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W tym zeszycie ¢ Postepow Biologii Komorki e

Postepy w identyfikacji i izolacji krwiotworczych komorek macierzystych opi-
sano na stronie 209. Zagadnienia te dyskutowano w Swietle ich praktycznego
wykorzystania w medycynie klinicznej.

Jedna z cech przestrzennej organizacji komorkowego DNA wynikajgca z jego
dwuniciowej struktury oraz charakteru przemian, jakim podlega, jest tworzenie
form superhelikalnych. Topoizomerazy sg enzymami katalizujgcymi w proce-
sach replikacji, transkrypcji i rekombinacji zmiany struktury przestrzennej
superhelikalnych form DNA (patrz str. 235).

Fizjologiczne znaczenie apoptozy komorek jest jednym z czesto dyskutowa-
nych probleméw. Uwaza sie, ze Smier¢ komdrek w procesie apoptozy jest
efektywnym sposobem pozbycia sie przez organizm komoérek niepotrzebnych
na pewnych etapach rozwoju badz komérek niebezpiecznych dla catosci. Opis
tych problemdw znajdzie Czytelnik na stronie 247 i dalszych.

Proces poli-ADP-rybozylacji powoduje modyfikacje biatek jagdrowych i DNA,
podczas gdy proces mono-ADP-rybozylacji modyfikuje pozajadrowe biatka
komorki. Wiecej informacji na ten temat mozna znalez¢ na stronach 265 do
276.

Opis technik izolowania woreczkow zalgzkowych i komérek gametofitowych
roslin okrytonasiennych znajdzie Czytelnik w artykule na stronie 277.

Ostatnie lata przyniosty lepsze poznanie pozalizosomowego szlaku degradacji
biatek zlokalizowanego w cytoplazmie, w proteasomach (patrz strona 295).
Proteasomy sg organelami wystepujacymi we wszystkich zbadanych do tej
pory komorkach eukariotycznych.

W artykule na stronie 317 omoéwiono proteoglikany: podstawy ich klasyfikaciji,
przyktady reprezentatywnych czasteczek oraz biosyntetyczne podstawy hete-
rogennosci tancuchow glikozaminoglikanowych.
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CHARAKTERYSTYKA, METODY IZOLACJI ORAZ
PRAKTYCZNE WYKORZYSTANIE WCZESNYCH
LUDZKICH KOMOREK KRWIOTWORCZYCH

W MEDYCYNIE KLINICZNEJ -
ASPEKTY TRANSPLANTOLOGICZNE

CHARACTERIZATION, ISOLATION AND PRACTICAL ASPECTS
OF UTILIZATION OF HUMAN EARLY HEMOPOIETIC CELLS
IN CLINICAL MEDICINE -
TRANSPLANTOLOGICAL IMPLICATIONS

Mariusz Z. RATAJCZAK, Wojciech MARLICZ, Janina RATAJCZAK,
Tomasz SKORSKI

Zaktad Patologii Komérki PAM w Szczecinie
oraz Zaktad Cytologii Klinicznej CMKP w Warszawie

Streszczenie: W pracy przedstawiono obecny stan wiedzy dotyczacy biologii oraz postepéw w identyfi-
kacji i izolacji krwiotwdrczych komérek macierzystych. Zagadnienia te dyskutowano w $wietle ich
praktycznego wykorzystaniaw medycynie klinicznej, aszczeg6lnie w transplantologii hematologiczne;j.

Stowa kluczowe: krwiotworcze komorki macierzyste, krwiotworcze komorki ukierunkowane, przeszcze-
py krwiotworcze, krwiotworzenie.

Summary: The advances in research concerning the biology, identification and isolation of human
haemopoietic stem cells are reviewed. All these data are discussed regarding practical application of
haemopoietic cells enriched in stem cells in clinical medicine and especially haematological transplan-
tology.

Key words: haemopoietic stem cells, haemopoietic progenitors, haemopoietic transplants, haemopoiesis.

Wykaz skrotéw stosowanych w pracy: bFGF R (ang. Basic Fibroblast Growth Factor Receptor) -
receptor dla zasadowego czynnika wzrostowego fibroblastow; BFU-E (ang. Burst Forming Units of



210 M. Z. RATAJCZAK, W. MARLICZ, J. RATAJCZAK, T. SKORSKI

Erythrocytes) - wczesna komdrka uktadu czerwonokrwinkowego tworzaca in vitro 14 dnia hodowli duze
kolonie erytroidalne; CAFC (ang. cobblestone areaforming cells) - bardzo wczesna komoérka hemo-
poetyczna tworzaca w hodowlach dtugoterminowych ogniska proliferacji; CFU-Blast (ang. Colony
Forming Unit of Blasts) - bardzo wczesna hemopoetyczna komorka ukierunkowana tworzaca kolonie
skfadajace si¢ z blastéw; CFU-G (ang. Colony Forming UnitofGranulocytes)- komdrka ukierunkowana
granulopoezy; CFU-GM (ang. Colony Forming Units of Granulocytes and Macrophages) - wczesna
komorka uktadu granulocytowo-makrofagowego tworzaca in vitro 11 dnia hodowli kolonie granulocy-
towo-makrofagowe; CFU-Meg (ang. Colony Forming Unit of Megakaryocytes) - komérka progenito-
rowa uktadu megakariocytowego; CFU-Mix (ang. Colony Forming Units ofMixed Lineages) - jedna z
weczesniejszych komorek uktadu krwiotworczego tworzaca 15 dnia hodowli in vitro kolonie sktadajace
sie z krwinek czerwonych, granulocytéw, makrofagdw i megakariocytow; CSF-1 (ang. Colony Stimu-
lating Factor-1) czynnik wzrostowy uktadu monocytowo-makrofagowego inaczej M-CSF; CSF-1R -
receptor dla CSF-1 (makrofagopoetyny), cDNA - DNA komplementarny do mRNA (uzyskuje sie go w
wyniku przepisania czasteczek mMRNA na komplementarne czasteczki DNA); EpO - erytropoetyna;
FACS (ang. Fluorescence Activated Cell Sorting) - technika izolacji komdrek za pomocg cytofluoro-
metru przeptywowego, ktdry moze sortowa¢ komdrki majace odpowiedni antygen; GATA - wewnatrz-
jadrowy czynnik transkrypcyjny; GAP - jedno z biatek transdukcji sygnatu w komorce; GM-CSF (ang.
Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor) - czynnik wzrostowy stymulujacy wzrost kolonii
granulocytowo-makrofagowych; G-CSF (ang. Granulocyte - Colony Stimulating Factor) - granulocy-
topoetyna; IGF-1R (ang. Insuling Like Growth Factor-1 Receptor) - receptor dla IGF-1; IL-1 -
interleukina-1;1L-3 - interleukina-3; IL-6 - interleukina-6; Hcpc - jedna z fosfataz wewnatrzkomorko-
wych; KKM - Krwiotworcze Komérki Macierzyste - najwczesniejsze komérki hemopoetyczne majace
zdolno$¢ samoodnawiania; KKU - Krwiotwércze Komérki Ukierunkowane - bardziej dojrzate od
komérek macierzystych; zatracajg zdolno$¢ do samoodnawiania, w hodowlach in vitro tworza klony
komorek potomnych; KL (ang. kit ligand) - ligand receptora c-kit; c-KIT-R - receptor c-kit. LTCIC
(ang. long term culture initiating cell) - komérka hemopoetyczna inicjujaca tzw. hodowle dtugotermino-
we; NF-E2 - wewnatrzjadrowy czynnik transkrypcyjny; PDGF-R (ang. Platelet Derived Growth
Factor Receptor) - receptor dla PDGF; N-ras - jedno z wewngtrzkomdrkowych biatek transdukcji
sygnatu; RT-PCR (ang. Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction) - czuta technika badania
ekspresji mMRNA w komorce, sktada sie z dwdch etapéw: w pierwszym mRNA, ktdérego ekspresje chcemy
ocenié, “przepisywany” jest za pomocg enzymu tzw. odwrotnej transkryptazy na komplementarny
odcinek cDNA, w drugim otrzymane cDNA jest amplifikowane za pomoca termocyklicznej reakcji PCR;
amplifikowany wiele miliardéw razy produkt moze zosta¢ uwidoczniony np. na zelu agarozowym;
STK-1 R - (ang. Stem Cell Tyrosine Kinase-1 Receptor) - nowoopisany receptor o aktywnosci kinazy
tyrozynowej wystepujacy naludzkich komérkach krwiotworczych - inna nazwa FLK-2/FLT-3; STK-1L
- ligand receptora STK-1

WSTEP

Pula krwiotworczych komdérek macierzystych (KKM) wystepujaca w szpiku kost-
nym zapewnia utrzymanie prawidtowej hemopoezy podczas catego zycia osobnicze-
go [37]. Lajtha i McCulloch przed 30 laty zdefiniowali KKM jako komdrke majacg
zdolno$¢ do samoodnowy oraz rdéznicowania w kKierunku komaérek progenitorowych
wszystkich linii hemopoetycznych. Definicja ta podkres$lajaca z jednej strony zdol-
no$¢ do samoodnowy, a z drugiej nieograniczony potencjat do réznicowania obowig-
zuje do dnia dzisiejszego. Ze wzgledu na fakt, ze pula komoérek macierzystych musi
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zosta¢ zachowana, dzielgca sie KKM odtwarza z powrotem conajmniej jedng komor-
ke macierzysta. Druga z komdrek potomnych moze sie natomiast ré6znicowa¢ w
kierunku krwiotworczej komorki ukierunkowanej (KKU) [1, 3, 30, 64].

Krwiotworcze komorki ukierunkowane (KKU) stopniowo tracg zdolno$¢ do
samoodnowy. Nabywajg za to mozliwos¢ proliferowania i tworzenia klonéw komé-
rek potomnych skfadajacych sie z elementow komdrkowych kilku lub jednej linii
krwiotworczej. Poniewaz roznicowanie sie KKM w kierunku KKU ma charakter
stopniowy, to ze wzgledu na ciggtos$¢ tego procesu niezwykle trudne jest oddzielenie
KKM od najwczesniejszych KKU.

