5 x 106 bp i nosi nazwe regionu pseudoautosomowego (PAR).
Taki przebieg mejozy uniemozliwia mapowanie pozostatej, znacznie wiekszej czesci
chromosomu Y poprzez konstrukcje mapy sprzezen genetycznych; alternatywag jest
tu mapowanie fizyczne poprzez charakterystyke naturalnie wystepujgcych delecji
fragmentow tego chromosomu (mapowanie delecyjne). Tak utworzona mapa delecyj-
na pozwala uporzadkowacé loci w kolejnosci wzdtuz chromosomu. Mapa taka stanowi
podstawe do lokalizacji nowych genéw w obrebie chromosomu Y; ponadto moze
stuzy¢ do badania zmiennosci struktury chromosomu Y w populacji, do poréwnania
struktury chromosomow Y i X, do badan ewolucyjnych, czy wreszcie do wyjasnienia
mechanizmow powstawania chromosomow Y o nieprawidtowej strukturze.

Pierwsze proby mapowania delecyjnego chromosomu Y wykorzystywaty korela-
cje nieprawidtowego fenotypu z cytogenetyczng analizg anomalii struktury chromo-
somu Y [59]. Kolejnym etapem byta charakterystyka delecji technikg Southerna przy
uzyciu sond molekularnych specyficznych dla ré6znych fragmentéw chromosomu Y
[29]. Wprowadzenie PCR umozliwito szybka, czesto jednoczasowg analize obecnosci
lub braku licznych loci na catej dtugosci chromosomu Y [40]. Dotad najbardziej
precyzyjng mape delecyjng chromosomu Y uzyskano przez detekcje sekwencji STS
{sequence-taggedsites) [65]. Sa to krdtkie odcinki sekwencji genomowych o doktad-
nie okreslonej lokalizacji, mogace stuzy¢ jako ,punkty orientacyjne” w genomie,
jednocze$nie dajace sie tatwo wykry¢ przy uzyciu PCR. Ze 155 sekwencji STS,
wyselekcjonowanych z biblioteki genomowej skonstruowanej przy uzyciu DNA
chromosomu Y, 88 okazato sie specyficznych dla chromosomu Y, 30 byto wspolnych
dla chromosomoéw X i Y, 25 byto wspélnych dla chromosomu Y i przynajmniej
jednego z autosomoéw, 10 byto specyficznych dla autosoméw i 2 dla chromosomu X.
Pozwolito to na podzielenie regionu euchromatynowego chromosomu Y na 43 inter-
waly delecyjne, kazdy o diugosci nie wiekszej niz 800 kb. Kazdy z interwatow
zdefiniowany jest przez naturalnie wystepujace punkty pekniecia chromosomu Y.
Przy uzyciu metod tradycyjnych w catym chromosomie Y wyr6zniano zaledwie 7
interwatdéw delecyjnych [63]. Znaczna gesto$¢ sekwencji STS w czesci euchromaty-
nowej chromosomu Y pozwolita na wykonanie mapy fizycznej tego regionu na
podstawie klonow genomowego DNA zawartych w sztucznych chromosomach droz-
dzowych (YACs, yeast artificial chromosomes) [14].
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Jednym z najwazniejszych efektow mapowania delecyjnego chromosomu Y byto
zlokalizowanie w jego krétkim ramieniu sekwencji TDF (testis determiningfactor),
ktérej obecnos$é wydaje sie kluczowa dla ztozonego procesu determinacji pici; jej
dziatanie najprawdopodobniej sprowadza sie do warunkowania wstepnego impulsu
genetycznego inicjujgcego rozwdj gonady pierwotnej w kierunku jadra [7, 22].
Oczywiste jest, ze uzycie detekcji sekwencji genu TDF jako kryterium pici stanowi-
toby test o wybitnej specyficznosci i informatywnosci diagnostycznej. Pierwszym
kandydatem, podejrzewanym o petnienie funkcji TDFbyt gen ZFY (zincfinger ofthe
Y chromosome) [48]. Mimo ze wkrétce udowodniono, iz ZFY nie jest jednoznaczny
z TDF [25, 49], sekwencji tego genu uzyto do diagnozowania pici przy uzyciu PCR
[9, 54], jednakze specyficznos¢ tych testéw wydaje sie watpliwa.

Sekwencjg w chwili obecnej uwazang za TDF jest gen SRY {sex-determining
region of the Y chromosome) [56]. Wykazano np. obecno$¢ mutacji tego genu w
przypadkach czystej dysgenezji gonad u kobiet o kariotypie 46,XY, wystepujacych
zaréwno rodzinnie [20], jak i pojawiajacych sie de novo [4, 24]. Jako koronny
argument za identyczno$cig TDF i SRY uznano zmiane determinacji ptci na meska u
myszy o kariotypie zenskim, transgenicznej pod wzgledem sekwencji Sry (mysi
odpowiednik ludzkiego SRY), u ktérej doszto do rozwoju azoospermicznych jader
[28]. Okazato sie rowniez, ze sekwencja SRY obecna jest we fragmencie chromosomu
Y translokowanym na jeden z chromosomow X u fenotypowych mezczyzn o kario-
typie 46,XX [60]. Sekwencja SRY jest obecnie szeroko wykorzystywana do celéw
detekcji chromosomu Y, diagnostyki pici itd. [12,27,32,44,60,61 ]. Pamieta¢ jednak
nalezy, ze sam proces determinacji ptci dalekijestod wyjasnienia. Wydaje sie, ze SRY
petni swa funkcje przede wszystkim na wstepnych etapach réznicowania jader,
rozwdj za$ biologicznie funkcjonalnego organizmu meskiego wymaga dziatania
réwniez wielu innych genéw ulokowanych na chromosomie Y, a prawdopodobnie
takze genéw autosomalnych. Poniewaz dziatanie SRY jest prawdopodobnie tylko
jednym ze sktadnikow genetycznej kaskady prowadzacej do determinacji pici, bez-
krytyczne iabsolutne poleganie na detekcji tej sekwencji jako wyktadniku obecnosci
chromosomu Y, moze okazac sie zbytnim uproszczeniem [39].

DIAGNOSTYKA PRENATALNA CHOROB
SPRZEZONYCH Z PLCIA

Dotychczas opisano ponad 4 000 chordb genetycznych jednogenowych [38]. Cze$é
z nich to choroby sprzezone z chromosomem X, ktore z reguly wystepujg wytgcznie
u osobnikéw meskich. Niektoére z tych chordb, np. dystrofia miesniowa Duchenne’a
(DMD), hemofilie czy zespdt Lesch-Nyhana, zostaty dobrze scharakteryzowane na
poziomie mutacji odpowiednich genéw. W takich przypadkach mozliwa jest skutecz-
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na diagnostyka prenatalna choroby przez analize mutacji potencjalnie uszkodzonego
genu, gdzie analizuje sie DNA izolowane z materiatu uzyskanego amniopunkcjg czy
biopsja trofoblastu (CVS). Poniewaz znaczna wiekszo$¢ chorob sprzezonych z chro-
mosomem X nie jest tak dobrze scharakteryzowana, w zakresie diagnostyki prena-
talnej rodzinom ryzyka mozna tu oferowac jedynie diagnostyke pici; prawdopo-
dobienstwo wystapienia choroby w przypadku ptodu meskiego wynosi 50%. Ana-
logiczna kalkulacja ryzyka stosuje sie do zarodkéw otrzymywanych w wyniku za-
ptodnienia in vitro (IVF) w rodzinach obarczonych chorobg genetyczng sprzezong z
chromosomem X. W takich przypadkach mozliwe jest okreslenie ptci poprzez analize
DNA pojedynczej komérki pobranej z rozwijajgcego sie zarodka [19].

BADANIA MEDYCZNO-SADOWE

Oddzielng grupe zastosowan molekularnych metod oznaczania pici stanowi ana-
liza materiatu dowodowego dla celéw medyczno-sadowych, majaca na celu wstepne
ustalenie tozsamosci osobnik6w na podstawie badania pozostawionych sladéw krwi,
$liny, wioséw, kosci, zebdw itd. [69]. Poniewaz niektdre z tych metod, w szczegol-
nosci opracowane na podstawie PCR, mogga by¢ uzywane do badania bardzo niewiel-
kich ilosci nawet znacznie zdegradowanego DNA, ich szczeg6lna uzytecznos$¢ dla
tych celéw staje sie oczywista [8]. Wprawdzie w chwili obecnej medycyna sadowa
dysponuje niezwykle czutym i precyzyjnym molekularnym narzedziem identyfika-
cyjnym, jakim jest tzw. DNA fingerprinting, polegajacy na analizie minisatelitéw
Jeffreysa czy loci VNTR (variable number of tandem repeats) [17, 36], jednak
ustalanie ptci réwniez okazato sie przydatne w nowoczesnym opracowywaniu mate-
riatu dowodowego [1,2,3,11,21,52], pozwalajac nawet natgczenie ze sobg obu tych
metod (tj. sexing ifingerprinting) w ramach jednej procedury badawczej [62].

MOLEKULARNE METODY WYKRYWANIA CHROMOSOMU Y

Wszystkie molekularne metody oznaczania pici sprowadzajg sie do detekcji
sekwencji DNA specyficznych dla chromosomu Y. W klasycznym modelu [18]
chromosom Y cztowieka dzielony jest pod wzgledem cytologicznym na dwa gtéwne
regiony, w przyblizeniu majace podobne rozmiary: region heterochromatynowy zaj-
mujacy znaczng czes¢ ramienia dtugiego (Y gl 1n qter) oraz region euchromatynowy,
w sktad ktérego wchodzi cate ramie krétkie, centromer i czes¢ ramienia dtugiego
(Ypter [7 gll). DNA chromosomu Y stanowi ok. 2% catkowitej dtugosci haploidal-
nego genomu cztowieka izawiera (4-6) x 107bp [50]. Schematstruktury chromosomu
Y przedstawiono na rysunku 1.
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Rys. 1. Przyblizona lokalizacja regionéw i loci chromosomu Y cztowieka (za Nagafuchi i wsp. [40]; zmienione); in-
terwaty delecyjne 1-7 wg Vergnaud i wsp. [63]; objasnienia nazw loci w tekscie

DETEKCJA SEKWENCJI W RAMIENIU DELUGIM

Heterochromatyna chromosomu Y zawiera przynajmniej dwie gtéwne rodziny
sekwencji powtarzajacych sie, wykazujacych pewna specyficznos¢ dla ptci meskiej
(loci DYZ1 i DYZ2) [5]. Pierwsza z nich, zawierajaca charakterystyczny fragment
3,4 kb uzyskiwany po trawieniu enzymem restrykcyjnym Haelll, stanowi gtowny
sktadnik regionu heterochromatynowego. Rodzina ta zostata wykorzystana jako se-
kwencja docelowa w pierwszym prostym tescie stuzagcym do okreslania pici na
poziomie DNA dla celéw diagnostyki prenatalnej z wykorzystaniem techniki dot
hybridization [31]. Zaletg tej metody, tak jak wszystkich tego rodzaju pdzniej opra-
cowywanych, coraz doskonalszych procedur, byt krétki czas jej wykonania (1-2 dni
w poréwnaniu z 1-2 tygodni potrzebnych dla konwencjonalnej analizy kariotypu) oraz
nieznaczna wyjsciowa ilos¢ materiatu niezbednego do przeprowadzenia analizy.
Analogicznie okre$lano pte¢ uzywajac strzepkéw kosmowki oraz preparatéw geno-
mowego DNA z komérek krwi obwodowej [30]. W chwili obecnej specyficznosé
locus DYZ1 wytacznie dla ptci meskiej jest powaznie kwestionowana przez niekto-
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rych autorow [43]. Pamietaé réwniez nalezy, ze uzyteczno$¢ sond specyficznych dla
heterochromatyny chromosomu Y ma istotne ograniczenia wynikajgce z faktu, iz
region ten moze ulega¢ delecji bez zauwazalnych skutkéw fenotypowych. Delecje
réznych czesci regionu heterochromatynowego spotyka sie u normalnych, ptodnych
mezczyzn [37]. Z drugiej strony fragment heterochromatynowy chromosomu Y
pojawia¢ sie moze jako translokacja w kariotypie normalnych, ptodnych kobiet z
czestoscig 1 : 3000 [6]. Fakty te dowodza, iz fragmenty regionu heterochromatyno-
wego chromosomu Y, uzyte jako wyktadnik obecnosci tegoz chromosomu lub jego
fragmentdw, charakteryzujg sie zwiekszonym ryzykiem uzyskania fatszywego wyni-
ku tak pozytywnego, jak i negatywnego.

DETEKCJA SEKWENCJI W RAMIENIU KROTKIM

W tej czesSci chromosomu Y gtdwnym obiektem detekcji uzywanym w diagnostyce
molekularnej ptcijest oczywiscie gen SRY uwazany za zasadniczy czynnik inicjujacy
determinacje ptci w kierunku meskim. W jego strukturze wyréznié mozna fragment
konserwatywny, o duzej homologii sekwencyjnej z genami biatek oddziatujgcych z
transkrypcyjnie aktywna chromatyng (np. biatka niehistonowe HMG1 i HMG?2), co
sugerowac moze funkcje biatkowego produktu genu SRY jako elementu regulujgcego
transkrypcje [56]. Przy uzyciu oligonukleotydéw specyficznych dla tego wiasnie
fragmentu diagnozowano pte¢ przy zastosowaniu PCR [4, 26, 44, 70].

Charakterystycznym sktadnikiem proksymalnej granicy regionu pseudoautoso-
mowego w chromosomie Y (locus PABY, pseudoautosomal border ofY) jest insercja
sekwencji Alu dtugosci ok. 170 bp, czym ro6zni sie od homologicznego locus w
chromosomie X (PABX). Detekcja tej roznicy w strukturze PABY i PABX stata sie
podstawg testu diagnostycznego opartego na multipleksie PCR, w ktérym uzyto
jednego oligomeru specyficznego dla regionu pseudoautosomowego (wspolnego dla
Y i X) oraz dwéch réznych oligomeroéw specyficznych dla odcinkéw zlokalizowanych
proksymalnie do PABY i PABX. Pozwolito to na jednoczesng amplifikacje dwdch
réoznych produktéw, specyficznych dla chromosomu Y (dtuzszy) i chromosomu X
(krétszy) [10].

Niedawno sklonowano i zsekwencjonowano znajdujacy sie w chromosomie X gen
amelogeniny (locus AMGL) oraz jego homolog w chromosomie Y (amelogenin-like
sequence) [46]. Amplifikacje sekwencji tych gendw uzyto jako wyznacznika obecno-
§ci DNA chromosoméw piciowych; istotng zaletg tej metody jest mozliwo$¢ uzycia
tylko jednej pary oligomeréw do PCR, gdyz mimo znacznego podobienstwa sekwen-
cji obu homologéw (ok. 90%) roznig sie one obecnoscig insertu 177 bp w obrebie
genu w chromosomie X. Skutkiem tego w wyniku amplifikacji DNA mezczyzny
uzyskiwane sa dwa oddzielne prazki (mniejszy z Y, wiekszy z X),natomiast na
matrycy DNA kobiety uzyskuje sie tylko jeden prazek (pochodzacy z chromosomu
X) [45].
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DETEKCJA SEKWENCJI REGIONU PERICENTROMEROWEGO

Aby stwierdzi¢ obecnos¢ chromosomu Y, niektérzy autorzy uzywali rowniez
detekcje sekwencji wchodzacych w skiad regionu pericentromerowego tegoz chro-
mosomu. Gtdwnym jego sktadnikiem jest rodzina alfoidalnych sekwencji powtarza-
jacych sie, zwana tez sekwencjami satelitarnymi alfa. Jest tojedyna rodzina sekwencji
powtarzajacych sie w ludzkim genomie wykazujgca cechy specyficznosci chromoso-
mowej [67].

Kosmid Y97, zawierajacy blok sekwencji powtarzajgcych sie centromeru chro-
mosomu Y cztowieka (locus DY Z3), uzywano jako sonde molekularng pozwalajgcg
na detekcje fragmentu 5.5 kb, powstajgcego w wyniku trawienia DNA sekwencji
centromerowych chromosomu Y enzymem EcoRI w technice Southerna [71]; sonde
te stosowano réwniez w szybkim tescie diagnostycznym wykorzystujacym technike
dot blot [57]. Detekcja locus DY Z3 stata sie réwniez podstawg prostego i wiarygod-
nego testu wykorzystujgcego PCR [68], ktory stosowany byt np. do analizy r6znorod-
nych przypadkéw zaburzen determinacji pici [61, 70] czy do analiz
medyczno-sadowych [62].

Wszystkie wyzej opisane metody okreslania ptci na poziomie molekularnym sg
coraz szerzej wykorzystywane do réznorodnych analiz genetycznych, medycznych
czy kryminalistycznych. Zakres ich stosowalnosci zwieksza sie w szybkim tempie.
Do nowoczesnych zastosowan nalezy np. monitorowanie przeszczepdw szpiku w
uktadzie dawca kobieta/biorca mezczyzna czy detekcja komérek ptodu we krwi kobiet
ciezarnych. Bez watpienia lista zar6wno samych metod, jak i ich aplikacji wydtuzaé
sie bedzie nadal.
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SPECYFICZNOSC BIALEK MATRIKS JADROWEJ

NUCLEAR MATRIX. Il. PROTEIN COMPOSITION;
THE SPECIFICITY OF NUCLEAR MATRIX PROTEINS

Piotr SZYMCZYK, Zofia KILIANSKA
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Streszczenie. Artykut jest przegladem danych dotyczacych sktadu biatkowego trzech podstruktur matriks jadrowej,
tj. warstwy peryferycznej, resztkowych jaderek oraz sieci wtoknisto-ziamistej. Przedstawiono w nim réwniez aktualne
poglady na temat specyficznosci biatek, gtéwnych sktadnikow tej waznej struktury jadrowej.

Summary. This article summarizes the data on protein composition of three nuclear matrix substructures i.e. peripheral
matrix, residual nucleoli and internal matrix. It presents also view on specificity of proteins, main components of this
important nuclear structure.

Wykaz stosowanych skrétéw. A, Ala - alanina; C, Cys - cysteina; cwDDP - cL-diaminodichloroplatyna; ConA -
konkanawalina A; D, A sp -kwas asparaginowy; E, G lu-kwas glutaminowy; F, Phe-fenyloalanina;G, Gly-glicyna;
GIcNAc - N-acetyloglukozoamina; H, His - histydyna; 1, lle - izoleucyna; K, Lys - lizyna; M, Met - metionina; N,
Asn -asparagina; PHA-fitohemaglutynina; P, Pro-prolina; Q, Gin-glutamina; R, Arg-arginina; S, Ser-seryna;
T, Thr- Ireonina; Y, Tyr- tyrozyna; V, Val -walina.

1. WSTEP

Gtownymi sktadnikami matriks jadrowej* sg biatka inne niz histony [22, 44, 78,
81,105,158]. Ostaja sie one w tej strukturze jgdra komaérkowego po ekstrakcji solami,
detergentami oraz trawieniu nukleazami, a zatem nalezg do grupy makroczasteczek o
wyjatkowo niskiej rozpuszczalnosci. Stanowi to gtéwng przyczyne, ze poza nielicz-
nymi przypadkami pozostajg wcigz stabo scharakteryzowane. Zastosowanie do ana-

*W pracy terminy: matriks jadrowa i szkielet jadrowy sajako réwnocenne uzywane zamiennie.
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lizy biatek szkieletu jadrowego wysokorozdzielczej elektroforezy dwuwymiarowej
ujawnito ich znaczng niejednorodno$é¢ [43,53,144] iobecnosé ponad 200sktadnikdw,
np. w nowotworach piersi [42]. WS$rdd roznorodnych biatek tej struktury jadrowej
wyrdznia sie grupe, ktéra wydaje sie by¢ wzglednie statym elementem wspo6lnym dla
réznych typow komdrek. Dla niej wiasnie Stuurman i wsp. [144] zaproponowali
nazwe-biatka ,,podstawowe” matriks (ang. minimal matrixprotein). To wyréznienie
wydaje sie mie¢ gtéwnie funkcjonalny charakter i wiacza do wspomnianej grupy
wspolne wszystkim komorkom biatka enzymatyczne, strukturalne i regulatorowe
obecne w szkielecie jadrowym.

Czes¢ biatek matriks charakteryzuje daleko posunieta specyficzno$¢ molekularna
i ta wlasciwo$¢ moze warunkowac¢ odmienng organizacje kompleksu chromatynowe-
go i regulacje ekspresji genéw [52, 72, 121, 122, 127]. Badania kilku laboratoridéw
[43,53,80,83,117,144,171 Jzogniskowaly uwage na porownaniach biatek szkieletu
jader komorek nowotworowych z ich odpowiednikami prawidtowymi, odkrywajac
szereg skladnikéw nowotworowo-specyficznych. Zaskakujgce obserwacje grupy,
kierowanej przez Lidgarda z Matritech Inc. z Cambridge, Massachusetts, wskazuja,
ze Smierci komérek nowotworowych w hodowlach towarzyszy uwalnianie do $rodo-
wiska biatek matriks jadrowej [103], ktdre mozna zidentyfikowa¢ odpowiednimi
przeciwciatami.

Dysponujac przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko okreslonym biatkom ma-
triks jader komorek nowotworowych udato sie uzyskac pierwsze rezultaty swiadcza-
ce, ze procesowi nowotworzenia (m.in. nowotworom piersi, ptuc, jajnikéw)
towarzyszy uwalnianie biatek szkieletu jgdrowego do krwi. Te dane pozwalajg zywié
nadzieje na w miare szybkg mozliwos¢ diagnozowania procesu nowotworowego za
pomocg przeciwciat skierowanych przeciwko biatkom szkieletu jadrowego. Nalezy
podkresli¢ fakt, ze na kontynuacje badan w tym kierunku Lidgard ze swojg grupg w
1993 r. otrzymali niebagatelng sume - ponad jednego miliarda dolarow [149].

2. BIALKA WARSTWY PERYFERYCZNEJ

Warstwe peryferyczngmatriks jadrowej, zwang rowniez resztkowg otoczkg jadro-
wa, buduje blaszka wraz z kompleksem pordw otoczki jadrowej o m.cz. ok. 125 MDa
[46, 64, 69]. Blaszka stanowi widknistg warstwe o grubosci 20-200 nm, rozposcie-
rajgca sie pomiedzy peryferyczng chromatyng a wewnetrzng btong otoczki jgdrowe;j.
Uwaza sie, ze biatka tworzace te strukture - laminy - odgrywaja istotng role w
rozpadzie i odbudowie otoczki jagdrowej po mitozie, w reorganizacji kompleksu
chromatynowego podczas interfazy i utrzymaniu prawidtowej architektury jadra
komorkowego, a takze w ,,zakotwiczeniu” filamentéw posrednich do jego warstwy
peryferycznej [8, 10, 39, 45, 51, 90, 108, 120].
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Budujace lamine polipeptydy zaliczane sg do rodziny filamentéw posrednich typu
V [141] o masie czasteczkowej (m.cz.) w przedziale 60-80 kDa [158; por. tab. 1A].
U ssakow wyroznia sie dwa gtéwne typy lamin, tj. A i B [67-69, 87].

Do pierwszego typu - A zalicza sie laminy A i C ssakdw oraz odpowiadajgcg im
lamine A kurczecia oraz zaby Xenopus laevis. Badania immunologiczne oraz analiza
map tryptycznych potwierdzajg duze podobienstwo laminy A iC [51]. Prace dotycza-
ce sekwencjonowaniacDNA kodujgcych lamine AiCujawnity identyczno$¢ sekwen-
cji, z wyjatkiem dodatkowego odcinka kodujacego 133 aminokwasy w C-koncowym
fragmencie tancucha laminy A (por. [81]). Okazuje sie, ze w komérkach zarodkowych
nie obserwuje sie ekspresji gendw kodujacych biatka tego typu [91, 143].

Drugi typ lamin - B reprezentujg dwa podtypy: Bi - do ktdrego zaklasyfikowano
lamine Bi ssak6w i kurczecia, a takze lamine Li X. laevis oraz typ B2- z laming B2
ssakéw ikurczecia, atakze L\\X. laevis. Biatka tego typu sg wykrywane w komorkach
zaréwno dojrzatych, jak i zarodkowych [9, 67, 68]. W przypadku zaby X. laevis
opisano cztery typy lamin (I—+V) obecne w oocytach i komdrkach somatycznych.
Biatko Li o m.cz. kDa/pl - 70/5,35 ilamina Lu - 68/6,02-6,35 budujg blaszke jadrowg
komorek somatycznych oraz spermatogonii. Z kolei biatko Lm - 68/6,04-6,60 jest
jedyng laming oocytdw tego zwierzecia w fazie diplotenu, wykrywang réwniez w
neuronach i komaérkach miesniowych. Natomiast poi ipeptyd Livom.cz. 75 kDa ulega
biosyntezie w p6zniejszych etapach spermatogenezy X. laevis, tj. w spermatydach i
plemnikach [9].

Jak dotad, poznano sekwencje lamin wielu gatunkoéw i uchwycono w ich strukturze
pierwszorzedowej pewne prawidtowosci [67, 87]. Okazato sie, ze biatka te charakte-
ryzuje obecnos¢ rozlegtej wewnetrznej domeny a-helikalnej oraz krotkiego i dtu-
giego, niehelikalnego fragmentu odpowiednio w N- i C-koncu tafcucha polipep-
tydowego. Diugos¢ C-koncowego, niehelikalnego odcinka zmienia sie w obrebie
lamin réznego pochodzenia, np. w biatkach Lu i Lm X. laevis i w laminie B kurczat
osigga ok. 195 aminokwasdéw, w laminach zas$ typu AX. laevis issakdéw-ok.275 [87].
We wszystkich laminach wystepuje na poczatku fragmentu C-kofcowego sekwencja
lokalizujaca je w jadrze komérkowym (ang. nuclear localization signal; NLS). W
przypadku laminy Li oocytow X. laevis stanowi jg nastepujacy motyw sekwencyjny:

14Lys-Arg-Lys-Arg-lle-Asp4ig. W jego obecnosci 50-60% wprowadzonego do
cytoplazmy biatka Li przemieszcza sie do jadra komoérkowego. Mutacja pocza-
tkowego fragmentu heksapeptydu, dotyczaca dwoch aminokwaséw: 414Lys-Thr-Thr-
Arg-lle-Asp  uniemozliwia dojagdrowy transport tego biatka.

Inng, konserwatywng sekwencje w C-koricowym fragmencie taficucha wszystkich
lamin, z wyjatkiem laminy C, reprezentuje tetrapeptyd: 580Cys-Ala-lle-Met 3. Za-
pewnia on asocjacje z blaszka jadrowg az 95% wprowadzonych do cytoplazmy lamin
Li, A i B [87, 88]. Mutacja tylko jednego aminokwasu w obrebie wspomnianego
motywu sekwencyjnego,-zamieniajaca cysteine w pozycji 580. na hydroksyamino-
kwas - seryne, obniza znacznie (do ok. 13,5%) wspotczynnik asocjacji biatka Li.



136 P.SZYMCZYK, Z. KIL1ANSKA

Natomiast analogiczna zamiana aminokwasow, ale w innym regionie C-koncowym
czasteczki laminy A, tj.  Cys-Ser-lle-Met  na  Ser-Ser-lle-Met  powoduje
mniejszy spadek zawartosci tego biatka w blaszce jadrowej, niz to ma miejsce w
przypadku laminy C. Nadal stwierdza sie w tej strukturze ok, 40,4% wprowadzonej
do cytoplazmy laminy A, co wynika zapewne z obecnosci dodatkowych reszt cystei-
nowych w C-kofAcowym fragmencie taricucha. W tworzeniu struktury blaszki réwnie
istotne sg domeny a-helikalne budujacych ja biatek. Utrata fragmentu faincucha Li o
tej strukturze, miedzy 373.-389. resztg aminokwasowg sprawia, ze wykrywa sie w
blaszce tylko ok. 64% biatka, wprowadzonego do cytoplazmy technika mikro iniekcji.

Okazato sie, ze C-koncowa reszta cysteiny w tetrapeptydzie: Cys-a-a-X laminy B2,
(a-aminokwas alifatyczny, X -aminokwas dowolny) warunkuje asocjacje z lipidami
btony jadrowej i blaszkg jadrowa, co wynika prawdopodobnie z posttranslacyjnej
modyfikacji tej reszty przez pochodne izoprenu [164]. Proces ten, zwany izoprenyla-
cja, specyficznie hamuje inhibitor biosyntezy izoprenu - mewinolin. Przemiany
posttranslacyjne laminy B2 moga obja¢ rowniez degradacje trzech ostatnich reszt
aminokwasowych (aaX) z nastepczg estryfikacjg uwolnionej grupy karboksylowej
cysteiny przez reszte metylowa [86]. Ta ostatnia modyfikacja wptywa zapewne na
funkcje strukturalne biatek blaszki, gdyz poziom metylacji laminy B zmienia sie
wyraznie w cyklu komérkowym. W mitozie nastepuje ubytek 0,4-0,6 mola grup
CH3/1m0l laminy B, czemu towarzyszy przesuniecie punktu izoelektrycznego w
kierunku kwasnym, wywotane zapewne pojawieniem sie wolnych grup karboksylo-
wych [20].

Opisane wczesniej przemiany zachodza w okreslonych domenach jadra komérko-
wego isg prawdopodobnie czynnikami ograniczajgcymi szybkos¢ odbudowy blaszki
jadrowej in vitro. Do wytworzenia odpowiedniej iloSci zmodyfikowanych posttrans-
lacyjnie lamin niezbednych dla odbudowy blaszki jadrowej potrzeba kilku godzin,
mimo ze dojgdrowy transport tych biatek zachodzi w ciggu kilku minut. Domeny te
formuja sie szybko z laminy A wedrujacej z cytoplazmy do jadra komérkowego, a ich
powolnemu zanikowi towarzyszy wzrost blaszki jagdrowej [55].

W blaszce jadrowej watroby szczura laminy asocjuja z integralnymi biatkami
wewnetrznej btony otoczkijadrowej om.cz.: 55,68 i75kDa [136]. Wnikliwe badania
ujawnity w otoczce jadrowej erytrocytow ptasich obecnos¢ receptoréw laminy Bom.
cz. 54 [5] i 58 kDa [165].

W cyklu komérkowym blaszka i otoczka jagdrowa podlegajg odwracalnym proce-
som rozpadu iodbudowy [10,114,153]. Sadzi sie, ze gtéwna role w tych przemianach
odgrywa zréznicowany poziom fosforylacji lamin. U ssakdw ma miejsce zjawisko
mitotycznej hiperfosforylacji tych biatek osiggajace warto$¢ 1,4-2,2 mole P/mol
lamin. Poziom ten przewyzsza 4-7 razy warto$¢ typowa dla tych biatek w jadrze
interfazowym, tj. 0,27-0,46 mola P/mol lamin [114].

U Drosophila melanogaster nie obserwuje sie tak wyraznych zmian poziomu
fosforylacji biatek blaszki. Wynika to z odrebnosci wystepujacych w tym organizmie
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lamin. Wykryto bowiem izoformy biatka specyficzne dla interfazy - Dmi (m. cz. 74
kDa) i Dm2 (m. cz. 76 kDa) oraz pojawiajaca sie podczas mitozy ioogenezy - Drnmijt
(m. cz. 75 kDa). Daneautoradiograficzne iocena zawartosci lamin za pomoca techniki
Western-blot wskazuja, ze ilo$¢ fosforu w laminie Dmniit stanowi warto$¢ posrednig
miedzy Dmi a Dm2-odpowiednio ok. 2,5 i 3,0 mole P/mol lamin. W produktach ich
hydrolizy stwierdzono fosfoseryne w izoformie Dmmit, w Dmi i Dm2 za$ obok
wspomnianego ufosforylowanego hydroksyaminokwasu réwniez fosfotreoning
[139]. Biatka te wykazujg odmienne witasciwosci fizykochemiczne. Izoformy Dmi i
Dm2 polimeryzuja tworzac wigzki w roztworach o fizjologicznej sile jonowej, lamina
Dmmit za$ pozostaje wtedy w formie rozpuszczalnej [92].

Dotychczas poznano szereg kinaz, dla ktorych fizjologicznym substratem sabiatka
blaszki. Z przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze lamina B2 kurczecia ulega
fosforylacji przez kinaze p34cdc2 [96]. Analiza map tryptycznych fosfopeptyddéw
uzyskanych po dziataniu wspomnianej kinazy potwierdzita, ze enzym ten wprowadza
reszty fosforanowe do taricucha laminy B2. Wykryto jednak kilka fosfopeptyddw,
ktérych pojawianie sie nie mogto wynikaé z aktywnoSci p34cdc2, co sugeruje udziat
jeszcze innych kinaz. Enzym ten generuje in w/rojedngzdwdch mitotycznych postaci
laminy B2 o m. cz. 70 kDa i6-7-krotnie nizszej zawarto$ci fosforu niz izoforma biatka
om. cz.72 kDa.

Przyktadem innej kinazy, ktéra modyfikuje laminy, jest kinaza C. Jej substratami
okazaty sie m.in. lamina B keratynocytéw myszy (linia BALB/MK-2) i lamina B2
komaérek biataczkowych HL-60 cztowieka [65, 77]. W przypadku tej ostatniej okre-
$lono miejsca tej modyfikacji poprzez zsekwencjonowanie fosfopeptydow tryptycz-
nych; sg nimi reszty seryny w pozycjach 395. i405.

Obszerne doswiadczenia nad fosforylacjg laminy typu A myszy wskazujg na
mozliwo$¢ skoordynowanego dziatania obydwu tych kinaz [37]. Juz wc ze$niej rzy-
puszczano [65], ze kinaza C wprowadzajac reszte fosforanowg na 3d5Ser i 4,5Ser
umozliwia aktywno$¢ mitotycznej kinazy p34Ltc2, fosforylujgcej reszte 392Ser laminy
B2 komorek HL-60. Jednak dopiero ostatnio wykazano, ze kinaza C modyfikuje
lamine typu A myszy w czasie catego cyklu komdrkowego, bez wyraznego mitotycz-
nego wzrostu poziomu fosforylacji reszt aminokwasowych, uznanych dla niej za
specyficzne, tj. Ser,416Thr,48 Thr i525Ser. Okazato sie, ze52 Serjest modyfikowana
preferencyjnie w interfazie. Wydaje sie, ze zjawisko fosforylacji Ser w pozycji 392.,
specyficznie rozpoznawanej przez kinaze p34cdc2, jest bardziej skomplikowane, niz
sadzono do tej pory. Modyfikacja tego aminokwasu nie ogranicza si¢ do mitozy, lecz
ma miejsce rowniez w interfazie. Nie kwestionuje to udzialu kinazy p34 c¢ w
procesie mitotycznego rozpadu blaszki jadrowej, ale pozwala sgdzi¢, ze w pozycji

92Ser dziata kompleks: p34cdc2-cyklina o zmiennej aktywnos$ci w réznych fazach
cyklu komérkowego [37].

Z przedstawionych badan wynika, ze niehelikalne fragmenty N- i C-koficowe lamin

stanowig gtéwne miejsce dziatania kinaz. Te wiasnie odcinki warunkuja tworzenie
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trimeréw (m. cz. 200 kDa) i tetrameréw (m. cz. 270 kDa) lamin. Wprowadzenie reszt
fosforanowych powoduje rozpad wspomnianych wysokoczasteczkowych agregatow.
Z kolei wptyw fosforylacji na wewnetrzne, a-helikalne domeny biatek blaszki jest
niewielki. Nie narusza ona hydrofobowych, stabilizowanych wigzaniami dwusiar-
czkowymi oddziatywar miedzy tymi domenami, ktore utrzymujg dimery lamin (m.
cz. 138 kDa) [30].

Z badan Bailera i wsp. [5] wynika, ze kinaza p34cclc2 modyfikuje in vitro takze
receptor laminy B - integralne biatko wewnetrznej btony otoczki jadrowej kurczecia
0 m. cz. 54 kDa (p54).