We wstepie do pracy nalezy podkres$li¢, ze w chwili obecnej nie potrafimy jeszcze
zidentyfikowac i wyizolowa¢ czystej frakcji ludzkich KKM. Transplantologia hema-
tologiczna nie ma rowniez bezposredniej metody oznaczania tych komdrek w zawie-
sinie komorkowej uzyskanej z narzadéw krwiotwoérczych [37]. Dowodem
czynnosciowym istnienia KKM jest wystepowanie petnej repopulacji hemopoezy u
pacjentow poddanych allogenicznym przeszczepom krwiotwoérczym [30, 37]. Stoso-
wane z kolei testy posrednie polegajace na ocenie ich zdolnosci proliferowania w
heterologicznych modelach do$wiadczalnych u myszy SCID [10] oraz owczych
ptodach [74] sg czasochtonne i na obecnym etapie jeszcze trudno powtarzalne.

Opisano natomiast zaréwno wiele testow czynnosciowych, jak i markeréw komor-
kowych pozwalajacych na ocene oraz izolacje ludzkich KKU. Najwczes$niejsze KKU
mozna badac w testach proliferacyjnych in vitro polegajacych na ocenie: tzw. komo-
rek inicjujacych hodowle dtugoterminowe szpiku (ang. long term cultures initiating
cells), komorek tworzacych w hodowlach dtugoterminowych ogniska proliferacji
(ang. cobblestone area forming cells) oraz za pomoca testu oceniajgcego wzrost
kolonii blastycznych tworzonych przez tzw. CFU-Blast [37]. Bardziej zr6znicowane
KKU oceniamy w testach klonogennych polegajacych na wzro$cie komérek ukierun-
kowanych tworzacych tzw. klony wieloliniowe (CFU-Mix) badzjednoliniowe (CFU-
G, BFU-E, CFU-Meg) [37, 64].

Z punktu widzenia transplantologii KKM odpowiadajg za ostateczng, petng i
dtugotrwatg rekonstytucje hematologiczng po zabiegu, KKU natomiast za tzw. wczes-
ng faze rekonstytucji biorcy przeszczepu w okresie, zanim KKM nie zaczng jeszcze
proliferowaé. Dazac wiec do zapewnienia ciagtosci odnowy hematologicznej po
transplantacji - przeszczepiane komdrki powinny zawiera¢ wystarczajacg liczbe
zarébwno KKM i KKU [21, 30].

Potrzeba opracowania wydajnej metody izolowania wymaga poznania biologii
ludzkich KKM, co poza aspektem czysto poznawczym motywowane jest réznymi
wskazaniami Klinicznymi. Wynikaja one z potrzeb:

>- transplantologii hematologicznej, dgzacej do wykonywania allogenicznych
przeszczepien krwiotwdrczych frakcjg komérek wzbogacong w KKM,
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>- nowoczesnej onkologii klinicznej polegajacej na leczeniu nowotworéw wyso-
kimi dawkami radio-chemioterapii i wspomaganiu odnowy hematologicznej prze-
szczepieniami autologicznych KKM,
>e prébami stymulowania proliferacji KKM w réznych stanach cytopenii pocho-
dzenia szpikowego,
>mprébami izolowania KKM od komorek macierzystych np. przewleklej biataczki
szpikowej,
postepami terapii genowej, gdzie frakcja KKM jest bezposrednim celem doko-
nania korekty materiatu genetycznego komoérek we wrodzonych chorobach uktadu
krwiotwdrczego.
Duzy wysitek wkiada sie w poznanie biologii ludzkich KKM. Najwazniejsze
zagadnienia dotyczg poznania oraz praktycznego wykorzystania:
mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za utrzymanie KKM w fazie
spoczynkowej cyklu komdrkowego (GO0),
>a zidentyfikowania pozytywnych i negatywnych mechanizmoéw oddziatywania
mikrosrodowiska krwiotwdérczego na KKM,
biatek bioracych udziat w transdukcji sygnatu w KKM,
>- mechanizméw molekularnych kontrolujacych réznicowanie najwczesniejszych
komoérek krwiotwdrczych.
Zadaniem prezentowanej pracy jest przedstawienie wspdtczesnej wiedzy dotycza-
cej najwczesniejszych komérek hemopoetycznych cztowieka w $wietle potencjalnych
mozliwosci jej praktycznego wykorzystania w transplantologii hematologicznej.

METODY WZBOGACANIA KOMOREK
HEMOPOETYCZNYCH CZLOWIEKA W KKM

Na wstepie nalezy podkresli¢, ze do tej pory nie opisano w petni zadowalajacej
metody ani swoistego markera umozliwiajgcego izolowanie czystej frakcji ludzkich
KKM [37]. Stosowane obecnie techniki pozwalajg jedynie na znaczne wzbogacenie
zawiesiny komorek szpiku kostnego, krwi obwodowej lub pepowinowej w frakcje
KKM [1,3, 13, 19]. Do najwazniejszych metod wzbogacania komorek hemopoety-
cznych w KKM zaliczamy:

>e metody immunologiczne oparte na stosowaniu przeciwciat monoklonalnych
rozpoznajacych pewne markery wczesnych komérek hemopoetycznych i nastepo-
wym izolowaniu ich za pomoca: cytofluorometrii przeptywowej, immunoabsorbcji
badZ separacji magnetycznej,

>- techniki elutriacji izolujace komorki w zaleznosci od ich gestosci i wielkosci,

>m selekcja farmakologiczna eliminujgca komérki proliferujgce za pomoca cyto-
statykéw - oszczedzajgca natomiast komarki znajdujace sie w fazie spoczynkowej
cyklu komérkowego.
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Techniki cytofluorometrii przeptywowej pozwalajg na izolowanie wczesnych ko-
morek hemopoetycznych wzbogaconych w duzym stopniu w KKM. Metody te stuzg
w chwili obecnej jedynie do izolowania komdrek do celéw do$wiadczalnych [1, 18,
19]. Zaawansowane sg jednak prace nad rozwojem technik takiej separacji na
makroskale - z myslg o uzyskiwaniu wystarczajacej liczby komérek dla potrzeb
transplantologii hematologicznej. Techniki cytofluorometrii przeptywowej polegajg
na znakowaniu komoérek za pomoca przeciwciat monoklonalnych skierowanych
przeciwko pewnym powierzchniowym antygenom komorkowym [1, 18, 19, 64].
Przeciwciata te znakowane sg fluorochromami. Najbardziej przydatnym antygenem
powierzchniowym wystepujacym na najwczesniejszych ludzkich komdrkach hemo-
poetycznych jest glikoproteina CD34. Na komarkach tych wystepuje rowniez recep-
tor C-KIT. W cytofluorometrii przeptywowej wykorzystuje sie réwniez pewne
barwniki, ktérych gromadzenie odzwierciedla zardwno stan proliferacji komoérek, jak
i ich aktywno$¢ metaboliczna. Fluorochromem stuzacym do oceny stanu proliferacji
komorek jest wigzacy sie z DNA barwnik Hoechst 33342 (Ho 33342) [37, 64]. Stan
metaboliczny komorki mozna z kolei oceniaé¢ za pomocg rhodaminy-123 (Rh 123),
ktéra ma zdolno$¢ gromadzenia sie w energetycznie aktywnych mitochondriach.
Zgodnie z obowiazujacg definicja KKM nie powinny wiec gromadzié¢ barwnikow
swoistych dlakomarek proliferujacych (Ho33342) oraz aktywnych metabolicznie (Rh
123). Ostatnio pojawity sie doniesienia, ze niskie gromadzenie Rh 123 w ludzkich
najwczesniejszych komoérkach hemopoetycznych moze by¢ rowniez czeSciowo wy-
nikiem wysokiej aktywnosci biatka - pompy opornosci wielolekowej obecnej w tych
komorkach, ktéra usuwa wnikajacy do cytoplazmy barwnik [64]. Korzystajac z
postepdw cytofluorometrii przeptywowej Weissman i wsp. okreslili fenotyp antyge-
nowy ludzkich KKM jako: CD34+, Thy-llow, lin- [1]. Terstappen [19] z kolei uwaza,
ze ludzkie KKM maja fenotyp: CD34+, CD38-, CD33-, HLA-DR-, lin- . Ostatni z
badaczy sprostowat jednak ostatnio swoje wyniki przyznajac, iz komdrka o podanym
przez niego fenotypie jest wprawdzie bardzo wczesng komorka hemopoetyczng, lecz
nie ma zdolnosci réznicowania sie w kierunku komorki macierzystej mikrosrodowi-
ska hemopoetycznego [18].

Powszechnie przymuje sig, ze fenotyp ludzkiej KKM jest zblizony do wzoru
antygenowego: CD34+, CD38- ,CD33-, Thy-llow,CD71", HLA-DR-, CD45RAlow,
lin , Rh 123 ow, H033342low [1, 18, 19, 37, 64]. Zastosowanie do izolowania KKM
moga mie¢ rowniez przeciwciato skierowane przeciwko receptorowi C-KIT. Z ostat-
nio opublikowanych badan wynika, ze ekspresja tego receptora na powierzchni
najwczesniejszych komoérek hemopoetycznych jest wysoka [63]. Nie mozna réwniez
wykluczyé, ze inne markery umozliwiajgce wydajniejsza izolacje KKM czekaja
jeszcze na odkrycie.

Na rysunku 1 przedstawilismy przykiad znakowania za pomoca przeciwciat mo-
noklonalnych skoniugowanych z fluorochromami wczesnych komérek hemopoety-
cznych cztowieka i ich izolowania za pomocg cytofluorometrii przeptywowej



214 M. Z. RATAJCZAK, W. MARLICZ, J. RATAJCZAK, T. SKORSKI

(badania wiasne). Komorki jednojadrowe szpiku kostnego cztowieka pozbawione
komérek adherentnych i limfocytow T znajdujgce sie w tzw. regionie zawierajgcym
mate limfocyty (rys. 1A - region R2) znakowano za pomocg przeciwciat monoklonal-
nych skierowanych przeciwko antygenowi CD34 i receptorowi c-kit. Za pomocg
FACS izolowano nastepnie komorki najsilniej wybarwione (rys. 1C - region RI).
Czystos¢ wyizolowanej populacji wynosita 99% (rys. ID).

Jak wspomniano, prowadzone sg obecnie intensywne prace nad opracowaniem
wydajnej metody izolowania na makroskale najwczesniejszych komérek hemopoety-
cznych cztowieka za pomocg cytofluorometrii przeptywowej. W tym celu prébuje sie
skonstruowac nowa generacje sorterow przeptywowych.

W chwili obecnej dla potrzeb transplantologii hematologicznej stosuje sie jednak
i rozwija inne strategie wzbogacania zawiesiny komdrek szpiku kostnego i krwi
obwodowej w KKM. Metody te polegaja na izolowaniu komérek majacych antygen
CD34. Jak wspomniano, antygen ten wystepuje na powierzchni najwczesniejszych
komorek hemopoetycznych cztowieka [65], a przeszczepy frakcji komorek CD34+
umozliwiajg petna i dtugotrwatg rekonstytucje hematologiczng biorcéw poddanych
takim zabiegom [65]. W celu izolacji komorki hemopoetyczne znakuje sie za pomocg
przeciwciat monoklonalnych skierowanych przeciwko réznym epitopom antygenu
CD34 [8]. Przeciwciata anty-CD34+ w zaleznosci od metody moga byé znakowane
biotyng lub koniugowane z mikrosferami wykonanymi z materiatu bedgcego “super-
paramagnetykiem”.

Wykorzystujac przeciwciata anty-CD34 mozna izolowaé frakcje wzbogacong w
KKM za pomocg;

>- kolumn awidynowych zatrzymujacych komorki znakowane biotynylowanym
przeciwciatem anty-CD34,

>mtechnik absorbcji komérek CD34+do powierzchni naczyh hodowlanych pokry-
tych przeciwciatem anty-CD34,

>- pola magnetycznego umozliwiajacego separacje komdrek optaszczonych prze-
ciwciatem anty-CD34 skoniugowanym z mikrosferami wykonanymi z “superpara-
magnetyku”.Wydajno$¢ stosowanych technik jest zblizona. Z danych literaturowych
wynika, ze odzyskiwanie izolowanych komérek CD34+ z zawiesiny komdrek szpiku
wynosi od 40 do 90%. Czystos¢ frakcji izolowanych komérek CD34+ miesci sie z
kolei pomiedzy 50-90% [8, 64, 65].

Inng strategig wzbogacania zawiesiny ludzkich komdrek hemopoetycznych w
KKM i KKU jest technika elutriacji [64]. Zaktadajac, ze najwczesniejsze komorki
hemopoetyczne sg wielkoscig zblizone do frakcji tzw. matych limfocytéw stosujac
technike elutriacji mozna z zawiesiny komorek szpiku kostnego lub krwi obwodowej
wyizolowac frakcje zawierajgca takie komorki. Odsetek KKM i KKU po$rod uzyska-
nej metoda elutriacji frakcji matych limfocytéw jest oczywiscie ciggle niski. Dlatego
wydaje sie, ze o ile metodg elutriacji znajdzie szersze zastosowanie kliniczne to
gtéwnie jako metoda tzw. wstepnej preselekcji komérek dla innych bardziej subtel-
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Rys. 1. Cytogram komérek szpiku kostnego barwionych na obecno$¢ antygenu CD 34 i receptora C-KIT
(badania wkasne): A - ocena ugiecia $wiatta na brzegach komérki (FSC) oraz rozproszenia na ziamisto-
Sciach (SSC) umozliwita zidentyfikowanie regionu R2 zawierajgcego tzw. mate komdrki limfoidalne,
komérki tego regionu poddano nastepnie ocenie; B - komdrki z regionu R2 podwdjnie wybarwione na
obecno$¢ antygenu CD 34 (przeciwciato znakowane fluoresceing) oraz receptora C-KIT (przeciwciato
znakowane fikoerytryng); C - zaznaczony region R1 zawierajacy najjasniejsze podwojnie znakowane
komorki CD34+, C-KIT-R+, komoérki takie sortowano i analizowano za pomocg techniki RT-PCR

nych metod izolacji, np. za pomocg cytofluorometrii przeptywowej. Odmienng stra-
tegie doswiadczalng izolowania KKM zastosowali z kolei ostatnio Berardi i wsp. [3].
Wychodzac z zatozenia, ze komérki te utrzymywane sg w fazie GO cyklu komérko-
wego, do zawiesiny komorek szpiku kostnego dodali 5- fluorouracyl i zastymulowali
je za pomocag ligandu receptora c-kit (KL) oraz interleukiny-3 (IL-3). Komdrki, ktore
odpowiedziaty na stymulacje powyzszymi cytokinami, zostaty zniszczone cytostaty-
kiem. Po tygodniu prowadzonej tak inkubacji okazato sie, ze tylko jedna komérka na
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105 przezyta selekcje. Komorki te miaty morfologie zblizong do matego limfocytu.
Byly mate, mialy gestg chromatyne i delikatng otoczke cytoplazmy wokoét jadra.
Wszystkie znajdowaty sie w fazie GO cyklu komoérkowego [3]. Za pomocg tzw.
zmodyfikowanej reakcji RT-PCR stwierdzono, ze wykazujg one ekspresje genow
kodujacych receptory: C-KIT, IL-1R, IL-6R. Silnej ekspresji ulegat rowniez gen
kodujacy biatko gpl30, bedace podjednostkg przewodzacg sygnat z receptorow dla:
IL-6, IL-11, LIF i onkostatyny M. W komérkach tych nie stwierdzono natomiast
ekspresji receptordw dla: EpO i GM-CSF. Ekspresji innych receptoréw hemopoety-
cznych, jak np. receptora dla STK-1L, nie oceniano w cytowanej pracy. Wyselekcjo-
nowane komdrki byly znacznie wzbogacone w komorki: inicujgce hodowle
dtugoterminowe (LTCIC) oraz tworzace ogniska proliferacji w hodowlach diugoter-
minowych (CAFC). Autorzy nie oceniali jednak potencjatu proliferacyjnego wyizo-
lowanych komérek w heterologicznych testach transplantacyjnych u myszy SCID
badz ptodach owcy.

ZDOLNOSC SAMOODNOWY LUDZKICH KKM

Jak wspomniano, jedng z najwazniejszych wilasciwosci KKM jest zdolno$é pozo-
stawania w fazie GO cyklu komoérkowego. KKM po samoodnowieniu wraca prawdo-
podobnie z powrotem do fazy GO [64, 37], Pomimo ze KKM posiadajg znaczng
zdolno$¢ samoodnawiania, uwaza sie jednak, ze moze by¢ ona ograniczona. Wg
niektorych badaczy liczba “samoodnowien” KKM nie przekracza prawdopodobnie
50 podziatéw [29,30]. Danych, ze potencjat proliferacyjny KKM moze sie stopniowo
wyczerpywa¢ w miare podziatdw, dostarczyty badania wykonane na zwierzetach
doswiadczalnych. W modelach z wykorzystaniem przeszczepdéw krwiotwoérczych
badz uszkadzeniem uktadu krwiotwdrczego za pomoca powtarzanych cykléw che-
mioterapii wykazano, ze KKM majg znaczna, lecz ograniczong zdolno$¢ samoodna-
wiania [26, 29].

Dowodem, ze taka sytuacja moze mie¢ miejsce rowniez u cztowieka, sg badania,
w ktorych oceniano dtugos$¢ telomeréw w ludzkich komorkach hemopoetycznych
[68]. Telomery sa strukturami znajdujacymi sie na koficu chromosomow. Zbudowane
sg z dtugich odcinkdw powtarzajacych sie sekwencji nukleotyddw i rola ich polega
na stabilizowaniu struktury chromosoméw. Od dawna wiadomo byto, ze w wielu
komorkach somatycznych, np. komérkach nabtonka jelitowego, po kazdym z podzia-
tow dochodzi do skrécenia dtugosci telomeréw. Obliczono, ze kazdy podziat skraca
dtugos¢ telomeru srednio o 50-100 par zasad. Wysunieto hipoteze, ze skrocenie
telomeréw ponizej pewnej minimalnej, wymaganej dtugosci destabilizuje strukture
chromosomow do tego stopnia, ze komorka przestaje sie dzieli¢ i rozpoczyna proces
starzenia. Oceniajac dtugosé telomeréw w ludzkich wczesnych komérkach hemopoe-
tycznych majacych wzor antygenowy CD34+, CD38low, a wiec wzbogaconych w
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KKM i KKU stwierdzono, ze dtugos$é ich faktycznie zmniejsza sie z wiekiem.
Najdtuzsze telomery stwierdzono w ptodowych komérkach hemopoetycznych uzy-
skanych z watroby ptodowej lub krwi pepowinowej. Podobnie telomery we wczes-
nych komdérkach hemopoetycznych ludzi miodych okazaly sie znacznie dtuzsze niz
u starszych. Zaktadajac, ze proporcjonalne do odbytych podziatéw skracanie telome-
row ma miejsce rowniez we frakcji KKM - to w celu utrzymania zapotrzebowania na
produkcje komorek krwi obwodowej wynoszacg 4x10  komorek dziennie - obli-
czono, ze jedna ludzka KKM dzieli si¢ $rednio raz na 3-4 lata [30, 68]. Mechanizm
utrzymujacy KKM przez tak dtugi okres w fazie GOpozostaje ciggle jeszcze pasjonu-
jaca zagadka.

Jak wspomniano, jedna z komdrek macierzystych powstata w wyniku podziatu
“rodzicielskiej” KKM moze réznicowac sie w kierunku KKU. Warto nadmieni¢, ze
obowigzujacy model tzw. stochastycznego podziatu i ré6znicowania KKM zostat
ostatnio nieco zmodyfikowany przez Ogawe [36]. W modyfikacji tej ograniczono w
duzym stopniu posredni udziat wielopotencjalnych KKU. Zgodnie z powyzszym
KKM roéznicuje sie wprawdzie nadal przypadkowo, lecz za to bezposrednio do jedno-
lub oligo-liniowej KKU [36].

REGULACJA PROLIFERACIJI KKM | KKU
NA POZIOMIE SUB-KOMORKOWYM

Wiedza dotyczaca regulacji proliferacji najwczesniejszych komorek hemopoety-
cznych na poziomie subkomérkowym stopniowo sie zwieksza. Weryfikacja tych
danych i uzyskanie dowodow bezposrednich ciggle sg jeszcze utrudnione faktem
trudnosci wyizolowania do badan molekularnych czystej frakcji KKM. Stad nasza
wiedza jest gtéwnie wynikiem badania ustalonych linii komérkowych lub frakcji
komorek hemopoetycznych mniej lub bardziej wzbogaconych w KKM.