In vitro fosforylacja lamin przyczynia sie do uwalniania tych biatek w formie roz-
puszczalnej z blaszki jadrowej [65, 96, 114]. Jest to proces szybki, gdyz ubytek (ok.
10%) lamin ma miejsce juz po 5 minutach dziatania kinazy C, inkubacja blaszki
jadrowej za$ z tym enzymem przez 2 godziny powoduje utrate ok. 70% lamin [65].

In vivo obserwuje sie wyrazne réznice w zachowaniu sie uwolnionych lamin typu
A oraz B. W profazie mitozy laminy A i C rozpraszajg sie w cytozolu, lamina B za$
wigze sie z pecherzykami powstatymi po rozpadzie interfazowych bton jadrowych
[51,88].

Warunkiem wstepnym odbudowy blaszki jadrowej jest defosforylacja lamin [13,
54, 55], po ktorej nastepuje kilka etapéw obecnie dobrze poznanych na przykfadzie
oocytow X. laevis. Obserwacje utatwia obecnos¢ w tych komorkach tylko jednej
laminy, tj. Lm, ktéra ponadto nie wigze sie¢ samoistnie z powierzchnig chromosomoéw
ani z pecherzykami bton jgdrowych. Newport i wsp. [108] przedstawili model odbu-
dowy otoczki jadrowej, ktéry zaktada nastepujace etapy:

1° taczenie sie pecherzykdw przez interakcje nielaminowych receptoréw btono-
wych z biatkami chromatynowymi,

2° zlewanie sie pecherzykéw iodtworzenie bton jgdrowych,

3° dojadrowy transport Lm ijej ,organizacje” na wewnetrznej btonie jadrowej.
Zak}dcenia tego procesu wywotane, np. zwigzaniem laminy Lm za pomocg przeciw-
ciat skierowanych przeciwko temu biatku, nie hamujg wprawdzie odbudowy otoczki
jadrowej, lecz prowadza do uformowania bardziej delikatnej struktury, ktora nie
chroni chromatyny przed ,,pecznieniem” w roztworach o niskiej sile jonowej [108,
164].

Utworzenie w petni funkcjonalnej otoczki jgdrowej wymaga powstania spolimery-
zowanej warstwy blaszki, utworzonej przez lamine Lm w sgsiedztwie wewnetrznej
btony otoczki jadrowej. Jej obecnos$é wydaje sie by¢ nieodzowna dla prawidtowego
przebiegu biosyntezy DNA [100,108]. Uwaza sig, ze lamina albo jest bezposrednim
miejscem powstawania komplekséw replikacyjnych, albo moze sprawowac funkcje
regulacyjne, np. w dekondensacji DNA lub w formowaniu potgczen z siecig wiokni-
sto-ziarnistag matriks jadrowej, z ktorg wielu badaczy ostatnio wigze replikacje mate-
riatu genetycznego [66, 72, 155].
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Cze$¢ lamin zachowuje sie podczas mitozy w sposob analogiczny do otoczki
jadrowej. Wykrywa sie jg testem immunofluorescencyjnym w komorkach zarodko-
wych Drosophila melanogaster, poddanych dziataniu taksolu. W jej skiad, poza
laminami, wchodzi biatko wewnetrznej btony otoczki jadrowej - otefina o m. cz. 53
kDa [61]. Zsekwencjonowanie cDNA olefiny irozszyfrowanie jej struktury pierwszo-
rzedowej ujawnito hydrofobowa domene w C-koricowej czesci taricucha, zapewne
utatwiajacg asocjacje tego biatka z btong otoczki jagdrowej [115].

Wydaje sie, ze niewielka cze$¢ lamin A i C w komoérkach CHO wigze sie z
powierzchnig chromosoméw w toku catej mitozy [13]. Z biatkami tymi asocjuje z
kolei wrazliwy na trypsyne receptor biatkowy, obecny na powierzchni pecherzykéw
jadrowych. Trawienie trypsyna rozktada biatko receptorowe i uniemozliwia asocjacje
pecherzykéw z powierzchnig chromosoméw [163]. Wspomniany powyzej fakt aso-
cjacji lamin z powierzchnig chromosomoéw znalazt potwierdzenie w eksperymentach,
ktérymi wykazano zdolno$¢ lamin do asocjacji z DNA oraz polinukleosomami [95,
170]. Lamina A indyka wigze specyficznie biatkowy sktadnik polinukleosoméw. Na
podstawie zmian masy czasteczkowej polinukleosomow okreSlonej w toku
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym zawierajagcym SDS, a takze 10-krotnie
wyzszej ich wrazliwosci na trawienie trypsyng w poréwnaniu z chymotrypsyng sgdzi
sie, zejest nim histon HI [170]. Ostatnio wykazano, ze laminy Bi, B2iagregaty lamin
A i C watroby szczura wiazg sie specyficznie z sekwencjami DNA, okre$lanymi jako
MAR (ang. Matrix Attached Region) [95]. Uwaza sie, ze odcinki MAR reprezentuja
miejsca przytaczenia superheliksowych petli DNA o $redniej dtugosci ok. 50 000 pz
do biatkowego szkieletu jadrowego [12, 72, 107, 125, 160],

W sktad kompleksow poréw otoczki jagdrowej kregowcow, zaliczanych do warstwy
peryferycznej matriks jadrowej, wchodzg: transmembranowe biatko gp210 [46,166]
i rodzina peryferycznych glikoprotein - nukleoporyn, ktérych m. cz. waha sie od 45
do 270 kDa [27, 116; por. tab. 1A].

W przypadku nukleoporyn modyfikowanych O-glikozydowo, sktadnik cukrowy
stanowi gtdwnie N-acetyloglukozoamina (GIcNAc) rozpoznawana przez lektyne
WGA (ang. Wheat Germ Agglutinin) z kietkdw pszenicy. Trawienie R-N-acetyloglu-
kozaminidaza, atakujgca cukry przytaczone O-glikozydowo, usuwa reszty GICNACc i
uniemozliwia wigzanie ze wspomniang lektyng [26, 140].

Jak dotad najlepiej poznano wiasnosci biatka gp62 opisywanego réwniez symbo-
lem gp68 [10, 26, 27]. Jest ono syntetyzowane w formie prekursora o m. cz. 59 kDa,
ktérego m. cz. osigga 62 kDa, po modyfikacji za pomocg 8-10 reszt GIcNAc [140].
Okazato sie, ze polipeptyd ten tgczy sie z innymi biatkami, tj. gp60 i gp54 w stosunku
1:1:2, tworzac kompleks o m. cz. 231 kDa, stabilny nawet po 1000-krotnym oczy-
szczeniu [85]. W czasteczce gp62 poznano miejsca glikozylacji, réznigce sie po
winowactwem do enzymu prowadzgcego ten proces, tj. N-acetyloglukozoamino-
transferazy UDP:biatko. Fragment gp62 miedzy 248. a 341. aminokwasem wigze sie
z enzymem silniej niz odcinki czasteczki obejmujgce regiony miedzy resztami:
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TABELA 1. Biatka wykryte w matriks jadrowej
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Biatko M.cz.
(materiat, w ktérym [kDa]
zostato wykryte) (ew. pl)

A. WARSTWA PERYFERYCZNA
Blaszka

Lamina A 69
(watroba szczura) B 67
(komoérki HeLa) C 62

Kompleksy poréw otoczkijadrowej
Glikoproteina transmem branowa

gp210 (watroba szczura, X. laevis) 190/210
Nukleoporyny:

gp62/gp68 (watroba szczura,
komoérki PtKi)

gp74/gp76 {Drosophila melanogaster)!4/16
NSP1{Saccharomycescerevisiae) 86
NUP1{Saccharomycescerevisiae) 130

62/68

Nukleo poryno-podobne 100
biatko plOO (marchew)

NUP49; NUP 100; NUP116 49; 100;
{Saccharomycescerevisiae) 116
gp153 (watroba szczura) 153

kinaza fosfa tydy 1o-4-fosforanu
(fibroblasty myszy, watroba szczura)

B. MATRIKS JADERKOWA

pi45 {X. laevis) 145/6,15
Fibrytaryna (erytrocyty kury, 34(38)/8,5
komaérki HeLa)

Izoforma topoizomerazy 11 150/180
(komérki HelLa)

Fosfoproteina C23 (?) 110/5,1
Fosfoproteina B23/numatryna 38-40/5,0
(watrobiak Novikoffa, fibroblasty,

limfocyty B, komorki

wywodzace sie z linii B)

Antygen pl20 (komérki HelLa,

rak piersi, watrobiak Novikoffa) 120

C.SIEC WEOKNISTO-ZLARNISTA
W ieloenzymatyczny kompleks
replikacyjny (polimeraza DNAct,

DNA prymaza, 3’—'5’-egzonukleaza,
RNAza H, metylaza DNA)
(watroba szczura)

Biatko Ci i C2czastek rdzeni
hnRNP (komérki HelLa)
Biatko 70-U1snRNA (komorki 70
szczura, komérki HeLa)

Biatko D (biatko rdzeni Ul, U2, 16
U5, U4/U6 snRNP)(komérki HelLa)

39; 41

plo7 107/8,7
-8.,8

Sm antygen (watroba szczura) 28/9,5

p125/6,5 125/6,5

Najwazniejsze
dane bibliograficzne

[13,20,37, 54,55,
65, 67, 68, 77, 87]

[45, 166]
[10, 14, 26, 27, 140]
[45]

[12, 14, 70, 106]
[28]

[132]

[161]

[145]
[118]

[47]
(3, 4, 23, 73, 94, 112]

[174]

[93, 113, 137, 142]
[16-19,41,42, 44]

[49,50,56, 111]

[84, 150, 151]

[156]
[156]
[62]

[138]

[134, 138]
[58, 148]

Funkcja

Utrzymywanie struktury blaszki,
przytaczanie blaszki do bton jadrowych.
organizacja chromatyny

Transportjgdrowo-cytoplazmatyczny
Przytaczanie kompleksu porowego
do otoczki jadrowej
Transportjgdrowo-cytoplazmatyczny.
jw.

jw.
jw.

jw.

Organizacja chromatyny
Udziat w szlaku fosfatydyloinozytolowy

Biatko strukturalne
Sktadanie pre rRNA

Organizacja chromatyny jaderkowej,
sktadnikstrukturalny

Organizacja genéw rybosomalnych

Potencjalny antygen proliferacji

Replikacja DNA

Sktadanie mRNA
jw.
jw.
jw

Antygen proliferacji
jw.
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cd. tab. 1

Biatko

(materiat, w ktérym (ew. pi)
zostato wykryte)

Matryny: 3 125/6,0
4 105
D-C. 60-75
12, 13 42,48
FIC. 65/10,19

(watroba szczura)
Biatko ARBP (jajowod kury) 95

Aktyna (limfocyty, 43
komérki nowotworowe)

Deacetylaza histonéw H3, H4
(erytrocyty kury)

Kinazy fosfatydyloinozytolo

4 ,5-bis-fosforanu

Kinaza diacyloglicerolowa
Fosfolipaza C

M.cz. [kDa Najwazniejsze

dane bibliograficzne

[7. 59, 60, 105]

[160]

[103, 152, 154]
[63]

[118]

12]
[2]
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Funkcja

Organizacja DNA

jw.

jw.

jw.

jw.

Zakotwiczenie petli DNA w matriks

jadrowej
Transport RNA, sktadnik strukturalny

Udziat w transkrypcji DNA
Metabolizm fosfolipidéw

jw.
jw.

D. BIALKA MATRIKS JADROWEJ - brak okre$lonej lokalizacji wjej substriikturach

RFP(chloniak Burkitta, 58
watrobiak szczura AW7974)

Biatko NuMa (antygen SPN, 236
centrofilina) (komérki HeLa, BHK)

Topoizomeraza Il 170

Terminalna transferaza

(linia KM-3)

Biatko PRP kompleks: kinaza 41/36

3-fosfoglicerynianowa anneksyna Il

(komérki HelLa)

Kai modutina

Endonukleaza (dynia) 32

RBF-1 (Receptor 10

Binding Factor-1)

(jajowoéd kury)

Fosfolipaza A2

(watrobiak szczura

AW7974)

Biatka wigzgce cCAMP 40, 50,55,
150,200

Kinaza biatkowa p63 63/6,0

(komérki HL-60)

Keratynopodobne biatko p55 55/6,2

(watroba szczura)

Biatka p60 i p65 (marchew) 60 i 65

poli(ADP-rylK)Zo)polimeraza 116

(komérki Calu-1)

Fibronektyna

Adenytotransferaza mononukleotydu
nikotynamidowego (fozysko cztowieka)
Katalaza (hepatocyty 240
Swinki morskiej)

[71]

[25, 75, 76]
[24,33,34, 38, 125]
[32]

[159]

[124]

[128, 129]
[126, 135]

[147]

[57]

[130, 131]

[

[48]
[79, 120, 162]

[173]
16]

[169]

Specyficzne rozpoznawanie DNA

Rozdziat chromosomoéw, udziat

w reorganizacji jadra komérkowego
Regulacja stanu topologicznego DNA,
replikacja DNA

Replikacja DNA

Udziat w replikacji DNA odcinkéw
poprzedzonych krotkimi odcinkami
typu “primer”

Replikacja DNA(?)

Zmiany stanu upakowania DNA
Wigzanie kompleksow:
progesteron-biatko receptorowe

Metabolizm fosfatydyloinozytoli
w jadrze komérkowym,

wtérny przekaz sygnatow
Wtérny przekaz sygnatéw

Udziatw réznicowaniu
Sktadnik struktura! ny

jw.

Modyfikacja posttranslacyjna biatek
jadrowych, naprawa uszkodzen DNA
Sktadnik strukturalny

Enzym pomocniczy polimerazy
Eoli—ADP—rybozy
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1.-249.1111.-261. In vitro hamuje on glikozylacje czasteczki gp62orazjej fragmen-
tow miedzy aminokwasami: 1.-249. i 111.-261. W przeprowadzonych eksperymen-
tach N-koncowy segment biatka gp62 (1.-341.) zawierajgcy aminokwasy zar6wno o
wysokim, jak i0 niskim powinowactwie do enzymu ulega glikozylacji dwufazowej.
W pierwszej kolejnosci ma miejsce powolna glikozylacja reszt o wysokim powino-
wactwie, potem za$ szybka modyfikacja pozostatej czesci tancucha. Proces ten
przebiega zapewne w sposéb kooperatywny iprawdopodobnie tak modyfikowana jest
czasteczka gp62 in vivo. Umozliwia to precyzyjng regulacje zawartosci reszt cukro-
wych w gp62, zalezng od aktywnosci glikotransferazy i ich dostepnosci w komadrce
[27]. Poziom glikozylacji gp62 moze wptywacé na przebieg transportu przez pory
jadrowe, regulacja za$ aktywnosci enzymu moze odbywac sie w drodze zmiany
sktadu podjednostek w roznych fazach cyklu komérkowego lub podczas rozwoju
organizmu [26], Mozliwos$¢ intensywnej glikozylacji N-kofncowego fragmentu gp62
wigze sie zapewne z jego wzbogaceniem w aminokwasy hydroksylowe - seryne i
treonine, ktérych suma stanowi az 34,8% u X. laevis i 38,8% - u myszy. Wspolny
motyw sekwencyjny dla tego odcinka gp62 uréznych gatunkéw zwierzat to: Gly-Phe-
X-Phe-Gly, gdzie X: Ser, Thr, Asp, Gly, Ala, Val [26].

W innej nukleoporynie, tj. gpl53, obserwowano zblizony motyw sekwencyjny,
jednak o zmienionej kolejnosci aminokwaséw, tj. X-Phe-X-Phe-Gly. To ciekawe
biatko zawiera cztery palce cynkowe typu Cys2-Cys2, zdolne wigza¢ DNA in vitro w
sposob zalezny od obecnosci jondw cynku ijest zlokalizowane po stronie nukleopla-
zmatycznej kompleksu porowego [145],

Ukazaty sie rowniez sygnalne doniesienia o wykryciu u drozdzy nukleoporyn
opisanych jako: NSP1 o m. cz. 86 kDa [14, 70, 106], NUP1 o m. cz. 130 kDa [28]
oraz NUP49, NUP100 i NUP116 o m. cz./pl odpowiednio: 49/5,94; 100/9,38 i
116/9,32 [161]. Motyw sekwencyjny: Gly-Leu-Phe-Gly jest wspdlny dla biatek
NUP49,NUP100iNUPI 16, powtarzajac sie w ich N-koricowym fragmencie fafcucha
odpowiednio: 13, 29 i 33 razy. Z kolei w biatkach NSP1 i NUP1 9-aminokwasowy,
konserwatywny fragment: Lys-Pro-Ala-Phe-Ser-Phe-Gly-Ala-Lys zostaje skrocony
w polipeptydach: NUP49, NUP100 iNUP116 do rdzeniowego tripeptydu: Phe-X-Phe
[161]. Zaobserwowano, ze motyw sekwencji Gly-Leu-Phe-Gly ulega mutacji do
uktadu: Phe-Ser-Phe-Gly w biatkach NUP1 i NSP1, w ktérych powtarza sie 6-9-krot-
nie w N- i C-kohcowej czesci tancucha [14, 28, 161].

Ostatnio wykryto w matriks jadrowej pochodzenia roslinnego (marchew) biatka
(m. cz. 96 1100 kDa) o cechach zblizonych do nukleoporyn kregowcéw idrozdzy [99,
132]. Inne biatko komplekséw poréw jadrowych - transmembranowa glikoproteine
0 m. cz. 210 kDa cechuje N-glikozydowe przytaczenie reszt cukrowych, wsrdd
ktérych dominuje mannoza rozpoznawana przez lektyne, konkanawaline A (ConA).
Enzym atakujacy wigzanie N-glikozydowe w tej glikoproteinie (endoglikozydaza H;
endo-R-N-acetyloglukozaminidaza H) usuwa reszty cukrowe powodujac spadek jej
masy czasteczkowej o0 9 kDa. W czasteczce gp210 o diugosci 1886 aminokwaséw
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stwierdzono dwie domeny hydijofobowe, tj. miedzy 1469.-1509. i 1809.-1829. ami-
nokwasem, wigzace sie z otoczka jadrowg. Obie wspomniane domeny tego biatka
moga dziata¢ kooperatywnie dzieki ich otoczeniu przez aminokwasy hydrofilowe, co
ma niewatpliwie wptyw na proces odbudowy kompleksu poréw otoczki jadrowej in
vivo [166]. Prowadzac wnikliwe badania stwierdzono, ze niewielki C-kofAcowy odci-
nek biatka gp210 wchodzi w interakcje z obwodowg czes$cig kompleksu porowego
(tzw. podjednostka luminalna), pozostata zas cze$¢ jego taricucha znajduje sie miedzy
btonami otoczki jadrowej [166].

3. BIALKA MATRIKS JADERKOWEJ

Resztkowe jaderko (matriks jagderkowa) wyrdznia sie rozmiarami wsrdd pozosta-
tych substruktur szkieletu jadrowego i stanowi odrebng cato$¢, ktéra odpowiada
przede wszystkim za przestrzenng organizacje chromatyny jaderkowej i produktow
jej transkrypcji. Z uwagi na funkcje jaderka, ktore jest miejscem syntezy idojrzewania
pre rRNA, a takze ,montazu” czastek prerybosomalnych, poznanie struktury jego
szkieletu pozostaje w centrum uwagi wielu laboratoriow [47,113,137, 142].

Nalezy podkresli¢, ze zgodnie z definicjg matriks jaderkowej podang przez
Jordana w 1984 r. [74] reprezentuje ona pozostatosS¢ jaderka, otrzymang po kolejnych
ekstrakcjach solami, detergentami inukleolizie, zwykluczeniem trawienia RNAzg A.
Zachowany po takich zabiegach rozmiar i ksztatt oryginalnych jaderek warunkujg
przede wszystkim sktadniki rybonukleoproteinowe oraz niewielka ilos¢ DNA (ok. 4%
jadcrkowego DNA) [113].

Najlepiej poznanymi biatkami tej substruktury matriks sa fibrylaryna (ang.Jibril-
larin) oraz numatryna (por. tab. IB).

Fibrylaryna, wykryta przez Christensena iwsp. [23] u $luzowca Physarum poly-
cephalum, zyskata swojg nazwe w laboratorium Buscha [110] ze wzgledu na jej
wybidrczg lokalizacje w fibrylarnych rejonach jaderka ssakow (gesty sktadnik fibry-
larny i centra fibrylarne). Reprezentuje sktadnik jaderkowych czgstek snRNP (ang.
small nuclear ribonucleoprotein particles), ktérych rola wiaze sie z poczatkowymi
etapami dojrzewania pre rRNA, m.in. z wycinaniem transkryptéw pre rRNA przy
5’koncu tancucha. W komérkach ludzkich biatko to tworzy kompleksy z U3, U8 i
U 13 snRNA, podczas gdy w drozdzach az z oSmioma roznymi snRNA [3, 4, 73].
Polipeptyd ten wyodrebniony z réznych gatunkéw wykazuje szereg wspélnych cech,
np. m. cz. w zakresie od 33 do 38 kDa, punkt izoelektryczny w zasadowym przedziale
pH (8,5-10,0), wysoka zawartos¢ glicyny (ok. 20 mol%) oraz dimetyloargininy (ok.
4 mol%). W fibrylarynie komoérek HelLa, liczacej 321 aminokwaséw, wyrdznia sie
trzy domeny istotne zapewne dlajej funkcji [4]. W N-koncu czasteczki zlokalizowany
jest ok. 70-aminokwasowy segment bogaty w glicyne i dimetyloarginine, w centrum
- ok. 90-aminokwasowy odcinek, przypuszczalnie odpowiedzialny za wigzanie z
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RNA (zawiera motyw sekwencyjny - Gly-Leu-Val-Tyr-Ala-Val-Glu-Phe, typowy
dla biatek wigzacych RNA) oraz w C-koncu -zestrukturalizowany fragment a-heli-
kalny (ok. 33 aminokwasy). Z obszernych badan struktury pierwszorzedowej fibry-
laryn réznego pochodzenia mozna wnioskowa¢ o ich znacznym konserwatyzmie
ewolucyjnym. Okazato sie, ze ten polipeptyd jaderkowy wydzielony z komérek
ludzkich wykazuje odpowiednio 67 i 81% homologii z biatkiem drozdzy iX. laevis
[3, 4, 73].

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze fibrylaryna wyizolowana z komérek nabtonko-
wych, fibroblastéw czy limfocytdw cztowieka, a takze zaby, szczura czy myszy daje
reakcje krzyzowa z surowicami pacjentow cierpigcych na sklerodermie [94, 110].

W 1991 r. Ochs i Smetana [112] dzieki immunomikroskopii elektronowej wykryli
to biatko w szkielecie jaderka komorek X. laevis, kury i cztowieka. Odpowiada ono
opisywanemu przez innych badaczy [94, 137], zasadowemu biatku p34. Ochs i
Smetana [112] sugeruja, ze w matriks jgderkowej obecne sg przynajmniej dwie
populacje fibrylaryny:

1° zaangazowana w proces skracania produktow transkrypcji pre rRNA oraz

2°0 funkcji zwigzanej z upakowaniem rRNA. Dodatni tadunek tego biatka sprzyja
zapewne umacnianiu interakcji z rDNA, rRNA oraz z kwasnymi biatkami jaderka -
B23 i C23, opisanymi w latach siedemdziesigtych w laboratorium Buscha [93].

Biatko B23, zwane réwniez nukleofosming bgdz N038 [16-19,119], reprezentuje
sktadnik jaderka umiejscowiony gtéwnie w jego rejonach granularnych. llos¢ B23
podlega wahaniom w zaleznosci od aktywnosci proliferacyjnej komérek. Feuerstein
i Mond [41] w 1987 r. wykryli w matriks jadrowej limfocytow B myszy biatko o m.
cz./pl -40/5,0, nazwane numatryna, ktérego biosynteza gwattownie ro$nie w komér-
kach tej linii pod wptywem mitogendw (estry forbolu, przeciwciata, liposacharydy).
Ten wzrost zawarto$ci numatryny wyprzedza wzmozong biosynteze DNA, co wydaje
sie stanowi¢ sygnat do rozpoczecia proliferacji komorek. Zaobserwowano, ze biosyn-
teza numatryny w komorkach aktywnie rosnacych i nowotworowych moze by¢ nawet
20-krotnie wyzsza niz w komorkach spoczynkowych [41, 42]. Za pomoca elektrofo-
rezy dwuwymiarowej ianalizy map tryptycznych numatryny i biatka B23 wykazano
ich homologie. Reakcje krzyzowe przeciwciat skierowanych przeciwko B23 z numa-
tryng i odwrotnie - przeciwciat anty-numatryna z biatkiem B23 ostatecznie potwier-
dzity tozsamos$¢ tych biatek. Doniesiono o sklonowaniu genéw kodujgcych biatko B23
cztowieka, szczura i kury [17, 18, 97]. Ich ekspresja dostarczyta polipeptydow o
dtugosci odpowiednio 294, 292 i 294 reszt aminokwasowych. Okazato sie, ze biatko
to moze wystepowac¢ w dwdéch formach opisywanych jako B23.1 i B23.2 o dtugosci
257 1292 aminokwasow; stanowig one produkt ekspresji tego samego genu [19].

Whikliwa analiza struktury pierwszorzedowej B23 wykazata znaczng homologie
(ok. 50%) N-koricowego segmentu (ok. 140 aminokwaséw) z nukleoplazming, bial-
kiem uczestniczacym m.in. w organizacji nukleosomow [17, 31, 36]. Z kolei w
centralnej czesci fancucha B23 wystepujg dwie domeny o wysokiej zawarto$ci ami-
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nokwasoéw kwasnych (u cztowieka iszczura zespoty sekwencji odpowiednio miedzy
aminokwasami: 120.-132., 161.-188. i 120.-132., 159.-187.). Wykazano, Ze seryna
pierwszej domeny jest akceptorem reszt fosforanowych in vivo [16]. Ten aminokwas
jest fosforylowany przez kinaze kazeinowa I, ktéra preferencyjnie wprowadza reszty
fosforanowe na hydroksyaminokwasy znajdujace sie w fafncuchu biatkowym w sgsie-
dztwie aminokwasow kwasnych [16,133]. Uwaza sie, ze tojgderkowe biatko zawiera
potencjalne miejsca fosforylacji przez mitotyczng kinaze p34cdc2 na reszcie treoniny,
w obrebie motywu sekwencyjnego: Thr-Pro-X-Lys-Lys [98]. Biatko B23 zostaje
whbudowane w strukture szkieletu jaderkowego w toku dwustopniowej polimeryzacji.
W pierwszym etapie ulega dimeryzacji (m. cz. 55 kDa), a nastepnie tworzy wieksze
agregaty stabilizowane gtownie przez mostki dwusiarczkowe [44]. Sprawga wcigz
otwartg jest funkcja tego bogato reprezentowanego biatka szkieletu jaderkowego.
Rozwaza sie mozliwos¢ jego udziatu w organizacji i transporcie rybosomoéw [19,98].

Problemem dyskusyjnym jest obecno$é w matriks jaderkowej innej fosfoproteiny
-biatka C23, zwanego réwniez nukleoling (m. cz./pl: 110/5,1). W doniesieniach
Olsona iwsp. [113] polipeptyd ten stanowi dominujacy sktadnik matriks jaderkowej
watrobiaka Novikoffa obok biatek o m. cz. 28, 37,5, 40, 70, 72 i 160 kDa. Jednakze
obserwacje Shiomi i wsp. [137] i innych badaczy [142] wskazuja, ze ekstrakcja
jaderck za pomocg wysokich stezeri NaCl lub dijodosalicylanu litu usuwa biatko C23
z ich szkieletu. Biatko to zlokalizowane w fibrylarnych rejonach jaderka ulega
autokatalitycznej degradacji, ktérg hamuje w komérkach proliferujacych blizej nie-
okreslony czynnik [21].

W szkielecie jaderek X. laevis stwierdzono specyficzny dla tego organizmu poli-
peptyd o m. cz. 145 kDa i pi 6,15 [47]. Natomiast Freeman iwsp. [49, 50, 111] w
mikrofibrylach matriks jagderkowej komdrek aktywnie proliferujgcych i nowotworo-
wych (np. Hela, rak piersi, watrobiak Novikoffa) wykryli wysokoczasteczkowe
biatko 0 m. cz. 120 kDa.

Zini iwsp. [174] potwierdzili wystepowanie w komdrkach HelLa dwéch izoform
topoizomcrazy Il, enzymu odpowiadajgcego za utrzymanie architektury DNA oraz
jego replikacje. Obie formy enzymu rdznia sie masa czasteczkowag, tj. 180/150 i 170
kDa oraz dynamika i miejscem pojawiania sie w cyklu komérkowym [24, 33, 34, 38,
146, 174]. Wykorzystujagc immunomikroskopie elektronowg wykazano, ze izoforma
topoizomerazy 11-180/150 (opisywana dwiema warto$ciami m. cz. ze wzgledu na
fatwosc¢ degradacji oryginalnego enzymu o m. ¢z. 180 do 150 kDa w toku preparatyki)
jest zlokalizowana w interfazie w jaderku; gtdwnie w jego gestym sktadniku fibrylar-
nym. Nie obserwowano jej w nukleoplazmie jader interfazowych ani w chromoso-
mach metafazowych. Przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko izoformie
enzymu 180/150 kDa silnie reagowaty z matriks jadrowga oraz jej substrukturg -
resztkowym jaderkiem. Badacze sugeruja, ze ta izoforma topoizomerazy Il moze
stanowi¢ istotny element katalityczno-strukturalny nieodzowny w organizacji prze-
strzennej oraz regulacji transkrypcji genéw rybosomalnych [142, 174].
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4. BIALKA SIECI WELOKNISTO-ZIARNISTEJ

W mikroskopie elektronowym ta substruktura matriks jadrowej widoczna jestjako
sie¢ wiokien o Srednicy 9-13 nm i potgczonych z nig ziarnistosci o $rednicy 20-25
nm [109, 172]. W wewnatrzjadrowej sieci widknisto-ziarnistej znajduje sie wiele
biatek niezbednych dla metabolizmu DNA i RNA [6, 15, 79, 81,127, 150, 151, 159,
167,168; por. tab. 1C]. Ponadto wystepuja tu sktadniki strukturalne o naturze gtéwnie
rybonukleoproteinowej, ktérych obecnos¢ w wydzielonych preparatach warunkuje
procedura izolowania szkieletu jadrowego [84,133], a takze aktywnos$¢ metaboliczna
jadra komorkowego. Okazato sie np., ze w jadrach dojrzatych erytrocytow kury, w
ktdérych nie przebiegajuz biosynteza DNA czy RNA, nie wykrywa sie tej substruktury
matriks [89].

Odnotowano w niej kilka biatek tworzacych kompleksy z Ul, U2, U4/U6 i U5
SNnRNA om. cz. 16, 28 i 70 kDa [62,138,156] oraz komponenty czgstek hnRNP o m.
cz. 39(Ci) i 41 (C2) kDa [156,157].

Wykorzystujagc metode immunochemiczng lokalizacji antygenow wykryto w sieci
aktyne (m. cz./pl; 41/5,5) oraz biatka podobne do sktadnikoéw filamentéw posrednich
0 m. cz. 60 i 65 kDa [48, 104, 154]. Przez wiele lat obecno$¢ aktyny w jadrach
komoérkowych budzita kontrowersje. Nakayasu i Ueda [104, 152], jako pierwsi,
wykazali za pomocg immunomikroskopii elektronowej, ze biatko tojest zlokalizowa-
ne gtdwnie wewnatrz szkieletu jadrowego limfocytow prawidtowych i nowotworo-
wych myszy.

Jadrowa aktyna wykazuje zblizone wiasciwosci do analogicznego biatka cytopla-
zmatycznego. Sugeruje sig, ze sprawuje ona w jadrze komérkowym funkcje ,,trans-
portera” czastek RNP. Wydaje sie, ze transport ten polega na ,$lizganiu sie”
wspomnianych czastek wzdtuz filamentdw aktynowych, a nie na skoordynowanym
procesie ich depolimeryzacji i repolimeryzacji [104].Te ostatnig mozliwos$¢ wyklu-
czono stosujac falloidyne, inhibitor depolimeryzacji aktyny, ktéry nie wptywa na
transport czastek SnRNP.

Obecnos¢ aktyny w jadrze komorek raka wysiekowego Guerin potwierdzili ostat-
nio Valkov iwsp. [154]. Za pomocg autoradiografii i techniki radiocimmunologicznej
stwierdzono, ze biatko to stanowi ok. 3% biatek jagdrowych oraz 9% - matriks
jadrowej. Blisko potowa aktyny obecnej w szkielecie jadrowym wigze sie z DNA tej
struktury. W wigzaniu jadrowej aktyny z DNA wydaje sie uczestniczy¢ opisane przez
Prendergasta i Ziffa [123] biatko mbhl (ang. myc basic motif homolog-7), zblizone
strukturalnie i funkcjonalnie do gelsoliny iSeweryny, polipeptydéw cytoplazmatycz-
nych regulujacych dtugos¢ filamentow aktynowych. Analiza w mikroskopie elektro-
nowym preparatow matriks, po reakcji z przeciwciatami skierowanymi przeciwko
aktynie, z nastepczg identyfikacjg za pomocg kompleksu biatko A-ztoto ujawnita, ze
ten polipeptyd lokalizuje sie przede wszystkim w sieci wioknisto-ziarnistej. Obser-
wacja, ze przeciwciata przeciwko aktynie selektywnie blokuja transkrypcje katalizo-
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wang przez polimeraze RNA typu Il oraz zdolno$¢ do tworzenia kompleksow akty-
na-polimeraza nasuwajg przypuszczenie, ze biatko to moze uczestniczy¢, w sposéb
jeszcze blizej nieokreslony, w procesie transkrypciji.

W laboratorium Berezneya [7, 59, 60, 105] wykryto w sieci witdknisto-ziarnistej
matriks jadrowej nowa rodzine biatek, ktérg nazwano matrynami. W elektroferogra-
mach dwuwymiarowych szkieletu jadrowego watroby szczura biatka te stanowia
gtéwne sktadniki obok lamin A, B i C, B23 oraz biatek hnRNP. Sa to: matryna 3 (125
kDa/pl 6,0), 4 (105 kDa/pl zasadowy), D-G (60-70 kDa/pl zasadowy) oraz 12 i 13
(42-48 kDal/pl kwasny). Whnikliwe badania immunologiczne potgczone z analiza
sekwencji N-koncowych fragmentow fancuchow pozwolity wydzieli¢ trzy pary zbli-
zonych do siebie matryn, tj. D/E, F/G i 12/13. Jak dotad przedstawiono blizej
charakterystyke dwoch nowopoznanych biatek - matryny F/G i 3.

Matryna F/G jestsilnie zasadowym (pi, 10,19) biatkiem zbudowanym z 544 amino-
kwasdw, ze znaczng przewaga aminokwasow hydrofobowych (ok. 55%). Oddziatuje
ono z DNA przez dwa motywy strukturalne o naturze palcow cynkowych. W obrebie
jednego z nich, a w sagsiedztwie nastepnego, wystepuje unikatowa, palindromowa
sekwencja: Ser2-Thr-Asn-Thr-Ser2. Zawiera ona potencjalne miejsca fosforylacji i
glikozylacji, co prawdopodobnie modyfikuje przebieg interakcji tej matryny z DNA
[59]. ¢

Matryna 3 natomiast sktada sie z 845 aminokwasow. W jej N-koricowym fragmen-
cie tancucha (1-120 reszt aminokwasowych), natadowanym dodatnio ws$rdd pier-
wszych 100 aminokwasdéw znajduje sie az 26 hydroksyaminokwaséw. Z kolei
C-konicowy segment biatka (170 aminokwasow) zawiera 32% aminokwasow kwas-
nych. Tak wysoki odsetek Glu i Asp zidentyfikowano rowniez w C-koncu taricuchow
czynnikow transkrypcyjnych: GCN4, GAL4 i receptora glukokortykoidow. Biatko
to cechuje wyjatkowo wysoka konserwatywnos$¢. Poréwnanie sekwencji aminokwa-
sowej matryny 3 cztowieka iszczura wykazuje 96% homologii [7], Wciaz niewiele
wiadomo o funkcji matryn. Dalsze badania zapewne wkrdtce wyjasnig biologiczny
sens ich znacznej reprezentacji w szkielecie jadrowym.

W wewnetrznej sieci wioknisto-ziarnistej znajduje sie biatko rozpoznajace se-
kwencje MAR DNA, opisywane symbolem ARBP (ang. AttachmentRegion Binding
Protein). Polipeptyd ten o m. cz. 95 kDa, wyodrebniony z jajowodu kury, odpowiada
za ,,wypetlanie” nici DNA. Wydaje sie, ze jest on zdolny rozpoznawac¢ okreslone
struktury heliksu DNA, a nie specyficzne sekwencje [160]. Biatko ARBP selektywnie
wigze sie z MAR genu lizozymu kury oraz z sekwencjg MAR gendw Drosophila,
myszy i cztowieka.

W szkielecie jadrowym niedojrzatych erytrocytéw kury stwierdzono wysoka a-
ktywnos¢ (40-50% ogolnej aktywnosci) deacetylazy histonowej. Praktycznie calg te
aktywnos$¢ (ok. 95%) odnajdowano po rozfrakcjonowaniu matriks jgdrowej w jej sieci
wewnetrznej. Hendzel iwsp. [63] wysuneli sugestie, ze enzym ten poza modulowa-
niem poziomu acetylowanych histondw, zwigzanych z DNA aktywnej transkrypcyj-
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nie chromatyny, moze posredniczy¢ réwniez w dynamicznych interakcjach aktyw-
nych genéw z wewnetrznym szkieletem jagdrowym.

Matriks jadrowa uczestniczy w przekazywaniu informacji za pomoca wtérnych
przekaznikéw [57, 118, 147]. Wykryto w tej strukturze biatka wigzagce CAMP o m.
€z.40,50,55,150 i200 kDa [57]. Pionierskie doSwiadczenia grupy Payrastre’a iwsp.
[118] zasygnalizowaty zwigzek z matriks jader fibroblastow myszy iwatroby szczu-
ra enzymow cyklu fosfoinozytolowego, tj. kinaz fosfatydyloinozytolowych, kinazy
diacyloglicerolowej oraz fosfolipazy C. Powyzsze enzymy wykazujg szczeg6lng
lokalizacje w szkielecie jadrowym. Kinaza fosfatydyloinozytolo-4-fosforanowa, u-
miejscowiona w jego warstwie peryferycznej, chroni przed ,ucieczka” reszt fosfa-
tydyloinozytolu poza jadro komérkowe przeprowadzajac go w fosfatydyloinozytolo-
4-fosforan. Ten zwigzek, dzieki kolejnej kinazie, ale zlokalizowanej w wewnatrz-
jadrowej sieci wioknisto-ziarnistej, ulega fosforylacji do fosfatydyloinozylolo-4-bis-
fosforanu, ktéry moze by¢ hydrolizowany przez bardzo aktywna w tej podstrukturze
matriks - fosfolipaze C do diacyloglicerolu i trifosfoinozytolu. Obydwa te zwigzki
reprezentujg wtérne przekazniki informacji w komérce. Diacyloglicerol moze modu-
lowac aktywnos$¢ kinazy biatkowej C albo moze by¢ ufosforylowany przez kinaze
diacy logiicerolowa, zlokalizowang wybi6rczo w wewnetrznej sieci matriks jadrowej,
do kwasu fosfatydowego. Aczkolwiek rola wspomnianych zwiazkéw w jadrze ko-
maérkowym wecigz jest nie wyjasniona wydaje sie, ze ,,przedziatowos¢” enzyméw
zwigzanych z metabolizmem fosfolipidéw znajdzie wkrotce wytlumaczenie. Jak
dotad udato sie stwierdzi¢ in vitro, ze inozytolomono-fosforan i fosfatydyloinozyto-
lo-1,4-bisfosforan aktywujg polimeraze DNA typu a [118].

W matriks jgdrowej stwierdzono obecno$¢ wielu biatek bez zdefiniowanej przy-
naleznosci do jednej z trzech jej podstruktur (por. tab. ID).

WSrod aktywnosci enzymow modulujacych biatka jadrowe, a takze zaangazowa-
nych w procesy naprawy DNA, stwierdzono poli(ADP-rybozo)-polimeraze (m. cz.
116 kDa). Aktywnos$¢ tego enzymu w matriks jgdrowej waha sie od 2 do 35%
obserwowanej w puli jadrowej [29, 79, 162]. Tak duza rozbiezno$¢ wynikdw moze
by¢ spowodowana $cistg asocjacjg polimerazy z DNA matriks i usuwaniem jej w
czasie trawienia DNazg | podczas izolowania tej struktury.

Enzymy kompleksu replikacyjnegosg wspomagane przez biatko PRP (ang. Primer
Recognition Protein). Biatko to wydaje sie przyczynia¢ do wydajniejszej replikacji
odcinkéw DNA, poprzedzonych krotkimi sekwencjami typu ,,primer” [159]. W
matriks jader komérek HelLa funkcje te petni kompleks aneksyny Il (m. cz. 36 kDa)
i kinazy 3-fosfoglicerynianowej (m. cz. 41 kDa).

Proces replikacji DNA wymaga obecnosci innego enzymu pomocniczego -topoi-
zomerazy Il, ktorej obecno$¢ wykryto po raz pierwszy w szkielecie chromosomoéw
mitotycznych komoérek HelLa (por. [81]). Enzym ten kontroluje, obok topoizomerazy
I, superhelikalno$¢ czasteczki DNA. Drake i wsp. [33, 34] udowodnili obecno$é¢
dwéch izoform tego enzymu, tj. o m. cz. 180 i 170 kDa. O ile wiadomo, ze izoforma
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180/150 wystepuje w matriks jaderkowej (por. rozdz. 3), to lokalizacja biatka o m. cz.
170 kDa nie jest w petni ustalona. Cze$¢ tego enzymu jest zwigzana przede wszystkim
z wewnetrzng siecig matriks, w ktorej petni istotng funkcje w ,,zakotwiczaniu” do niej
petli DNA. Odcinki MAR/SAR, tj. sekwencje, za pomoca ktérych wchodzi on w
interakcje z biatkami szkieletu jagdra interfazowego (MAR), badzZ rusztowania chro-
mosomow mitotycznych (SAR; ang. Scaffold Attached Region) zawierajg motyw
sekwencyjny specyficznie rozpoznawany przez topoizomeraze Il [12, 72, 125].

Inne biatko, oznakowane symbolem RFP (m. cz. 58 kDa), ktore opisano w matriks
komorek nowotworowych, wykazuje w swojej strukturze motyw sekwencyjny Cys3-v
His-Cys4. Wydaje sie, ze ta cecha moze byé zwigzana z jego zdolnoscig rozpo-
znawania okreslonych miejsc w DNA. Polipeptyd RFP nie wystepuje w tkankach
prawidtowych (watroba, $ledziona, nerka), z wyjatkiem jader myszy. Postuluje sie
jego udziat w kontroli wzrostu komérek [71].

W laboratorium Spelsberga [126, 135] wykryto w matriks jader jajowodu kury
czynnik biatkowy RBF-1 (ang. Receptor Binding Factor-1) wigzacy kompleks pro-
gesteron-receptor [101,102]. To niskoczasteczkowe biatko (m. cz. 10 kDa) jest silnie
reprezentowane w matriks watroby, w $ladowych iloSciach za§ w analogicznej
strukturze $ledziony kury. Sugeruje sie, ze biatko RBF-1 moze uczestniczyé, wspolnie
z onkogenem c-myc, w kaskadowej regulacji transkrypcji genéw kontrolowanych
przez hormony sterydowe [135].

Obecnos¢ niektorych biatek w szkielecie jadrowym jest prawdziwym zaskocze-
niem (np. katalazy, fibronektyny) [169,173; por. tab. ID]. Potwierdzenie ich wyste-
powania, a takze powigzanie z ewentualng funkcjg w tej istotnej strukturze jadra
komorkowego wymaga dalszych badan.

5. SPECYFICZNOSC BIALEK MATRIKS JADROWEJ

Specyficznos¢ biatek matriks jadrowej moze by¢ rozpatrywana na poziomie ko-
maérkowym, tkankowym igatunkowym [40,43,52,80,143,144]. R6wniez procesom
réznicowania sie i nowotworzenia komorek towarzyszy biosynteza odrebnych biatek
tej struktury szkieletowej [35, 49, 50, 53, 56, 82, 83, 171]. Sygnalne doniesienia
dotyczace specyficznych biatek majg jak dotad forme wstepnej charakterystyki i
obejmuja dane dotyczace ich masy czasteczkowej czy punktu izoelektrycznego.

Fey i Penman [43] jako pierwsi zwr6cili uwage na zjawisko specyficznosci
komorkowej biatek matriks jadrowej. W cytowanych badaniach biatka szkieletu
jadrowego wydzielono zdiploidalnych fibroblastéw itrzech linii nowotworéw piersi:
(MCF7, BF20 i T47), komorek gruczolakoraka kory nadnerczy (HuT80) i dwunast-
nicy (SW-13) oraz glejaka (A-172).

Przeciwciata poliklonalne skierowane przeciwko biatkom matriks jader komaérek
raka piersi (linia MCF7) rozpoznawaty w teScie immunofluorescencyjnym biatka tej
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struktury zlokalizowane gtéwnie w wewnetrznej czesci szkieletu jadrowego. Stwie-
rdzenie obecnosci pewnych specyficznych komponentéw ws$réd bardzo niejedno-
rodnej puli biatek matriks réznych linii ludzkich komérek nowotworowych, za-
poczatkowato poszukiwania w tej strukturze znacznikéw procesu nowotworzenia.
Okazato sig, ze biatka szkieletu jadrowego wzmiankowanych komérek nowotworéw
piersi cechowata obecnos¢ 37 wspolnych sktadnikow sposrod ogdtem 205 wchodza-
cych w skiad tej struktury badanych linii komoérek, co wskazuje na ich znacznag
odrebno$¢ molekularng. W przypadku matriks jader prawidtowych fibroblastéw
odnotowano pie¢ specyficznych biatek, w gruczolakoraku nadnerczy i dwunastnicy
odpowiednio - 32 i42, natomiast w glejaku - 30 [43].

Stuurman i wsp. [144] poddali wyczerpujacej analizie elektroforetycznej biatka
matriks jadrowej réznych nowotworow linii zarodkowych myszy, watroby, nerek i
moézgu myszy, watroby szczura oraz ludzkich komorek biataczkowych K562. Wsréd
,»0aszczu” sktadnikéw biatkowych matriks, ktérg badacze rozfrakcjonowali dodatko-
wo na tzw. peryferyczng oraz wewnetrzng matriks (por. [84, 144]), pewna ich cze$¢
wykazuje konserwatywnos$¢ ewolucyjng. Wynika ona zapewne z faktu, ze petnig one
analogiczne funkcje w organizmach na réznym szczeblu rozwoju ewolucyjnego
zwigzane z metabolizmem jadra komorkowego. Te biatka matriks wspélne dla réz-
nych typéw komérek i tkanek, opisywane jako ,biatka podstawowe”, sg zapewne
wigczone w procesy m.in. replikacji, transkrypcji czy sktadania RNA. Nalezy pod-
kresli¢, ze zarowno w komérkach zarodkowych myszy, jak i w badanych tkankach
myszy, szczura i cztowieka wykryto specyficzne biatka, szczeg6lnie w jej frakcji
odpowiadajacej sieci wioknisto-ziarnistej i resztkowym jgderkom [144].

Getzenberg iwsp. [52,121 ] donie$li o pewnej odrebnosci biatek komdrek matriks
gruczotu krokowego i pecherzykéw nasiennych szczura, ktdrych aktywnosé jest
regulowana przez androgeny. Pod wptywem dihydrotestosteronu gruczot krokowy
(ptat brzuszny) syntetyzuje jako gtowne biatko sekrecyjne - prostateine. Polipeptyd
ten, bedacy glikoproteing o m. cz. 40 kDa i pi 4,8, budujg cztery podjednostki, wsrdd
ktdrych dominuje sktadnik opisywany symbolem C3 (m. cz. 14 kDa). Z kolei w
pecherzykach nasiennych hormon ten stymuluje sekrecje 6 gtdbwnych biatek, oznako-
wanych SV I-VI, wsréd ktdérych przewaza synteza sktadnika SV VI o m. cz. 17000
kDa. Kastracja szczuréw zmienia tor metaboliczny tych gruczotdéw, przerywajgc
produkcje biatek sekrecyjnych [52].

Autorzy sugerujg, ze odmienna regulacja przezdihydrotestosterun ekspresji genéw
kodujacych biatka sekrecyjne w gruczole krokowym ipecherzykach nasiennych moze
wynikac z réznic w precyzyjnej organizacji DNA miedzy tymi narzadami, w ktorej
uczestniczg biatka szkieletu jadrowego. Prowadzac analize poréwnawczg technikg
elektroforezy dwuwymiarowej biatek matriks jagdrowej, wydzielonej zwymienionych
gruczotébw szczuréw kontrolnych oraz kastrowanych, ujawniono szereg réznic o
naturze ilosciowej i jakoSciowej. Wsrod poréwnywanych biatek wyrézniono trzy
grupy:
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1° - obejmujgcg komponenty specyficzne dla gruczotu krokowego (ptat brzuszny)
i pecherzykéw nasiennych,

2° -zawierajacasktadniki biatkowe pojawiajace sie w tych gruczotach izanikajace
po kastracji (a zatem regulowang przez hormony) i

3° - najliczniejsza, do ktdrej zaklasyfikowano wszystkie polipeptydy wspdlne dla
obydwu gruczotéw; ich obecno$¢ nie wydaje sie zaleze¢ od wptywu hormondw.

Ciekawe rozwiazanie w analizie specyficznosci tkankowej biatek matriks zastoso-
wali ostatnio Ferraro iwsp. [40]. Wykorzystali oni fakt tworzenia komplekséw biatek
z DNA za pomoca metali ciezkich, eliminujac potrzebe etapéw preparatywnych
stosowanych przy wydzielaniu matriks. Czynnikiem wigzacym biatka szkieletu z
DNA byt lek przeciwnowotworowy -m-diaminodichloroplatyna (m-DDP), ktérym
traktowano hepatocyty kury, Swini i bydta. Chromatografia na hydroksyapatycie
postuzyta do rozdziatu biatek wigzacych sie z DNA od innych sktadnikéw komérko-
wych, elektroforeza dwuwymiarowa za$ - do ich analizy. Poréwnanie elektrofore-
gramow dwuwymiarowych biatek matriks peryferycznej iwewnetrznej tych komoérek
wiazacych sie z DNA przez ds-DDP ujawnito 11 analogicznych polipeptydéw. Na
podkreslenie zastuguje obserwacja, ze z tych 11 biatek matriks, pie¢ stanowi wspélne
sktadniki hepatocytow badanych gatunkéw. Ich konserwatyzm moze wynikaé z
analogii petnionych funkcji, wsrod ktérych badacze upatrujg udziat w zakotwiczaniu
petli chromatynowego DNA.

W szeroko zakrojonych eksperymentach grupy Stuurmana [143, 144] zwrd6cono
uwage na fakt, ze podczas réznicowania sie komérek dochodzi do zmian w ekspresji
genow kodujacych niektore biatka szkieletu jadrowego. Model doswiadczalny sta-
nowita linia mysich, niezréznicowanych zarodkowych komorek nowotworowych
P19EC. Z komorek tych, pod wptywem kwasu /ra/is-retinowego (106 M), udato sie
wyprowadzi¢ trzy klony linii komérkowych odpowiadajgce réznym stopniom zréz-
nicowania, tj. endo-, epi- i mezodermie, opisywanym jako END-2, EPI-7 i MES-1.
Analizg elektroforetyczng biatek matriks wyodrebnionych z komdrek niezréznicowa-
nych i odpowiadajgcych wcze$niejszym etapom rdznicowania, tj. END-2 i EPI-7,
ujawniono znaczne ich podobienstwo. Komarki niezré6znicowane, P19EC, zawieraty
pewng liczbe sktadnikéw szkieletu jadrowego, ktére ulegaty w nich specyficznej badz
wyraznie wyzszej lub nizszej biosyntezie. Najwieksze réznice obserwowano w jed-
nowymiarowych obrazach elektroforetycznych biatek matriks niezréznicowanych
(P19EC) iw petni zréznicowanych komorek MES-1. W tych ostatnich silnej ekspresji
ulegaja geny kodujace laminy A i C, ktérych praktycznie nie wykrywa sie w komor-
kach niezréznicowanych. Wsrdd rodziny lamin tylko lamina B wystepuje w komér-
kach zarowno niezréznicowanych, jak i zréznicowanych. Procesowi réznicowania
komérek P 19EC towarzysza ponadto zmiany w biosy ntezie polipeptydu odpowiadaja-
cego prawdopodobnie wimentynie oraz kilku skltadnikow, ktére wydajg sie by¢
syntetyzowane przejsciowo w okre$lonej fazie ré6znicowania [143]. Nalezy podkre-
$li¢, ze roznicowaniu komorek P19ECpo traktowaniu kwasem fra/is-retinowym (1,
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3, 7 dni) towarzyszy zmiana fenotypu niektoérych biatek matriks, wydzielonych po
okreslonym czasie dziatania czynnika indukujacego ten proces. Zmiany te, natury
ilosciowej ijakoSciowej, sg typowe dla procesu ré6znicowania; nie obserwowano ich
wséréd biatek matriks wydzielonych z hodowli komoérek P19EC RAC, ktore sg
niewrazliwe na dziatanie kwasu retinowego.

ZkoleiDworetzky iwsp. [35] opisali zmiany w sktadzie polipeptydowym szkieletu
jadrowego osteoblastow w toku réznicowania in vitro. W procesie tym wyrdznia sie
trzy stadia:

1° aktywng proliferacje,

2° dojrzewanie substancji miedzykomoérkowej (ang. extracellular matrix matura-
tion) oraz

3° mineralizacje, ktére na poziomie molekularnym mozna monitorowac poziomem
syntezy mRNA okres$lonych biatek.

Podczas aktywnej proliferacji osteoblastow (7. dziefi hodowli) dochodzi do wyso-
kiej ekspresji genéw histondéw rdzeniowych, histonu HI oraz kolagenu typu I. W
kolejnym stadium (11.-15. dzierh hodowli) spada aktywnos$¢ proliferacyjna osteobla-
stéw i uaktywniajg sie geny zwigzane z ich wzrostem - kodujace przede wszystkim
alkaliczng fosfataze, osteoponting oraz biatka niekolagenowe. W stadium mineraliza-
cji (19.-23. dzien hodowli) substancja miedzykomérkowa nabywa cech zblizonych
do kosci, a komérki osiggajagce ten stopief zréznicowania cechuje wysoka ekspresja
gendw kodujacych osteokalcyne i osteopontine. Wigczenie wysokorozdzielczej ele-
ktroforezy dwuwymiarowej do analizy sktadu biatkowego preparatow matriks jad-
rowej wydzielonych z hodowli osteoblastbw  (znakowanych [35S]-Met),
odpowiadajacych trzem kolejnym stadiom ich réznicowania, pozwolito stwierdzi¢ w
tych komorkach dwie klasy biatek. Do pierwszej zostaty zaliczone biatka szkieletu
jadrowego typowe dla wszystkich stadidw rdznicujacych sie osteoblastow, w drugiej
za$ znalazty sie sktadniki specyficzne dla okreslonego stadium. Badacze obserwowali
dwufazowe zmiany w fenotypie tych biatek przy przejsciu osteoblastow ze stadium
aktywnej proliferacji do etapu dojrzewania substancji miedzykomorkowej oraz w
czasie odpowiadajagcym ,wchodzeniu” w stan kostnienia. Analiza poréwnawcza
biatek wydzielonych z tego samego etapu réznicowania wskazywata na ich zblizony
fenotyp. Autorzy spekulujg, ze specyficzna dla okreslonego stadium réznicowania
komérek kosci biosynteza pewnych biatek matriks moze by¢ zwigzana z umiejsco-
wieniem i organizacjg okreslonych gendw ulegajacych w tym okresie wybidrczej
ekspresji. Nie wykluczajg réwniez mozliwosci, ze wasnie te biatka szkieletowe moga
utatwié interakcje czynnikow transkrypcyjnych z sekwencjami regulatorowymi ge-
now aktywnie transkrybowanych w roznicujacych sie komdrkach [35].

Pod koniec 1991 r. ukazaty sie pierwsze zaskakujgce doniesienia o specyficznosci
biatek matriks jadrowej tego samego narzadu, tj. gruczotu krokowego szczura [53].
Gruczot ten jest dogodnym modelem badan specyficznosci, gdyz budujg go trzy
odrebne morfologicznie i funkcjonalnie platy, tj. grzbietowy, boczny i brzuszny.
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Mimo pewnej odrebnosci, ptaty grzbietowy i boczny majg wiele cech wspolnych
odrozniajacych je od ptata brzusznego, szczego6lnie jesli chodzi o regulacje hormo-
nalng ekspresji gendw. Whnikliwa analiza elektroforegramow dwuwymiarowych bia-
tek matriks trzech ptatow gruczotu krokowego pozwolita wstepnie scharakteryzowacé
je pod wzgledem m. cz. ipi. Poza ogromng wiekszoscig wspdlnych biatek, najwyzsza
odrebnos¢ molekularng obserwowano w ptacie brzusznym, w ktérym stwierdzono 9
komponentow specyficznych, w bocznym i grzbietowym ptacie zas odpowiednio -
pie€ ijeden.

Prowadzone w ten sposéb badania majg charakter wstepny, gdyz do identyfikacji
biatek stosuje sie przede wszystkim elektroforeze dwuwymiarowa, rzadko uzywajac
specyficznych przeciwciat skierowanyh przeciwko okreslonym polipeptydom, np.
przeciwko laminom. W tej sytuacji mozna liczy¢ sie z przypadkowa zbieznoscig masy
czasteczkowej ipunktow izoelektrycznych roznych biatek iodwrotnie -odmiennych
wielkos$ci tych parametrow wsrdd jednakowych biatek, jako efektu r6znorodnosci ich
przemian posttranslacyjnych.

Ostatnio szczeg6lng uwage ogniskuje sie na poszukiwaniach, wérdd biatek matriks,
specyficznych sktadnikéw zwigzanych z aktywna proliferacjg oraz procesami choro-
bowymi, gtéwnie autoimmunologicznymi [110, 134] i nowotworowymi [80, 82, 83,
117, 171]. Zaktada sie bowiem, ze pojawienie sie pewnych specyficznych polipepty-
dow w tej strukturze moze mie¢ wptyw na organizacje przestrzenng DNA izmieniong
ekspresje gendw. Jezeli te zmiany znajdujg odzwierciedlenie w biatkowym szkielecie
jadrowym, to wprzegniecie metod biochemicznych do ich wykrywania stwarza w
diagnostyce mozliwo$é wczesnego ich rozpoznawania.

Wsrdd potencjalnych znacznikéw proliferacji wymienia sie¢ m.in. polipeptyd
p55/6,2 wykryty w sieci wtoknisto-ziarnistej matriks hepatocytow szczura, zblizony
do keratyn przez swoj hydrofobowy charakter [1] oraz biatko pl25/6,5 pojawiajace
sie podczas spermatogenezy [58,148]. To ostatnie wystepuje nie tylko w proliferuja-
cych, aktywnie wbudowujgcych [3H]-tymidyne komdrkach Sertoliego noworodkéw
szczura, lecz rowniez w tej czesSci prespermatogonii, ktore aktualnie nie dzielg sie,
lecz dopiero wejda na droge mejozy, co sugeruje jego udziatw przygotowaniach jagdra
komoérkowego do podziatu [58].

Inne biatko - numatryna tgczy w sobie cechy znacznika proliferacji i nowotworze-
nia [41, 42, 98]. Jego poziom, wykrywany technikg Western-blot, wzrasta w kom@-
rkach watrobiaka Novikoffa i dzielgcych sie, prawidtowych hepatocytach - odpo-
wiednio 20 i 2 razy. Ekspresja genu B23, mierzona technikgNorthern-blot, wskazuje
odpowiednio na 50- i 5-krotny wzrost zawartosci mRNA biatka B23 [17].

Zgodne opinie panuja na temat laminy B jako znacznika procesu proliferacji. Jest
ona biatkiem specyficznym dla dzielgcych sie komorek watroby szczura [11] i wielu
zarodkowych oraz niezarodkowych linii komérkowych myszy, wzmiankowanych w
poczatkowej czesci tego rozdziatu [143]. Laminy A i C nie zostaty wykryte w tym
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materiale, aw proliferujgcych hepatocytach nie stwierdzono nawet mRNA tych biatek
[11]

Fey i Penman [43], a potem Stuurman iwsp. [143, 144] zasugerowali wystepowa-
nie wérdd biatek matriks sktadnikéw, ktérych biosynteza podlega wahaniom ilo-
sciowym badZ przebiega de novo, gdy komoérki prawidtowe wchodzg na szlak niekon-
trolowanej proliferacji towarzyszacej nowotworzeniu. W tym miejscu nalezy zacyto-
wac serie prac dotyczacych biatek szkieletu jadrowego, zaréwno nowotworéw do-
$wiadczalnych jak iludzkich, pochodzacych gtéwnie z laboratorium Coffeya [52, 53]
lub jego wspdtpracownikéw [80, 117]. Poczatkowo, w badaniach wykorzystywano
transplantowane gruczolakoraki [53] gruczotu krokowego szczura, pojawiajgce sie
spontanicznie w jego placie grzbietowym oraz wywodzace sie z tego nowotworu trzy
linie komdrkowe o r6znigcych sie fenotypach. Analizowane linie byly reprezentowane
przez:

1° komorki nowotworowe G - wrazliwe na androgeny, po transplantacji, powo-
dujgce duzy przyrost masy guza, nie powodujace jednakze przerzutdw ani $mierci
zwierzecia,

2° komérki AT -2-0 niskiej zdolno$ci dodawania przerzutéw iszybszym wzroscie
niz komorki G oraz

3° komdrki M L L - dajace wiele przerzutéw i usmiercajace nosiciela guza, nawet
przy niewielkich rozmiarach.

Dwuwymiarowe rozdziaty elektroforetyczne biatek matriks jadrowej wydziela-
nych z komérek prawidtowego ptata grzbietowego gruczotu krokowego oraz z réz-
nych linii gruczolakoraka Dunning wykazaty komponenty specyficzne zaréwno dla
komorek prawidtowych, jak istransformowanych. Wykryto 10 indywidualnych skta-
dnikéw ulegajacych biosyntezie wytacznie w szkielecie jagdrowym komérek pra-
widtowych i trzy polipeptydy charakterystyczne dla wszystkich linii gruczolakoraka
Dunning [53]. Wydaje sie, ze bialka pochodzace z komérek linii AT-2 i MLL,
zblizonych do siebie tempem proliferacji i wtasciwosciami fizjologicznymi wykazuja
wiecej podobieAstw niz te wydzielone z linii G (por. tab. 2). Okazato sie, ze trzy biatka
matriks jagdrowej ptata grzbietowego gruczotu krokowego wystepuja rowniez wsrdd
struktur szkieletu jadrowego komorek linii AT-2, przy zachowaniu w komaorkach tej
linii wszystkich innych biatek, uznanych dla niej idla komorek linii MLL za specy-
ficzne. Bezposrednig przyczyne stanowi zapewne nieuniknione przy izolowaniu guza
linii AT-2 z tkanki, zanieczyszczenie biatkami substancji miedzykomorkowej komo-
rek prawidtowych badz ekspresja biatek wspdlnych w obrebie substancji miedzyko-
maérkowej obu typéw komorek [52].

Procesom nowolworzenia ugryzoni towarzyszy pojawienie sie w obrebie szkieletu
jadrowego fenotypowo réznych, w poréwnaniu z komérkami prawidtowymi, biatek
niehistonowych. Zastosowanie przeciwciat, skierowanych przeciwko wysokocza-
steczkowym biatkom niehistonowym watrobiaka Morrisa 7777, pozwolito zidentyfi-
kowa¢ wsréd matriks jagdrowej watrobiakdw Morrisa 7777 i 8994 oraz chomiczego
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TABELA 2. Biatka matriks jadrowej specyficzne dla prawidtowego gruczotu krokowego szczura (ptat grzbietowy) i
komérek gruczolakoraka Dunning [53]

Biatka M. cz. [kDa] Pi
Biatka specyficzne dla ptatu grzbietowego gruczotu krokowego

NDP-1 95 6,77
NDP-2 57 8,33
NDP-3 57 8,00
NDP-4 47 5,26
NDP-5 47 5,80
NDP-6 41 6,83
NDP-7 37,2 7,05
NDP-8 36,9 7,35
NDP-9 35 6,25
NDP-10 32,5 5,46
Biatku specyficzne dla populacji komérek m;;\otworowych G

G-I 55 6,48
G-2 52 6,93
Biatka specyficzne dla populacji komérek AT-2 i MLL

AM-1 40 6,73
AM-2 36 8,33
Biatka specyficzne dla wszystkich badanych komérek nowotworowych Dunning

D-I 63 8,55
D-2 40 5,91
D-3 33 6,97

watrobiaka Kirkmana-Robbins immunospecyficzne komponenty, ktérych nie obser-
wowano w komérkach watroby szczura czy chomika. Dalsze eksperymenty wy-
korzystujgce fosforylacje in vitro oraz technike immunoprecypitacji wykazaty ich
przynalezno$é do fosfoprotein jadrowych [82, 83].

Rowniez Zbarsky iwsp. [171] opisali specyficzne sktadniki matriks jgdrowej o m.
cz.: 30, 56, 86, 100, 150, 160,190 i 200 kDa w innym nowotworze doswiadczalnym
- watrobiaku Zajdela. Biatka o m. cz. 190 i 200 kDa zawierajg zapewne ufosforylo-
wang tyrozyne, gdyz estry w tych biatkach sg odporne na hydrolize w 1 M roztworze
NaOH o temp. 40°C.

Kilka biatek o cechach potencjalnych znacznikéw nowotworzenia poznano blizej.
Nalezy do nich biatko RFP o m. cz. 58 kDa [71], zawierajgce palec cynkowy C3HC4
(Cys3-His-Cys4) i dodatkowg domene bogatg w cysteine i histydyne, co umozliwia
jego wigzanie z DNA in vitro, a by¢ moze i in vivo.

Inne biatko, opisane jako antygen pl 20, wystepuje w matriks jagderkowej komérek
HeLa icharakteryzuje sie wysokim obrotem metabolicznym. Pojawia sie ono w tych
komérkach zaledwie w 30 min po uzupetnieniu brakujgcych sktadnikow pozywki
(osocze) [49, 56]. Okazato sie, ze pl20 ulega ekspresji na granicy faz GI/S cyklu
komoérkowego iwigze sie z niekorzystnym rokowaniem w chorobie nowotworowej
[49, 50].
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Ostatnio poczyniono pierwsze kroki w poszukiwaniu znacznikdw procesu nowo-
tworzenia wsrdd biatek matriks komorek nowotworow ludzkich, wykorzystujac do
tego celu materiat pochodzacy z biopsji (rak piersi, gruczotu krokowego), jak iz
hodowl ikomérkowych. Badania laboratorium Coffeya [117] objety grupe 21 chorych
dotknietych postepujagcymi zmianami nowotworowymi w obrebie gruczotu krokowe-
go. Wspomniani autorzy, majacy duze dosSwiadczenie w zakresie badan biatek matriks
jadrowej gruczotu krokowego szczura, [52,53], wydzielili matriksjgdrowg z gruczotu
prawidtowego, jak réwniez z jego fragmentow objetych tagodng hiperplazja (ang.
Benign Prostatic Hyperplasia; BPH) oraz gruczolakoraka tego narzadu. Wysokoroz-
dzielczg elektroforezg dwuwymiarowa biatek matriks jadrowej z powyzszego matria-
tu ujawniono ok. 150 plam, z ktérych wiekszo$é reprezentowata wspdélne dla tych
trzech tkanek sktadniki. W tym ,,gaszczu” réznorodnych biatek 14 komponentéw
wykazato odrebno$é molekularng. Ich wnikliwa analiza wskazata na ciekawg zalez-
nos$¢. Wsérod wymienionej liczby biatek specyficznych tylko trzy (oznakowane NP)
wystepowaty wytacznie w tkance prawidtowej (tab. 3). W gruczole, ktéry ulegt
nieprawidtowemu przerostowi, leczjeszcze nie majagcemu znamion zto$liwego nowo-
tworu , pewne polipeptydy matriks byty obecne zardbwno w preparatach wydzielo-
nych z gruczotu prawidtowego (opisane w tab. 3 symbolem NBP), jak i zmienionego
procesem nowotworowym (oznakowane w tab. 3symbolem BPC). Tylko jedno biatko
matriks jadrowej - PC-1 o m. cz. 56 kDa i pi 6,58 - byto wylgcznym skiadnikiem
nowotworu gruczotu krokowego i wystepowato w 100% badanych przypadkéw. To
wiasnie biatko moze kandydowa¢ do funkcji znacznika procesu nowotworowego w

TABELA 3. Biatka matriks jadrowej prawidtowego gruczotu krokowego cztowieka, gruczotu krokowego z tagod-
na hiperplazja (BPH) badz z gruczolakorakiem (117]; symbole odpowiadajace okre$lonym biatkom wyjasniono w
tekscie; n- liczba badanych przypadkéw

Biatko M. cz. [kDa] pi Gruczot prawidiowy BPH Gruczolakorak
(n=13) (n=14) (n=14)

NPB-1 17 6,91 + + -

NPB-2 17 8,30 + +

NPB-3 12 8,40 + +

NPB-4 12 6,91 + + -

NPB-5 43 6,27 + +

NPB-6 43 6,22 + + -

NPB-7 43 6,14 + +

NP-1 12 7,50 + — —

NP-2 11,5 7,62 +

NP-3 11 8,30 +

BPC-1 42,5 5,80 - + +

BPC-2 42 5,73 - + +

BPC-3 41 5,64 - + +

PC-1 56 6,58 - - +
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gruczole krokowym cztowieka. Z przedstawionych wynikow mozna wstepnie wnio-
skowaé, ze zmiana fenotypu pewnych biatek szkieletu jadrowego towarzyszy prze-
jsciu komoérek prawidtowych w silnie proliferujgce - niezto$liwe, a potem w no-
wotworowe.

W badaniach biatek matriks jadrowej raka piersi i tkanki kontrolnej (u 10 kobiet)
stwierdzono, obok specyficznych dla stanu nowotworowego sktadnikow tej struktury
(opisywanychjako NMBC-W, X, Y iZo m. cz./pl odpowiednio: 18/6,5; 62/5,3; 64/4,7
i 80/5,5) obecnos¢ 10 polipeptydow, ktére wystepowaty zaréwno w tkance prawidto-
wej, jak izmienionej procesem nowotworowym [80]. Na uwage zastuguje fakt, ze w
ludzkich komérkach nabtonkowych linii MCF-10, transfekowanych onkogenami
H-ras lub c-neu, wystepuja wspomniane uprzednio polipeptydy wspdlne dla tkanki
prawidtowej i nowotworowej, jak réwniez biatka specyficzne dla nowotworu: W, X,
Y i Z oraz dla tkanki prawidtowej, tj. o0 m.cz./pl 24/6,2 i 26/6,4. Wydaje sie, ze
komérki wspomnianej linii, aczkolwiek niezdolne do indukowania nowotworéw u
zwierzat doswiadczalnych, moga stanowi¢ ogniwo posrednie w procesie transforma-
cji komérek prawidtowych w nowotworowe.

Zastosowanie przeciwciat monoklonalnych skierowanych przeciwko biatkom ma-
triks jgdrowej komorek linii nowotworow szyjki macicy Ca-Ski i Me-180 zwrdcito
uwage na uwalnianie z nich pewnych biatek szkieletowych w postaci rozpuszczalnej.
Przeciwciata te, oznakowane symbolami 302-22 i 107-7, rozpoznajgce odpowiednio
polipeptydy o m. cz. 92 kDa oraz 150 i 110 kDa wspomnianych linii komoérek
nowotworowych wykazywaty ponadto zdolno$¢ do reakcji krzyzowych z biatkami
uwalnianymi w chwili $mierci ze szkieletu jadrowego do ptynu hodowlanego komo-
rek nowotwordw piersi, jajnikow czy ptuc [103]. Prawdziwg niespodziankg okazato
sie stwierdzenie wysokiego odsetka pozytywnych reakcji krzyzowych tych przeciw-
ciat z surowicami chorych na raka okreznicy, ptuc, jajnikéw czy gruczotu krokowego.