Identyfikacja genow i ich produktow biatkowych bioracych udziat w regulacji
proliferacji i réznicowania najwcze$niejszych komoérek hemopoetycznych ma nie
tylko znaczenie czysto naukowe, lecz posiada przede wszystkim réwniez wazny
aspekt praktyczny. Zidentyfikowanie genéw”petnigcych kluczowa role w proliferacji
KKM umozliwi w przysztosci opracowanie nowych strategii terapeutycznych umo-
zliwiajacych ingerencje w procesy regulujagce hemopoeze. Dzigki postepom biotech-
nologii pojawiajg sie nowe metody oddziatywania na proliferacje komorek. Do
najwazniejszych naleza: rekombinowane czynniki stymulujgce i hamujgce, muteiny,
syntekiny, immunoadhezyny, rekombinowane czasteczki antagonistow receptoro-
wych, przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko czynnikom wzrostowym i
ich receptorom oraz oligomery antysensowe [41, 51, 52],

Sposréd roznych strategii identyfikowania i badania gendw odpowiedzialnych za
proliferacje komorek hemopoetycznych do najwazniejszych zaliczamy:
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>a identyfikacje gendw odpowiedzialnych za wystepujgce spontanicznie w przy-
rodzie mutacje powodujace zaburzenia proliferacji komérek hemopoetycznych,

>- efekty biologiczne wywotane nadmierng ekspresjg gendbw w modelu myszy
transgenicznych,

>- badania oceniajace wptyw delecji funkcji poszczegdlnych gendw w wyniku tzw.
homologicznej rekombinacji,

>e identyfikowanie nowych genéw w wyniku konstrukcji tzw. bibliotek substra-
kcyjnych uzyskanych z komoérek hemopoetycznych w réznych fazach cyklu lub
poddanych stymulacji za pomocg np. czynnikéw wzrostowych.

Waznym problemem badawczym pozostaje nadal doktadne poznanie mechani-
zméw odpowiedzialnych za utrzymywanie KKM w fazie spoczynkowej GO cyklu
komérkowego. Stan ten moze by¢ wynikiem:

>braku stymulacji KKM,

~obecnosci aktywnego hamowania KKM,

>*wypadkowa obydwu wymienionych powyzej procesow.

Autorzy uwazaja, ze najbardziej stuszng wydaje sie ostatnia z wymienionych
mozliwosci. KKM i KKU odbierajg sygnaty z mikro$rodowiska. Docierajg one
poprzez receptory powierzchniowe [34]. Receptory pobudzajgce proliferacje mozna
podzieli¢ na takie, ktére majg wewnetrzng aktywnos¢ kinazy tyrozynowej (C-KIT,
STK-1R, CSF-1R itd.) [14, 42] oraz takie, kt6re po pobudzeniu ulegajg przejsciowej
interakcji z tzw. cytoplazmatycznymi kinazami tyrozynowymi (EpO R, GM-CSF R,
IL-3 R, G-CSF R, IL-6 R itd.) [34]. Do najwazniejszych kinaz tyrozynowych cyto-
plazmatycznych nalezgkinazy:src, fyn, lyn, yes, tec, abl, Jak i Tyk. Nalezy podkresli¢,
ze wyizolowano szereg nowych sekwencji cDNA kodujacych receptory powierzch-
niowe majace aktywnos¢ kinaz tyrozynowych lub fosfataz. Czekaja one na znalezienie
swoistych ligandéw i zbadanie roli, jaka petnig w hemopoezie.

Pobudzenie receptoréw hemopoetycznych powoduje aktywacje swoistych biatek
biorgcych udziat w transdukcji sygnatu z powierzchni btony komdrkowej do jadra.
Pobudzenie receptoréw prowadzi najczesciej do aktywacji szeregu kinaz tyrozyno-
wych, treoninowych i serynowych fosforylujacych biatka wewnatrzkomorkowe. Po-
budzenie niektdrych z receptoréw powierzchniowych komorki moze réwniez
wywotywaé poprzez aktywacje specyficznych fosfataz defosforylacje biatek [59],
Repertuar drugich przekaZznikéw wykorzystywanych przez poszczegdlne receptory w
transdukcji sygnatu czesto w duzym stopniu sie pokrywa [14, 34, 42], Wiadomo, ze
na powierzchni najwczesniejszych komérek hemopoetycznych obok ekspresji recep-
toréw dla czynnikéw stymulujgcych stwierdza sie réwniez obecno$¢ receptoréw
hamujacych hemopoeze. Nalezy tu wymieni¢ receptory dla: TNF a i B, IFN a, B,y
czy TGF-R. Ekspresje powyzszych receptoréw stwierdziliSmy za pomoca techniki
RT-PCR w komoérkach CD34+szpiku kostnego cztowieka. Na komérkach hemopoe-
tycznych stwierdza sie réwniez obecno$¢ receptoréw o tzw. siedmiu domenach
przezbtonowych. Przez receptory takie dziatajg chemokiny, np. 1L-8 [34].
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Ostatnio zidentyfikowano wiele genéw odpowiedzialnych za “aktywne” utrzymy-
wanie komorek eukariotycznych w fazie spoczynkowej GO [53]. Do najwazniejszych
z nich naleza: p53, Rb, plo, p21 oraz p27. Zgromadzono juz sporo danych dotycza-
cych molekularnych podstaw tej inhibicji. Jak wiadomo, aktywacja cyklu komdrko-
wego w najwczesniejszych komoérkach hemopoetycznych jest kontrolowana przez
pojawiajace sie cyklicznie biatka, zwane cyklinami. Kazda faza cyklu komérkowego
jest kontrolowana przez inny zestaw cyklin i aktywujacych je kinaz. Zgodnie z
powyzszym biatko p53 aktywuje np. ekspresje innego biatka inhibitorowego p21,
ktére jest inhibitorem tzw. kinazy zaleznej od cyklin, aktywujacej cykline D. Cyklina
D jest odpowiedzialna za wkroczenie komorki w faze Gj cyklu komoérkowego.
Biatko pl6 hamuje z kolei aktywnos$¢ innej z kinaz zaleznych od cyklin, co pociaga
za sobg uposledzenie fosforylacji biatka Rb. Brak fosforylacji biatka Rb powoduje,
Ze pozostaje ono w kompleksie inaktywujgcym czynnik transkrypcyjny E2F [23].
Biatko E2F jest z kolei niezbedne do aktywacji ekspresji genu c-myc. Uwaza sig, ze
TGF-R - autokrynny inhibitor proliferacji KKM - oddziatuje hamujgco na proliferacje
komorek hemopoetycznych poprzez aktywowanie w komérkach hemopoetycznych
ekspresji biatek p21 i plé [40, 75].

W proliferacji komérek hemopoetycznych i w regulowaniu przejscia fazy Gj/S
wazng role odgrywa biatko c-myb i c-myc. Biatko c-myb reguluje ponadto ekspresje
zarowno antygenu CD34, jak ireceptora C-KIT we wczesnych komaérkach hemopoe-
tycznych [27, 47]. Biatko c-myb jest rowniez niezbedne do aktywacji polimerazy a
- enzymu odpowiedzialnego za replikacje DNA podczas podziatow komorkowych.
Aktywuje poza tym ekspresje genu cdc-2 - jednej z kinaz zaleznej od cyklin - ktéra
kontroluje faze G2/M cyklu komérkowego [15].

Poznajac role genéw odpowiedzialnych za prawidtowa proliferacje ludzkich ko-
morek hemopoetycznych istotnych informacji dostarczajg badania identyfikujace
uwarunkowane genetycznie mutacje - szczegolnie te, ktdre powodujg zaburzenia w
uktadzie krwiotwdrczym. Podobnie waznych informacji dostarcza analiza zaburzen
ekspresji genow wywotanych u zwierzat doswiadczalnych za pomocg tzw. homolo-
gicznej rekombinacji lub strategii oligomerdw antysensowych. Najwazniejsze z nich
przedstawiono w Tabeli 1

Powoli zaczynamy poznawa¢ mechanizmy molekularne warunkujgce réznicowa-
nie ludzkich wczesnych komdrek hemopoetycznych w kierunku poszczeg6lnych linii
krwiotworczych. Wedtug Voso i wsp. duza rola przypada tutaj tzw. czynnikom
transkrypcyjnym, czyli biatkom regulujgcym na poziomie DNA ekspresje innych -
liniowo specyficznych genéw [70]. W tym ujeciu odpowiednie czynniki wzrostowe
dziatajace na najwczesniejsze komorki hemopoetyczne regulujg zmiany w ekspresji
genow petnigcych role wewnatrzjgdrowych czynnikdw regulujacych transkrypcije
innych gendw.

Zgodnie z powyzszym uwaza sie, ze indukcja gendw kodujgcych czynniki trans-
krypcyjne GATA-1 i SCL warunkuje réznicowanie KKU w kierunku erytropoetycz-



220 M. Z. RATAJCZAK, W. MARLICZ, J. RATAJCZAK, T. SKORSKI

TABELA 1. Wazniejsze przyktady defektow hemopoetycznych bedacych wynikiem wrodzonych lub
indukowanych mutacji genetycznych - dotyczace zaburzen funkcjonowania KKM i KKU [23, 46, 59,

60,61]
Mutacje wrodzone Mutacje indukowane
C-KIT R, KL, Hcpc, EpOR, NF-E2  ¢c-myb, Rb, vav, src, GATA, STK-1R, N-ras, GAP,
tal-I/SCL

nym i megakariocytowym [70], Czynnik transkrypcyjny z rodziny c-ets zwany PU.I
jest z kolei waznym elementem indukujgcym réznicowanie w kierunku mielo-mono-
cytoidalnym. Wykazano, ze podczas indukowanego za pomocg GM-CSF r6znicowa-
nia komoérek CD34+ekspresja GATA-1 i PU.I jest odwrotnie regulowana. Okazato
sie, ze wysoka ekspresja PU.l przy zmniejszeniu ekspresji GATA-1 jest niezbedna
do zapewnienia wzrostu kolonii tworzonych przez GM-CFU. Podobnie nadmierna
ekspresja PU.l w erytroblastach blokuje réznicowanie w kierunku erytroidalnym, a
nadmierna ekspresja GATA-1 w liniach mieloidalnych blokuje réznicowanie w
kierunku mielo-monocytowym. Dokfadne zgtebienie mechanizméw regulujacych
namnazanie najwczesniejszych komorek hemopoetycznych wymaga wiele pracy i
ciggle jeszcze kryje duzo zagadek.