Wydaje sie, ze kontynuacja badan nad poszukiwaniem i charakterystyka specyfi-
cznych biatek szkieletu jadrowego komorek ludzkich, ktére weszty na droge niekon-
trolowanego wzrostu nowotworowego, i produkcja przeciwciat monoklonalnych,
skierowanych przeciwko nim, znajdzie wkrétce zastosowanie w ujawnianiu irejestra-
cji wczesnych zmian towarzyszacych roznym nowotworom iw planowaniu strategii
ich leczenia.
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OOCYT | PRZEDIMPLANTACYJNY ZARODEK LUDZKI
OOCYTE AND PREIMPLANTATION HUMAN EMBRYO

ANNA NIEMIERKO

Zaktad Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie-. W pracy dokonano przegladu najnowszych doniesieni dotyczacych oocytu i przedimplantacyjnego
zarodka ludzkiego. W Kkolejnych podrozdziatach oméwiono morfologie oocytu, receptory zaptodnienia ostony
przejrzystej, mozliwosci aktywacji partenogenetycznej oocytu, mechanizmy powstawania i nowoczesne metody
oceny aberracji chromosomowych. Przedstawiono réwniez badania dotyczace transkrypcji genomu oocytu i genomu
przedimplantacyjnego zarodka ludzkiego.

Stowa kluczowe: oocyt ludzki, partenogeneza, przedimplantacyjny zarodek ludzki, aberracje chromosomowe, trans-
krypcja genomu oocytu izygoty.

Summary: This article is a review of topic knowledge about egg and preimplantation human embryo. Succeding
sections are considering following subjects: morphology of egg, zona pellucida receptors involved in fertilization,
parthenogenetical activation of human eggs and new methods assesment of chromosomal aberration and also
transcription of egg and zygote genoms.

Key words: Oocyte and preimplantation human embryo, parthenogenesis, chromosomal aberration, transcription of
egg and zygote genoms.

MORFOLOGIA OOCYTU, ZAPLODNIENIE,
ROZWOJ PRZEDJADRZY

Oocyt ludzki jest owulowany w stadium metafazy Il podziatu dojrzewania wraz z
I ciatkiem kierunkowym, ktore powstaje po pierwszy m podziale dojrzewania odbytym
przed owulacja.

Wrzeciona | i 1l podziatu dojrzewania oocytu ludzkiego sg acentriolarne, a biegu-
nami wrzeciona organizujgcymi mikrotubule sg zgrupowania osmofilnego materiatu
pericentriolarnego [44,49],
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Owulowany oocyt ludzki, ktorego Srednica wynosi 140 pm, otacza 10 pm ostona
przejrzysta oraz 5-6 warstw komérek pecherzykowych liczacych 16-20 tysiecy
komarek, tworzacych wieniec promienisty [22,38]. Ostona przejrzysta oocytu posred-
niczaca w zaptodnieniu i chronigca zarodek przez okres przedimplantacyjny jest
trojwymiarowa siecig utworzong z widkien [19]. W oocytach 48 godzin po owulacji
grubos¢ ostony ulega podwojeniu, co jest wynikiem zmiany struktury. W oocytach
atretycznych lub dtugo hodowanych in vitro ostona staje sie gtadka, pozbawiona
oczek, co powoduje zmniejszenie powierzchni i dostepnosci receptoréw, a w konse-
kwencji utrate zdolnosci wigzania plemnikéw [38]. Okres zaptadnialnosci oocytu
ludzkiego wyznaczany witasciwosciami ostony jest znacznie krétszy od jego przezy-
walnosci i oceniany jest do 15-18 godzin po owulacji [8].

SzczegOtowe badania dotyczace genetyki zaptodnienia u cztowieka sg ograniczone
iloscig i dostepem do materiatu, stad wiekszo$¢ badan przeprowadzono na oocytach
myszy. Opracowane metody z powodzeniem wykorzystano w badaniach wtasnosci i
genetyki ostony przejrzystej oocytu ludzkiego.

Trzy glikoproteidy ostony przejrzystej oocytu myszy rozniace sie funkcjg, wiel-
koscig i procentowym udziatem w masie ostony syntetyzowane sa przez rosnacy
diktiotenowy oocyt [35]. Najwieksza czgsteczkg ostony mysiej jest ZP1 (200 kD),
ktéra petni role tgcznika pomiedzy ZP2 i ZP3 istanowi 10% jej masy. ZP2 (140 kD)
stanowi 65% masy ostony i ulega modyfikacji biochemicznej pod wptywem peroksy-
daz zawartych w ziarnach korowych (patrz dalej). ZP3 (85 kD) stanowi 25% masy
ostony mysiej ijest receptorem plemnika. Cze$¢ cukrowa receptora inicjujaca przy-
leganie plemnika do ostony oocytu ireakcje akrosomowa ma koncowke N-acetyloglu-
kozaminy, ktorg wigze sie z galaktozylotransferaza btony komérkowej plemnika.
Wiasciwym receptorem jest cze$¢ biatkowa ZP3, ktdra stanowi biatko p44 taczace sie
z ligandem plemnika, biatkiem p95, zlokalizowanym w rejonie postakrosomalnym
gtowki plemnika. ZP3 gwarantuje specyficznos¢ gatunkowa zaptodnienia [17,31,58].

Ostona przejrzysta oocytu ludzkiego zbudowana jest z trzech glikoproteidéw:
ZP1(90-110 kD), ZP2(64-76 kD) i ZP3(57-73 kD) syntetyzowanych przez oocyt
[47]. Podczas zaptodnienia oocytu ludzkiego modyfikacji ulega glikoproteid ZP1
[48].

Transkrypty glikoprotein ZP2 i ZP3 wykrywane sg juz w 10 pm diktiotenowym
oocycie myszy [14]. Geny syntetyzujgce glikoproteidy ostony sg aktywowane przez
czynnik transkrypcyjny ZAP-1 (zona gene activating protein-1) [35]. Gen kodujacy
mysi ZP2 jest pojedynczg kopig zlokalizowang na chromosomie 7. Gen skiada sie z
18 eksonow i 17 introndw, a jego produkt jest biatkiem zbudowanym z 745 amino-
kwaséw. Ludzki gen ZP2 sktada sie z 19 eksonow kodujacych biatko ze 713 amino-
kwaséw. Gen receptora ZP3 zlokalizowany na chromosomie 5 u myszy liczy tak jak
ludzki 8 eksonow. Gen ZP3 mysi i ludzki kodujg biatko receptoréw ztozone z 424
aminokwasow wykazujgcych 67% homologii [14].
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Obecnie trwajg badania nad ostonami przejrzystymi oocytéw zwierzat laboratoryj-
nych ipodejmowane sg proby uzyskania myszy transgenicznych z ekspresja ludzkich
genow ostony. Wigza sie z tym nadzieje na poznanie genetycznych defektdw ostony
przejrzystej ijej receptoréw, ktore sg przypuszczalng przyczyng nieprawidtowosci
interakcji dojrzewajgcego oocytu z komorkami pecherzykowymi, a w konsekwencji
nieptodnosci.

Modyfikacja ostony przejrzystej, zwana tez reakcjg ostony, stanowi zabezpiecze-
nie przed polispermig. Wywotana jest przez enzymatyczng zawartos¢ ziaren ko-
rowych uwalnianych w drodze egzocytozy wywotanej mobilizacjg i oscylacjg wew-
narzkomaérkowego wapnia po wniknieciu plemnika do cytoplazmy oocytu [36, 45].

Ziarna korowe oocytu uczestniczgce w reakcji korowej powstajg w kompleksie
Golgiego podczas diplotenu profazy mejotycznej. Stadium diktiotenu profazy mejo-
tycznej charakteryzujace sie wiekszym stopmiem dekondensacji chromatyny niz w
diplotenie wystepuje tylko u gryzoni. Liczne badania ultrastrukturalne oocytu ludz-
kiego wykazaty istnienie dwoch populacji ziaren korowych. Ziarna typu pierwszego,
okreslane jako G, sg jednorodnie elektronowo geste, majg $rednice 350 nm i lezg
blizej btony oocytu. Ziarna G2 o $rednicy 450 nm cechujace sie granularng budowa,
sq syntetyzowane podczas przedowulacyjnego wzrostu oocytu, lezg giebiej w war-
stwie korowej cytoplazmy, skad przesuwajg sie do powierzchni w oocycie dojrzatym
[27, 45].

Z nieznanych powodoéw w jajnikowym oocycie ludzkim moze doj$¢ do przed-
wczesnej reakcji korowej ireakcji ostony, co sugerowane jest jako jedna z przyczyn
nieptodnosci [42]. Ziarna korowe ulegajg przemieszczeniu w gigb cytoplazmy w
oocylach 24-30 godzin po owulaeji, jak rowniez w oocytach zamrazanych w celu
dtuzszego przechowania (bankowanych) poddanych dziataniu krioprotektorow
(DMSO, propandiol). W takich oocytach dochodzi do zaptodnienia polispermicznego,
co sprawito zaniechanie stosowania metody bankowania przez zamrazanie oocytow
na korzy$é bankowania zygot lepiej znoszacych procedury tej techniki [7, 46, 58].

Ostona przejrzysta poprzez receptory posredniczy w zaptodnieniu iczesto dysfun-
kcja ostony jestjedna z przyczyn nieptodnosci. Czes¢ oocytow nie zaptadnialnych in
vitro po zdjeciu ostony ireinseminacji, czyli ponownym zaptodnieniu, rozwija sie do
stadium blastocysty. Ta konkluzja zainspirowata do opracowania metod zaptodnienia
polegajacych na mikroiniekcji plemnika pod ostone lub bezposrednio do cytoplazmy
oocytu zwanej metodag ICSI {Intracytoplasmic Sperm Injection). Obecnie jest to
najskuteczniejszy sposob postepowania w nieptodnosci. Okoto 49-39% zygot uzy-
skanych tg metodg implantuje sie dajac klinicznie potwierdzone cigze, z ktérych w
ponad 30% stanowig cigze donoszone. Metoda ta efektywnoscig ponad dwukrotnie
przewyzsza dotad stosowane [56].

Whikajacy do oocytu plemnik oprocz reakcji korowej i reakcji ostony powoduje
dokonczenie Il podziatu dojrzewania iwyrzucenie Il ciatka kierunkowego, po czym
chromosomy zenskie ijadro plemnika zaczynajg tworzy¢ przedjadrza. Przedjadrze
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zenskie powstaje w wyniku dekondensacji chromosoméw w telofazie. Powstanie
przedjadrza meskiego jest skomplikowanym procesem polegajacym na wymianie
protamin jadra plemnika na biatka histonowe [61], a nastepnie na dekondensacji
chromatyny w przedjadrze [52]. Dekondensacja chromatyny plemnika w przedjadrze,
jak rowniez wprowadzenie komorki jajowej w cykl komoérkowy (dokonczenie Il
podziatu dojrzewania) odbywa sie przy udziale produktéw protoonkogenéw plemni-
ka. Zaptadniajagcy plemnik wnosi transkrypty protoonkogenow transkrybowanych
podczas mejozy, ktdrych nie ma komérka jajowa. Transkrypty tych protoonkogenéw
moga by¢é czynnikami transkrypcji, biatkami G, kinazami cytoplazmatycznymi lub
jadrowymi lub receptorami z aktywnoscig kinazy tyrozyny [41]. Poza transkryptem
protoonkogenu c-mos transkrybowanym réwniez przez oocyt, ktéry po zaptodnieniu
jest zastepowany przez transkrypt meski c-maos, plemnik wnosi nieobecne w oocycie
transkrypty protoonkogenow int-1, pin-1, N-ras [54].

Na podstawie badan ultrastrukturalnych w rozwoju przedjadrza meskiego wyréz-
nia sie cztery stadia [52 ]. Stadium | rozpoczyna sie zanikiem otoczki jagdrowej
plemnika i wstepng dekondensacjg chromatyny z zachowaniem ksztattu gtowki
plemnika. Dekondensujgca chromaty najestjednorodnie fibrylarno-granularna, z bie-
gunami jadra plemnika zwigzane sg duze wakuole.

W stadium Il rozpulchniona, zdekondensowana chromatyna plemnika osigga
wymiary przedjadrza, leczjeszcze nie ma wiasnej otoczki jadrowej. Otoczka jadrowa
pojawia sie w stadium 111, w ktorym réwniez pojawiajg sie niedojrzate, niesyntetyzu-
jace jaderka, zwane prekursorami jagderka. Kryterium stadium IV jest pojawienie sie
jaderek z trzyczesSciowg budowa, typowa dla dojrzatego syntetyzujacego jaderka.

Powstanie przedjgdrza meskiego jest wynikiem dwéch réznych procesow: przebu-
dowy organizacji chromatyny w stadiach I-111 irozwoju przedjadrza w stadiach 11—V.

Badania dotyczgce tempa rozwoju przedjadrzy, ultrastruktury oraz syntezy RNA i
DNA przeprowadzono na oocytach, ktore nie ulegly zaptodnieniu in vitro do 18
godziny po inseminacji, a ktore po pozbawieniu ostony przejrzystej reinseminowano
in vitro [50]. Inkorporacje H3-adenozyny przez przedjadrze meskie, swiadczaca o
syntezie RNA, stwierdzono w stadium Il juz w trzy godziny po inseminacji. Uwaza
sie, ze ta wczesna transkrypcja poprzedza wiasciwg nukleologeneze, odbywa sie z
rDNA i zwigzana jest z tworzeniem biatkowego zrebu przysziego jaderka [50].
Rownie wczesng aktywnos¢ transkrypcyjna przedjadrza meskiego stwierdzono w
zygocie chomika iowcy [52].

Inkorporacje H3-tymidyny wyznaczajaca faze S pierwszego cyklu komoérkowego
stwierdzono w stadium 1V przedjagdrza ok. 12 godziny po inseminacji [30 ]

Dokonujac reinseminacji oocytéw pozbawionych ostony przejrzystej, ktére byty
w stadium metafazy | i metafazy Il, stwierdzono, ze rozwoj przedjadrza meskiego do
stadium 11l moze odby¢ sie w obu stadiach oocytu. Rozwdéj przedjadrza i podjecie
syntezy DNA nastepuje tylko w oocycie w stadium metafazy Il, ktére jest wtasciwym
stadium dla zaptodnienia oocytu [53]. Rozwdj przedjadrza meskiego kontrolowany
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jest przez cytoplazme oocytu, gdyz w polispermicznych oocytach tylko do 4 plemni-
kéw przeksztatca sie w syntetyzujace przedjadrza, o czym wydaje sie decydowac
stosunek plazmojadrowy [53].

AKTYWACJA PARTENOGENETYCZNA OOCYTU LUDZKIEGO

Zdolnos$é aktywacji partenogenetycznej oocytu ludzkiego in vivo jest intryguja-
cym, ale nie rozwiagzanym problemem. In vitro oocyt ludzki trudno ulega aktywacji
spontanicznej, jak i eksperymentalnej, co wyréznia go wsrdd oocytéw wiekszosci
ssakOw aktywowanych do rozwoju partenogenetycznego przez rézne czynniki fizy-
czne i chemiczne [28]. Podczas zaptodnienia in vitro spontanicznej aktywacji ulega
ok. 5% oocytow [6],

Nieskuteczne jako czynniki aktywacji partenogenetycznej oocytu ludzkiego oka-
zaty sie czynniki dziatajace na lub przez komponenty btony komérkowej, do ktérych
zaliczane sa: hialuronidaza, szok termiczny niskg temperaturg i szok osmotyczny
aktywujace oocyty innych gatunkéw ssakéw [1,6].

W eksperymentalnej indukcji partenogenetycznej czynniki, takie jak: jonofory
wapnia ietanol powodujace uwalnianie wapnia wewnatrzkomoérkowego, w wiekszo-
$ci prac opisane sg jako mato efektywne dajace 15% aktywacji [6], poza jedng pracg
donoszacg o 60% aktywacji [57]. Przyczyng rozbieznosci wynikoéw jest prawdopo-
dobnie rézny stopien dojrzatosci oocytéw uzyskiwanych w drodze laparoskopii. Czas
pojawiania sie przedjadrzy w aktywowanych oocytach miedzy 8 a 24 godzing prze-
mawia za takg interpretacjg Opisane wczesniej zjawisko migracji ziaren korowych
lub czeSciowej egzocytozy rozwazane jest tez jako przyczyna stabej odpowiedzi
oocytu na czynniki uwalniajgce jony wapnia.

Mato skutecznym aktywatorem oocytu ludzkiego okazat sie tez ester forbolu PMA
dziatajacy na kinaze proteinowg C [6], aktywujacy blisko w 100% oocyt myszy [16].

Najskuteczniejszym czynnikiem aktywacji oocytow ludzkich okazat sie inhibitor
syntezy biatek - puromycyna, przy ktorej uzyciu uzyskuje sie 91% aktywacji [6].
Puromycyna i cykloheksimid w oocytach myszy, $wini i krowy blokuje dziatanie
czynnika cytostatycznego CSF, ktdry zatrzymuje cykl komérkowy i utrzymuje chro-
matyne oocytu w stadium metafazy Il do zaptodnienia. W sktad CSF wchodzi biatko
p39 kinaza seryny itreoniny - produkt protoonkogenu c-mos. Kinaza ta fosforylujac
w oocycie wytacznie cykliny B powoduje ich akumulacje podczas fazy M cyklu
mejotycznego [37, 39, 60].

Aktywowane partenogenetycznie oocyty ludzkie nie wyrzucajg Il ciatka kierunko-
wego, co jest sporadycznym typem reakcji oocytow badanych gatunkow ssakow na
aktywacje, a u myszy po zastosowaniu estru forbolu jedynym [16]. Powstawanie
przedjadrzy po aktywacji puromycyngjest bardzo rozciggniete w czasie iwynosi 45%



170 A. NIEMIERKO

po 8 190% po 24 godzinach od aktywacji. Aktywowane oocyty ludzkie sg zdolne do
przejscia kilku podziatéw bruzdkowania, lecz nie osiggajg stadium blastocysty [6].

ABERRACJE CHROMOSOMOWE OOCYTOW | ZARODKOW
PRZEDIMPLANTACYJNYCH

Aberracje chromosomowe powstajg podczas gametogenezy, zaptodnienia oraz
podczas rozwoju przedimplantacyjnego. Wsrod niezaptodnionych oocytow w klini-
cznych prébach zaptodnienia in vitro stwierdza si¢ do 10% hypohaploidéw (n-1),
15% hyperhaploidéw (n+1) oraz 6-8% niezredukowanych, czyli diploidalnych (dyz-
genicznych) oocytdw (2n), ktére nie przeszty I podziatu dojrzewania isg potencjalnym
zrédtem dyzgenicznej triploidii [3,18,32,33].

Hyperhaploidalne oocyty sg potencjalnymi trisomikami. Doktadna analiza hyper-
haploidéw wykazata, ze dodatkowy “chromosom” jest pojedynczg chromatydg. Do-
tychczas przyjmowano, iz mechainzmem powstania trisomii u cztlowieka jest
non-dysjunkcja biwalentéw. Obecnie zgromadzone dane cytogenetyczne pozwalaja
przyjac istnienie innego mechanizmu polegajacego na przedwczesnym rozdziale
chromatyd uniwalentu w anafazie | podziatu dojrzewania. Pojedyncza chromatyda
jest pasywnie poza wrzecionem przekazywana podczas Il podziatu dojrzewania, a jej
pozostanie w zygocie powoduje trisomie [3].

W okoto 20% oocytdw zaptodnionych in vitro stwierdza sie blok metafazy Il z
jednoczesnym przedwczesnym wyrdznicowaniem sie chromosomow plemnika, co
jest przejawem niedojrzatosci oocytu [3, 32, 33].

Nieprawidtowy kariotyp wykazuje 60% zygot z zaptodnienia in vitro [2]. Domi-
niujacymi typami anomalii chromosomowych sg poiiploidie (triploidia itetraploidia)
i trisomie [10, 29, 33, 34, 55]. Wiekszo$¢ zygot poliploidalnych zostaje wyelimino-
wana na stadium przedjadrzy i pierwszego podziatu bruzdkowania. Trzeciego dnia
rozwoju (stadium moruli) procent zarodkow z aberracjami spada do 30%, wsrod
ktérych dominujg trisomie chromosomoéw 13, 14, 15, 21 [1, 3]. Dane te obejmuja
réwniez aberracje pochodzenia plemnikowego. W populacji plemnikéw zdrowych
mezczyzn ok. 1% plemnikow ma nadliczbowy chromosom autosomalny lub chromo-
som piciowy. Udziat plemnika w trisomii chromosomoéw 13 i 18 ocenia sie ponizej
10%, chromosomu 21 za$ ok. 20% [9 ].

Podczas zaptodnienia in vitro w 30% dochodzi do zaptodnien polispermicznych
[4]. Wiekszos¢ polispermicznych zygot ludzkich zatrzymuje sie na stadium przedja-
drzy lub pierwszego podziatu bruzdkowania [55]. W oocycie ludzkim centriola
wniesiona przez plemnik po podwojeniu stanowi bieguny wrzeciona | podziatu
bruzdkowania [44]. Udziat meskiej centrioli z nadliczbowego plemnika w podziatach
bruzdkowania powoduje, ze polispermiczne zygoty tworza niefunkcjonujace, wielo-
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biegunowe wrzeciona. Pewien wyjatek stanowig dispermiczne triploidy tworzace
bipolarne wrzeciono z jednym biegunem z dwiema centriolami, dzielgce zygote na
dwa blastomery [29,55]. Triploidy pochodzenia dispermicznego, jak idyzgenicznego
0siggaja stadium blastocysty i implantujg sie [4]. W przypadku utworzenia tripolar-
nego wrzeciona bruzdkowania, zygota dzieli sie na trzy blastomery. Uwaza sie, Ze jest
to mechanizm powstawania zarodkéw mozaikowych haploidalno-diploidalnych [34,
55].

Do poliploidyzacji genomu czesci komorek zarodka ludzkiego i powstania zarod-
kow mozaikowych moze doj$¢ podczas bruzdkowania zygoty. Mechanizmem poli-
ploidyzacji sg zaburzenia cytokinezy kolejnych podzialtdéw mogace doprowadzié
komorke do oktoploidii (8n) i dekaploidii (I0n) [26]. Komdrki poliploidalne czesciej
stwierdzane sg w trofoblascie niz weZle zarodkowym blastocysty [10].

Czesto$¢ powstawania anomalii chromosomowych w zaptodnieniach in vivo i
rozwoju przedimplantacyjnym nie jest znana. Aberracje chromosomowe stanowig w
20% przyczyne spontanicznych, wczesnych poronien klinicznie rozpoznanych ciaz.
W 90% sg to trisomie chromosoméw 13,18,21, w 2% triploidia, reszte stanowia
aberracje struktury chromosoméw [9].

KRYTERIA | METODY OCENY KONSTYTUCJI GENETYCZ-
NEJ ZARODKA

Kryteriami stosowanymi do oceny zywych jednokomérkowych zygot sg kryteria
morfologiczne, ktérymi sg liczba przedjadrzy iliczba ciatek kierunkowych Swiadczg-
cych o odbytych podziatach mejotycznych. Sg one jednak ograniczone lub zawodne.
Pierwsze ciatko kierunkowe charakteryzuje sie dtuga przezywalnoscia, jego obecnosé
stwierdza sie w 76% oocytéw w stadium metafazy Il, w 10% oocytéw degeneruje, a
w 1% oocytow dzieli sie na dwa iodtwarza interfazowe jadro, co jest cechg drugiego
ciatka kierunkowego [5],

Partenogenetycznie aktywowane oocyty ludzkie w 90% nie wyrzucajg drugiego
ciatka kierunkowego, czyli sg gynogenetycznymi diploidami. Oznacza to, ze oba
haploidalne zespoty chromosomoéw po Il podziale dojrzewania pozostajg w oocycie i
odtwarzajg jedno przedjgdrze [6].

Liczba przedjadrzy i ciatek kierunkowych mozliwa jest do oceny po odpadnieciu
komérek pecherzykowych ok. 12 godziny po inseminacji. Przedjadrza zenskie i
meskie zachowuja autonomie do | podziatu bruzdkowania, podczas ktérego tworza
wspolng ptytke metafazowa. Niekiedy chromatyna meska i zefiska odtwarza jedno
wspdlne przedjadrze. Stosujgc w hybrydyzacji in situ sonde molekularng DYZ3 na
specyficzng sekwencje DNA chromosomu Y stwierdzono, ze 10% jedno przedjgdrzo-
wych oocytdw zaptodnionych in vitro pochodzi z zaptodnienia [8].
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Przedimplantacyjne zarodki ludzkie diagnozowane sg klasycznymi metodami
cytogenetycznymi opartymi na analizie chromosoméw oraz metodami inzynierii
genetycznej, ktére pozwalajg na analize chromatyny interfazowej. Pobranie z 8-bla-
stomerowego zarodka jednej lub dwoch komorek nie uposledza jego rozwoju do
stadium blastocysty. Blastocysty uzyskane z zarodkow zbudowanych z 7 i 6 blasto-
merdéw majg mniejszg liczne komoérek zachowujac proporcje liczby komorek wezta
zarodkowego do trofoblastu [25]. DNA komoérek pobranych w biopsji po jego
zamplifikowaniu moze by¢ hybrydyzowane z sondg molekularng dla specyficznych
sekwencji centromeru chromosoméw Y [6,10], X [10], chromosomu 18 [10] lub
sondami primeréw genéw biatek z palcem cynkowym, Zfy i Zfx wykazujacych
dymorfizm piciowy [23]. Wymienione metody pozwalajg okreslic pte¢ i liczbe
chromosomow piciowych w komoérkach interfazowych. Zjawiska mozaikowosci (
miksoploidii), czyli wystepowanie obok prawidtowych komérek diploidalnych ko-
morek o ploidii bedacej wielokrotnoscig diploidii, jest powaznym ograniczeniem
opisanych metod, poniewaz analiza pojedynczych komorek nie jest reprezentatywna
dla catego zarodka.

ROZWOJ PRZEDIMPLANTACYJNY
I AKTYWNOSC GENOMU ZARODKA LUDZKIEGO

Okoto 6 godzin po inseminacji in vitro stwierdza sie obecnos¢ przedjadrzy. Pier-
wszy cykl komdrkowy zarodka ludzkiego trwa ok. 20 godzin. Faza S tego cyklu trwa
4-6 godzin miedzy 9 a 13 godzing po inseminacji [7]. W zygotach triploidalnych
synteza DNA podczas | cyklu komoérkowego odbywa sie w podobnym tempie iczasie
jak w diploidalnych, lecz cykl komorkowy jest dtuzszy o 4-5 godzin poprzez wydtu-
zenie faz M 1 G2 [4].

Po 33-36 godzinach od inseminacji zygota jest zarodkiem 2-komoérkowym, po 56
godzinach 4-8-komérkowym. Stadium moruli po kompakcji (po powstaniu potgczen
miedzykomorkowych miedzy blastomerami) osiggane jest ok. 110 godzin po insemi-
nacji, 10 godzin pdzZniej pojawia sie blastocysta zbudowana z wezta zarodkowego,
trofoblastu i entodermy pierwotnej [10,20]. Blastocysta 5-6-dniowa zawiera ok. 100
komarek, w tym ok. 40 komérek trofoblastycznych, ktérych liczba ulega podwojeniu
7 dnia rozwoju [24]. Blastocysta oswobodzajgca sie z ostony in vitro 14 dnia rozwoju
liczy $rednio 283 komérki [24].

Niezaptodniony oocyt ludzki cechuje dtuga przezywalnos¢ majgca swe zrodto w
jego aktywnosci syntetycznej opartej na transkryptach genomu matczynego powsta-
tych podczas profazy mejotycznej. Niezmienione morfologicznie niezaptodnione
oocyty wyptukiwano do 96 godziny po owulacji z jajowodu. Niezaptodnione oocyty
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ludzkie wyptukiwane z macicy w okresie 96-144 godzin po owulaeji miaty zmniej-
szong Srednice cytoplazmy (85 p.m) [38].

Niezaptodniony oocyt ludzki do 50 godziny po owulaeji aktywnie syntetyzuje
biatko (53 pg/godz.) iprzyswaja znakowang metionine [13, 22]. Komorki pecherzy-
kowe réwniez syntetyzuja specyficzne dla siebie biatka, a gtdwnym produktem ich
syntezy jest p44. Oocyt myszy w analogicznym doswiadczeniu ze znakowang metio-
nina wykazuje redukcje poziomu syntezy o 24% po 24 godz. ido 8% po 48 godz.[22].
Powyzsze doswiadczenia sugerowaly stabilnosci mRNA oocytu oraz sugerowaty, iz
genom zygoty ludzkiej uaktywnia sie po 50 godz. Przypuszczenia te zostaty potwier-
dzone badaniami z uzyciem a-amanityny.

Transkrypcja genomu zarodka ludzkiego rozpoczyna sie na stadium 4 i 8 komorek.
Obecnosé 1-amanityny blokujacej transkrypcje nie wptywa na zaptodnienie i bruzd-
kowanie do stadium 4-komdrkowego oraz synteze biatek odbywajgcych sie z matczy-
nego RNA. Natomiast zapobiega syntezie nowego rodzaju biatek stwierdzanych u
zarodkdw nie traktowanych amanityng [12]. Do trzeciego cyklu komoérkowego jader-
ka nie inkorporujg radioaktywnej urydyny [30].

W dwukomorkowym zarodku ludzkim wykryto mRNA gonadotropiny kosmow-
kowej, glikoproteiny, ktora jest syntetyzowana na stadium blastocysty, co jest wyda-
rzeniem rozwojowym wyznaczanym przez czas liczony od inseminacji. Synteza HCG
rozpoczyna sie ok. 160 godzin po inseminacji in vitro [20,59]. 1lo$¢ syntetyzowanego
hormonu koreluje z liczbg komérek trofoblastycznych. Miedzy 150 a 265 godzing po
inseminacji blastocysta ludzka produkuje dziennie 1,5 IU/litr HCG [59]. Blastocysty
uzyskane z nieprawidtowych zygot gtéwnie poliploidalnych, syntetyzujg HCG w tym
samym czasie co prawidtowe [59]. Rowniez w stadium blastocysty produkowany jest
IGF ll-insulinopodobny czynnik wzrostu [47]. Dla poréwnania u myszy na stadium
dwukomérkowym kierowanie rozwojem przejmuje genom zygoty. Pierwszymi biat-
kami zygotycznymi u myszy sg IGF Il oraz biatka 70 kD (HSP -heat shockprotein)
[11,21,40].

Wiekszo$¢ badan przedstawionych w niniejszym artykule przeprowadzono w
zagranicznych osrodkach wykonujacych zaptodnienie in vitro. Jednocze$nie z po-
szukiwaniem najskuteczniejszych sposobdw zaptodnienia pozaustrojowego i metod
transplantacji zygot, pogtebiona zostata wiedza dotyczaca gamet iwczesnego rozwoju
zarodka ludzkiego.

Prawodawstwo wiekszosci panstw zachodnich stanowi o ochronie prawnej pra-
widtowych genetycznie oocytow zaptodnionych in vitro. Ochrong prawng nie sg
objete po uptywie 24 godzin oocyty niezaptodnione, poliploidalne izygoty o niepra-
widtowym opd6znionym rozwoju, ktére moga byé wykorzystywane do badan nauko-
wych. Nad przestrzeganiem prawa czuwajg komisje etyczne. Niektére z cytowanych
badan nad zarodkami przedimplantacyjnymi pochodza z okresu przed uregulowaniem
prawnym.
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Streszczenie. W pracy przedstawiono mozliwosci wylgczania ekspresji genéw za pomoca strategii antysensow.
Szczeg6lng uwage poswiecono wykorzystaniu w tym celu syntetycznych oligomeréw DNA blokujacych swoiscie
ekspresje gendw na poziomie mRNA. W pracy przedstawiono teoretyczne podstawy stosowania oligomeréw
antysensowych, problemy zwigzane z ich biochemig i biologicznym dziataniem oraz farmakokinetyka. Przedstawiono
réwniez wyniki pierwszych préb zastosowania oligomeréw antysensowych w modelach do$wiadczalnych na zwie-
rzetach in vivo.

Summary. The possibility of a regulation of the gene expression, using antisense strategy was discussed in this paper.
Especially, the possibility to regulate gene expression at mRNA level, by synthetic oligo-DNA (oligomers). The
authors described different aspects concerning: oligomers biochemistry, biological activity and pharmakokinetics.
This paper also included the review of the first trials of oligomer application in vivo in animal models.

Wykaz skrotéw : dAMP - monofosforan dcoksyadeninowy, dGMP - monofosforan deoksyguaninowy, yGTP -
gamma glutamylo-transpeptydaza, myszy SCID (ang. severe combined immunodeficiency syndrome) - myszy z
wrodzonym ciezkim zespotem niedoboréw immunologicznych, TNF (ang. tumor necrosisfactor)-czynnik martwicy
nowotworoéw.

WSTEP

i
Potencjalna mozliwos$¢ swoistego zniesienia ekspresji wybranych genéw w komér-
ce za pomoca techniki antysensdw stanowi ciekawg i obiecujgcg strategie umozliwia-
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jaca badanie funkcji gendw zaréwno na poziomic komérkowym, jak icatego organi-
zmu [12, 19,32,48,55,63,65,82]. Maona rowniez niezwykle wazny aspekt kliniczny
[2,4,86,102]. Mozliwos$¢écelowanego zniesienia ekspresji genow odpowiedzialnych
za wystepowanie poszczeg6lnych schorzen otwiera bowiem nowe perspektywy lecz-
nicze [25, 82]. Zablokowanie np. ekspresji protoonkogenéw odpowiedzialnych za
transformacje nowotworowg komérek moze prowadzi¢ do zahamowania ich prolife-
racji, a nawet zniszczenia. Oznacza to, ze substancje swoiscie znoszace ekspresje
odpowiednich protoonkogendw znajdg praktyczne zastosowanie w onkologii klinicz-
nej [7,8,44,56,67,80,84,87]. Podobnie substancje blokujgce geny odpowiedzialne
za namnazanie wiruséw lub pasozytow bedg pomocne w leczeniu niektérych choréb
wirusowych ipasozytniczych [2, 3, 20, 24, 77, 82].

W biologii molekularnej znane sg dwa podstawowe sposoby celowanego bloko-
wania ekspresji genéw. Nalezg do nich tzw. homologiczna rekombinacja oraz strate-
gia antysensow.

Homologiczna rekombinacja polega na zastgpieniu prawidtowego fragmentu
chromosomal nego DNA genu, odcinkiem DNA zawierajagcym inaktywujgca mutacje.
Prowadzi to do zahamowania prawidtowej ekspresji genu, ktdry poddano homologi-
cznej rekombinacji [10, 92, 100].

Strategia antysensow polega na wybidérczym zahamowaniu ekspresji genu w
komaérce za pomocg odcinkdéw kwaséw nukleinowych, ktdre moga swoiscie hybry-
dyzowac¢ do komplementarnych sekwencji sensownych znajdujacych sie w chromo-
somalnym DNA genu lub w czasteczkach mRNA kodowanych przez ten gen. Chcac
wytgczy¢ ekspresje genu za pomoca strategii antysenséw mozna wykorzystywac
czasteczki zarobwno mRNA, jak i DNA.

Blokowa nie ekspresji genu za pomocg czgsteczek mRNA polega nawprowadzeniu
do komérek plazmidéw zawierajagcych cDNA genu, ktérego ekspresje chcemy znies¢
[88]. Znajdujacy sie w plazmidzie cDNA wklonowany jest w orientacji antysensu.
Zgodnie z powyzszym w komdrce syntetyzowany jest nastepnie zgodnie z informacja
zawartg w cDNA plazmidu -antysens mRNA. Syntetyzowane nastepnie wewnatrz-
komorkowo czasteczki antysensu mRNA moga swoiscie hybrydyzowaé z czastecz-
kami mRNA majagcymi komplementarne sekwencje i tym samym wytgczaé je z
metabolizmu. Opisany mechanizm zniesienia ekspresji genu na poziomie mRNA za
pomoca komplementarnych czasteczek mRNA przypomina w pewnym stopniu fizjo-
logiczng regulacje ekspresji niektérych gendw spotykang u mikroorganizmoéw, gdzie
obydwie nici genomowego DNA przepisywane sg zaréwno na mRNA sens, jak i
hybrydyzujacy z nim mRNA antysens [63, 88].

Znacznie tatwiejsza technika jest wykorzystanie syntetycznych oligodeoksy-
rybonukleotydéw (oligomerow). Oligomery takie penetrujg do komorki ze srodowi-
ska zewnatrzkomorkowego poprzez btone komoérkowa [26, 27, 58, 74]. Moga byé
réwniez podawane droga mikroinickcji bezposrednio do cytoplazmy lub jadra [36].
Oligomery po wniknieciu do komérki swoiscie hybrydyzuja do komplementarnych
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odcinkéw sensu w czasteczkach mRNA lub genomowym DNA. W pewnych sytu-
acjach moga réwniez przytacza¢ sie w drodze powinowactwa molekularnego do
waznych metabolicznie biatek wewnatrzkomdrkowych i hamowac ich funkcje [65],
Ta rozwijajgca sie dynamicznie w ostatnich latach strategia wybiérczego blokowania
ekspresji gendw za pomocg antysensow oligo-DNA (oligomerow) bedzie przedmio-
tem prezentowanej pracy.

MOLEKULARNE PODSTAWY BIOLOGICZNEGO
DZIALANIA OLIGOMEROW

Za pomoca strategii antysensow mozemy teoretycznie zablokowac funkcjonalnie
wybrany gen na réznym poziomic jego ekspresji. Jak wiadomo, informacja genetycz-
najest zakodowana w genach, ktore mieszczgsie wchromosomalnym DNA. Zchwila,
gdy gen ulega ekspresji, informacja zawarta w sekwencji nukleotydéw chromosomal-
nego DNA zostaje przepisana na komplementarng pod wzgledem sekwencji nukleo-
lydéw ni¢ prc-mRNA. Powstajgca w procesie transkrypcji czasteczka pre-mRNA
ulega nastepnie obrobce molekularnej zwanej sktadaniem, w wyniku ktérej zpre-mR-
NA usuwane zostajg nickodujgce odcinki nukleotydéw zwane eksonami. W wyniku
sktadania prc-mRNA powstaje wiec czasteczka dojrzatego czynnosciowo mRNA,
ktora opuszcza nastepnie jgdro komdrkowe i wnika do cytoplazmy. W cytoplazmie
sekwencja nukleotydoéw czasteczki mMRNA zostaje ,,ttumaczona” na rybosomach w
procesie, zwanym translacjg, na odpowiednia sekwencje aminokwasow, ktore tworza
tancuch peptydowy biatka.

Jak przedstawiono na rysunku 1, syntetyczne oligodeoksynukleotydy moga teore-
tycznie wptywaé na ekspresje genu na wszystkich jej poziomach - od procesu
transkrypcji genomowego DNA poprzez translacje rybosomalng mRNA na polipep-
tyd az do blokowania funkcji biologicznej samego juz biatka, ktére dany gen koduje.

Zgodnie z powyzszym, w pewnych sytuacjach oligomer antysensowy moze utozy¢
sie w wielkiej bruzdzie podwojnej spirali DNA i przytgczy¢ do komplementarnej
sekwencji sensu jednej z nici. Tworzy sie wéwczas struktura molekularna zawana
potrdjna spiralg (rys. la). Ekspresja genu zostaje tym samym zablokowana na pozio-
mie transkrypcji informacji genetycznej zawartej w sekwencji nukleotydéw DNA na
sekwencje nukleotyddw czasteczki pre-mRNA [45, 49, 65]. Wykazano ponadto, ze
oligonukleotydy, ktére zostang skoniugowane z kompleksem: EDTA-Fe po utworze-
niu potréjnej spirali mogg w dalszej kolejnosci generowaé powstawanie wolnych
rodnikow itrwale uszkadzaéstruktureehromosomu wobrebiegenu, ktérego ekspresje
chcemy wylgczy¢ [49, 51]. Przyjmuje sig, ze potrojna spirala powstaje w wyniku
tworzenia tzw. wigzan Hogstena. Warunkiem niezbednym ich powstania jest to, aby
odcinek genomowego DNA, do ktérego przytacza sie oligomer, byt bogaty w nukleo-
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oligomer tydy purynowe lub pirymidynowe.
Musi zawiera¢ tzw. motyw purynowy
lub pirymidynowy [49, 51, 65]. Wia-
zania Hogstena powstajg bowiem w
wyniku interakcji tymidyny (T) oli-
gomeru z parg: adenina-tymidyna
(A-T) podwajnej nici tworzac tryplet
TAT lub w wyniku interakcji proto-

DNA  mRNA  biatko nowanej cytozyny C+oligomeru z pa-
i ra cytozyna-guanina (C-G) DNA z
. , utworzeniem trypletu C+GC. Zgod-
) uposledzenie ) )
zahamowanie  funkcji biologicznej nie z powyzszym do bogatego w pu-
transkrypcji genu biatka ryny motywu nici sensu czasteczki
zahamowanie genomowego DNA:

translacji mRNA AGAAAGGAGAAAAAGGGG

Rys 1. R6zne mozliwosci interakcji oligomeru antysensowe- moze przy}aczy(’; Sie, uk’fadajac Sie w
go z ekspresja genu - oligomer moze hybrydyzowaé z: a- - - - . -
komplementarng sekwencja sensu w genomowym DNA WIEIkleJ _erZdZIe F_)omledZy mcml
(ang. triple helixformation) i hamowaé proces transkrypcji, b DNA, oligomer majacy sekwencje:

- komplementarna sekwencja sensu w czasteczce mMRNA i tc+tttcH+cH+c+tttttc+c+c+c+.
hamowac proces jej rybosomalnej translacji na biatko orazc -

przytaczaé¢ sie na zasadzie powinowactwa molekularnego POﬂIEWE%Z Warur_]kl?m me?pednym_u'
biatko - kwas nukleinowy do czasteczek niektérych biatek tworzenia potréjnej spirali jest konie-

wewnqtrzkom()rkowych' up.os’led.zajac tym samym ich funk- cznoéé Wystepowania w obrebie ge-
cje biologicznag , .

nu, ktérego ekspresje chcemy wyig-

czyé, odpowiednio dtugiego motywu

pirymidynowego lub purynowego,
strategia ta moze zosta¢ zastosowana tylko w przyypadku nielicznych genéw. Chcac
zwiekszy¢ liczbe gendw, ktére mozna bytoby czynnosciowo blokowaé w wyniku
tworzenia struktur potrojnej spirali, prébuje sie stosowa¢ oligomery majace tzw.
zawias molekularny [65]. Stwarza to mozliwos$¢ taczenia sie czasteczki oligomeru do
odpowiedniego motywu na jednej nici, a drugiego jej fragmentu do odpowiedniego
motywu na drugiej nici. Stosujac powyzszg strategie udato sie juz skutecznie zaha-
mowac w doswiadczeniach in vitro ekspresje niektdrych genéw. Powyzszg strategie
zastosowano roéwniez z powodzeniem do ,,molekularnej mikro-amputacji” in vitro
korica dtugiego ramienia czwartego chromosomu cztowieka [65].

Drugim, a zarazem najczesciej stosowanym wariantem wykorzystania strategii
antysensow (rys. Ib) jest wytaczenie ekspresji genu na poziomie czasteczki mRNA
[26, 27, 58, 65, 74]. Strategii tej poswiecimy gtoéwnie dalszg cze$¢ prezentowanej
pracy. U podtoza powyzszej strategii lezy zdolno$¢ do wzajemnej hybrydyzacji
komplementarnych nici kwaséw nukleinowych zgodnie z zatozeniami Watsona i
Cricka. W jej wyniku adeninajednej z nici hybrydyzuje z tyming lub uracylem drugiej
nici, a guanina taczy sie z cytozyng. Wigzania te majg charakter oddziatywan wodo-
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rowych. Zgodnie z powyzszym syntetyczny oligomer antysensowy po wprowadzeniu
do komarki moze swoiscie hybrydyzowa¢ do komplementarnej sekwencji sensu w
czastecze mRNA i w ten spos6b skutecznie blokowac¢ jej translacje na odpowiedni
tarncuch aminokwasowy biatka.

Na rysunku 2 przedstawiono rézne mozliwosci interakcji wewnatrzkomaorkowej
syntetycznego oligomeru antysensowego z czasteczkg mRNA. Jak przedstawiono,
oligomer moze:

(@) hybrydyzowac do sekwencji sensu w czagsteczce pre-mRNA i zaburzaé¢ w ten
sposob jej sktadanie,

(b) taczy¢ sie w jadrze komérkowym z czasteczkg mRNA i zaburza¢ tym samym
jej translokacje do cytoplazmy,

(c) znajdujacy sie w cytoplazmie oligomer moze z kolei utrudnia¢ proces przyta-
czania sie mMRNA do rybosomu, co jak wiadomo jest warunkiem niezbednym do
rozpoczecia procesu translacji,

(d) w wyniku hybrydyzacji oligomeru do mRNA moze doj$¢ do uposledzenia
procesu rybosomalnej translacji mMRNA oraz wreszcie

(e) utworzony dimer: oligomer - mRNA moze aktywowaé RNAze H - enzym
degradujacy mRNA wewnatrz komaérki [91].

Trzecia z potencjalnych mozliwosci wptywania oligomeréw na ekspresje genu
(rys. Ic) wynika z mozliwosci ich bezposredniej interakcji z niektérymi biatkami
wewnatrzkomorkowymi. Oddziatywania takie sg skutkiem wzajemnego powinowac-
twa biologicznego niektérych biatek i kwasdw nukleinowych [65, 82]. Zgodnie z
powyzszym zsyntetyzowany oligomer moze wykazywac przypadkowe powinowac-
two molekularne, do ktoérego$ z biatek petnigcych wazna role w utrzymaniu homeo-
stazy komorki, np.: do biatka enzymatycznego, receptora lub biatka bioragcego udziat
w transdukcji sygnatu. W wyniku interakcji z oligomerem moze wiec dojs¢ do

Rys. 2. R6zne mozliwosci interakcji oli-
gomeru antysensowego z czasteczka
mRNA - oligomer moze hybrydyzowa¢
do komplementarnej sekwencji sensu
powodujac: a - uposledzenie procesu
sktadania pre-mRNA do mRNA,
b-hamowac¢ translokacje mRNA z ja-
dra do cytoplazmy, ¢ - hamowa¢ przyta-
czanie sie mRNA do rybosoméw,
d - zaburza¢ bezposrednio proces rybo-
somalnej translacji mRNA na biatko o-
raz e - stanowi¢ po zhybrydyzowaniu z
mRNA substrat dla wewnatrzkomérko-
wej RNAzy H
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zablokowania funkcji biologicznej czasteczki biatka i tym samym wytaczenia jej z
metabolizmu wewngtrzkomorkowego. Przyktadem takiego oddziatywania jest znie-
sienie za pomocg oligomerow funkcji biologicznej niektérych biatek wewnatrzjadro-
wych regulujacych procesy transkrypcji genéw. Syntetyczne oligomery, ktére maja
tesame sekwencje, jakie wystepujg fizjologicznie w promotorze genu, ktérego funkcje
chcemy wytgczy¢, moga ,,wychwytywaé” kompetencyjnie w komérce biatka biorgce
udziatw transkrypcji. Skutkiem powyzszych interakcjijestzablokowanie na podanym
przyktadzie procesu transkrypcji ggnomowego DNA [63, 65, 82].

Ogédlnie ujmujac oligomery antysensowe okazaty sie efektywne w blokowaniu

ekspresji gendéw kodujacych biatka, bedacych:
-czynnikami wzrostowymi [11, 43, 64, 85],
- receptorami powierzchniowymi komorki [46, 59, 60, 62, 75],
-czgsteczkami adhezyjnymi [14], drugimi przekaznikami informacji [30, 52, 66,
70,71,72, 73, 83],
-czynnikami transkrypcyjnymi [9,15, 16, 18, 26, 27, 33, 54, 57, 58, 93, 95, 96],
-enzymami, jak ibiatkami transportowymi istrukturalnymi [63, 65, 82].

Jak wspomniano wyzej, dalszg cze$¢ pracy poswiecimy strategii wytaczania
ekspresji genéw na poziomie mRNA za pomocg syntetycznych oligomerow anlysen-
sowych. Strategia ta jest najczesciej stosowana w praktyce. Z tym rodzajem strategii
autorzy pracy maja rowniez najwieksze doswiadczenie wiasne.

BIOCHEMIA OLIGOMEROW ANTYSENSOWYCH

Oligomer anlysensowy powinien oddziatywac swoiscie na proces ekspresji genu,
ktérego funkcje chcemy wyltgczy¢. Swoiste dziatanie blokujgce oligomeru anty-
sensowego powinno zosta¢ potwierdzone zmniejszeniem ekspresji odpowiedniego
mRNA lub najlepiej zmniejszeniem stezenia biatka kodowanego przez gen, ktérego
funkcje chcemy wyltgczy¢ [26, 27, 58, 59, 62, 70, 71, 72]. Dziatanie oligomeru
antysensowego powinno by¢ specyficzne dla jego sekwencji. Dlatego obok wptywu
biologicznego ol igomeru antysensowego badany jest réwnolegle efekt oddziatywania
oligomeru majgcego zarowno sekwencje sensu, jak isekwencje niespecyficzng (ang.
scrambled). Oligomery o sekwencji sensu, jak i majace sekwencje niespecyficzng nie
powinny oddziatywa¢ na ekspresje genu, ktéry chcemy zablokowaé za pomoca
strategii antysensow.

Przyjmuje sie, ze idealny oligomer anlysensowy powinien mie¢ nastepujace
wiasciwosci:

1 by¢ stabilny chemicznie in vitro i in vivo w $rodowisku zewnatrz-, jak i
wewnatrzkomaérkowym;
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2) by¢ w sUinic przenika¢ przez btone komaérkowa, tak aby dotrze¢ do sekwencji,
przeciwko ktérym jest skierowany, w wystarczajacym dla wywotania efektu biologi-
cznego stezeniu;

3) wykazywac wystarczajace powinowactwo i zdolnos$¢ swoistej hybrydyzacji do
sekwencji sensu, a wigzanie takie powinno by¢ stabilne,

4) hybrydyzowac¢ selektywnie do sekwencji sensu tak, aby zminimalizowa¢ swoje
ewentualne niespecyficzne dziatanie toksyczne.

Oligomery antysensowe sg krétkimi odcinkami syntetycznego DNA dtugosci od
10 do 30 par zasad. Jak sie przyjmuje, oligomer o dtugosci 15-17 par zasad bedzie
juz miat unikalng sekwencje nie powtarzajgca sie w catym genomie ludzkim [65, 86].
Postepy w chemii fosforoamidéw, jak i réwnolegty rozwdj technologii automatycznej
syntezy DNA umozliwiajg obecnie otrzymywanie oligomeréw na skale pozwalajacg
m.in. na pierwsze podjecie prob stosowania ich in vivo w zywych organizmach.

Jak wiadomo, tzw. zwykle niemodyfikowane oligomery fosforodwuestrowe sg
niszczone przez wystepujace w ptynach ustrojowych enzymy rozktadajace czasteczki
DNA: 57 i3’ egzonukleazy oraz tzw. endonukleazy [12, 19, 86]. Fakt ten znacznie
ogranicza szersze wykorzystanie niemodyfikowanych pochodnych fosforodwuestro-
wych in vivo. W zwiazku z powyzszym przygotowujac sie do farmakologicznego
zastosowania oligomeréw w organizmach zywych opracowano szereg technologii
pozwalajagcych na synteze opornych na dziatanie nukleaz modyfikacji oligomeréw
[82].

Ze wzgledu na fakt, ze endonukleazy degradujg oligomery poprzez zniszczenie
mostka fosforodwuestrowego wystepujacego pomiedzy nukleotydami probuje sie
przede wszystkim dokona¢ modyfikacji chemicznej powyzszego miejsca. Mostek
fosforodwuestrowy wystepujgcy pomiedzy nukleotydami modyfikuje sie m.in. po-
przez podstawienie w miejsce atomu wodoru siarki lub reszty metylowej (rys. 3).
Utworzone w ten sposob pochodne fosforotiolowe i metylofosfonianowe sg znacznie
bardziej oporne na degradacje w ptynach ustrojowych [47,81, 97,101,102]. Opisano
réwniez proby syntezy pochodnych: fosforodwutiolowych, fosforotrzyestrowych i
fosforanowoselenianowych [63, 65, 82, 86].

Chcac z kolei zapobiec degradacji oligomeroéw poprzez 3’ i5°egzonukleazy, ktére
niszczg oligomery poczynajac od nukleotyddéw koncowych, modyfikuje sie koricowe
nukleolydy taczac je ze zwigzkami blokujagcymi dziatanie egzonukleaz, np.: z akry-
dyng. Prébuje sie rowniez modyfikowac oligomery zamieniajgc wystepujace w nich
wigzanie glikozylowe z formy a w forme anomeryczna B [32,82]. Pewna strategia w
modyfikacji oligomeréw, ktdra ma zabezpiecza¢ przed egzonukleazami, jest synteza
oligomerow, ktorych tylko koricowe nukleolydy sg modyfikowane. Oligomery takie,
aczkolwiek oporne na dziatanie 3’ i 5’ egzonukleaz, sg jednak nadal wrazliwe na
dziatanie endonukleaz wystepujacych w ptynach ustrojowych.

Zsyntetyzowanie opornych na dziatanie nukleaz pochodnych oligomeréw umo-
zliwito podjecie pierwszych préb zastosowania ich najpierw in vivo w modelach
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doswiadczalnych u zwierzat [33, 50, 61, 69, 74], a obecnie u pierwszych pacjentéw
[4]. Modyfikacje chemiczne oligomeréw prowadza jednak do zmiany niektérych z
ich wiasciwosci fizyko-biochemicznych. W tabeli 1poréwnano niektére z wtasciwo-
$ci niemodyfikowanych oligomeréw fosforodwuestrowych z wiasciwosciami oli-
gomerow opornych na degradacje w ptynach biologicznych pochodnych fosforo-
tiolowych i metylofosfonianowych.

Ciekawsg alternatywe stanowi synteza tzw. kopolimerow fosfodwuestrowo-fosfo-
rotiolowych [28]. Pochodne takie zachowujg w duzym stopniu wasciwosci fizyko-
chemiczne oligomeréw niemodyfikowanych i modyfikowanych. Sg one np.: bardziej
stabilne w ptynach biologicznych niz oligomery fosforodwuestrowe, lecz za to lepiej
hybrydyzujg z czasteczkami wewngtrzkomérkowymi mRNA niz pochodne fosforo-
tiolowe.

Interesujaca modyfikacje stanowig rdwniez zsyntetyzowane ostatnio tzw. pochod-
ne peptydowo-nukleinowe (ang. peptide-nucleic acids analogues - czyli tzw. PNAS)
[23, 55]. W pochodnych tych szkielet deoksyrybozowo-fosforanowy kwasu nuklei-
nowego zastepuje sie homomorficznym poliamidem skfadajagcym sie z jednostek
2-aminoetylowych glicyny. Okazato sig, ze pochodne takie moga sie wigza¢ z geno-
mowym DNA zardwno na zasadzie komplementarnos$ci zasad wg zasad hybrydyzacji
Watsona-Cricka, jak rowniez uktadajac sie w wielkiej bruzdzie spirali DNA itworzy¢
strukture nici potrojnej (ang. triple helix) [55].

TABELA 1 Niektére z fizyko-chemicznych wtasciwos$ci oligomeréw niemodyfikowanych (fosforodwuestrowych) i
ich pochodnych (fosforotiolowych i metylofosfonianowych).

Cecha Oligomery

fosforodwuestrowe metylofosfonianowe fosforotiolowe
Sta hiIno$¢ biologiczna - +++ ++
Zdolno$¢ kumulowania + ++ +/-
w komadrkach
Wydajnos¢ hybrydyzacji 4+ + ++
Aktywacja RNAzy Il +++ R T+

STRATEGIE ZWIEKSZAJACE EFEKTYWNOSC
WEWNATRZKOMORKOWEGO DZIALANIA
BIOLOGICZNEGO OLIGOMEROW ANTYSENSOWYCH

Bezposrednie podanie do komorki oligomeréw antysensowych skoniugowanych z
markerem immunofluorcsccncyjnym droga mikroiniekcji wykazato, ze kumuluja sie
one stosunkowo szybko wjadrze komdrkowym [42]. Z kolei jak wykazano oligomery
dodane do pozywki, w ktérej sg hodowane komaérki, gromadzg sie gtownie w lizoso-
mach i endosomach [13, 21, 34]. Uwalnianie z wakuoli jest prawdopodobnie bardzo
powolne, o czym $wiadczy fakt, ze nie wykrywa sie wtedy wiekszych stezen oligo-
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ZASADA
X=H oligomerfosfodiesterazy

X=CHS3 oligomer metylofosfonianowy

X=S  oligomer fosfotiolowy

ZASADA

Rys. 3. Najczedciej stosowane modyfikacje wigzania fosforodwuestrowego oligonukleotydu DNA majace zwie-
kszy¢ jego oporno$¢ na degradacje w ptynach ustrojowych - normalny, nie modyfikowany oligomer maw miejscu
oznaczonym literg “X” wod6r (H); podstawiajac w to miejsce siarke (S) otrzymujemy pochodng fosfotiolowa, pod-

stawiajac za$ grupe metylowa (CH3) pochodna metylofosfonianowa

merow w jadrze. Z badan wiasnych autorow wynika jednak, ze oligomery antysenso-
we skierowane przeciwko mRNA onkogenow: bcr-abl i c-myb gromadzg sie takze w
znacznych ilosciach w jadrach komdrek hemopoetycznych [74] iguzéw litych [33].

Ogdlnie ujmujac, oligomery antysensowe z wyjatkiem pochodnych metylofosfo-
nianowych sg polianionami [82]. W zwigzku z tym w przeciwienstwie do klasycznych
lekdw przeciwnowotworowych, ktére sa z reguty niskoczasteczkowymi substancjami
hydrofilnymi, nie mogg przenikaé biernie poprzez btone komérkowa. Transport ich
do komarki jest zalezny od: czasu, energii i temperatury [19]. Oznacza to, ze jest on
gtoéwnie procesem aktywnym. Ogo6lnie przyjmuje sie, ze oligomery antysensowe
whnikajg do komorek w wyniku pinocytozy lub endocytozy zaleznej od receptoréw.
Opisano biatko o ciezarze 80 kd petnigce role receptora btonowego dla oligomeréw
w procesie ich endocytozy [98]. Uwaza sie, ze istnieje kilka takich biatek [5, 29, 99].
W komorce oligomery znajdujg sie gtdbwnie w wakuolach. Mechanizmy umozliwia-
jace ich uwolnienie z przedziatu endosomalnego do cytozolu nie sg w petni wyjasnio-
ne. Jak wspomniano, jedynie pochodne metylofosfonianowe dostajg sie do wnetrza
komarek drogg biernej dyfuzji [47].

Obecnie trwajg intensywne prace nad rozwojem strategii, ktére pozwolityby na
zwiekszenie dokomorkowego transportu oligomerow antysensowych. Zgodnie z po-
wyzszym oligomery fgczy sie z syntetycznymi polipeptydami, np. polipeptydem
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polilizynowym [17], akrydyng [82], cholesterolem [40] i transferyng [16]. Polilizyna
ma maskowac¢ ujemne tadunki oligomeru oraz utatwiaé¢ ,,ucieczke” z przedziatu
endosomalnego komérki do cytozolu. Cholesterol z kolei ma umozliwia¢ taczenie
oligomerow do apoproteiny E i lipoproteidéw o niskiej gestosci (LDL), co prowadzi
finalnie do internalizacji powstatych kompleksow poprzez interakcje z receptorem dla
LDL [40]. Oligomery skoniugowane z transferyng wchtaniaja sie natomiast poprzez
mechanizm transportowy wykorzystujacy efektywnie receptor transferynowy [16].
Podejmowane sg réwniez proby wykorzystania syntetycznych liposomow jako syste-
mu transportujgcego [6,17, 37]. Liposomy probuje sie dodatkowo tgczy¢ z przeciw-
ciatami monoklonalnymi, ktére majg kierowac oligomery zawarte w liposomach do
komorek majacych antygeny powierzchniowe rozpoznawane przez skoniugowane z
liposomem przeciwciato monoklonalne [41]. Uwaza sie, ze zwigzkiem utatwiajgcym
penetracje oligomeréw do wnetrza komorki jest amfoterycyna B. Trwajg rowniez
intensywne prace nad postuzeniem sie niektorymi peptydami wirusowymi, ktére sg
wykorzystywane przez wirusy podczas wnikania do komorek. Peptydy takie skoniu-
gowane z oligomerami mogtyby zwigkszac ich kumulowanie wewnatrzkomaérkowe.
Zaobserwowano takze, ze stymulacja komorek za pomocg czynnikdw wzrostowych
prowadzi rowniez do zwiekszenia wychwytu oligomerdw (dane nie publikowane).

Pracuje sie rowniez nad strategiami majacymi za zadanie zwiekszenie biologicznej
efektywnosci wewnatrzkomdérkowego dziatania oligomerow. Oligomery koniuguje
sie z enzymami mogacymi niszczy¢ czasteczki mRNA [78]. Nalezy do nich wspo-
mniana powyzej rybonukleaza H oraz tzw. rybozymy. RNAza H, jak wspomniano,
jest biatkiem enzymatycznym rozktadajagcym zhybrydyzowane dimery: mRNA -
oligomer antysensowy [91]. Rybozymy z kolei sg unikalnymi fragmentami RNA
majacymi aktywno$¢ RNAzy i tym samym mogacymi autokatalicznie rozktadaé
wewngtrzkomdrkowo czagsteczki mRNA [78].

W strategii antysenséw skierowanych przeciwko czasteczkom mRNA najczesciej
uzywa sie niemodyfikowane 18 mery lub pochodne fosfotiolowe bedace 24 merami.
Oligomery najczesciej skierowane sa przeciwko sekwencjom znajdujacym sie wokét
miejsca inicjujacego translacje czasteczki mMRNA, ktérej ekspresje chcemy zabloko-
wac. Efektywnos$¢ dziatania oligomeru antysensowego zalezy od wielu czynnikdw.
Nie bez znaczenia jest tutaj stuktura drugorzedowa i trzeciorzedowa docelowej
czasteczki mRNA. Jezeli sekwencja sensu, przeciwko ktdrej zsyntetyzowano oligo-
mery antysensowe, znajduje sie ukryta gteboko wewnatrz taricucha nukleotydéw
tworzacych mRNA - hybrydyzacja moze by¢ utrudniona lub nawet niemozliwa.
Dlatego uwaza sig, ze tzw. odcinki wolne w czasteczce mRNA sg zdecydowanie
lepsze do hybrydyzacji za pomocg oligomerdéw antysensowych niz odcinki biorgce
udziat w zachowaniu struktury drugorzedowej mRNA [102]. Ustalajac sekwencje
antysenu do czasteczki mRNA nalezy ponadto unika¢ sekwencji wykazujgcych duzy
stopienn wewnetrznej homologii, gdyz moze to prowadzi¢ do tworzenia wewnatrz-
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czasteczkowych wigzan iw efekcie uniemozliwiaé¢ hybrydyzacje z sekwencja sensu
czasteczki mMRNA, przeciwko ktdrej zsyntetyzowano oligomer.

Ogo6lnie ujmujac zachecajgce wyniki uzyskano uzywajac oligomery antysensowe
skierowane przeciwko miejscom: inicjujacym transkrypcje czasteczki mRNA, rozpo-
czynajacym jej translacje, miejscom biorgcym udziat w procesie skiadania, jak i
skierowanym do nieulegajacych translacji odcinkéw 3’ czasteczki mRNA. Pracujac
nad ustaleniem sekwencji antysensu wobec czasteczki mRNA, ktorej ekspresje chce-
my w kom@érce zablokowa¢, nalezy niekiedy wytestowaé skutecznos¢ kilku réznych
oligomerow skierowanych przeciwko réznym fragmentom czasteczki mRNA tak, aby
w koricu wybra¢ sposrod nich oligomer dziatajacy najbardziej efektywnie.

PROBLEMY DOTYCZACE EFEKTYWNOSCI DZIALANIA
OLIGOMEROW

Omawiajgc rézne zagadnienia wykorzystania strategii antysenséw nalezy oméwi¢
réwniez problemy zwigzane z ich biologiczng efektywnoS$cig. Podkresli¢ nalezy trzy
podstawowe aspekty:

1) niespecyficzng toksycznos¢ oligomerow,

2) problemy w uzyskaniu zniesienia ekspresji niektorych genéw za pomocg anty-
sensow

3) petng powtarzalno$¢ wynikdw uzyskiwanych przez rozne zespoty.

Uwaza sie, ze niektore z opisanych wynikéw moga by¢ zwigzane z niespecyficz-
nym dziataniem toksycznym stosowanych oligomeréw [48]. Wedtug przyjetych
pogladdw najmniej toksyczne sa pochodne metylofosfonianowe [47]. W przypadku
oligomerow fosfotiolowych wyrazano poglad, ze oligomery, ktore zawierajg w swojej
czasteczce sekwencje czterech nastepujacych po sobie guanozyn (odcinek G-4),
moga hamowac proliferacje komérek w wyniku niespecyficznego mechanizmu nie-
zaleznego od efektu antysensu [101]. Nalezy réwniez mie¢ na uwadze, ze produkty
degradacji oligomeréw antysensowych, takie jak: tymidyna, 2’-deoksyadenozyna,
dAMP czy dGMP, moga dziata¢ niespecyficznie antyproliferacyjnie na komorki
szczegOllnie hemopoetyczne [22, 48, 68]. Pochodne fosfotiolowe mogg sie rowniez
wigzaé z rybosomami i w ten sposob blokowaé niespecyficznie procesy translacji
mRNA w komoérkach [81]. Stwierdzono réwniez, ze pochodne fosfotiolowe skiero-
wane przeciw wirusowemu mRNA moga hamowac proliferacje wiruséw w wyniku
niespecyficznego blokowania wirusowej polimerazy lub utrudniajac absorbcje ko-
markowg wiruséw poprzez blokowanie biatek odpowiedzialnych za wnikanie wiru-
sow do komoérek [48].

O problemie zwigzanym z wytgczeniem ekspresji niektérych genéw wspomniano
powyzej. Staba efektywnos$¢ dziatania antysensow moze wynika¢ z niekorzystnej
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struktury drugo- lub trzeciorzedowej czasteczki mRNA, ktérej ekpresje chcemy
znies¢ [102]. Jak wspomniano, oligomery moga nie dociera¢ do sekwencji, przeciwko
ktérym sgskierowane. Problem ten mozna staraé sie oming¢ poréwnujac efektywnosé
oligomer6w skierowanych przeciwko réznym fragmentom czasteczki mRNA tak, aby
ustali¢ oligomer najlepiej dziatajacy.

Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, ze wiele zespotow wskazuje na trudnosci w
powtdrzeniu wynikéw uzyskanych przez inne grupy. Wynikac to moze:

- z réznicy w syntezie oligomerdw, budowie chemicznej stosowanych pochod-
nych,

- zwarunkow modelu doswiadczalnego,

- z rdznicy we wrazliwosci na oligomery podtyp6w linii komoérkowych hodowa-
nych w réznych laboratoriach, jak i wreszcie

- od doswiadczenia zespotu stosujacego te strategie badawcza.

FARMAKOKINETYKA OLIGOMEROW ANTYSENSOWYCH

Przeprowadzono juz pierwsze badania farmakokinetyczne oligomerow stosowa-
nych w modelach in vivo [1, 35]. Oceniano ich poziom we krwi, pétokres trwania, jak
i rozmieszczenie wewnatrz ustroju po podaniu parenteralnym zwierzetom dos$wiad-
czalnym. Pétokres trwania pochodnych fosfotiolowych dlugosci 20-27 par zasad
podanych dozylnie myszom wynositw surowicy od 40 do 72 godzin [35]. Degradacja
metaboliczna podanych oligomeréw w moczu byta niewielka. Oligomery kumulowa-
ty sie w watrobie i nerkach, stezenie ich w powyzszych narzgdach za$ znacznie
przewyzszato stezenie w surowicy. Iversen iwsp. pokazali, ze w przypadku myszy
oligomery gromadza sie tez w mdzgu, co przemawiatoby za ich skutecznym przeni-
kaniem przez bariere krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy u gryzoni [35].

U matp pétokres trwania oligmeréw w surowicy byt podobny jak u gryzonii [35].
Oligomery kumulowaty sie najlepiej w nerkach, watrobie, grasicy, szpiku kostnym,
weztach chtonnych, $liniankach, ptucach i trzustce. Obserwowano réwniez groma-
dzenie sie podanych oligomerdw w: miesniach, przewodzie pokarmowym i tchawicy.
Najstabiej gromadzity sie natomiast w: moézgu, rdzeniu przedtuzonym, chrzastce,
skorze igruczole krokowym.

W pierwszym opisanym w literaturze przypadku dozylnego podania fosfotiolo-
wych pochodnych oligomeréw antysensowych skierowanych przeciwko biatku p53
u cztowieka zaobserwowano niewielki wzrost poziomu yGTP w surowicy. Pacjent
skarzytsie jedynie na uczucie metalicznego smaku w ustach, nudnosci iwymioty [4].
Chory otrzymywat dozylnie wlew oligomeréw antysensowych w dawce: 0,05 mg/kg
i godzine. Catkowita podana dawka wynosita 700 mg. Podanie dozylne oligomerow
okazato sie wiec w miare bezpieczne.
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Stosujac ogolnoustrojowo oligomery antysensowe szczegélnie w wyzszych daw-
kach nalezy spodziewac sie wystapienia efektdw ubocznych. Oligomery moga dziata¢
toksycznie zaréwno specyficznie, jak i niespecyficznie.

Dzialanie specyficzne wynika z blokowania ekspresji genu, przeciwko ktéremu sa
skierowane w komorkach nie tylko chorych, lecz réwniez zdrowych. Efekt koficowy
tego dziatania zalezy oczywiscie od stopnia réznicy we wrazliwosci na zniesienie
ekspresji danego genu pomiedzy komdrkami chorymi i zdrowymi. Efekt niespecyfi-
czny wynika natomiast z ich dziatania jako zwigzku chemicznego nie wystepujgcego
fizjologicznie w organizmie.

Z badan wiasnych wynika, ze myszy, ktorym podawaliSmy za pomocg pomp
osmotycznych przez dwa tygodnie antysensy skierowane przeciwko sekwencji mR-
NA ludzkiego biatka transkrypcyjnego c-myb - w dawce 100 [ig/dobe, nie wykazy-
waly zmian morfologicznych w watrobie ani nerkach. Obserwowano jedynie wy-
stapienie we krwi obwodowej matoptytkowosci, ktdra wynikata prawdopodobnie z
ich niespecyficznego, niekorzystnego dziatania jako czasteczek bedacych polianiona-
mi na trombocyty [33].

Oligomery antysensowe skierowane przeciwko mRNA ludzkiego onkogenu bcr-
abl, podawane dozylnie myszom SCID w dawce 1 mg na dobe przez 12 kolejnych dni
0siggajg stezenie terapeutyczne w tkankach, a takze sg wykrywalne w ludzkich
komarkach biataczkowych rosngcych u tych zwierzat. Przeprowadzono analize a-
natomopatologiczng narzagddw wewnetrznych myszy SCID otrzymujgcych oligomery
przez 12 dni i nie wykazano wiekszych zmian [74].

Niemniej jednak nalezy by¢ przygotowanym, ze efekty uboczne terapii oligome-
rami mogg by¢ bardziej nasilone i zr6znicowane. Bedg one zalezne od budowy
chemicznej stosowanej pochodnej, jej dawki, jak i stosowanej sekwencji. Wprowa-
dzenie oligomerdw do kliniki wymaga wiec rzetelnie przeprowadzonych, poprzedza-
jacych badan toksykologicznych na modelach zwierzecych - najpierw na myszach, a
p6zniej na matpach.