ZEWNATRZKOMORKOWA REGULACJA PROLIFERACIJI -
KKM | ICH MIKROSRODOWISKO

Powstawanie i rdznicowanie sie¢ komdérek hemopoetycznych czesto przyrownywa-
ne jest do dojrzewania owocéw winogron w kisciach krzaku winorosli. Komorki te
- podobnie jak trzymane przez pedy na krzaku owoce - utrzymywane sg przez
molekuty adhezyjne w mikrosrodowisku szpiku kostnego [24, 55]. Z chwila, gdy
komorki dojrzewajg, uwalniajg sie i opuszczajg szpik kostny wyptukiwane przez
przeptywajgcg krew. Wiemy, ze z prgdem krwi opuszcza szpik rdwniez pewna pula
KKU. Liczba KKM przedostajgca sie ze szpiku do strumienia krwi jest z kolei w
warunkach prawidtowych niezwykle niska.

Podczas ontogenezy obecnos¢ pierwszych KKM mozna zidentyfikowaé w wysep-
kach krwiotworczych pecherzyka zéttkowego [64]. Nastepnie w drugim miesigcu
cigzy gtownym narzadem hemopoetycznym staje sie watroba ptodowa. Poczawszy
od trzeciego trymestru cigzy KKM przemieszczajg sie z pradem krwi z watroby do
kosci. Rozpoczyna sie hemopoeza szpikowa. Wynika z tego, ze przynajmniej w tym
okresie podczas przemieszczania KKM z watroby do szpiku krew obwodowa jest
bogatym Zrédtem najwczesniejszych komérek hemopoetycznych [22].

W ostatnim trymestrze cigzy, jak i podczas catego zycia osobniczego KKM i KKU
znajdujg sie w niszach hemopoetycznych w mikrosrodowisku szpiku kostnego. Mi-
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krosrodowisko to sktada sie z elementéw komoérkowych, jak i pozakomérkowych.
Elementy komdrkowe to komorki fibroblastoidalne, makrofagi, srodblonek naczyn,
osteocyty beleczek kostnych oraz komdrki thuszczowe. Pomiedzy komérkami wyste-
puje substancja miedzykomérkowa wypetniona réznymi glikoproteinami. Glikopro-
teiny te majg epitopy dla niektorych molekut adhezyjnych wystepujacych na
powierzchni najwczesniejszych komorek hemopoetycznych oraz majg zdolnos¢ wia-
zania i “zageszczania” w postaci gradientu czasteczek niektorych czynnikéw wzro-
stowych. Do wazniejszych glikoprotein nalezy fibronektyna.

W procesach adhezji KKM i KKU do elementéw podscieliska istotng role odgry-
wajg: molekuty adhezyjne z grupy intergryn, receptory dla niektérych czynnikéw
wzrostowych oraz czasteczki pewnych antygenéw. Opisano, ze integryny VLA-4
(oc4Bl) oraz VLA-5 (a5R1) odpowiadajg za adhezje najwczesniejszych komorek
hemopoetycznych do czasteczek fibronektyny oraz molekut obecnych na komoérkach
$rodbtonka naczyniowego [24, 38]. Wazng role w procesach adhezji odgrywajg
receptory C-KIT i STK-1R wigzace ligandy wystepujace m.in. na powierzchni btony
komorkowej komorek stromalnych. Zgromadzono réwniez dane, ze sam antygen
CD34 odgrywa istotng role w procesach adhezji komdrek hemopoetycznych do
sjalogligoprotein podscieliska [2]. Interakcja komérek hemopoetycznych poprzez
molekuty adhezyjne z elementami podscieliska, jak sie obecnie przypuszcza indukuje
w KKM i KKU aktywno$¢ [55]:

>mkinaz tyrozynowych zaleznych od ognisk adhezji (ang.focal adhesion protein-
tyrosine kinases, tzw. FAK) oraz

>- kinazy C.

Sygnaty indukowane interakcjg molekut adhezyjnych z podscieliskiem prowadza-
ce do aktywacji kinazy C oraz kinaz FAK majg hamowa¢ proces apoptozy w KKM i
KKU [55]. KKM i KKU znajdujace sie w mikroérodowisku krwiotwdrczym znajdujg
sie pod wptywem czynnikéw oddziatujgcych zaréwno dodatnio, jak iujemnie na ich
proliferacje i réznicowanie. Udziat czynnikéw wywierajgcych wptyw ujemny byt
czesto do tej pory niedoceniany [28].

Do tej pory nie poznaliSmy jeszcze wszystkich czynnikow regulujacych wczesne
etapy hemopoezy. Produkowane sg one lokalnie przez komérki podscieliska lub w
odlegtych narzadach (nerki, watroba) i z pradem krwi docierajg do szpiku. Do
najwazniejszych naleza: KL, STK-1L, IL-1, IL-3 oraz IL-6. Z badan Berardi i wsp.,
jak i obserwacji whasnych (rys. 2) wynika, ze ekspresja tych receptordw jest wykry-
walna faktycznie za pomoca techniki RT-PCR w najwcze$niejszych ludzkich komér-
kach hemopoetycznych [3].

Szczeg6lng uwage warto poswieci¢ czynnikom hemopoetycznym dziatajagcym
poprzez receptory obdarzone wewnetrzng aktywnoscia kinazy tyrozynowej. Do grupy
tej nalezg: KL, STK-1L, IGF-I, insulina, bFGF oraz CSF-1 [16, 25, 42, 45, 47].

KL jest zjednym z najwazniejszych, poznanych do tej pory czynnikéw hemopoe-
tycznych regulujacych proliferacje KKM i KKU [42, 27]. Jak wspomniano, uwaza
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Rys. 2. Analiza za pomocg techniki RT-PCR ekspresji wybranych receptoréw majacych wewnetrzng

aktywnos¢ kinazy tyrozynowej w ludzkich komdrkach CD34+ C-K1T-R+- sortowanych za pomoca

cytofluorometru przeptywowego z regionu Rl (rys. 1) (badania wtasne); pozycja 1- mRNA uzyskane

z komérek CD34+ C-KIT-R+ pozycja 2 - kontrola pozytywna reakcji RT-PCR, pozycja 3 - kontrola

negatywna reakcji RT-PCR, $ marker DNA; produkty reakcji RT-PCR po przeniesieniu z zelu
agarozowego na membrane nylonowg hybrydyzowaty ze swoistymi sondami

sie, ze wystepuje on na powierzchni najwczesniejszych ludzkich KKM. U myszy
wrodzone mutacje receptora (locus w), jak ijego ligandu (locus sl) powoduja zabu-
rzeniaw proliferacji najwczesniejszych komdrek hemopoetycznych manifestujace sie
fenotypowo anemiag makrocytowa, basofilopenig oraz niedoborem eozynofiléw. Z
badar wiasnych wynika réwniez, ze zaburzenie ekspresji receptora STK-1w ludzkich
komdrkach CD34+ prowadzi do uposledzenia proliferacji komérek inicjujgcych ho-
dowle dtugoterminowe szpiku kostnego [42, 62],
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Udziat insuliny, insulinopodobnych czynnikéw wzrostowych (IGF-I, IGF-I1) oraz
bFGF w regulacji najwczesniejszych etapéw hemopoezy byt wg autoréw prezento-
wanej pracy do tej pory przeceniany [42,45]. Myszy z indukowanym do$wiadczalnie
wrodzonym defektem receptora IGF-1 oraz ligandéw IGF-I i IGF-1I nie wykazujg
bowiem zaburzen hemopoetycznych. Jak przedstawiono na rysunkach 2 i 3, z badan
wiasnych wynika, ze ekspresja receptoréw dla IGF-I oraz bFGF na ludzkich komér-
kach CD34+ c-KIT-R+ jest bardzo niska - ponizej czutosci stosowanych metod
detekcji lub receptory te nie ulegajg wogdle ekspresji w najwczesniejszych ludzkich
komorkach hemopoetycznych. Biorac pod uwage pierwszg z mozliwosci zaburzono
ekspresje receptorow IGF-1 oraz bFGF w najwcze$niejszych komorkach hemopoety-
cznych za pomocg oligomerdéw antysensowych. Okazato sig, ze oligomery antysen-
sowe skierowane przeciwko mRNA receptoréw dla IGF-I i bFGF nie wptywaty na
proliferacje komdrek CD34+. Ostatnio udowodnilismy jednak, ze insulina, IGF-I oraz
IGF-11 odgrywaja pewna role w koncowym dojrzewaniu krwinek uktadu czerwono-
krwinkowego, wpltywajac gtéwnie na proces ich dojrzewania czynnosciowego i
hemoglobinizacje.

W ciggu ostatnich dwdch lat pojawity sie doniesienia, ze geny kodujace niektore z
tzw. wczesnych cytokin (IL-1, STK-1L, KL, IL-3, GM-CSF, TGF-R) ulegaja ekspresji
w ludzkich najwcze$niejszych komoérkach hemopoetycznych. Za pomocg techniki
RT-PCR wykryto bowiem ekspresje: I1L-3 i GM-CSF w ludzkich komérkach CD34+
krwi pepowinowej [57], ekspresje IL-IB [71] i TGF-R [6, 75] w komorkach CD34+
CD38- krwi pepowinowej i szpiku kostnego oraz ekspresje KL i STK-1L w komor-
kach CD34+,c-KIT-R+, STK-1R+szpiku kostnego uzyskanych od dorostych dawcéw
[43,44]. Przemawiatoby to za mozliwoscig istnienia w najwczesniejszych komarkach
hemopoetycznych autokrynnych petli o charakterze stymulujgcym (IL-1, KL, STK-
1L, IL-3, GM-CSF) badz hamujagcym (TGF-R) pewne etapy proliferacji i réznicowa-
nia [6, 43, 44, 57, 71, 75]. Zaburzenie ekspresji KL w komérkach CD34+ szpiku
kostnego za pomocg oligomeréw antysensowych prowadzito do zmniejszenia ich
przezywalnosci w warunkach tzw. hodowli bezsurowiczych [43, 44]. Udziat tzw.
hemopoetycznych oligopeptyddéw (tetra i pentameréw) w regulacji ludzkiej hemopoe-
zy wymaga dalszych badan [28]. Wyjasnienia wymagaja szczegélnie podstawy
molekularne ich interakcji z KKM i KKU.

ZRODEA KOMOREK HEMOPOETYCZNYCH DO PRZESZCZEPIEN

Przeszczepiana zawiesina komdrek hemopoetycznych powinna zawiera¢ taka
liczhe KKM i KKU, ktéra zapewni petng rekonstytucje hematologiczng biorcy [21,
30]. Jak wspomniano, odnowe hematologiczna po przeszczepieniu mozemy podzieli¢
na dwie fazy:

>m faze wczesng - bedacg wyrazem proliferacji zawartych w przeszczepie mono-
i wielopotencjalnych KKU,
>e faze pdzng - za ktdrej ustanowienie odpowiedzialne sg przeszczepiane KKM.
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Rys. 3. Podwdjne barwienie ludzkich komérek jednojadrowych szpiku kostnego na obecno$¢ antygenu

CD34 (FL-1) oraz obecno$¢ receptoréw o wewnetrznej aktywnosci kinazy tyrozynowej (FL-2): A -

przeciwciata: anty-CD34-fluoresceina, anty-C-KIT-R fikoerytryna, B - przeciwciata: anty-CD34-fluo-

resceina, anty-receptor insulinowy-fikoerytryna, C- przeciwciata: anty-CD34-fluoresceina, anty-bFGF-

R fikoerytryna, D - przeciwciata: anty-CD34-fluoresceina, anty-IGF-I-R fikoerytryna; jak

przedstawiono na rysunku na komérkach majacych antygen CD34 nie stwierdzono obecnosci receptoréw
dla bFGF oraz IGF-1

Faza wczesna odpowiedzialna jest za ztagodzenie objawdw klinicznych cytopenii
wystepujacej w pierwszym okresie po zabiegu. Faza p6znajest z kolei wyrazem petnej
i dlugotrwatej rekonstytucji pacjenta po wykonanej transplantacji. Przeszczep powi-
nien zawiera¢ wiec wystarczajaca liczbe zarbwno KKU, jak i KKM. Dowodem
powodzenia zabiegu obok uzyskania petnej rekonstytucji hematologicznej przez
biorce jest udowodnienie, ze dojrzate elementy morfotyczne krwi wystepujace w
szpiku kostnym i krwi obwodowej powstaty rzeczywiscie z przeszczepionych KKM.
Dowad taki trudny jest do przedstawienia w przypadku przeszczepien autologicz-
nych.

W chwili obecnej Zrédtami komdrek hemopoetycznych do przeszczepien sg: szpik
kostny, krew obwodowa oraz krew pepowinowa [21, 20, 35]. Przeszczepy komdrek
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krwiotworczych watroby ptodowej jak do tej pory nie znalazty natomiast szerszego
zastosowania.

Najszerzej wykorzystywane w transplantologii hematologicznej sa oczywiscie
komorki szpiku kostnego. Szpik kostny pobiera sie od dawcy droga wielokrotnych
aspiracji jam szpikowych. Pobranie komérek szpiku wigze sie wiec z reguly z
koniecznoscig ich pobrania w warunkach stresu operacyjnego. Dlatego od pewnego
czasu probuje sie wykorzystac do przeszczepieri komarki uzyskane z krwi obwodowej
[4, 12, 20, 22, 54, 66]. Pobiera sie je drogg kilkakrotnie powtarzanych leukoforez -
czyli separacji komorek jednojadrowych ze strumienia krwi za pomocg specjalnego
urzadzenia. Komorki krwi obwodowej wykorzystywane sg coraz czesciej w prze-
szczepieniach autologicznych. Uwaza sig, ze po dopracowaniu technik mobilizacji
KKM ze szpiku kostnego do krwi obwodowej, jak i ich ekspansji ex vivo krew
obwodowa moze sta¢ sie konkurencyjnym wobec szpiku kostnego zrodtem komorek
do przeszczepien.

Coraz powazniejszg role jako zrodto komorek do przeszczepow u dzieci odgrywa
krew pepowinowa [35]. Zawiera ona sporo KKM i KKU. Nalezy pamietaé, ze pordd
jestjednym z najwiekszych streséw, jakiemu poddawany jest podczas zycia organizm
zywy. Wystepujgce w krwi pepowinowej wczesne komorki hemopoetyczne sg pra-
wdopodobnie nastepstwem stresu porodowego - powodujgcego mobilizacje wczes-
nych komorek hemopoetycznych ze szpiku do krwi.

Z chwilg opracowania optymalnych protokotow ekspansji krew pepowinowa be-
dzie mogta znalez¢ zastosowanie jako zrodto komorek do przeszczepow réwniez u
dorostych. Nad zagadnieniem tym pracujemy obecnie.

Ogélnie ujmujac w transplantologii hematologicznej niezaleznie od zrédta pocho-
dzenia komaérek hemopoetycznych (szpik, krew) wykorzystuje sie coraz szerzej do
przeszczepien frakcje komdrek majgcych antygen CD34 [65], Selekcja tych komorek:

umozliwia wykonanie zabiegu mniejsza objetoscig przeszczepianej zawiesiny
(mniejsze obcigzenie pacjenta uzywanym do krioprezerwacji dwumetylosulfotlen-
kiem),
prowadzi do usuniecia limfocytdw T z przeszczepu i tym samym jest sposobem
profilaktyki choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi w zabiegach allogenicz-
nych (wptyw usuniecia limfocytéw T na efektywnos¢ przyjecia przeszczepu oraz
reakcje przeszczep przeciwko nowotworowi wymaga dalszych badan),
>- umozliwia oddzielenie komorek nowotworowych tych guzéw, ktére nie majg
antygenu CD34 na powierzchni od przeszczepianych komdrek hemopoetycznych,
Aumozliwia  poddanie ekspansji komoérek CD34 oraz wykorzystanie ich w
zabiegach terapii genowe;j.



226 M. Z. RATAJCZAK, W. MARLICZ, J. RATAJCZAK, T. SKORSKI

KREW OBWODOWA JAKO ZRODLO KKM DO PRZESZCZEPIEN

Poréwnujac model hemopoezy do dojrzewania winogron na krzaku wspomnieli-
Smy, ze dojrzate komorki wyptukiwane sg do krwi obwodowej przez przeptywajacy
przez jamy szpikowe strumien krwi. Wraz z komérkami dojrzatymi do krwi obwodo-
wej wnika réwniez pewna liczba KKU.

Jak wspomniano, odsetek KKM przedostajacy sie do krwi obwodowej jest w
warunkach prawidtowych bardzo niski. Jak wspomniano, trudno jest oceni¢ liczbe
KKM wystepujacych w krwi obwodowej [20, 22]. Dowodem czynnosciowym, ze
wystepujg tam rzeczywiscie, sg wyniki pomysinych allotransplantacji u zwierzat
doswiadczalnych. W przypadku cztowieka krew obwodowa stosowana byta gtéwnie
w przeszczepieniach autologicznych. Pojawiaja sie jednak juz pierwsze wyniki zabie-
gow w uktadzie allogenicznym. Dane dotyczace wystepowania chimeryzmu hema-
tologicznego u biorcéw allogenicznych komoérek krwi obwodowej sg jednak jak do
tej pory jeszcze zbyt skape.

Znacznie tatwiej mozna natomiast oceni¢ w krwi obwodowej przedziat KKU.
Oceniajac ich zawartos¢ stwierdzono, ze komdrki jednojadrowe krwi obwodowej
zawierajg od 1/10 do 1/100 CFU-GM i BFU-E obecnych posrdéd komorek jednoja-
drowych szpiku kostnego. Z drugiej strony antygen CD34 bedgcy markerem wczes-
nych komdrek hemopoetycznych, wystepujacy na powierzchni 1"4% komorek
jednojadrowych szpiku kostnego jest obecny jedynie na 0,01-0,4% komorek jedno-
jadrowych krwi obwodowej [20, 22].

Jak wynika z przytoczonych danych, stezenie najwczesniejszych komérek hemo-
poetycznych posréd komérek krwi obwodowej jest niskie. Z tego wzgledu stosuje sie
dwie strategie pozwalajace na zwiekszenie liczby wczesnych komaérek hemopoetycz-
nych w krwi obwodowej. S3 to:

>- techniki polegajgce na mobilizacji KKM i KKU ze szpiku kostnego do krwi,

>m metody ekspansji ex vivo pobranych z krwi komoérek CD34+,

Za pomocg technik mobilizacji mozna zwiekszyé liczhe KKM i KKU w krwi
obwodowej 100-500-krotnie. Przed 20 laty Chervenick stwierdzit, ze liczba komérek
progenitorowych we krwi zwigksza sie w okresie wystgpienia odnowy hematologicz-
nej po podaniu cyklofosfamidu [7]. Cyklofosfamid jest obecnie najczesciej stosowa-
nym cytostatykiem stuzgcym do mobilizacji KKM i KKU. Pacjent otrzymuje
powyzszy lek i w okresie odnowy hematologicznej wykonuje sie w odstepach czaso-
wych kilkakrotnie zabiegi leukoferezy krwi obwodowej.

Drugim ze sposob6w mobilizacji - szczegdlnie wtedy, gdy mysli sie o pobraniu
komérek od zdrowego dawcy do przeszczepieh allogenicznych, sa cytokiny. W
1988 r. Socinski stwierdzit, ze liczba KKU zwieksza sie we krwi obwodowej u
pacjentéw po podaniu GM-CSF [63]. Obecnie udoskonala sie protokoty mobilizacji.
Stosowane sg réwniez rdzne kombinacje cytostatykéw i cytokin [39]. Cytokiny
probuje sie stosowac sekwencyjnie: najpierw wczesne (KL lub GM-CSF), anastepnie
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tzw. p6zne (G-CSF). Udowodniono, ze KL mobilizuje wczesne komorki hemopoety-
czne zmniejszajac prawdopodobnie na ich powierzchni ekspresje molekut adhezyj-
nych z grupy integryn. Na uwage zastugujg rowniez proby mobilizacji wczesnych
komérek szpiku u matp wykonane przez Papayannopoulou & Nakamoto. Badacze ci
mobilizowali zdobrym skutkiem KKM i KKU szpiku do krwi obwodowej za pomocg
przeciwciat mnoklonalnych skierowanych przeciwko integrynie VLA4 [38]. W
zmniejszeniu ekspresji integryn na powierzchni wczesnych komérek hemopoetycz-
nych moga znalez¢ zastosowanie rdwniez oligomery antysensowe skierowane prze-
ciwko mRNA kodujagcemu odpowiednie biatka molekut adhezyjnych. Ostatnio
pojawity sie jednak dane, ze wczesne komdrki hemopoetyczne mobilizowane za
pomocg zablokowania czynnosci integryn moga posiada¢ utrudnione mozliwosci
wszczepienia, co powoduje, ze krazg one “bezdomnie” we krwi [73].

W tabeli 2 podsumowano najwazniejsze sposoby mobilizacji wczesnych komorek
hemopoetycznych ze szpiku kostnego do krwi obwodowej.