POTENCJALNE MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA
OLIGOMEROW ANTYSENSOWYCH
W MEDYCYNIE KLINICZNEJ

Trwajg intensywne badania nad wprowadzeniem oligomeréw antysensowych jako
nowej generacji lekéw do kliniki. Najbardziej zaawansowane prace dotycza ich
potencjalnego zastosowania w:

-onkologii klinicznej,

-angioplastyce naczyn wiencowych,

- chorobach neurologicznych,
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- leczeniu niektorych chorob wirusowych ipasozytniczych.

Oligomery antysensowe stosowane jako leki przeciwnowotworowe mogg hamo-
wac swoiscie ekspresje wielu protoonkogendw odpowiedzialnych za niekontrolowa-
ny wzrost komérek. Wynikiem ich dziatania moze byé zahamowanie proliferacji
komorek ztosliwych [61, 74, 83], indukcja apoptozy [63, 76] lub nawet cofniecie ich
nowotworowego fenotypu. Z tego powodu mysli sie o praktycznym wykorzystaniu
oligomerow w klinice zarbwno w leczeniu biataczek, jak i guzéw litych [25, 82].

Warunkiem poprzedzajgcym kliniczne zastosowanie oligomeréw w leczeniu
chorych jest uprzednie udokumentowanie ich korzystnego dziatania in vivo w mode-
lach doswiadczalnych na zwierzetach. Z pierwszych opublikowanych badan przepro-
wadzonych na zwierzetach in vivo wynika, ze oligomery antysensowe skierowane
przeciwko protoonkogenom c-myb [61] i bcr-abl [74] spowolniaty wzrost komorek
ludzkiej przewleklej biataczki szpikowej wszczepionej myszom SCID. Oligomery
antysensowe skierowane przeciwko protoonkogenowi c-myb hamowaty réwniez
wzrost komorek ludzkiego czerniaka u tych zwierzat [33]. Z kolei oligomery skiero-
wane przeciwko protoonkogenowi c-HA-ras wykazywatly dziatanie przeciwnowo-
tworowe in vivo u myszy nude, ktérym wszczepiono komdrki NIH-3T3 transfor-
mowane onkogenem c-HA-ras [30]. Wykazano réwniez, ze oligomery antysensowe
skierowane przeciwko protoonkogenowi c-myc hamowaty in vivo ekspresje biatka
c-mycw limfocytach myszy transgenicznych bedacych nosicielami transgenu: wzma-
cniacz immunoglobulinowy -protoonkogen c-myc [96]. Aktywne in vivo okazaty sie
réwniez oligomery antysensowe skierowane przeciwko mRNA czynnika transkry-
pcyjnego NF-kb [38, 39].

Osobnym zagadnieniem jest zastosowanie oligomeréw antysensowych w usuwa-
niu komdrek nowotoworowych ex vivo ze szpiku kostnego przed autoprzeszczepami.
Zaawansowane sg proby kliniczne uzycia antysenséw skierowanych przeciwko mR-
NA protoonkogenu c-myb i onkogenu bcr-abl. Mechanizm molekularny dziatania
oligomeréw skierowanych przeciwko powyzszym onkogenom polega na indukowa-
niu apoptozy w komdrkach biataczkowych [63, 76].

Duze nadzieje wigze sie z wykorzystaniem oligomeréw antysensowych w profi-
laktyce restenozy naczyh wieficowych po angioplastyce. Oligomery antysensowe
skierowane przeciwko mRNA protoonkogenéw c-myb, cdc2 i PCNA podawane
domiejscowo w momencie rozszerzenia balonikiem naczyn wiencowych majg hamo-
wac ewentualng niepozadang proliferacje miocytéw $ciany naczyniowej po zabiegu
[50, 79]. Badania przeprowadzone w modelach doswiadczalnych u zwierzat potwier-
dzity efektywnos¢ takiej strategii in vivo [50].

Wszystko wskazuje réwniez na to, ze oligomery znajdg wkrdtce zastosowanie
kliniczne w neurofarmakologii klinicznej [15, 89, 94]. Oligomery antysensowe skie-
rowane przeciwko protoonkogenowi c-fos po podaniu miejscowym do mézgu hamo-
waty ekspresje protoonkogenu c-fos w komdrkach znajdujacych sie w sgsiedztwie
miejsca iniekcji. Stosujac z kolei oligomery antysensowe skutecznie zablokowano
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ekspresje receptora dla neuropeptydu Y oraz receptora metyloasparaginowego [90].
Uwaza sie, ze szczegdlnie ostatni zwymienionych oligomeréw moze znalezé prakty-
czne zastosowanie w leczeniu udardbw moézgu zmniejszajac ognisko uszkodzenia
tkanki nerwowej. Pracuje sie takze nad syntezg oligomerow aptamerowych wigzacych
dziatajace zakaznie w uktadzie nerwowym czasteczki biatkowe, jakimi sgpriony [31].

Zaawansowane sg rowniez badania nad wykorzystaniem oligomeréw w leczeniu
choréb wirusowych ipasozytniczych [24, 77]. Wykazano ich efekt hamujacy prolife-
racje wirusow: opryszczki typul [77], nabytych zespotdw niedoboréw immunologi-
cznych [2], opryszczkowego zapalenia jamy ustnej [3], grypy, jak i wirusa wy-
wotujacego brodawczaki [20]. Uwaza sig, ze oligomery antysensowe znajda wkrétce
praktyczne zastosowanie w leczeniu malarii [82].

Osobnym zagadnieniem jest zastosowanie oligomeréw antysensowych w skoja-
rzeniu z innymi formami terapii, takimi jak cytostatyki i immunoterapia [53, 61, 71].
Okazato sie, ze oligomery antysensowe mogg by¢ skutecznie kojarzone z innymi
lekami np. o dziataniu przeciwnowotworowym. Z opublikowanych danych wynika,
ze oligomery skierowane przeciwko mRNA onkogenu bcr-abl w potagczeniu z mafo-
sfamidem znacznie bardziej skutecznie niszczyty komorki przewlektej biataczki
szpikowej [71]. Strategia kojarzenia oligomeréw antysensowych z cytostatykami i
immunoterapia okazata sie rdwniez skuteczna w hamowaniu wzrostu komorek guzéw
litych [53]. Z naszych ostatnich, nie publikowanych jeszcze badan wynika ponadto,
ze oligomery antysensowe mogg by¢ réwniez skojarzone z dziatajagcymi przeciw-
nowotworowo cytokinami, jak np. TNF-em i interferonem a. Strategia taka umozli-
wia z jednej strony zmniejszenie dawki stosowanych oligomeréw, a czesto zwieksza
réwniez ich efektywno$¢ farmakologiczna.

Obiecujace wyniki otrzymalisSmy réwniez stosujac jednoczesnie dwa rozne oligo-
mery antysensowe hamujace ekspresje ,,wspétpracujacych” ze sobg onkogendw.
Oligomery takie wykazywaty synergistyczny efekt przeciwnowotworowy, co pozwa-
lato na znaczne zmniejszenie ich dawek.

PODSUMOWANIE

Dynamiczny rozwdj badan nad strategig blokowania ekspresji genéw za pomocg
oligomeréw antysensowych stwarza realne nadzieje, ze wkrotce klinicysci beda
dysponowac nowg generacjg lekdw znoszacych swoiscie ekspresje gendw odpowie-
dzialnych za wystepowanie poszczegélnych schorzen. Nad zagadnieniami tymi pra-
cuje wiele zespotow badawczych zardwno w osrodkach akademickich, jak i firmach
biotechnologicznych. Publikacje dotyczace postepéw tej dziedziny ukazujg sie w
najlepszych pismach naukowych swiata. Od trzech lat ponadto regularnie ukazuje sie
pismo ,,Antisense Research and Development, ktére publikuje prace dotyczace tej
problematyki. Pismo to podaje co roku liczbe wazniejszych orginalnych publikaciji,
ktére ukazaty sie w piSmiennictwie miedzynarodowym, a ktdre dotyczyty problema-
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tyki strategii antysenséw. Wedtug tych danych tylko w roku ubiegtym ukazato sie ich
ponad 1000. W chwili obecnej kilka zespotéw uzyskato juz zgode na podjecie
pierwszych prob klinicznych leczenia chorych za pomocg oligomeréw. Dotyczy to
gtéwnie biataczek i czerniakow. Oligomery prébuje sie wykorzysta¢ zaréwno w
leczeniu systemowym in vivo, jak i w prébach usuwania ex vivo komoérek nowotwo-
rowych ze szpiku pobranego do przeszczepien autologicznych. Wkrétce powinny
ukazac sie pierwsze wyniki tych badan.

Wszystko wskazuje na to, ze skoordynowany wysitek chemikéw pracujgcych nad
uzyskaniem na makroskale nowych pochodnych oligomeréw antysensowych, biolo-
gbéw oceniajacych ich dziatanie w modelach doswiadczalnych, farmakologdéw $ledza-
cych ich farmakokinetyke, jak i lekarzy wdrazajgcych ten nowatorski sposéb le-
czenia w klinice spowodujg, ze w XXI wiek wkroczymy uzbrojeni w nowa generacje
lekdw oddziatujgcych na poszczeg6lne schorzenia poprzez wptywanie na ekspresje
genéw odpowiedzialnych za etiopatogeneze iprzebieg réznych chorob.
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REGULATORY TRANSKRYPCJI UROSLINWYZSZYCH
TRANSCRIPTION REGULATORS IN HIGHER PLANTS

Marcin K. FILIPECKI, Stefan MALEPSZY
Katedra Genetyki i Hodowli Roslin Ogrodniczych, SGGW, Warszawa

Streszczenie. W ostatnich latach, w $lad za badaniami nad regulacja transkrypcji u zwierzat i grzybow, pojawity sie
prace pokazujgce udziat biatkowych czynnikéw transkrypcyjnych w waznych procesach uroélin. Roslinne regulatory
transkrypcji wykorzystujg z molekularnego punktu widzenia te same mechanizmy jak ich zwierzece odpowiedniki,
a domeny funkcyjne wykazuja czesto duze podobiefstwo sekwencji aminokwaséw i struktury. Niektére z nich
odgrywaja kluczowa role w waznych procesach rozwojowych rodlin wyzszych, takich jak: morfogeneza kwiatu
rzodkiewnika iwyzlinu (rodzina MADS-box), réznicowanie wtoskéw na lisciach i pedach rzodkiewnika (glabrousl),
determinacja komérek liscia kukurydzy (kotted), czy przebieg dojrzewania nasion kukurydzy (viviparous-1).
Niewiele jednak wiadomo na lemat genéw struktury, na ktére wptywaja wymienione regulatory. Wiecej informacji
istnieje o regulatorach transkrypcji i genach regulowanych w takich powszechnych szlakach biochemicznych, jak:
synteza barwni kéwantocyjanowych ukukurydzy (regulatory c7 i rl), synteza biatekzapasowych ziarniaka kukurydzy
(opaaue-2), ekspresja RubisCo u grochu (@&, gt-1) i innych. Obok analizy mutantéw i bibliotek ekspresyjnych wiele
wysitku poswieca sie izolacji potencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych z ekstraktéw jadrowych oraz analizie
elementéw w obrebie promotoréw interesujacych genéw. Wiele prac dotyczy badania genéw sklonowanych na
podstawie podobienstwa do znanych regulatoréw transkrypcji.

Summary. There are some papers showing the influence of transcription factors on important processes in plants,
which appeared after significant progress had been done in research on transcription regulation in the animal and fungi
systems. The plant transcription regulators act on the same molecular basis like these of animals or fungi, and their
functional domains show significant similarities in aminoacid sequence and structure. Some of them play the key role
in important developmental processes in the higher plants, i.e.,: flower morphogenesis in Arabidopsis thaliana and
Antirrhinum majus (the MADS-box family), trichome differentiation on leaves and shoots of Arabidopsis thaliana
(glabrousl), cell determination of Zea mays leaves (Knotted), kernel maturation in maize (viviparous-1). However
little is known about the structural genes, which are regulated by factors mentioned above. There is more information
available about the transcription regulators and their target genes in some common biochemical pathways, i.e.,:
anthocyanin biosynthesis in maize (the regulators cl and rl), synthesis of seed storage proteins in maize kernels
(opaque-2), RubisCo expression in pea (3, gt=1), eta Besides the analysis of mutants and expression libraries there
is much effort done in the isolation of the putative transcription factors from nuclear extracts and characterization of
specific elements in the promoters of interesting genes. Many papers are concerning the genes, which are isolated
based on sequence homology to know transcription factors.
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1. WSTEP

Transkrypcja jest podstawowym procesem w sekwencji zdarzen sktadajacych sie
na ekspresje genow. W poprzedniej dekadzie pojawito sie wiele danych ujawniajgcych
wptyw specyficznych biatek, nazwanych regulatorami transkrypcji, na przebieg tego
procesu u grzybéw i zwierzat. W ostatnich latach opublikowano podobne prace
dotyczace roslin. Celem niniejszego opracowania jest przyblizenie tych ostatnich.

2. INFORMACJE OGOLNE

Inicjowanie syntezy mRNA jest etapem, na ktérym zachodzi pierwotna kontrola i
regulacja zréznicowanej ekspresji genéw. Rdzne wewnetrzne i zewnetrzne impulsy
docierajace do komérki wptywaja posrednio lub bezposrednio na zmiany poziomu
transkrypcji, aczkolwiek mechanizmy iszlaki biochemiczne, poprzez ktére komorki
integruja i przetwarzaja informacje, wcigz nie sg dobrze poznane. Inicjowanie syntezy
MRNA zalezy ostatecznie od czynnikéw reagujacych w uktadzie trans ze specyficz-
nymi sekwencjami DNA (elementami) w obrebie promotora, ktére w ten sposéb
oddziatujg w ukfadzie cis na transkrypcje przylegtego genu. Oddziatywania cis moga
réwniez zachodzi¢ z enhancerami, to jest elementami bardziej oddalonymi od startu
transkrypcji, zwykle w kierunku 5’ niz promotor [19,31], Do dnia dzisiejszego
zbadano wiele takich gendw, ktorych transkrypcja jest ograniczona do konkretnych
tkanek, organow, okreslonego momentu w czasie ontogenczy roséliny czy tez jej stanu
fizjologicznego. W specyficznym wzorze ekspresji tych gendéw ujawniono udziat
biatkowych czynnikéw transkrypcyjnych wigzacych sie z sekwencjami elementow
promotora. Czynniki transkrypcyjne moga wspotdziata¢ ze sobg oraz z polimerazg
RNA iw efekcie regulowac transkrypcje [25,31,40]. Wystepujg one w bardzo matych
ilosciach, co jest znacznym utrudnieniem dla badan. Pomimo to, w ostatnich latach
udato sie sklonowac wiele genéw kodujacych te biatka u roslin i przeanalizowac je
pod wzgledem struktury i funkcji [22]. Gtdwnymi cechami tych biatek regulatoro-
wych sa:

(1) zdolnos$¢ specyficznego wigzania sie z sekwencjami DNA, co zwykle oznacza
obecnos¢ okreslonych strukturalnych domen,

(2) zdolno$¢ do wspotdziatania z biatkami, takimi jak: polimeraza RNA I,
aktywatory czy inne regulatory transkrypciji,

(3) istnienie mechanizméw regulacji syntezy iaktywnosci (zardbwno na poziomie
transkrypcji, jak i translacji) tych czynnikéw w odpowiednim miejscu i czasie.

Najbardziej zaawansowane badania nad regulacjg transkrypcji u Eukaryota doty-
czg takich organizmow, jak: drozdze, muszka owocowa czy gryzonie. Stosunkowo
niewiele zbadano roslinnych regulatoréw transkrypcji, a rola, jaka spetniajg w proce-
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sach zyciowych, oraz mechanizmy regulujace ich dziatanie pozostajg w duzej mierze
do wyjasnienia. Ogdlnie rzecz biorgc, roslinne biatka regulatorowe wykorzystujg z
molekularnego punktu widzenia te same mechanizmy jak ich zwierzece odpowiedniki
[22]. Wykryto szereg podobienstw strukturalnych i funkcjonalnych w obrebie domen
odpowiedzialnych za wigzanie DNA ioligomeryzacje jednostek biatkowych. Homo-
logia w obrebie tych domen pomiedzy roslinami i zwierzetami sugeruje, ze istniaty
juz one, zanim krdlestwa te rozdzielity sie w trakcie ewolucji [14]. Natomiast zrézni-
cowanie poza wymienionymi domenami jest znaczne. Wykazano, ze réznorodne
wiasciwosci regulacyjne powstajg przez kombinacje réznych domen funkcyjnych
(struktura modutowa) [9]. Domeny funkcyjne biatek regulatorowych opisuje sie
zwykle albo przez podobienistwo do dobrze juz zbadanych, szeroko opisanych regu-
latoréw (biatek zawierajgcych homeodomeneg, SRF - ang. serum responsive factor,
Myc, Myb), czy tez wykorzystujac strukturalne cechy decydujace o ich dziataniu
(HTH - ang. helix-turn-hel'ix, HLH - ang. helix-loop-helix, palec cynkowy - ang. zinc
finger, suwak leucynowy - ang. leucine zipper, rejon zasadowy, domena kwasowa)
[25,31,36].

W niniejszej pracy zostang zaprezentowane ro$linne czynniki transkrypcyjne w
nastepujgcym porzadku:

(1) regulatory majgce wptyw na procesy rozwojowe roslin - rozdziat 3, [1] (tab.

Y (2) regulatory ekspresji genow mechanizmu podstawowego (ang. house keeping
genes) - rozdziat 4 (tab. 2) oraz

(3) kilka przyktaddéw funkcji i/lub struktury pozostajgce jeszcze w znacznej mierze
do wyjasnienia - rozdziat 5.

Oczywiscie przyjeta kolejno$é omawiania roslinnych regulatoréw transkrypcji nie
wyklucza istnienia powigzah w obrebie sieci regulacji pomiedzy wymienionymi
biatkami.

3. REGULATORY TRANSKRYPCJI
MAJACE WPLYW NA PROCESY ROZWOJOWE ROSLIN

Przetomowe znaczenie w poznaniu molekularnych mechanizméw morfogenezy u
zwierzat, a pozniej i u roslin, mialy badania prowadzone nad mutacjami genow
homeotycznych, czyli takich, ktérych uszkodzenie powoduje powstanie innego orga-
nu zamiast normalnie wystepujgacego w typie dzikim danego organizmu (transforma-
cja homeotyczna). Mutanty homeotyczne rozwoju kwiatéw u wyzlinu okazaty sie
wygodnym modelem do$wiadczalnym, co doprowadzito do wyizolowania pierwsze-
go homeotycznego genu roslinnego deficiens [45,48], a pdzniej szeregu innych
(tab. 1). Mutacja nuli w obrebie tego locus powoduje powstanie kwiatu o zmienionym
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porzadku okdtkow organdw kwiatowych; zamiast kwiatu typu dzikiego o uktadzie
okdtkow: kielich-korona-precikowie-stupkowie powstaje kwiat mutanta o oko6tkach:
kielich-kielich-stupkowie-stupkowie (rys. 1). Istnieje szereg allelicznych mutantéw,
gdzie gen deficiens nie jest catkowicie wylaczony, co powoduje powstanie fenotypow
posrednich. Niemal rownocze$nie badania nad mutantami homeotycznymi kwiatéw
rzodkiewnika doprowadzity do sklonowania genu agamous [52], ktérego mutacja
powoduje powstanie kwiatu o nastepujagcym uktadzie okotkow: (kielich-korona-ko-
rona)n, gdzie n=2-7, co oznacza prawie nieograniczone pojawianie sie okotkow
organéw kwiatowych (rys. 1). Obydwa opisywane geny petnia wiec kluczowag role w
ustaleniu tozsamosci okotkow kwiatowych. Dalsza genetyczna i molekularna analiza
tych iinnych genow warunkujacych morfogeneze kwiatu doprowadzita do stworzenia
uproszczonego modelu, zgodnie z ktdrym w formowaniu kwiatu biorg udziat geny o
trzech funkcjach: a, b ic (rys. 1). Funkcja a odpowiada za pierwszy idrugi okotek,
funkcja b - za drugi i trzeci okdtek, a c - za trzeci i czwarty okdlek. W pierwszym i
czwartym okodtku (dziatki kielicha istupek) geny funkcji, odpowiednio a i c, dzialajg
niezaleznie, podczas gdy organogeneza w drugim i trzecim oko6tku (ptatki korony i
preciki) jest zalezna od kombinacji dziatania genow funkcji a i b oraz b i c [46].
Dodatkowo geny funkcji a i c dziatajg antagonistycznie zawezajac wzajemnie swoje
dziatanie odpowiednio do pierwszego idrugiego oraz trzeciego i czwartego okoétka.
Przyktadem potwierdzajgcym stuszno$¢ takiego twierdzenia jest to, ze u innego
mutanta rzodkiewnika, nazwanego apetala2, gdzie wytgczona jest funkcja a (w
miejsce dziatek kielicha i ptatkéw korony powstajg odpowiednio struktury stupkopo-
dobne i preciki), gen agamous (funkcja c) ulega ekspresji we wszystkich czterech
okotkach, podczas gdy w roslinie typu dzikiego wystepuje tylko w trzecim iczwartym
okotku [7].

Wspblng cechg produktéw omawianych gendw jest wysoka homologia na odcinku
59 aminokwaséw do dwdéch znanych regulatoréw transkrypcji MCMI (ang. micro-

TABELA 1. Wazniejsze roslinne regulatory transkrypcji biorgce udziat w procesach rozwojowych

Nazwa genu Gatunek Domena funkcyjna Funkcja Pismiennictwo
kodowanego biatka

deficiens, globosa, Antirrhinummajus MADS-box homeotyczna transformacja [4,45,46,48]

plena organdéw kwiatowych

squamosa Antirrhinummajus MADS-box transformacja z merystemu [20]

apetalal Arabidopsis thaliana kwiatostanowego w kwiatowy [27]

floricaula Antirrhinummajus domena kwasowa podobna jak sSquamosa (6]

leafy Arabidopsis thaliana i bogata w proline [51]

agamous, apetalal A rabidopsisthalianaMADS -box homeotyczna transformacja [21,52]
organéw kwiatowych

glabrousl Arabidopsis thaliangjak w Myb réznicowa nie wtoskow [28,35]

knotted Zea mays jak homeodomena utrzymanie komérek w stanie  [47,50]

niezré6znicowanym?
viviparous-1 Zea mays domena kwasowa dojrzewanie nasion [5,18]
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chromosome maintenance, drozdze) i SRF (ang. serum responsivefactor, cztowiek).
Podobienstwo to byto podstawg do zaproponowania wspolnej nazwy tego rejonu
biatkajako MADS-box(MCMI-Agamous-Deficiens-SRF) [45]. MADS-box sktada
sie zdomeny wiazacej DNA, tj. grupy aminokwasow o silnym tadunku dodatnim io
strukturze HTH, oraz z domeny silnie hydrofobowej, prawdopodobnie dimeryzacyj-
nej. Wyniki symulacji komputerowej i dedukcji na podstawie homologii, zostaty
potwierdzone doswiadczalnie. Domena wiazaca DNA oddziatuje z elementem zwa-
nym P-box [46] oraz z sekwencjami zblizonymi, prawdopodobnie obecnymi w
promotorach genow regulowanych

[32]. Domena dimeryzacyjna powo-

duje, w przypadku czynnika Defi- N

ciens, powstanie heterodimeru z in- typ dziki

nym czynnikiem z rodziny MADS-  yejch platki preciki stupek

box, Globosa (takze funkcja b) [46].

Zaréwno wspomniany czynnik Defi-

ciens, Agamous, jak iinne z rodziny b

MADS-box u wyzlinu i rzodkiewni- mutant Agamous
ka w wiekszos$ci ulegajg bardzo spe- a

cyficznej ekspresji, ograniczonej do  Kelich platki platki kielich
primordiéw, potem niektorych tka-

nek w organach kwiatowych przy-

porzadkowanych funkcji danego ge-

nu (a, b lub ¢). W dalszych badaniach

wyizolowano z wyzlinu i rzodkie-  kielich kielich stupek stupek
whnika jESZCZE kilka genéw typu Rys. 1. Schematyczne przedstawienie funkcji a, b i ¢ genéw

MADS-bOX, UCZEStniCZB,cyCh W mor- typu MADS-box, bioragcych udziatw morfogenezie kwiatu;

fogenezie kwiatu - apetalal i3 pIe poszczeg6lne okotki opisane sa nastepujaco: kielich, korona,
. ! preciki, stupek; kielich powstaje przy ekspresji genéw fun-
na isquamosa [4,20,21,27] (tab. 1). ki a, korona przy réwnoczesnej ekspresji genéw funkeji a i

Jednak ten ostatni odpowiada za tran- b, preciki .przy.b ic, slupe'k przy ¢ ; fenotyp nTutantaAg.amo-
zycle merystemu wegetatywnego w " eKinTe powiale s stioczone et ke <
kwiatowy, wobec Cczego nie nalezy do notyp mutanta Deficiens powstaje, gdy wytaczona jest fun-
2adnej Z omawianych funkcji idziata kcja b (przerysowane za [7], czeSciowo zmienione)

we wczesniejszym okresie rozwoju.

Coen et al. [6] badajgc geny homeotyczne kontrolujgce tworzenie merystemu kwia-
towego wyzlinu sklonowali gen floricaula (flo) [6], ktory ulega ekspresji w primor-
diach kwiatowych i prawdopodobnie bierze udziat we wczes$niejszych procesach niz
geny opisywane wyzej. Gen ten nie wykazuje istotnej homologii do sekwencji
kodujacej MADS-box, ale przypuszczalne biatko zawiera bogaty w proline N-koniec
oraz odcinek o znacznej kwasowosci, co wskazuje na mozliwos¢ wigzania DNA i
prawdopodobnie wptywu na transkrypcje. Autorzy spekulujg o mozliwej roli czynnika
Floricaula w aktywacji genéw ulegajacych ekspresji przy przejsciu od merystemu

mutant Deficiens
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kwiatostanowego do kwiatowego. Odpowiednikiem ihomologiem genuflo u daleko
spokrewnionego rzodkiewnika jest gen leafy (Ify) [51].

Kolejnym przyktadem udziatu regulatoréw transkrypcji w procesach rozwojowych
roslin jest gen glabrousl (gil) [28], ktory wyizolowano z rzodkiewnika. Gil jest
wiaczony w mechanizm réznicowania pojedynczych komorek epidermy lisci i pedu
podczas powstawania wtoskéw. Gen wyizolowano, a jego hipotetyczny produkt
wykazuje homologie z rodzing biatek typu Myb (takze biatka wigzace DNA). Przy-
puszcza sie, ze Gil aktywuje produkcje w przy listkach okreslonego morfogenu, ktory
dyfunduje do lisci i powoduje rozwoj swoistych komérek epidermy we wioski [35].

Knotted (hil) to nastepny gen bedacy prawdopodobnie regulatorem transkrypcji
[50]. Roslina kukurydzy z mutacjg w tym locus tworzy na lisciach charakterystyczne
kieszonki wzdtuz wigzek przewodzacych. Gen sklonowano, a wydedukowana se-
kwencja aminokwasow wykazuje podobiefAstwo do homeodomeny, pierwotnie scha-
rakteryzowanej w produktach genéw regulujacych embriogeneze muszki owocowej
i majacej wiasciwosé wigzania DNA. Biatko KN1 w ros$linach typu dzikiego moze
bra¢ udziatw utrzymaniu komoérek wstanie niezré6znicowanym idziata¢jako regulator
determinacji komdérkowej [47].

Innym rodlinnym regulatorem transkrypcji jest gen viviparous-1 (vp-I) wyizolo-
wany takze z kukurydzy. Zaindukowany transpozonem mutant wykazuje silne zabu-
rzenia w procesie dojrzewania nasion [5]. Na poparcie hipotezy, ze jest to regulator
transkrypcji, autorzy przytaczajg nastepujace argumenty:

(1) Biatko Vpl zawiera funkcjonalnie zdefiniowang, kwasowg domene aktywujgcg
transkrypcje.

(2) Nadekspresja vpl w protoplastach kukurydzy daje silna, specyficzng dla
promotora aktywacje kontransfekowanego konstruktu etn-gus (gdzie promotor genu
em jest przypuszczalnym obiektem docelowego dziatania Vpl, gusjest genem repor-
terowym, kodujacym glukuronidaze).

(3) Domena aktywujaca Vpl zachowuje swojg funkcje, gdy potaczyc¢ja zdomeng
wigzacg DNA z drozdzowego GAL4 (regulator gendéw szlaku metabolicznego gala-
ktozy), aktywujac transkrypcje genu reporterowego z elementem rozpoznawanym
przez GAL4 w promotorze [18]. Komputerowa analiza przypuszczalnej struktury
biatka potwierdzita specyficzne wtasciwosci natadowanej ujemnie domeny [5].

4. REGULACJA TRANSKRYPCJI NA SZLAKACH BIOCHEMICZNYCH

Duza grupe zbadanych sekwencji stanowig czynniki przejawiajgce aktywnos$é w
innych niz morfogeneza procesach zyciowych rosliny, takich jak regulacja pigmen-
tacji iprodukcji biatek zapasowych czy aktywacja syntezy polimeraz. Lista obejmuje
oczywiscie rozne gatunki irdézne geny (tab. 2).
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TABELA 2. Wazniejsze roslinne regulatory transkrypcji wptywajace na ekspresje znanych genéw

Nazwa genu Gatunek Domena funkcyjna Funkcja i geny regulowane Pismiennictwo
kodowanego biatka
cl Zea mays jak w Myb regulacja syntezy antocyjanin  [11,18,37,41]
rl Zea mays jak w Myc - geny struktury: al, bzl, a2 etc.
opaque-2 Zea mays bZip’ aktywacja syntezy zeiny [23,43]
3 afl Nicotiana tabacum palce cynkowe aktywacja syntezy karboksylazy [24]
RuBP - geny rbcS
gl Nicotiana tabacum HTH jw. [13,24]
taf-1 Nicotiana tabacum BZip’ regulacja ekspresji genow [34]

z elementami G-box i Motywem |
w promotorze, jak rbcS, rab
16A-D (ryz), lea (bawetna) i in.

libpl Triticumaestivum  jw. ekspresja genu histonu lida [49]
embp-1 Triticumaestivum jw. ekspresja genu em [15]
D Arabidopsis jak w TFIID transkrypcja przy udziale [10]
thaliana polimerazy RNAII - wigze sie
do TATA-box

ang. basic zipper = suwak leucynowy + rejon zasadowy

Szlak biosyntezy antocyjanin u kukurydzy jest doskonatym systemem do badan
nad molekularnymi podstawami regulacji gendw roslinnych. Dzieki bogatej kolekcji
mutantow sklonowano wiele genow regulatorowych (b, cl, pl, r, vpl, dek) i gendéw
struktury szlaku biosyntezy antocyjanin (c2, al, a2, bzl, bz2, pr) oraz scharakteryzo-
wano interakcje miedzy nimi. Gen regulatorowy cl jest potrzebny do syntezy anto-
cyjanin w warstwie aleuronowej i tkankach skutellum ziarniakéw kukurydzy. Mo-
lekularna analiza wykazata homologie do protoonkogenu myb w czesci kodujacej
zasadowg sekwencje, ktora jest odpowiedzialna za wigzanie DNA [11,37]. Biatko ClI
zawiera réwniez krotkag domene kwasowg o funkcji aktywatorowej. Alleliczna forma
tego genu, cl-1, takze hamuje tworzenie barwnika. Jest to dominujagcy mutant o
dziataniu negatywnym, prawie identyczny w obrebie domeny wigzacej DNA, nato-
miast w obrebie domeny kwasowej fadunek ujemny jest zmniejszony [38]. Gen cl-I
w uktadzie hetcrozygotycznym nie wptywa na poziom transkryptu cl. Wskazuje to
na dziatanie cl-1 jako represora transkrypcji. Innym genem regulatorowym szlaku
biosyntezy antocyjanin jest rl, ktérego produkt zawiera strukture helix-loop-helix,
homologiczng do domeny wigzania DNA biatka Myc. Pomiedzy rl icl prawdopo-
dobnie zachodzi interakcja przy aktywacji niektorych gendw struktury szlaku antocy-
janin [41] (rys. 2). Do sieci wspdétdziatania genow regulujgcych biosynteze anto-
cyjanin nalezy wspomniany juz gen vpl, ktéry obok regulacji procesu dojrzewania
nasion iobecnosci enzymow w warstwie aleuronowej warunkuje gromadzenie barw-
nikéw antocyjanowych w zarodku [18]. Mutacja vpl powoduje zablokowanie wymie-
nionych proceséw, a takze wykazuje obnizong wrazliwo$¢ na kwas abscysynowy
(ABA, hormon roslinny, wazny podczas dojrzewania nasion). Pomiedzy vpl icl ma
miejsce oddziatywanie epistatyczne, co przejawia sie brakiem ekspresji genu cl u
mutanta vpl. Hamowanie syntezy antocyjanin spowodowane jest przez mutacje genu
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vpl jestjednak warunkowe i moze by¢ znie-
sione przez usuniecie ziarniakéw z kolby
przed desykacjg idalsze ich kietkowanie na
pozywce i na $wietle. W efekcie dochodzi
do normalnej akumulacji antocyjanin w
skutelum iwarstwie aleuronowej. Doswiad-
czenia wykonane nad delecyjnymi pocho-
dnymi promotora genu cl wskazujg na
aktywacje transkrypcji cl przez czynnik
Rys. 2. Schemat regulacji biosyntezy antocyjaninu  V/pl wraz z innym, jeszcze nie zbadanym

kukurydzy; geny regulatorowe cl i rl wymagane sg A .
do ekspresji genéw struktury al ibzl; Vpl i niezna- regulatorem tranSkrprJI Zaleznym od ABA

ny regulator, zalezny od ABA, regulujacl w czasie  [18] (rys. 2). Przegladajac biblioteki cDNA
dojrzewania nasion (przerysowane za [18]) jeczmienia i kukurydzy wyizolowano klony

homologiczne do genu cl i innych z rodzi-
ny myb [29]. Dlatego nalezy sie spodziewac, ze w miare poznawania ich funkcji
hierarchiczna sieé regulacji aktywnosci genéw bedzie uzupetniana.

Innym regulatorem transkrypcji znalezionym u kukurydzy jest produkt genu opa-
que-2 (02) aktywujacy synteze zeiny (22 kD) biatka z grupy prolamin - biatek
zapasowych ziarniaka [23]. Mutacja genu 02 powoduje redukcje akumulacji zein o
60-80%. Biatko 02 zawiera moduto strukturze suwaka leucynowego (odpowiedzial-
ny za dimeryzacje) przylegajacy do grupy aminokwaséw zasadowych (odpowiedzial-
nych za wigzanie DNA), a oddziatywanie biatka z DNA sprawdzono in vitro iin vivo
(w komodrkach drozdzy) przeprowadzajgc wigzanie 02 do promotora zeiny [43],
Badania nad ekstraktami jgdrowymi endospermu kukurydzy wykazaty obecnos$¢,
oprocz 02, kilku innych biatek rozpoznajacych charakterystyczny element w promo-
torze zeiny. Powyzszy przyktad jasno wskazuje na istnienie wielu czynnikéw reagu-
jacych jednoczes$nie z promotorem pojedynczego genu. Wystepowanie w obrebie
promotora kilku elementéw rozpoznawanych przez r6zne czynniki pomnaza mozli-
wosci regulacji. Dobrym przyktadem obrazujagcym powyzsze stwierdzenie jest regu-
lacja ekspresji biatka matej podjednostki karboksylazy rybulozo-1,5-bisfosforanu,
kluczowego enzymu do szlaku asymilacji CO2. Biatko to jest kodowane przez
wielogenowg rodzine - rbcS, a jego ekspresja jest zalezna od $wiatta. U grochu, w
promotorach tych genéw, wyr6zniono na odcinku 170 nukleotydéw sze$¢ konserwa-
tywnych sekwencji - Box | do VI (rys.3) elementéw, do ktérych wigzg sie rozne
czynnikijagdrowe. Jednym z nich, wigzacym sie do konstytutywnego elementu Box VI
w promotorze rbcS-3A u tytoniu jest biatko 3AF1 [24], ktérego wydedukowana
sekwencja aminokwasow wykazuje istnienie domeny o strukturze palcéw cynko-
wych. Innym czynnikiem regulujgcym ekspresje rbcS-3A u grochu jest biatko GT-1
(zdomeng o strukturze HTH), wigzgce sie do dwoch elementdéw o promotorze - BoxlI
i BoxIIl [13]. Analiza interakcji GT-1 z Boxll wskazuje na udziat tego regulatora w
reakcji rbcS-3A na swiatto [24]. W promotorach rbcS roslin dwulisciennych, oprécz
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wymienionych powyzej szesciu konserwatywnych sekwencji, istniejg bardziej odda-
lone od miejsca startu transkrypcji ds-elementy.