Z opublikowanych ostatnio danych wynika, ze mobilizowane komorki CD34+
krwi obwodowej réznia sie od komoérek CD34+, ktére wystepuja we krwi w warun-
kach prawidtowych tym, ze majg mniejszg ekspresje receptora c-kit, antygenu CD71
(receptor transferynowy) oraz gromadzag mniej rodaminy 123. Mniejsza ekspresja
dwdéch ostatnich moze $wiadczy¢ o znacznym odsetku komorek bardzo wczesnych
[67]. Z drugiej strony Murray i wsp. doniesli, ze komorki CD34+ Thy-1+ lin- krwi
obwodowej mobilizowane ze szpiku kostnego za pomocg GM-CSF i G-CSF zawie-
raja komorki mogace ustanowi¢ dtugotrwatg hemopoeze i limfopoeze po przeszcze-
pieniu myszom SCID [32].

Inna strategia pozwalajgca na zwiekszenie liczby wczesnych komdérek hemopoe-
tycznych w uzyskanej zawiesinie komérek krwi obwodowej jest ich ekspansja ex vivo
w warunkach hodowli.

TABELA 2. R6zne metody mobilizacji wczesnych komérek hemopoetycznych ze szpiku kostnego do
krwi obwodowej

1. Cytostatyki cyklofosfamid
etopozyd
cisplatyna
kombinacje cytostatykéw

2. Cytokiny G-CSF, GM-CSF, IL-3, KL
IL-117, IL-8?
kombinacje cytokin: G-CSF+ KL

3. Kombinacja cytostatyku + cytokina

4. Oddziatywanie na przeciwciata monoklonalne
molekuty adhezyjne oligomery antysensowe?
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METODY EKSPANSJI KKM

Technika ekspansji polega na prébie namnozenia poza organizmem w warunkach
hodowli in vitro frakcji najwczes$niejszych komérek hemopoetycznych. Opracowano
rozne modyfikacje tej techniki [5, 6, 17, 56, 58, 69]. Najczesciej poddawane sg
ekspansji wyizolowane komorki majace antygen CD34. Niektorzy badacze uwazaja,
ze dodatek komorek terminalnie zréznicowanych moze niekorzystnie wptywaé na
namnazanie komérek CD34+. Pozywka hodowlana zmieniana jest okresowo lub w
sposéb ciggly za pomoca specjalnych biogeneratorow. W niektérych modelach dno
naczyn hodowlanych pokryte jest napromienionymi ludzkimi lub heterologicznymi
komorkami pochodzacymi z réznych linii stromalnych podscieliska szpiku kostnego.
Do pozywki dodawane sg odpowiednie kombinacje czynnikéw wzrostowych maja-
cych za zadanie stymulowa¢ proliferacje. Zadaniem ekspansji jest namnozenie jak
najwiekszej liczby wczesnych komoérek hemopoetycznych przy zatozeniu, ze poste-
pujac w ten sposéb nie zwiekszamy puli komorek dojrzatych oraz KKU kosztem
wyczerpania potencjatu proliferacyjnego KKM i zmniejszenia ich liczby.

Dlatego tak wazne znaczenie ma odpowiedni dobér czynnikdw wzrostowych.
Czynniki te powinny zachowaé zdolno$¢ do samoodnawiania KKM oraz nie prowa-
dzi¢ do terminalnego réznicowania KKU [72]. Kombinacja czynnikow wzrostowych
nie powinna réwniez powodowaé réznicowania KKU w kierunku jednej z linii
hemopoetycznych kosztem innych [9]. Ze wzgledu na powyzsze na szczegdlng uwage
zastuguja badania Muench i wsp., ktérzy udowodnili w modelu mysim, ze dodanie do
komorek szpiku poddawanych ekspansji mieszaniny: KL +IL-IB + IL-3 zwiekszato
liczbe KKU nie prowadzac jednoczesnie do uposledzenia potencjatu proliferacyjnego
KKM [31].

Jak wspomniano, rézne grupy autoréw stosujg jednak r6zne kombinacje czynni-
kow wzrostowych. Brugger i wsp. zalecajg np. mieszanine: KL + IL-18 + IL-3 + EpO
+ IFN-y [5]. Wydaje sie jednak, ze wprowadzenie EpO moze powodowaé réznico-
wanie KKU w kierunku erytropoetycznym [9]. Z drugiej strony IFN-y z kolei jest
inhibitorem wzrostu klonalnego in vitro KKU. Dlatego tez Henschler i wsp. stosujg
podobny zestaw czynnikéw wzrostowych, lecz pozbawiony IFN-y [17]. Sato i wsp.
zalecajg z kolei do ekspansji mieszanine: KL + GM-CSF + IL-6 + G-CSF [56].
Wprowadzenie G-CSF moze jednak powodowac wybioércze réznicowanie KKU w
kierunku granulopoezy [9].

Udoskonalajgc techniki ekspansji musimy pamieta¢ o tym, ze niezwykle trudno
jest odtworzy¢ warunki mikro$rodowiska krwiotwdrczego, jakie panujg w zywym
organizmie in vivo. Nie ulegajednak watpliwosci, ze protokoty ekspansji beda ulegaty
optymalizacji. Praktyczne zastosowanie znajduje powoli sklonowany niedawno
wczesny hemopoetyczny czynnik wzrostowy, jakim jest STK-1L [11].

Oryginalng strategie zwiekszenia ekspansji ludzkich komérek CD34+ CD38-
zaproponowat ostatnio Hatzfeld i wsp. [6]. Badacze ci w warunkach eksperymenta!-
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nych zablokowali wewnetrzng, autokrynng petle hamujacg proliferacje - jakajest os
TGF-B - TGF-R receptor - za pomocg swoistych oligomeréw antysensowych skiero-
wanych przeciwko mRNA TGF-B. Réwnie efektywne okazaly sie przeciwciata
monoklonalne wigzgce wydzielany do medium hodowlanego TGF-R. Strategia ta
bedaca przyktadem odblokowywania mechanizméw hamujacych proliferacje moze
obok préb stymulacji znalez¢ praktyczne zastosowanie w prébach ekspansji ex vivo
ludzkich KKM.

Na uwage zastuguja réwniez proby krotkotrwatej stymulacji przeszczepianych
KKM i KKU w okresie poprzedzajgcym zabieg. Stwierdzono bowiem, Ze trzydniowa
stymulacja komorek szpiku in vitro za pomocg IL-3 i GM-CSF przyspieszata rekon-
stytuuje hematologiczng po zabiegu [33]. Podobnie kilkudziesieciogodzinna stymu-
lacjakomdrek CD34+przed zamrozeniem za pomocg mieszaniny: KL + IL-108 + IL-3
zwiekszata potencjat proliferacyjny komoérek po rozmrozeniu [49, 50].

Podsumowujac, stymulacja komérek szpiku in vitro przed przeszczepieniem jest
znacznie tansza i bezpieczniejsza niz og6lnoustrojowe podawanie cytokin po zabiegu.
Strategia taka mogtaby umozliwic¢ zredukowanie dawek cytokin podawanych pacjen-
tom po przeszczepieniu w celu uzyskania przyspieszenia odnowy hematologiczne;.
Zespot nasz pracuje obecnie nad opracowaniem optymalnych protokotéw takiego
postepowania.

PODSUMOWANIE

Celem pracy byto przyblizenie czytelnikowi postepdw dotyczacych biologii naj-
wczesniejszych komorek hemopoetycznych, metod ich izolacji, jak i praktycznego
wykorzystania w medycynie klinicznej. Wiele wskazuje na to, ze przeszczepy uzy-
skanych ze szpiku, krwi obwodowej lub krwi pepowinowej KKM w potgczeniu z
ekspansjg in vitro stang sie rutynowym postepowaniem w transplantologii hematolo-
gicznej XXI wieku.

Zanim to nastgpi, nalezy dopracowac optymalne techniki identyfikowania iizolacji
ludzkich KKM. Poznanie mechanizmoéw regulujacych ich samoodnawianie ir6znico-
wanie pozwoli z kolei na optymalizacje protokotéw ekspansji KKM w warunkach
hodowli in vitro. Dalszych badan wymaga indukowanie w przeszczepianych komor-
kach efektu: przeszczep przeciwko nowotworowi. W tym kontekscie na szczegélng
uwage zastuguja proby ekspansji w komorkach CD34+krwi obwodowej prezentuja-
cych antygen komérek dendrytycznych [13]. Komdrki takie po uczuleniu “m vitro”
antygenami nowotworowymi i podaniu z powrotem pacjentowi mogtyby skuteczniej
indukowaé¢ antynowotworowg odpowiedZ immunologiczng. Jak wida¢ na podanym
przyktadzie, frakcja KKM bedzie coraz czesciej poddawana réznym procedurom
terapii genowej. Przed hematologig eksperymentalng, biologig molekularna, immu-
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nologig oraz transplantologig kliniczng staneto wiele pasjonujacych do rozwigzania
zagadnien.
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TOPOIZOMERAZY DNA - ROLA BIOLOGICZNA
| MOZLIWOSC WYKORZYSTANIA
W TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWEJ

DNA TOPOISOMERASES - ITS BIOLOGICAL ROLE
AND POTENTIAL USE IN ANTITUMOR TERAPY

Jolanta FERTALA

Department of Biochemistry and Molecular Biology, Thomas Jefferson University,
Philadelphia, USA

Streszczenie. Topoizomerazy DNA saenzymami katalizujacymi zmiany w strukturze przestrzennej DNA
poprzez powstawanie pekniecia, a nastepnie odtworzenie wigzania dwuestrowego w taricuchu DNA.
Enzymy te wystepuja powszechnie i odgrywajg wazng role w procesach replikacji, transkrypcji i
rekombinacji DNA. We wszystkich reakcjach katalizowanych przez topoizomerazy DNA pekniecie
tancucha DNA wigze sie z powstaniem przejsciowego kompleksu enzym-DNA, w ktérym oba kompo-
nenty potgczone sg kowalencyjnie. W oparciu o liczbg przecinanych taricuchéw DNA wyrdznia sie dwie
grupy topoizomeraz: topoizomerazy typu | przecinajace jeden faficuch i topoizomerazy typu Il przeci-
najace dwa taficuchy DNA. Przez wiele lat topoizomerazy DNA byly przedmiotem badan biologéw
molekularnych. Od czasu, kiedy stwierdzono udziat tych enzyméw w mechanizmie dziatania niektérych
lekéw przeciwnowotworowych, staty sie one réwniez obiektem zainteresowan farmakologéw i klinicy-
stow. Ponizsza praca omawia wyniki dotychczasowych badan nad topoizomerazami DNA i mozliwo-
Sciami ich wykorzystania w terapii przeciwnowotworowej.