Najszerzej bodaj przebadanym elementem jest sekwencja okreslana G-box [8,30].
Znajduje sie ona rowniez w promotorach wielu innych gendw, takich jak: chs (ang.
chalcone synthase) z pietruszki i wyzlinu oraz adh (ang. alcohol dehydrogenase) z
rzodkiewnika, cho¢ czasem w zmienionej troche wersji [17,30]. Motyw | to nieco inny

Rys. 3. Schematyczne rozmieszczenie niektérych elementéw w promotorze genu rbcS-3A u grochu, do ktérych wia-
z3 sie czynniki 3AF1 (BoxV1) i C.T-1 (BoxIl, BoxlIll) [13,24]

element wystepujagcy w promotorach genow rabl6A-D (ang. rice ABA responsive,
ryz) i lea (ang. late embryogenesis abundant, bawetna), ale wykazujagcy wysoka
homologie do G-box. TAF-1 (ang. trans-actingfactor) jest czynnikiem wyizolowa-
nym z tytoniu, wigzacym sie do Motywu | i do G-box [34]. TAF-1 ma na C-koncu
charakterystyczng strukture suwaka leucynowego (dimeryzacja) z przylegajaca se-
kwencjg aminokwasow zasadowych (wigzanie DNA), a na N-koricu domene kwaso-
wa, co sugeruje zdolno$¢ do aktywacji innych biatek. W obrebie sekwencji zasadowej
TAF-1wykazuje wysokag homologie do innych roslinnych biatek wigzacych DNA jak
HBP1 (ang. h3a bindingprotein) [49] i EmPB-1 {em bindingprotein) [15]. Sekwencje
DNA rozpoznawanych przez nie elementow sg bardzo podobne, co powoduje wigza-
nie zarbwno TAF-1, jak i HBP1 do promotora genu histonu h3a pszenicy [34].
Wymienione HBP1 i EmBP-1 sg roslinnymi regulatorami transkrypcji, zawierajgcym i
strukture suwaka leucynowego isekwencje zasadowga. Regulujg one geny, odpowie-
dnio h3a iem u pszenicy.

5. GENY WYIZOLOWANE NA ZASADZIE PODOBIENSTWA
DO ZNANYCH REGULATOROW TRANSKRYPCJI
I INNE SPOSOBY ICH IDENTYFIKACJI

Wiekszos¢ wymienionych czynnikéw transkrypcji zostata wyizolowana przez
analize mutantow lub z biblioteki ekpresyjnej przez wigzanie okres$lonego elementu
in vitro. Pojawia sie takze wiele doniesien o klonowaniu genéw bedacych roslinnymi
czynnikami transkrypcji, jedynie na podstawie homologii do zbadanych juz gendéw z
innych gatunkow. Molekularne badania nad czynnikami transkrypcji u wyzlinu i
rzodkiewnika unaocznity mozliwo$¢ istnienia podobnego systemu regulacji rozwoju
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kwiatu u wszystkich dwulisciennych. Potwierdzeniem tego stato sie wyizolowanie
osmiu klonéw cDNA z pomidora tm-1/8 (ang. tomato MADS-box) [39], dwoch z
petuniijbpl ifbp2 (ang.floral bindingprotein) [2] iz tytoniu ntglo (Nicotiana tabacum
globosa) [16], nalezacych do rodziny MADS-box, ktére w duzej czesci charaktery-
zowaty sie Scisle okreslong specyfika ekspresji w obrebie kwiatu. Mechanizm regu-
lacji morfogenezy kwiatu, oparty o aktywno$¢ genéw typu MADS-box, wydaje sie
takze dziata¢ ujednolisciennych, gdyz u kukurydzy wykryto homologi genu agamous
z rzodkiewnika-zag|l izag2 (Zea mays agamous), o podobnej specyfice ekspresji w
okétkach [44].

W taki sposob sklonowano takze homolog genu tflID (ang. transcription factor
for RNA polymerase If) z rzodkiewnika, kodujacy podstawowy czynnik transkrypcji
wigzacy sie z sekwencja TATA-box [10], oraz geny wykazujace podobienstwo do
biatek zawierajgcych homeodomene u muszki owocowej [42]. Jeden z tych ostatnich,
athb-1 (Arabidopsis thaliana homeobox) zawiera, obok homeodomeny wiazacej
DNA, suwak leucynowy. W podobny sposéb wyizolowano klony cDNA niehistono-
wych, chromosomowych biatek HMG (ang. high mobility group) z kukurydzy [12],
ktére u zwierzat wigzg sekwencje bogate w A/T przy udziale domeny zwanej HMG-
box. Biatka HMG wydajg sie oddziatywac na transkrypcyjnie aktywna chromatyne i
sg obecne w niezréznicowanych, szybko dzielgcych sie komorkach. Przypuszcza sie
wiec, ze niektore biatka HMG stymulujg transkrypcje przez ufatwienie tworzenia
aktywnych kompleksow inicjujgcych na matrycy DNA [33]. Duzo prac dotyczy
badania funkcji wyizolowanych na podstawie podobiefstwa, chociaz dla wielu z nich
nie sa znane mutanty lub tez sg one niezdolne do zycia. Cze$¢ mutantéw przypusz-
czalnie pojawi sie wkrotce jako efekt mutagenezy przy pomocy transpozonéw czy
T-DNA. Natomiast inne geny uda sie by¢ moze scharakteryzowacé przy uzyciu
transformacji konstrukcjami antysensownymi. Prowadzone sa tez inne badania, ktdre
wkrétce powinny doprowadzi¢ do poznania nowych regulatordw transkrypcji. Nalezy
do nich poszukiwanie iizolacja z ekstraktow jgdrowych biatek wigzacych charaktery-
styczne elementy w promotorach réznych genéw. Do réwnie waznych badan nalezy
szczegdtowa analiza promotoréw gendw przez tworzenie hybryd: fragment promoto-
ra + gen reporterowy i funkcjonalne sprawdzenie in vivo, w roslinie lub w innym
dogodnym ukitadzie [3,26].
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AKTUALNE POGLADY
NA REGULACJE HORMONALNA CIALKA ZOLTEGO

CURRENT UNDERSTANDING THE HORMONAL REGULATION
OF LUTEAL FUNCTION

Ewa GREGORASZCZUK

Pracownia Endokrynologii Zwierzat i Hodowli Tkanek, Zaktad Fizjologii Zwie-
rzat, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagielloiski, Krakow

Streszczenie. Pomimo podania w przedstawionej pracy waznych i drobiazgowych danych dotyczacych funkceji CL,
nasza wiedza na temat czynnikéw kontrolujacych i mechanizméw odpowiedzialnych za dtugo$¢ fazy lutealnej, jest
szczatkowa. Proces regresji ciatka z6ttego pod koniec cykl ujest nadal niewyjasniony. R6znorodno$¢ parakrynowych
i autokrynowych czynnikéw w potaczeniu z hormonami gonadotropowymi i sterydowymi u$wiadamia wazno$¢
dodatniego i ujemnego sprzezenia zwrotnego pomiedzy nimi w procesach steroidogenezy zachodzacej w CL
Wigkszos$¢ tych czynnikéw odkryto badajac obecno$¢ w tkankach gonadalnych czynnikéw, ktdre pierwotnie iden-
tyfikowano w innych narzadach. Do dzi$ nie jest wyjasnione, jaka jest rola wiekszosci z nich w przekazywaniu
lokalnych sygnatéw regulujacych funkcje gonad.

Stowa kluczowe: ciatko z6tte, steroidogeneza, regulacja endo, para- i autokrynowa.

Summary. Despite the important advances detailed in this review, our understanding of the factors and mechanisms
controlling the function of the corpus luteum is rudimentary. ,,Self-destructed process at the end of the cycle remains
amystery. The variety of numerous paracrine and autocrine factors along with gonadotropic and steroid hormones is
shown and the importance of their positive and negative interactions for final differentiation of the CLare emphasized.
The discovery of the various peptide factors in the gonads followed different paths. Most recently a number of factors
has been identified because immunological or molecular probes have been used to search gonadal tissue for factors
originally discovered elsewhere. Our understanding of the relationship of most of these peptides to the local signals
necessary for gonadal function is still very elementary. For many of the factors local receptors have not yet been
identified. As cellular and molecular approaches combine with physiological techniques, new information will be
available to understand the issues of luteal dysfunction.

Key words: corpus luteum, paracrine and autocrine factors
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WSTEP

Ciatko z6te jest szczegdlnym gruczotem dokrewnym rozwijajacym sie ze Sciany
pecherzyka jajnikowego po owulacji. W normalnym cyklu dtugo$¢ aktywnosci hor-
monalnej ciatka z6ttego jest Scisle okreslona. Po zaptodnieniu, w zaleznosci od
gatunku, jest gruczotem aktywnym steroidogenicznie do momentu utworzenia tozy-
ska lub przez caty okres cigzy. Na podstawie aktualnych badan wiadomo, ze regulacja
funkcji lutealnej CL jest procesem kompleksowym. Po pierwsze CL syntetyzuje i
wydziela inne hormony poza steroidami. Badania kodujgcej sekwencji mRNA dla
biatek endokrynowych (np. insuline czy relaksyne) wskazujg na szerszg zdolno$é
sekrecyjng tkanki lutealnej nizsgdzono wczesniej. Po drugie substancje produkowane
lokalnie w tkance jajnikowej reguluja funkcje lutealng w drodze parakrynowo-auto-
krynowej. Metabolity steryddw, kwasu arachidowego, czynniki wzrostu icytokininy
moga dziataé jako regulatory wewnatrzlutealne.

Po trzecie prosty model dziatania hormonu na zasadzie tgczenia si¢ z receptorem
zostat zastgpiony bardziej skomplikowanym, wigczajagc w to regulatory, jakimi sg
biatko G i metabolizm fosfoinozytoli, ktére moga stymulowaé badZ hamowaé mecha-
nizmy wewnatrzkomérkowe.

Po czwarte, identyfikacja morfologicznie i funkcjonalnie réznych subpopulacji
komorek powigzanych scisle ze sobg sugeruje skomplikowany uktad komérkowy w
tkance lutealnej. Doniesienie na temat czynnikow biorgcych udziat w regulacji pro-
cesOw steroidogenezy w CL wydaje sie interesujace ze wzgledu na zmiany w sposobie
interpretacji endokrynowej iauto-parakrynowej regulacji funkcji CL.

SKEAD KOMORKOWY CIALKA ZOLTEGO

Wiekszos¢ badaczy zajmujacych sie funkcja i regulacjg hormonalng ciatek zéttych
(CL) traktowato je jako strukture jednorodng komdrkowo. Bardzo diugo uwazano
komarki warstwy ziarnistej pecherzyka za gtéwny sktadnik tworzacy po owulacji CL.
Udziat komorek ostonki wewnetrznej w tym procesie byt pomijany. Dopiero w
ostatnich latach zwrdcono uwage na ich role w funkcji CL. Wyizolowano ischarakte-
ryzowano komorki duze i mate i przekonano sig, ze te dwie populacje komérkowe
roznig sie nie tylko wielkoScig, ale takze funkcjg isg regulowane przez rdzne czynniki
auto- iendokrynowe. Pietwsze doniesienia o réznicy w regulacji steroidogenezy w
komorkach duzych (KD) ikomérkach matych (KM) pochodza z badar prowadzonych
na ciatkach z6tych zwierzat domowych. Wykazano, ze LH jest hormonem stymulu-
jacym sekrecje progesteronu przez KM w drodze aktywacji systemu cAMP/kinaza
biatkowa A. Stwierdzono natomiast, ze aktywacja kinazy C powoduje obnizenie
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sekrecji progesteronu przez KM, niejestwiadomo jednak, ktéry hormon aktywowatby
ten system w KM [105].

Oprécz wptywu na sekrecje progesteronu przez KM hormon luteinizujgcy stymu-
luje réznicowanie sie KM w KD. Wprawdzie wykazano obecno$¢ receptora LH
réwniez w KD, nie stwierdzono jednak stymulacyjnego wptywu tego hormonu na
sekrecje progesteronu. KD majg natomiast receptory PGF2a- Hormon ten, poprzez
aktywacje kinazy biatkowej C dziata hamujaco na sekrecje progesteronu oraz na
aktywacje kinazy biatkowej C w KM (rys. 1).

Rys. 1. Schemal! przedstawiajacy rézne mechanizmy kontroli sekrecji progesteronu przez komérki duze (KD) i ko-
morki mate (KM) ciatka zéttego [105]

ENDOKRYNOWA REGULACJA FUNKCJI CIALKA ZOLTEGO

Czynniki uwalniajace gonadotropiny (GnRH). Harwood iwspt. [39] wykazali,
ze GnRH ma dziatanie hamujace funkcje lutealng u szczura. Autorzy ci wykazali, ze
jajnik ma specyficzne miejsca wigzania dla GnRH. Wysoce specyficzne receptory
GnRH wykryto w przysadkach owiec, krow, $wini i szczurow. W odrdznieniu od
szczurdw jajniki zwierzat domowych nie majg receptoréw dla LH-RH. GnRH obniza
stymulowang przez folikuloslymuline (FSH) iprolaktyne (PRL) sekrecje progestero-
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nu poprzez wptyw na enzymy bioragce udziat w biosyntezie progesteronu i stymulo-
wanie rozktadu progesteronu do nieaktywnych metabolitow [17, 78J.

Luteolitycznedziatanie GnRH podanego in vivo stwierdzono uszczurow [3], matp
[24,43] i kobiet [78]. W ostanich latach [60] wykazano, ze wprawdzie podanie
egzogennego GnRH w 2-8 dniu cyklu powoduje statystycznie istotny wzrost sekrecji
progesteronu, to jednak znosi wrazliwo$¢ komérek luteinowych na LH. Autorzy ci
sugerujg wystepowanie drugiego szczytu GnRH indukujacego sekrecje LH w 8. dniu
cyklu, co w konsekwencji daje wzrost wydzielania progesteronu z zanikiem jednak
wrazliwosci komorek luteinowych na pdzniejszg stymulacje gonadotropinami.

Hormony nerwowej czesci przysadki: Lokalng synteze oksytocyny {OT ) po-
twierdzono wykazaniem ekspresji genu OT w CL krowy [4] oraz obecnosciag mRNA
oksytocyny w komadrkach warstwy ziarnistej pecherzyka jajnikowego iw komaérkach
luteinowych ciatka zo6ttego Swini [20]. Sekrecja isynteza OT jest regulowana przez
wiele czynnikdw. Wykazano wazng, stymulujaca role gonadotropin w produkcji OT
[53, 88].

Takze PGF2« okazata sie potencjalnym stymulatorem sekrecji OT in vivo. Schams
iwspt. [88], Shukovski iwspt. [100] wykazali, ze insulina i IGF-I stymulujg sekrecje
OT przez komorki warstwy ziarnistej in vitro. Co wiecej obydwa te czynniki stymulujg
ekspresje genu OT [26, 44]. Wzrost sekrecji OT zaréwno in vivo [40], jak i in vitro
[58, 59] obserwowano takze po podaniu norepinefriny iacetylocholiny. Wielu auto-
réw sugeruje parakrynowe dziatanie OT produkowanej lokalnie w regulacji funkcji
lutealnej [61]. Podanie egzogennej OT powoduje luteolize CL, podczas gdy immuni-
zacja przeciwko OT przedtuza cykl [104]. Istnieje hipoteza, ze jajnikowa OT stymu-
luje wydzielanie PGF2« z macicy, ktora na zasadzie dodatniego sprzezenia zwrotnego
stymuluje produkcje OT jajnikowej (rys. 2). Rola OT w procesie steroidogenezy jest
mniej poznana. Tan iwspt. [97] wykazali, ze OT hamuje podstawowg i stymulowang
hCG sekrecje progesteronu przez ludzkie komorki lutealne in vitro.

Rys. 2. Postulowana droga luteoli tycznego wptywu oksytocyny (OT) i jej interakcja z prostaglandyng F2u, wptyw
stymulujacy wptyw hamujacy [52]
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Krétko po wykazaniu obecnosci OT w jajniku szcura, Wathes [105] donosi 0
obecnosci arginino-wazopresyny (AVP) w ludzkim i krowim jajniku. Stezenie tego
hormonu jest jednak ponad trzykrotnie nizsze niz OT. Obecnos¢ tego peptydu stwier-
dzono takze w ptynie pecherzykowym u kobiet [99, 105]. Lim iwspt. [56] wykazali
obecno$¢ immunoreaktywnej AVP w komorkach luteinowych, a takze supresyjny
wplyw gonadotropin na poziom AVP. mRNA arginino-wazopresyny stwierdzono w
jajnikach szczura [25] iw CL krowy [47]. Niewiele jest danych dotyczacych wptywu
wazopresyny na produkcje steroidow przez jajnik. Przypisuje sie jej podobnie jak
OT dziatanie parakrynowe. Z badan Vargi i wspt. [103] wynika, ze AVP obniza
sekrecje estradiolu i progesteronu w jajniku szczura, ale dziatanie to zwigzane jest
raczej ze zmniejszeniem Swiatta naczyn. Nie obserwowano bowiem zmian w sekrecji
progesteronu przez komérki luteinowe szczura po podaniu AVP in vitro [71]. Z
drugiej strony Pitzel iwspt. [80] obserwowali obnizenie podstawowej istymulowanej
przez LH produkcji progesteronu i androstenedionu oraz brak wptywu AVT na
sekrecje estradiolu przez komorki luteinowe Swini in vitro.

HORMONY GRUCZOtOWEJ CZESCI PRZYSADKI

FSH - bezposredni wptyw na CL. Bezposredni wptyw FSH na CL kobiet byt
postulowany na podstawie wielu eksperymentéw. In vitro wykazano, ze formujace
sie CL zawiera receptory FSH i produkuje estradiol w odpowiedzi na FSH podczas
wczesnej i srodkowej fazy lutealnej [46, 66]. W przypadku CL $wini [31] FSH
stymuluje sekrecje progesteronu przez komdérki luteinowe izolowane we wczesnej
fazie lutealnej. Ten wyrazny luteotropowy wptyw FSH na komérki luteinowe izolo-
wane z tworzgcego sie CL i brak wptywu na komorki izolowane z dojrzatego CL
thumaczono obecnoscig duzej ilosci komérek pochodzacych z warstwy ziarnistej w
tym okresie fazy lutealnej i stopniowyn spadkiem ilosci tych komoérek w okresie
pézniejszym. Na rozdzielonych w gradiencie fikolu komdrkach luteinowych obser-
wowano, ze FSH dziata stymulujac sekrecje estradiolu, czego nie obserwowano pod
wptywem LH. Prawdopodobnie dziatanie FSH odbywa sie poprzez stymulacje aro-
matazy w komdrkach luteinowych, co obserwowali Erickson iwspt. [21]. Wykazanie,
ze dozylne wstrzykniecie oczyszczonego FSH kobietom we wczesnej i Srodkowej
fazie lutealnej powoduje wzrost poziomu estradiolu, a nie progesteronu w krgzacej
krwi, dostarcza dodatkowych dowodéw, ze FSH moze uczestniczy¢ w regulacji
produkcji estradiolu podczas cyklu menstruacyjnego [77].

LH - MECHANIZM DZIALANIA W CL

W CL zaréwno kobiet, jak inaczelnych wykazano obecno$é wysoce specyficznych
miejsc wigzania dla LH/hCG. W tkankach docelowych wigzanie LH/hCG z recepto-
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rem btonowym powoduje aktywacje cyklazy adenylanowej i produkcje cAMP z
adenozynotrifosforanu (rys. 3). W dalszym tancuchu reakcji nastepuje aktywacja
zaleznej od cAMP kinazy biatkowej A, czego wynikiem jest fosforylacja wewnatrz-
komorkowa biatek i w konsekwencji zmiany w aktywnosci komérek. Aktywacja
kinazy biatkowej zaleznej od cAMP wydaje sie odgrywa¢ wazng role w regulacji
steroidogenezy przez LH. llo$¢ receptorow LH/hCG zmienia sie podczas trwania fazy
lutealnej, wzrasta od wczesnej do Srodkowej fazy lutealnej i spada w pdznej fazie
lutealnej [9]. Zmiana iloSci receptorow jest scisle skorelowana z reaktywnoscig na
gonadotropiny, aktywnos$ciag cyklazy adenylanowej i produkcja progesteronu przez
ciatko z6tte. Sugeruje tojakoSciowe i funkcjonalne powigzanie miedzy iloscia recep-
toréw iodpowiedzig wewnatrzkomdrkowg [22, 35],

CYKLAZA

ADENYLOWA
KINAZA
BIALKOWA
Uzosomy 3|.HSO
INTERNALIZACJA, INTERNAUZACJA.
DEGRADACJA DEGRADACJA
UGANDA LIPOPROTEIN

Rys. 3. Schemat przedstawiajacy wewnatrzkomoérkowy mechanizm steroidogenezy stymulowanej hormonem lutei-

nizujacym (LH); LH wiaze si¢ z receptorem btonowym i aktywujac cyklaze adenylanowa powoduje wzrost wew-

natrzkomdrkowego poziomu cAMP i aktywacje kinazy biatkowej; aktywacja kinazy biatkowej stymuluje: (1)

synteze biatek, (2) aktywacje estréw cholesterolu (CE), (3) aktywacje kompleksu enzymdéw bioracych udziat w od-

szczepieniu bocznego fancucha cholesterolu, (4) stymuluje transport cholesterolu do mitochondrium, (5) stymuluje
transport pregnenolonu poza mitochondrium, (6) utatwia wykorzystanie niskoczasteczkowych lipoprotein (LDL) [75]

Indukcja receptoréw lipidéw o niskiej masie czgsteczkowej (LDL) w komorkach
warstwy ziarnistej pod wptywem hCG [27] istymulacja esterazy cholesterolowej pod
wptywem LH [75] pozwala wnioskowaé, ze hormon luteinizujgcy wplywa na wyko-
rzystanie cholesterolu jako prekursora syntezy progesteronu. W ostatnich latach wy-
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kazano, ze gonadotropiny regulujg poziom dehydrogenazy hydroksysterydowej (A5,
3BR-HSD) enzymu konwertujacego pregnenolon do progesteronu w komérkach lutei-
nowych [11].

PROLAKTYNA (PRL) - ROLA W REGULACJI FUNKCJI LUIEALNEJ

W ostatnich latach wykazano zalezny od dawki wptyw PRL na sekrecje progeste-
ronu przez luteinizujgce komorki warstwy ziarnistej izolowane z pecherzykdéw $wini
[10] i komorki luteinowe izolowane z ciatek zottych szczura [28]. Obecnos$é recepto-
row dla PRL wykryto w btonach komérek luteinowych $wini [6], ludzi [7, 63]. W
pracach: Stoktosowa i Gregoraszczuk [95] oraz Gregoraszczuk [33, 34] wykazano,
ze PRL dodana do hodowli komérek luteinowych $wini izolowanych na krétko po
owulaeji stymuluje sekrecje progesteronu. Wykazano takze [32], ze duze komérki
luteinowe (KD) sa odpowiedzialne za wzrost sekrecji progesteronu pod wptywem
PRL sugerujac, ze jest ona jednym z hormonéw gonadotropowych decydujacym o
steroidogenezie ciatka z6tego bezposrednio po owulaeji. Rillema iwspt. [83] badajac
wptyw PRL na gruczot mleczny myszy sugerowali inozytylolrifosforan(IP3) i dia-
cylogiiceroi (DAG) jako drugie przekazniki w regulacji steroidogenezy pod wptywem
PRL. W ostatnich latach sugeruje sie role PRL w zuzytkowaniu lipidéw o masie
czasteczkowej zaréwno wysokiej [68], jak i niskiej [10].

PARAKRYNOWA | AUTOKRYNOWA REGULACJA FUNKCJI CL

CL produkuje liczne substancje, ktdre modulujg lokalnie funkcje CL poprzez
dziatanie autokrynowo-parakrynowe. Naleza do nich : sterydy, prostaglandyny,
biatka jajnikowe, takie jak : inhibina, relaksyna, czynniki wzrostu, cytokiny.

STEROIDY: Estrogeny. Rola estradiolu w funkcji komérek luteinowych jest
nadal niejasna. Hormon ten uwazany byt za czynnik luteolityczny u naczelnych i
kobiet, poniewaz podanie systemowe lub bezposrednio do CL powodowato jego
regresje. Natomiast u $wini hormon ten uwazany byt za czynnik luteotropowy u [14].
Nowsze badania Van Meuleon [102] wskazujg, ze podanie matych fizjologicznych
dawek E2 do Swiatta macicy pozostaje bez wptywu na dtugos¢ zycia ciatka zétego u
Swin nieciezarnych. Brak luteotropowego wptywu E2 potwierdzity badania Teketey
i Armstrong [100], ktorzy obserwowali obnizenie stymulowanej LH sekrecji proge-
steronu przez mate komorki luteinowe oraz podstawowej istymulowanej LH sekrecji
progesteronu przez komérki duze pod wptywem E2. Rosenkraus iwspt. [86] uwazaja,
ze estradiol dziata hamujgco na sekrecje PGF2« oraz zmienia stosunek PGE:PGF2a.
Gregoraszczuk [34] sugeruje, ze wzrastajacy poziom estradiolu moze by¢ czynnikiem
wplywajacym na wzrost pecherzykéw nastepnej generacji.
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Poniewaz estrogeny dziatajg na komorke poprzez specyficzne receptory, wykrycie
ich obecnosci w poszczegolnych tkankach iw réznych okresach cyklu potwierdzitoby
para-autokrynowe dziatanie tego hormonu. Badania immunocytochemiczne prowa-
dzone w celu wykrycia receptoréw estradiolu w CL matp daty zaskakujgce rezultaty.
Receptory estrogenowe wykryto w jajowodzie matp, a takze w kréliczym CL. Nie
stwierdzono natomiast ich obecnosci w jajniku matp. Wskazywatoby to na inne
pozareceptorowe dziatanie estradiolu u naczelnych. Prawdopodobna jest droga przez
zahamowanie aktywnosci enzymu 3B-hydroksy/A4-5 izomerazy lub stymulacje me-
tabolizmu kwasu arachidowego. Rola estrogenéw w funkcji ciatka z6ttego pozostaje
nadal nie wyjasniona.

Androgeny. Hild-Petito iwspt. [42] wykazali obecnos$¢ receptoréw androgenéw
w komorkach luteinowych matp. Gregoraszczuk [33] wykazata, ze dodanie testoste-
ronu do hodowli komorek luteinowych $wini izolowanych z wczesnych, tworzacych
sie ciatek zéttych powodowat spadek sekrecji progesteronu i pozostawat bez wptywu
na sekrecje estradiolu. Dodanie natomiast testosteronu do hodowli komérek luteino-
wych uzyskanych z dojrzatych ciatek z6ttych powodowat znaczny wzrost sekrecji
progesteronu. Autorka wykazata, ze poczawszy od 10 dnia po owulacji testosteron
staje sie gtdwnym hormonem luteotropowym, ktéry w potgczeniu z LH i PRL
stymuluje wzrost syntezy progesteronu.

Progesteron. Stosujgc metody immunocytochemiczne wykazano obecnos¢ recep-
toréw progesteronu w komorkach ostonki wewnetrznej pecherzyka, w komaorkach
stromy jajnika i komorkach luteinowych matp [41 ] Wykazano takze $cistg pozytywna
korelacje pomiedzy iloscig receptoréw a poziomem progesteronu. Wynika z tego, ze
progesteron moze regulowac funkcje lutealng w drodze autokrynowo-parakrynowej.
Rola progesteronu w rozwoju, funkcji i regresji CL jest mato poznana. Ostatnie
badania Gregoraszczuk [37] wykazaly, ze in vitro egzogenny progesteron hamuje
indukowang testosteronem produkcje estradiolu przez komérki lutealne swini izolo-
wane podczas Srodkowej i p6znej fazy lutealncj. Dziata wiec tu jako inhibitor
aromatazy w okresie, gdy wysoki poziom estradiolu bytby zjawiskiem niewskazanym.
Z innych bowiem doniesiert Gregoraszczuk [36] wynika, ze w srodkowym okresie
fazy lutealnej wysoki poziom estradiolu obniza stymulowang hCG produkcje proge-
steronu in vitro.

Prostaglandyny: dualizm dziatania (pobudzajgco-hainujacy). PGF2« uwaza-
na jest za klasyczny czynnik luteolityczny dziatajacy w drodze parakrynowo-auto-
krynowej. Potwierdzeniem dziatania lokalnego jest fakt stwierdzenia istnienia re-
ceptoréw PGF2«w komorkach ciatka z6ttego. Wysoki poziom syntezy PGF2« obser-
wowano w CL we wczesnej fazie lutealnej, p6Zniej spadek jej syntezy w Srodkowej
fazie lutealnej i ponowny wzrost w poznej fazie lutealnej [48]. Prostaglandyna F2a
inhibuje stymulowang gonadotropinami produkcje progesteronu przez komérki lutei-
nowe izolowane w $rodkowej i pdznej fazie lutealnej. Dziatanie hamujgce PGF2«
obserwowano takze in vivo po bezposrednim podaniu do CL poczawszy od $rodko-
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wej fazy cyklu [109]. Masson iwspt. [61] wskazujg na bezposredni hamujacy wptyw
PGF2« na sekrecje progesteronu przez komérki luteinowe izolowane podczas wczes-
nej fazy lutealnej cyklu menstruacyjnego. W odréznieniu do PGF2« traktowanie
komérek luteinowych izolowanych z ciatek z6ttych kobiet prostaglandyng E2 (PGE2)
lub prostaglandyng 12 (PGI2) powoduje wzrost sekrecji progesteronu. Podobnie,
inkubacja matpich komoérek luteinowych zPGD2,6aPGI i PGE2stymuluje produkcije
cAMP [70] isekrecje progesteronu [109]. Ponadto infuzja prostaglandyn E2, D2 i 12
razem z F2« bezpos$rednio do CL zabezpiecza przed przedwczesng luteolizg wywotang
przez egzogenng PGF2« [108]. Najwyzszg produkcje PGE2 i PGI2in vivo obserwo-
wano we wczesnej fazie lutealnej [38]. Stad wniosek, ze prostaglandyny sg czynnika-
mi zabezpieczajgcymi rozwijajace sie CL przed luteoliza.

Dziatanie pobudzajgce niektorych prostaglandyn odbywa sie poprzez aktywacje
cyklazy adenylanowej i drugiego przekaznika, jakim jest cAMP. Jednakze badania
ostatnich lat wskazujg, ze PGF2a aktywuje takze fosfoinozytole. Ponadto, poprzez
aktywacje fosfolipazy C inhibuje stymulowanggonadotropinami cyklaze adenylano-
wa. Przedstawione powyzej dane potwierdzajg bezposrednia role prostaglandyn i
innych metabolitow kwasu arachidowego w parakrynowo-autokrynowej regulacji
funkcji CL (rys. 4).

Rys. 4. Model przedstawiajacy interakcje pomiedzy (a)
macica i jajnikiem podczas luteolizy i (b) macica, jajni-
kiem i ptodem podczas wczesnej cigzy; w trakcie luteoli-
zy EGF,uwydzielana przez macice indukuje luteolize
przez wplyw na obnizenie sekrecji progesteronu przez
ciatko zotte (CL); nastepuje wzrost nastepnej generacji pe-
cherzykéw, wzrost sekrecji estradiolu i w konsekwencji
zahamowanie sekrecji PGF,, ;w trakcie wczesnej cigzy
wydzielane przez ptéd (CP) powoduje wzrost sekrecji
PGE., przez macice antagonizujac dziatanie PCiF”; kon-
sekwencja tego jest utrzymanie sekrecji progesteronu na
wysokim poziomie, zahamowanie wzrostu pecherzykoéw i
sekrecji estradiolu [75]

HORMONY BIALKOWE

Inhihina. Na podstawie badan immunocytochemiczych wykazano istnienie pod-
jednostki a inhibiny zaréwno w komoérkach warstwy ziarnistej, jak i luteinowych.
mRNA dla podjednostek a i 8 inhibiny wykryto w muralnych komérkach warstwy
ziarnistej [106] oraz komorkach luteinowych u naczelnych [16, 90]. Kontrowersyjna
jest natomiast obecno$¢ MRNA inhibiny w komérkach luteinowych szczura [15, 67],
owcy [84, 100]. Kaneko iwspt. [50] wykazali, ze inhibina jest waznym czynnikiem
hamujacym sekrecje FSH podczas $rodkowej fazy lutealnej. Wykazali takze, ze
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immunoneutralizacja krazacej inhibiny powoduje gwattowny wzrost duzej ilosci
pecherzykéw.

Relaksynu. Gtownym Zrddiem relaksyny jest ciatko zéte cigzowe. Odkryto
jednak jej obecnos¢ wprawdzie w znacznie mniejszej ilosci nizw CL cigzy, takze w
CL cyklu u Swini [92]. Kontrola syntezy, sekrecji i rola relaksyny u nieciezarnych
zwierzat nie jest wyjasniona. Podczas cigzy u $wini poziom relaksyny wzrasta ok. 20.
dnia cigzy iosigga maksimum ok. 110. dnia, aby potem obnizy¢ sie gwattownie 16
godz. przed porodem. Taylor i Clark [97, 98] wykazali, ze sekrecja relaksyny przez
komérki luteinowe kobiet izolowane podczas cigzy wzrasta po podaniu PGE2 i jest
hamowana po podaniu hCG, podczas gdy OT pozostaje bez wptywu.

Czynniki wzrostu. Czynniki wzrostu stanowig réznorodng grupe biatek, ktére
rozpoczynajg lub podtrzymujg wzrost komorek iich réznicowanie. Odkrycie lokalnej
syntezy idziatania na miejscu czynnikéw wzrostu w tkankach pecherzyka jajnikowe-
go sugeruje, ze dziatajg one jako wewnatrzjajnikowe regulatory follikulogenezy.
Podobny model dziatania moze istnie¢ takze w CL.

Insulino-podobny czynnik wzrostu. Polipeptyd ten o niskiej masie czgsteczkowej,
strukturg czasteczki i sekwencjg aminokwasow przypomina insuline. W komarkach
warstwy ziarnistej u gryzoni obserwowano ekspresje genéw insulinowego czynnika
wzrostu (IGF-1) [72]. IGF-1 wpltywa na wzrost produkcji cCAMP stymulowany przez
FSH oraz na wzrost ilosci receptorow LH w szczurzych komdrkach warstwy ziarni-
stej. W badaniach porownawczych na komérkach ostonki wewnetrznej pecherzyka
szczura IGF-I zwieksza produkcje androgenow stymulowang przez hCG. Mozna
zatem wnioskowac¢, ze IGF-1 koordynuje follikulogencze poprzez parakrynowe dzia-
tanie na synteze androgenéw w komorkach ostonki wewnetrznej oraz przez bezpo-
$rednie autokrynowe dziatanie na steroidogeneze w komorkach pecherzykowych.
Nieliczne sgjednak dane o lokalnym dziataniu IGFs na ciatko z6tte. McArdle i Holtorf
[64] wykazali, ze IGF-I stymuluje wydzielanie progesteronu i OT przez komorki
luteinowe krowy in vitro. Preinkubacja komorek luteinowych z PGs niweluje wptyw
IGF-I na sekrecje OT, ale nie wptywa na sekrecje progesteronu. Mozna wiec przypu-
szczaé, ze PG iczynniki wzrostu mogg wspotdziata¢ regulujgc w ten sposob aktyw-
nosc¢ sekrecyjng ciatka zétego. Erickson iwspt.[21 Jwykazali np., ze IGF-I stymuluje
sekrecje estrogenéw w luteinizujagcych in vitro ludzkich komdérkach warstwy ziarni-
stej. Wykazano [76] obecnos¢ receptordw IGF w ludzkich CL, a ponadto nasilenie
proliferacji receptoréw IGF po zastosowaniu clomiphenu. Potwierdzono koncepcje,
ze IGF odgrywajg wazna role w regulacji funkcji komorek luteinowych.

Fibroblastyczny czynnik wzrostu. Wystepuje w organizmie w postaci dwdch
homologicznych form, kwasnej aFGF izasadowej bFGF, fgczacych sie z tym samym
receptorem. W CL zidentyfikowano tylko forme zasadowg. Gospodarowicz i wspt.
[29] wykazali, ze bFGF dziata mitogennie na komdrki endotelialne izolowane z CL.
Neufeld i wspt. [74] wykazali obecnos¢é mRNA swoistego dla bFGF w hodowanych
komorkach warstwy ziarnistej krowy. Wykazali takze, ze bFGF i ekstrakt uzyskany
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z tych komérek dziatajg na ich aktywno$é podziatowa, sugerujac autokrynowa role
FGF. Dziatanie mitogenne bFGF stwierdzono takze w okresie ptodowym, co $wiad-
czytoby o waznej roli tego czynnika w procesie follikulogenezy rozwijajgcego sie
jajnika [30]. Miyamoto i wspt. [69] wykazali, ze bFGF, transformujgcy czynnik
wzrostu (TGFR) oraz nerwowy czynnik wzrostu (NGF) dziatajg bezposrednio na CL
regulujac jego funkcje lutealng. Sugeruja oni, ze bFGF, TGFB i NGF sg auto- i/lub
parakrynowymi regulatorami funkcji lutealnej.

INNE CZYNNIKI MODULUJACE FUNKCJE LUTEALNA

Sugeruje sie Scista korelacje pomiedzy uktadem endokrynnym i immunologicz-
nym. Obecno$é makrofagéw monocytéw i limfocytow stwierdzono m.in. w ciatkach
z0hych [5]. Komorki te produkujg substancje, takie jak: interleukiny (IL-1), inter-
feron y (INF y) czy czynnik martwicy nowotworu (TNF) [73], bedace waznymi
czynnikami regulujgcymi funkcje lutealng [82]. Rola tych czynnikow jest raczej
hamujaca. Interleukina 1 (IL-1) i interferon y (INF y) hamujg stymulowang FSH
produkcje progesteronu, tworzenie sie receptorow LH w komérkach warstwy ziarni-
stej [23, 51, 107], natomiast TNF a inhibuje sekrecje progesteronu iestradiolu przez
komorki luteinowe [85]. Pepperel i wspt. [79] wykazali, ze neutrofile odgrywajg
wazng role w czynno$ciowej istrukturalnej regresji ciatka zottego.

HORMONY BIALKOWE PIERWOTNIE IDENTYFIKOWANE
W INNYCH GRUCZOtACH

Propiomelanokurtyna (POMC). Do biatek okreslanych jako POMC naleza:
e hormon adrenokortykotropowy (ACTH),

« hormon melanotropowy (MSH) i

a R-endorfiny.

Wprawdzie obecnosé tych biatek pierwotnie wykryto w innych tkankach, p6Zniej
zlokalizowano je takze w gonadach. Obecnos¢ POMC w jajnikach potwierdzono
przez stwierdzenie obecnosci POMC mRNA [13]. Obecnos$¢ immunoreaklywnego
ACTH i B-endorfiny stwierdzono w komdrkach luteinowych, komoérkach warstwy
ziarnistej i komorkach interstycjalnych [57, 96] szczura i myszy.

Proenkefaliny i prodynorflny. W jajnikach szczura, chomika i owcy [54], a
takze w macicy ijajowodzie szczura i chomika [55] wykryto mRNA proenkefaliny
identyczne jak w moézgu. Zaréwno w jajniku, jak i jadrach wykryto obecnos$é
immunoreaktywnej met-enkefaliny, ktoref mMRNA mimo podobienstwa do mézgowe-
go stanowi < 4% zawartosci spotykanej w mézgu. Obecnos¢ mRNA prodynorfiny
stwierdzono zaréwno w tkance jajnika, jak ijadra. Gonadalny typ mRNA prodynor-
finy jest krotszy o 200 nukleotydow od mdzgowej [19]. Nie ma jednoznacznych
doniesien dotyczacych obecnosci tych substancji w ciatku zéttym.
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System renina-angiotensyna Il. Immunoreaklywng renine zlokalizowano w ko-
markach ostonki wewnetrznej pecherzyka kobiet. Stwierdzono takze, ze komorki te
w hodowli wydzielajg renine do pozywki [18]. Cabrera iwspt. [8] wykazali obecnosé
reniny w komdrkach luteinowych szczura. Poziom reniny w jajniku jest zalezny od
poziomu gonadotropin. Wzrost aktywnos$ci reniny obserwowano w okresie owulacji,
a takze po podaniu hCG [45]. Receptory angiotensyny Il odkryto w gonadach, co
wskazywatoby na jej znaczenie w regulacji parakrynowo-autokrynowej. Autoradio-
graficznie zlokalizowano angiotensyne Il w komérkach warstwy ziarnistej duzych i
matych pecherzykéw. Wykryto takze mRNA dla angiotensyny w jajnikach szczurdw.
Pomimo zlokalizowania angiotensyny Il w gonadach jej funkcja tutaj nie jest jasna.
Stirling iwspt. [94] wykazali, ze angiotensyna Il hamuje stymulowang hCG produkcje
progesteronu przez komérki luteinowe krowy ijest tow Scistej korelacji z obnizeniem
zawartosci mRNA dla p450scc- Wprawdzie dane na temat roli angiotensyny Il na
gonady sa nieliczne, przypuszcza sig, ze moze ona graé role w procesie owulaciji,
luteolizy iatrezji [1].

Inhibitory wigzania gonadotropin. LH-RBI - obecno$¢ tego czynnika zlokalizo-
wano w ciatku zottym szczuréw. LH-RBI inhibuje steroidogeneze komorek luteino-
wych stymulowang LH i hCG wspos6b zalezny od dawki poprzez obnizenie zdolnosci
wigzania sie gonadotropin z ich receptorami. Aktywnos¢ czasteczki LH-RBI ekstra-
howanego zjajnikdw szczurzych rozni sie znacznie od aktywnosci LH-RBI ekstra-
howanego z jajnikéw $wini. Jednakze zaréwno w jednym, jak idrugim przypadku
inhibitor ten wystepuje w postaci dwoch form czasteczkowych (>10 000 Da i 3 800
Da) [1].

PODZIEKOWANIE

Sktadam bardzo serdeczne podziekowanie Pani Profesor Stanistawie Stoktosowej
za przeczytanie manuskryptu iJej cenne krytyczne uwagi.
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WSPOLDZIALANIE MAKROFAGOW WATROBY
Z HEPATOCYTAMI | NIEPARENCHYMALNYMI
KOMORKAMI WATROBY

THE INTERACTION OF HEPATIC MACROPHAGES
WITH HEPATOCYTES AND NONPARENCHYMAL CELLS

Joanna KOPEC-SZLEZAK

Zaktad Fizjopatologii Instytutu Hematologii i Transfuzjologii

Streszczenie. Makrofagi watroby, czyli komérki Browicza-Kupffera wraz z komérkami gwiazdzistymi i komérkami
Srodbtonka nalezg do nieparenchymalnych komoérek watroby. Makrofagi te syntetyzuja i uwalniajgsubstancje czynne
biologicznie, np. eikozanoidy, interleukiny, TNF i TGF i moga regulowa¢ procesy metaboliczne w hepatocytach i
innych komoérkach nieparenchymalnych. Makrofagi stymuluja $rédbtonek do wydzielania endoteliny, indukuja
komérki gwiazdziste do transformacji w komoérki typu miofibroblastéw i tworzg mikrosrodowisko dla réznicowania
m.in. komérek Tyd w watrobie.

Stowa kluczowe: makrofagi watroby, interakcje, hepatocyty, komérki nieparenchymalne.

Summary. The liver macrophages, called Browicz-Kupffer cells, with the stellate cells and endothelial cells belong
to non-parenchymal hepatic cells. The macrophages synthesize and release biologically active products, mainly
eicosanoids and peptide mediators (interleukins, TNF, TGF) and regulate metabolic processes in hepatocytes and in
other non-parenchymal cells. Macrophages stimulate endothelial cells to secrete endotelin, they induce also transfor-

mation of stellate cells to fibroblasts Ty5 cells in the liver.

Key words: hepatic macrophages, interaction, hepatocytes, non-parenchymal cells.

WSTEP

Makrofagi watroby zostaty opisane ponad 100 lat temu przez anatoma Carla von
Kupffera oraz przez Tadeusza Browicza* jako komorki watroby o rozgatezionym

*M. Hanecki: Tadeusz Browicz. Zycie i dziatalno$¢ naukowa. PZWL, Warszawa 1956.
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ksztatcie i whasnosciach fagocytarnych. W 1952 roku badacz japonski Ito wyroznit
odrebng populacje tzw. komorek gwiazdzistych, ktére nie wykazujg zdolnosci fago-
cytozy, a ich gtownym “zadaniem” jest gromadzenie i uwalnianie witaminy A [27,
36]. Obecnie te dwa rodzaje komdrek (tj. makrofagi i komaérki gwiazdziste) oraz
komarki Srodbtonka naczyn iduze limfocyty ziarniste okresla sie jako nieparenchy-
malne komorki watroby, stanowiace obok komarek parenchymalnych staty element
strukturalny tego narzadu (ang. nonparenchymal liver cells, NPLC) [8]. Makrofagi
w watrobie nalezg do ukladu fagocytéw jednojadrzastych isg przyktadem makrofa-
gbéw osiadtych w narzgdach, podobniejak makrofagi pecherzykéw ptucnych czy zatok
$ledziony i weztéw chionnych.

Makrofagi stanowig ponad 50% populacji wszystkich makrofagow osiadtych, a np.
makrofagi ptucne zaledwie 10%. Makrofagi stanowiajednoczesnie 30% nieparenchy-
malnych komorek watroby [46].

Dane z pisSmiennictwa ostatnich lat wskazuja, ze makrofagi sg wielostronnie
badane, cho¢ gtéwnie w aspekcie immunologicznym [6,42]. Interesujace wydaja sie
réwniez wyniki badan dotyczgce roli makrofagoww funkcjonowaniu watroby. Wigze
sie to ze wspotdziataniem tych komdrek zaréwno z pozostatymi rodzajami komérek
nieparenchymalnych, jak iz hepatocytami ijest tematem niniejszego artykutu.

KROTKA CHARAKTERYSTYKA MAKROFAGOW

Makrofagi sg potozone w Swietle naczyn zatokowych watroby i oddzielaja je od
przestrzeni Disse’a komarki srodbtonka. Natomiast komaérki gwiazdziste znajdujg sie
w przestrzeniach Disse’a w bezposrednim sgsiedztwie hepatocytéw, jak jest to poka-
zane schematycznie na rysunku 1 [35]. Badania ultrastrukturalne wykazaty jednakze,
ze nie ma potgczen miedzykomoérkowych pomiedzy $rédbtonkiem a makrofagami
[41]. Makrofagi sg najbardziej liczne w strefie okotowrotnej zrazikéw watrobowych,
mniej liczne w strefie posredniej i najmniej liczne w centrum zrazika; ich stosunek
liczbowy wynosi odpowiednio 4:3:2 [8]. Makrofagi w strefie okotowrotnej zrazikdw
watrobowych sg wieksze od komérek wystepujacych w centrum zrazikéw, wykazuja
bardzo wysoka aktywnos$¢ enzyméw lizosomalnych. Natomiast subpopulacja tzw.
matych makrofagow w strefie centralnej zrazika i w strefie posredniej charakteryzuje
sie wyzsza aktywnoscig cytotoksyczng [8]. Przecietnie lizosomy zajmuja ok. 13%
catkowitej objetosci makrofaga (rys. 2). W mikroskopie $wietlnym makrofagi mozna
wyrédzni¢ metodg histochemiczng na obecnos$¢ peroksydazy, ktorej wystepowanie w
btonie jadrowej i szorstkiej siateczce $rédplazmatycznej jest charakterystyczne w
watrobie jedynie dla makrofagow.

Makrofagi sg wyposazone w charakterystyczne receptory, m.in. CD4 dla HIV
[42], CD16 dla fragmentu Fc immunoglobulin [46].
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Rys. 1. Rozmieszczenie komorek nieparenchymalnych watroby: 1- makrofag, 2 - komoérka $rddbtonka, 3 - komor-
ka gwiazdzista, 4 - duzy limfocyt ziarnisty, 5 - $wiatto naczynia zatokowego, 6 - przestrzen okotozatokowa (Disse-
’a), 7 - komérki parenchymalne watroby (hepatocyty) (schemat wg Ramadoriego (35) nieco zmieniony)

Na powierzchni makrofagow zidentyfikowano réwniez trzy receptory specyficzne

dla weglowodanéw:

- dla mannozy (wystepuja réwniez na
makrofagach ptuc, Sledziony iszpiku),

-dla galaktozy idla fukozy [21,40].

Dwa ostatnie receptory sg specyficzne
dla makrofagow. Receptor galaktozy moze
takze rozpoznawaé czastki optaszczone
antygenem karcinoembrionalnym (CEA)
[25,41]. Dla receptora rozpoznajacego gli-
koproteiny z terminalng fruktozg nie okre-
$lono dotad liganda, choé stwierdzono je-
go podobienstwo do receptora asialogliko-
proteinowego [46]. Makrofagi charaktery-
zuje wysoka aktywnos$¢ wydzielnicza
obejmujaca mediatory lipidowe, takie jak
eikosanoidy i czynnik aktywujacy ptytki
(PAF) oraz mediatory peptydowe, czyli
molekuty sygnalizacyjne jak interleukina 1

Rys. 2. Schemat makrofaga watroby wg elektrono-
gramu Jonesa [24]: 1- jadro, 2 - lizosomy, 3 - mito-
chondrium
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(11-1), interleukina 6 (U-6), interferon a i B (INFa i B) oraz czynnik martwicy
nowotworu (TNF a) [14]. Poza tym makrofagi sg gtownie Zrodtem anionu O2-
(ponadtlenowego) w watrobie [22], a wg niektorych autorow [31] mogg wydzielaé
czynnik transformujacy wzrost (in vitro) [38]. Czynno$ci makrofagéw mozna zgru-
powac w czterech zasadniczych zakresach funkcji:

(1) endocytoza (fagocytoza) [46],

(2,3) prezentacja antygenu i cytotoksycznosé [8] oraz

(4) wydzielanie czynnikoéw bioaktywnych po odpowiedniej stymulacji [14,15].

Makrofagi mozna wyizolowaé stosujgc frakcjonowanie komorek watroby, a w
populacji otrzymanej w ten spos6b mozna wyr6zni¢ zarbwno duze, jak i mate
makrofagi [44].

Interesujgca metodag badan populacji makrofagéw wydaje sie technika in vivo
postugujaca sie liposomami; poprzez dozylng iniekcje liposoméw z odpowiednig
substancjg uzyskuje sie wzmozong aktywnos$¢ fagocytamg makrofagéw, ktéra dopro-
wadza do “zuzycia” tych komorek itym samym do ich eliminacji [47]. Metoda ta
moze stuzy¢ do badania mechanizméw odnowy populacji makrofagéw badz reakcji
komérek watroby (np. srédbtonka) na stan deplecji tych komorek [6].

Makrofagi pochodzg od prekursorow w szpiku i migrujg do watroby w okresie
zycia ptodowego, ale moga réznicowac sie réwniez z monocytéw naptywajacych do
watroby w stanach patologicznych [34].

MAKROFAGI WATROBY A HEPATOCYTY

Jednym z wazniejszych proceséw zachodzacych w watrobie jest utrzymanie ho-
meostazy metabolizmu glukozy. Z badan in vitro wynika, ze proces glikogenolizy w
komérkach parenchymalnych watroby moze by¢ regulowany przez makrofagi. Pro-
staglandyny Ei, E2 i D2 (PGEi, PGE2iPGD2) wydzielane przez te komorki stymulujg
wytwarzanie glukozy w hepatocytach, przy czym PGD2jest najbardziej efektywna
[13]. W procesie tym prostaglandyny stymulujg aktywno$¢ fosforylazy, enzymu
regulujacego (inicjujacego) glikogenolize.

Makrofagi wykazujg nieco wyzszg aktywnos$¢ stymulacyjng anizeli komorki srod-
btonka, ktore aktywuja proces glikogenolizy w hepatocytach wskutek dziatania takich
samych mechanizméw stymulacyjnych. Mozna zatem powiedzie¢, ze makrofagi i
komarki Srddbtonka dziatajg w tym samym kierunku. Efekt glikogenolityczny w
hepatocytach stymuluje réwniez czynnik aktywujacy ptytki PAF (ang. platelet acti-
vatingfactor) wyzwalany z makrofagw [14]. Z badan Gandi’ego i wsp. [18] wynika,
ze PAF moze wptywac na proces uwalniania glukozy z hepatocytéw nie tylko poprzez
aktywacje prostaglandyn w makrofagach, ale rowniez bezposrednio. Oddziatywanie
makrofagdéw na hepatocyty badano w procesach uszkodzenia i regeneracji watroby.
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W pierwszej fazie uszkodzenia niedokrwiennego watroby (ischemia) stwierdzono
m.in. stres oksydacyjny, wynikajacy ze zwiekszonego uwalniania reaktywnego tlenu
z makrofagow. Sg one gtéwnym Zrodtem, bowiem hepatocyty i komorki Srodbtonka
wydzielajg niewielkie ilosci tlenu [22, 23]. Podczas reperfuzji obserwowane uszko-
dzenie hepatocytdw moze by¢ wywotane przez dwojakiego rodzaju mechanizmy
dziatania makrofagow, tj. poprzez wydzielanie proteaz i rdGwniez przez wydzielanie
reaktywnego tlenu. Makrofagi wydzielajg nie tylko, cho¢ przede wszystkim, O2-, ale
i H202, ktéry moze wytwarza¢é OH~ w obecnos$ci jonéw metali o wiasnosciach
redukujgco-utleniajgcych.

Zredukowanie szkodliwego wptywu makrofagow poprzez hamowanie ich aktyw-
nosci jest jednak “bronig obosieczng”; stwierdzono bowiem, ze blokada tych komé-
rek wywotuje obnizenie ochrony komdrek parenchymalnych przed endotoksynami i
infekcjg bakteryjng [28].

Makrofagi, w Swietle badar z ostatnich lat, uczestniczg w regeneracji watroby
“wspotdziatajac” z hepatocytami w przeciwienstwie do panujacego do niedawna
pogladu, ze te dwa rodzaje komdrek sa niezalezne od siebie [11].

Z badan Gossa i wsp. [19] wynika, ze wytwarzane przez makrofagi 11-6 i PGE2w
ostrej fazie odpowiedzi na uszkodzenie wptywajg na hepatocyty i ich proliferacje. W
procesie regeneracji stwierdzono podwyzszony poziom zaréwno 11-6, jak i PGEZ2,
natomiast poziom wydzielania TNFa byt obnizony [12]. Proces wydzielania tych
substancji przez makrofagi podlega jednak dwojakiej regulacji. U-6 jest wydzielana
tylko przez krotki okres indukcji proliferacji hepatocytow; przedtuzenie stanu “nie-
kontrolowanego” rozrostu mogtoby prowadzi¢ do przedtuzenia ostrej fazy i dlatego
hamowanie wydzielania U-6 przez PGE2 z makrofagow (autoregulacja) moze by¢
procesem korzystnym. Jednocze$nie jednak wiadomo, ze PGE2 pochodzaca z ma-
krofagow moze takze stymulowac synteze DNA i proliferacje w hepatocytach. Na-
tomiast hamowanie syntezy DNA w hepatocytach jest przypisywane dziataniu 11-1
(interleukiny 1) wydzielanej z makrofagow [26,48]. Dane te wskazujg na niewatpliwy
udzial makrofagow w procesach regeneracji watroby, cho¢ jeszcze niecatkowicie
wyjasniony.

W ostatnich latach obserwowano réwniez reakcje makrofagow w watrobie po
transplantacji. Z prac japonskich badaczy wynika, ze zastosowanie inhibitoréw pro-
teaz i zablokowanie kanatdw wapniowych makrofagow zwigksza szanse przyjecia sie
i przezycia przeszczepu po transplantacji watroby [47]. Kanaty wapniowe makrofa-
gow sg zalezne od potencjatu btony (tzw. L-type voltage dependent) i mozna uzyskac
ich zablokowanie stosujac nifedipine [20].

Oddzielne zagadnienie stanowi aktywno$¢ makrofagow wobec komérek nowo-
tworowych watroby. W badaniach in vitro izolowanych makrofagow stwierdzono ich
cytotoksyczng aktywnos$¢ wobec komorek neoplastycznych pochodzacych z przerzu-
tow watrobowych [46]. Makrofagi izolowane z watroby z przerzutami sg cytotoksy-
czne takze w stosunku do komdrek rakowych jelita grubego [39]. Badania japonskie
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na komorkach hepatoma szczura wykazaly, ze aktywno$é “antyrakowa” makrofagéw
jest gtdwnym elementem obrony watroby przed rozrostem nowotworowym. W pro-
cesie tym stwierdzono wydzielanie 0 2-, proteazy i TNF-a z makrofagéw. Prawdo-
podobnie w aktywnosci cytoksycznej makrofagdéw uczestniczy interleukina 2, a
ekspresja receptora dla 11-2, czyli 11-2R, jest wazna w uaktywnieniu tych komorek.
Ponadto takze ekspresja antygenu asialo-GMI na powierzchni makrofagéw ma zna-
czenie w przyleganiu tych komoérek do komérek nowotworowych w procesie cyto-
toksycznosci, a zastosowanie leku przeciwnowotworowego mitomycyny wywotuje
zwiekszenie ekspresji tego antygenu [2]. Mitomycyna i adriamycyna zwiekszaja
wydzielanie 0 2- przez makrofagi in vitro, a dodanie tych komérek do hodowli
hepatoma zawierajgcej mitomycyne i adriamycyne hamuje proliferacje komérek
nowotworowych. Autorzy tych badan wnioskujg o synergicznym dziataniu prze-
ciwnowotworowym makrofagow i lekéw cytostatycznych.

MAKROFAGI WATROBY A KOMORKI SRODBLONKA

Wplyw makrofagéw na komarki srodbtonka wigze sie gtéwnie z procesem sekrecji
aktywnych substancji w réznych stanach patofizologicznych. Podczas reperfuzji
aktywuje sie system oksydazy ksantynowej w makrofagach i uwalniania reaktywnego
tlenu, ktéry moze powodowaé destrukcje komorek sédbtonka [37].

Cato$¢ komorek Srddbtonka jest z kolei konieczna do ochrony hepatocytow;
uszkodzenie srédbtonka powoduje niezdolno$¢ do przezycia komérek parenchymal-
nych watroby [10].

TNF-awydzielany przez makrofagi moze zwiekszy¢ ekspresje molekut adhezyj-
nych (intercellular adhesion molecule) ICAM-1 na komérkach srédbtonka. Makro-
fagi wydzielajg cytokine TNF-a i interleukine 1, ktére zmieniajg funkcje komérek
Srodbtonka w r6zny sposéb.

Komérki srédbtonka wydzielajg 11-1, TNF i 11-6, kiedy sg pod dziataniem 11-1 lub
TNF-a. Wskutek ekspresji 1l klasy antygenow antygeny adhezyjne i cytokiny komo-
rek srodbtonka wyzwalajg miejscowg odpowiedZ immunologiczng. ICAM-1 $rod-
btonka wigze linfocyty poprzez integryne LFAIi (lymphocyte function-associated
antigen), nastepstwem czego jest ich wedréwka poza naczynia zatokowe [38] (rys. 3).
Cytokiny wydzielane przez makrofagi mogg oddziatywac¢ na aktywnos$¢ komorek
Srodbtonka zwigzang z przeptywem krwi ijej krzepliwoscia.

Interleukina 1 wydzielana przez aktywne makrofagi in vitro moze stymulowaé
synteze isekrecje substancji rozszerzajagcych naczynia krwionos$ne m.in. prostacykli-
ny ze $rédbtonka. Jednoczes$nie stwierdzono, ze TGF-B, ktérego Zrédtem moga by¢
makrofagi in vitro, indukuje uwalnianie z komérek $rédbtonka endoteliny, silnego
czynnika wywotujgcego skurcz wrotnych naczyn krwionosnych [38].
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Rys. 3. Interakcje makrofagow ze $rédbtonkiem z udziatem molekut adhezyjnych; pobudzony makrofag poprzez
wydzielane cytokiny aktywuje komoérke srodbtonka do ekspresji ELAM-1 (endothelial-leukocyte adhesion molecu-
le - czasteczka adhezji leukocytéw do $rédbtonka): 1- makrofag, 2 - komoérka srédbtonka, 3 - przestrzen okotoza-

tokowa, 4 - hepatocyt, 5 - limfocyt (schemat wg Riedera [38], uproszczony)

Jak wiadomo, komorki srodbtonka uczestniczg w mechanizmie hemostazy wytwa-
rzajac substancje antykoagulacyjne i prokoagulacyjne. Z badan in vitro wynika, ze
11-1 pochodzaca z makrofagéw stymuluje uwalnianie czynnika VIII i czynnika von
Willebranda z komdrek srodbtonka, co daje efekt prokoagulacyjny.

Trombomodulina, wydzielana ze $rodbtonka ma dziatanie antykoagulacyjne. Na-
tomiast hamowanie jej aktywnosci przez TNF-a uwalniany z makrofagéw wywotuje
zmiane wiasciwosci antykoagulacyjnych srodbtonka na prokoagulacyjne [38] (tab. 1).
Na podstawie pracy Bouwensa i wsp. [8] mozna powiedzie¢, ze niektére czynnosci
makrofagéw i $rodbtonka sg wspdlne: np. endocytoza i wydzielanie bioaktywnych
lipidow i cytokin. Jednakze nie zawsze uwarunkowania i charakter aktywnosci tych
dwu rodzajéw komdrek jest identyczny (tab. 2). Z najnowszych badan wynika, ze
komorki srédbtonka moga “zastepowaé” makrofagi w procesach wigzania agregatow
immunoglobulin A i G w sytuacjach wyraznego niedoboru lub braku makrofagéw.
Komorki srodbtonka sg zdolne do degradacji komplekséw immunologicznych podo-
bnie jak makrofagi, co potwierdzity m.in. badania ultrastruktury [6].

MAKROFAGI WATROBY A KOMORKI GWIAZDZISTE

Oddziatywanie makrofagdw na komérki gwiazdziste zachodzi gtéwnie przez
wydzielane cytokiny. Procesy w komdrkach gwiazdzistych podlegajace regulacji to
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TABELA 1. Oddziatywanie malcrofagéw na niektdre wtasciwosci srodbtonka (wg Riedera [38] zmieniona)

Makrofagi Komoarki srodbtonka Efekt korncowy

Interleukina 1 (11-1) prostacyklina t, czynnik VIII i czynnik t rozszerzenie naczyn krwionosnych,
von Willebranda f krzepniecie krwi

TNF-a trombomodulina j zwiekszenie krzepliwosci krwi

TGF-B endotelina t skurcze naczyn krwionos$nych

proliferacja i transformacja w tzw. komérki przejsciowe typu miofibroblastow, syn-
tetyzujace kalogen, proteoglikany i hialurony [35,36].

Z badan in vitro wynika, ze czynniki wydzielane ze stymulowanych makrofagéw
przyspieszajg proces podwajania liczby komdrek gwiazdzistych [50]. Czynnikami
tymi okazaty sie cytokiny: TGF-a i TGF-B (transformujacy czynnik wzrostu a i)
wydzielane przez makrofagi [30].

Czynnik transformujacy a (TGF-a) zwieksza proliferacje komdérek gwiazdzistych,
natomiast czynnik TGF-B ma wiasciwosci hamujace namnazanie tych komdarek.
Koordynacja procesu proliferacji komorek gwiazdzistych zalezy zatem od rownowagi
ilosciowej dwu transformujacych czynnikdéw wzrostu TGF-a i TGF-B. Stymulacja
syntezy proteoglikan6w (a zwtaszcza zawierajgcych siarczan chondroityny) w komor-
kach gwiaZdzistych watroby moze by¢ zalezna od czynnika transformujgcego wzrost
pochodzacego z makrofagéw. Zwiegkszenie syntezy proteoglikanédw w komérkach
gwiazdzistych pod wptywem TGF-R in vitro jest bardzo wyraZne izalezy od koncen-
tracji TGF-R [30]. Bachem iwsp. [4] okreslili w badaniach in vitro poziom wydzie-
lanych czynnik6éw wzrostu przez makrofagi: TGF-a i TGF-B i stwierdzili, ze
potaczona aktywnos$¢ obu tych czynnikdw daje efekt fibrogenezy w watrobie.

Z badan Matsuoka iwsp. [29] wynika, ze TGF-B pobudza komdrki gwiazdziste do
syntezy kolagenu; jednakze oddziatywanie makrofagéw poprzez wptyw TGF- na
proces fibrogenezy nie moze by¢ jedynym czynnikiem decydujagcym o przebiegu
zwidknienia w watrobie [35].

TABELA 2. Przyktady czynnosci wspélnych dla makrofagéw i komérek srodbtonka (na podstawie Bouwensa [8])

Rodzaj funkcji Uwagi

1. Endocytoza

«endocytoza makromolekut *w komoérkach $rédbtonka dotyczy czasteczek nie wiekszych
niz 0,33 pm (w normie) i do 1 pm w warunkach znacznego
niedoboru makrofagéw

*wigzanie komplekséw immunologicznych  « komérki srodbtonka wigza wolniej niz makrofagi

ewigzanie glikoprotein z terminalng mannoza « komoérki $rédbtonka bardziej aktywne niz makrofagi

2. Synteza i sekrecja prostaglandyn « poziom syntezy rézny w zalezno$ci od rodzaju czynnika
(PCIE2, PGD?Y) i cytokin (11-1,11-6)

3. Wydzielanie czynnika wzrostu hepatocytéw * réznic nie stwierdzono [31]
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Na podstawie piSmiennictwa mozna tez powiedzie¢, ze makrofagi i komorki
gwiazdziste wykazuja dwie gtéwne “wspdlne” cechy czynnosciowe: wydzielanie
cytokiny TGF ienzymu gelatynazy, ktory ma zdolnos¢ lizy substancji macierzystej
w przestrzeniach Disse’a zrazikéw watrobowych [8]. W procesie fibrogenezy wczes-
nym iwaznym elementem jest zastgpienie normalnej substancji macierzystej, podo-
bnej do bton podstawowych w przestrzeniach Disse’a, przez kolagen typu | i Ill.
Synteza tego kolagenu nastepuje w komdrkach gwiazdzistych pod wptywem degra-
dacji normalnej substancji macierzystej (w tym kolagenu typu IV) w przestrzeniach
Disse’a [17]. Enzym kolagenaza IV/gelatynaza jest wydzielany przez aktywowane
(np. endotoksyng) makrofagi [49] i komorki gwiazdziste [3].

Na podstawie danych zawartych w pracach Ramadoriego i Windwooda [35, 49]
oddziatywanie hepatocytow i komérek nieparenchymalnych w procesie widknienia
watroby mozna przedstawi¢ w formie schematu:

uszkodzony hepatocyt

pobudzenie
inakrofag
wydzielanie cytokin
komoérki gwiazdziste komork i § rédblonka
j transformacja | synteza
komérki typu miofibroblastu kolagen

synteza

kolagen

Ponadto komorki gwiazdziste wydzielajg czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
makrofagow (M-CSF), ktéry moze indukowa¢ proliferacje i r6znicowanie makrofa-
gow w watrobie [8] i mozliwy jest przez to ich wptyw na makrofagi watroby.

MAKROFAGI WATROBY A LIMFOCYTY

W watrobie czwarty rodzaj komdrek nieparenchymalnych stanowi populacja “du-
zych limfocytéw ziarnistych” (LGL), a ich aktywno$¢ odpowiada czynno$ciom
naturalnych komérek zabijajacych (NK). W piSmiennictwie anglojezycznym sg okre-
Slane jako pit cells [8, 9], W poroéwnaniu do komorek NK krwi charakteryzuje je
szczegOlnie wysoka aktywnos$¢ cytotoksyczna [8].

O interakcjach pomiedzy makrofagami a komdrkami LGL w watrobie wiadomo,
ze uszczurow po zastosowaniu interleukiny 2 wzrasta liczba obu rodzajow komorek
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i mozna spotka¢ w Swietle naczyn zatokowych makrofagi i komorki LGL wzajemnie
przylegajace do siebie [9].

Specyficzng role petnig natomiast makrofagi w procesie pozagrasiczego réznico-
wania komérek T w watrobie. Proces ten zachodzi w naczyniach zatokowych watroby.
Badacze japonscy wykazali, ze makrofagi tworzg mikrosrodowisko dla pozagrasicze-
go réznicowania komérek T w naczyniach zatokowych watroby. W ten sposéb
makrofagi przyjmujg funkcje odpowiadajgcg roli komérek zrebowych w szpiku
kostnym badz dendrytycznych w grasicy [1].

Stwierdzono ponadto, ze w przypadku zakazenia Listeria monocytogenes, ktéra
przede wszystkim wnika do makrofagow iw nich sie rozwija, limfocyty pochodzenia
pozagrasiczego w watrobie atakuja zainfekowane makrofagi. Infekcje bakteryjne
moga jednoczesnie stymulowac proces pozagrasiczego réznicowania komérek T w
watrobie [1].

Reasumujac nalezy powiedzie¢, ze doniesienia z ostatnich lat wskazujg na duzg
réznorodno$¢ funkcji, jakie spetniajg makrofagi. Wydaje sie rowniez, ze szczegoélnie
wazne moga by¢ badania dotyczace makrofagdw wobec zakazenia organizmu wiru-
sem HIV.
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Z KRONIKI

Konferencja naukowa pt.
POSTEPY W BADANIACH NAD MECHANIZMAMI NOWOTWORZENIA U LUDZI

odbedzie sie w dniach 24 125 listopada 1994 r. wCentrum Onkologii w Warszawie
staraniem: Komisji Biologii Nowotworéw PAN, Zarzadu Gtéwnego oraz Oddziatu
Warszawskiego Polskiego Towarzystwa Onkologicznego, jak tez Centrum Onkologii
Instututu im. M. Sktodowskiej-Curie w Warszawie.

Celem tej konferencji jestdokonanie przegladu stanu iperspektyw rozwoju, a takze
dorobku zespotow krajowych, wybranych kierunkéw badan z zakresu etiopatogenezy
nowotworow ztosliwych, ktére moga w bliskiej przysztosci znalez¢ zastosowanie w
praktyce walki z rakiem - zwiaszcza w zakresie zapobiegania, wczesniejszego wy-
krywania i diagnostyki, monitorowania leczenia i prognozowania choréb nowotwo-
rowych u ludzi.

Przedmiotem czterech sesji naukowych beda:

1- postepy w rozpoznaniu dziedzicznych predyspozycji do rozwoju nowotworow
ztosliwych,

2 - zastosowanie metod analizy molekularnej w rozpoznawaniu, diagnostyce
zaawansowania, monitorowaniu iprognozowaniuprzebiegu nowotworow ztosliwych,

3 -postepy w badaniach nad uwarunkowaniami rozwoju przerzutow nowotworo-
wych,

4 - zastosowanie metod cytogenetycznych i molekularnych w rozpoznawaniu
Srodowiskowych (egzogennych) przyczyn rozwoju nowotwordéw.

W ramach kazdej z wymienionych sesji przewidujemy:

-wyktad wprowadzajacy (30 min),

—eztery do pieciu referatow przedstawiajacych dorobek polskich zespotéw (po 15
min),

- prezentacje plakatowe.

Informacje: Komitet Organizacyjny Konferencji (ptof. P. Janik i dr hab. J.
Siedlecki, Centrum Onkologii - Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, ul. Wawelska
15, 00-973 Warszawa, tel. 22-48-31 w. 176 lub 23-25-49.
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