Summary. DNA topoisomerases are enzymes which alter the topology of the DNA trough a mechanism
involving the transient breakage and rejoining of a phosphodiester bond in the DNA backbone. These
enzymes are ubiquitous, having been found in all organisms examined to date, and are important in
cellular processes, including replication, transcription and recombination. In all DNA topoisomerases
reactions, cleavage of the DNA is accompanied by the formation of a covalent enzyme-DNA interme-
diate. A DNA strand or duplex is then passed through the break, followed by the reformation of the
original phosphodiester bond. Two classes of DNA topoisomerases are distinguished on the basis of
how many DNA strands they transiently cleave; type | enzymes break one strand of a DNA duplex while
type 1l enzymes cleave both DNA strands. For many years DNA topoisomerases attracted the attention
of biochemists and molecular biologists due to the important roles they play in cellular processes
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involving DNA. Since they were recognized as acellular targets for anticancer drugs they are now viewed
with increasing interest by pharmacologists and clinicians as well. This review focuses on the exciting
studies of the DNA topoisomerases and the mechanism of antitumor-drug-induced cytotoxity.

Badania nad topoizomerazami zostaty zainspirowane stwierdzeniem koniecznosci
zmiany struktury przestrzennej DNA podczas replikacji. W 1969 r. wykazano, ze
ekstrakty komérkowe z Escherichia coli dodane do superhelikalnego DNA powodo-
waty jego relaksacje. Poczatkowo przypuszczano, ze enzymami odpowiedzialnymi
za relaksacje superhelikalnego DNA sg endonukleazy i ligazy DNA. Jednakze po
izolacji i oczyszczeniu biatka stwierdzono, ze pojedynczy enzym jest w stanie prze-
prowadzi¢ calg reakcje.

Poczatkowo enzym ten nazwano biatkiem oo, a nastpnie bakteryjng topoizomerazg
DNA.

SUPERHELIKALNE DNA

Jedna z cech przestrzennej organizacji komoérkowego DNA wynikajaca z jego
dwuniciowej struktury oraz charakteru przemian, jakim podlega, jest tworzenie form
superhelikalnych. Wystepowanie tych struktur jest typowe dla stosunkowo niewiel-
kich kolistych czagsteczek DNA wirusowego, bakteryjnego, mitochondrialnego oraz
DNA wystepujacego w chloroplastach. DNA zawarte w jagdrach komdrek eukarioty-
cznych rowniez zawiera odcinki o strukturze superhelikalne;j.

Pojmowanie przestrzennej organizacji superheliksu DNA czesto jest intuicyjne,
totez wprowadzenie podstawowych pojec¢ opisujacych jego strukture utatwi poznanie
przemian, jakim podlega.

Na podstawie badan fizyko-chemicznych oraz przy udziale mikroskopii elektro-
nowej stwierdzono wystepowanie form superhelikalnych o réznej geometrii [1, 40].
W celu scharakteryzowania parametrow okreslajagcych organizacje superheliksu, to
jest stopnia oraz kierunku skrocenia, wprowadzono pojecie liczby oplecen (ang.
linking number) LkQ Wielkos$¢ ta spetnia rownanie: LkQ= A/10,5, gdzie N jest
dtugoscia tancucha DNA wyrazong liczba nukleotyddw, podzielong przez ilosé nu-
kleotydow przypadajacych na jeden skrét tancucha DNA w warunkach stan-
dardowych.

W celu lepszego zrozumienia omawianych zaleznosci nalezy przesledzic¢ ponizszy
przyktad. Jezeli odcinek liniowego DNA zostanie potagczony w zamkniety obwaod, to
liczba oplecen obu tancuchéw DNA wzgledem siebie bedzie odpowiadac liczbie
oplecen obu tancuchéw w wyjsciowej, liniowej formie. Jezeli natomiast przed pota-
czeniem koncéw liniowe DNA ulegnie skréceniu o dowolng liczbe petnych obrotéw,
to liczba oplecen obu fancuchéw w powstatym superheliksie ulegnie zwiekszeniu lub
zmniejszeniu w zalezno$ci od tego, w ktdrg strone heliks DNA ulegt skroceniu.
Zmieniong liczbe oplecen nazywamy Lk. Jezeli ALk - Lk - LKO jest dodatnia,
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superheliksjest prawoskretny, jezeli jest ujemna-lewoskretny. Gdy ALk = LkO, DNA
znajduje sie w formie zrelaksowanej (ang. relaxed DNA).

TOPOIZOMERAZY DNA

Wystepowanie superhelikalnego DNA stwarza konieczno$¢ zmiany jego struktury
w procesach replikacji, transkrypcji oraz rekombinacji. Enzymami katalizujgcymi
zmiany struktury przestrzennej superhelikalnych form DNA sg topoizomerazy. Me-
chanizm dziatania tych enzyméw polega na przecieciu jednego lub dwoch faricuchéw
heliksu, przemieszczeniu przecietych taincuchéw, a nastepnie odtworzeniu wigzan
fosfodwuestrowych. Efektem dziatania topoizomeraz jest powstawanie topoizome-
row DNA réznigcych sie liczbg oplecen. W zalezno$ci od liczby przecinanych
tancuchéw DNA wyr6zniono dwie grupy topoizomeraz: topoizomerazy typu | prze-
cinajacejeden fancuch DNA itopoizomerazy typu I, przecinajace dwataricuchy DNA
[1,20,41].

Pierwszy enzym nalezacy do grupy topoizomeraz zostat odkryty w komérkach
Escherichia coli przez J. Wanga w 1971 r. [44]. Od tego czasu scharakteryzowano
wiele topoizomeraz zaréwno w organizmach prokariotycznych, jak i eukariotycz-
nych. Topoizomerazy r6znig sie miedzy sobg zaréwno pod wzgledem fizycznym
(wielko$¢, ilos¢ podjednostek), jak i biochemicznym (wymagana obecno$¢ ATP lub
jonéw dwudodatnich). Charakterystyke prokariotycznych i eukariotycznych topoi-
zomeraz przedstawiono w tabeli I.

Topoizomeraza | wystepuje w komdrkach proliferujgcych i znajdujacych sie w
fazie stacjonarnej, jej zawartosc jest jednakowa we wszystkich fazach cyklu komér-
kowego [14, 19]. Topoizomerazy typu | w organizmach eukariotycznych sg mono-
merami 0 masie molekularnej okoto 100 kD: ludzka - 100 kD, drozdzowa 90 kD,
Drosophila melanogaster - 135 kD [41].

Ciag reakcji katalizowanych przez topoizomeraze | rozpoczyna przeciecie jednego
tancucha DNA. Przeciecie DNA katalizowane przez topoizomeraze | jest wynikiem
odwracalnej reakcji transestryfikacji, w ktorej kowalencyjne wigzanie dwuestrowe w
DNA jest przeniesione na tyrozyne (tzw. aktywna tyrozyna) [4, 24, 33], w wyniku
czego powstaje tzw. kompleks przecinalny DNA-enzym (ang. cleavable complex)
[23,26, 36]. Przez miejsce przeciecia przechodzi komplementarna ni¢ DNA, po czym
dzieki wykorzystaniu energii wigzania dwuestrowego tyrozyny nastepuje potgczenie
koncéw przecietego taiicucha DNA. W wyniku tego procesu powstaje nowa forma
topologiczna superhelikalnego fragmentu DNA réznigca sie liczbg oplecen ojeden w
poréwnaniu z formg wyjsciowa. Mechanizm dziatania topoizomerazy | przedstawio-
no na rysunku 1

Eukariotyczna topoizomeraza Il sktada sie z dwdéch jednakowych podjednostek,
ktérych masa molekularna w zaleznosci od organizmu wynosi od 166 kD do 175 kD
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TABELA |. Charakterystyka prokariotycznych i eukariotycznych topoizomeraz DNA

Topoizomeraza

Bakteryjna Eukariotyczna

Typ I Typ ll Typ I Typ Il
Relaksowanie superhelikséw prawoskretnych a + + +
Relaksowanie superhelikséw lewoskretnych — + b + +
Tworzenie superheliksow negatywnych - + - -
Wymaganie ATP - +C j +
Wymaganie jonéw dwudodatnich (np. Mg) + + +
Koniec DNA faczacy sie z aktywng tyrozyng  5’-P 5’-P 3P 5-p
Podjednostki6 M A2B2 M D

aBakteryjna topoizomeraza | relaksuje pozytywnie skrecone DNA tylko w rejonach niesparowanych
(np. w miejscu wystepowaniaheterodupleksow DNA);b-bakteryjna topoizomeraza Il (gyraza) relaksuje
negatywnie skrecone DNA tylko w nieobecnosci ATP, ¢ - negatywnie skrecone DNA moze by¢
relaksowane przy braku ATP, jednak proces przebiega znacznie wolniej; d- jony Mg2+ stymuluja
dziatanie eukariotycznej topoizomerazy I;e- M-monomer; A, B - rdzne podjednostki, D - homodimer

[40]. W przeciwienstwie do topoizomerazy | ilo$¢ topoizomerazy Il zmienia sie w
zaleznosci od fazy cyklu komorkowego ijest jej najwiecej w fazie S. Wystepuje w

Rys. 1. Mechanizm dziatania topoizomerazy | (wg Batesa i Maxwella [1])
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Rys. 2. Mechanizm dziatania topoizomerazy 11, model “klamry” zaproponowany przez Roce i Wanga
[35]

duzych ilosciach w komdrkach proliferujgcych, natomiast w komdrkach stacjonar-
nych jest prawie niewykrywalna [13,14,19]. Topoizomeraza Il katalizuje przeciecie
obu nici DNA ifaczy sie kowalencyjnie z koicami 5’ komplementarnych nici tworzac
przejsciowy kompleks przecinalny.Przy udziale ATP przez powstate przeciecie DNA
przemieszcza sie drugi dwuniciowy fancuch DNA, po czym nastepuje odtworzenie
wigzan fosfodwuestrowych, co jak w przypadku topoizomerazy | zachodzi kosztem
wigzan DNA-enzym. W wyniku tego procesu powstaje topoizomer DNA o zmienio-
nej o 2 liczbie oplecen. Dziatanie topoizomerazy |l starajg sie wyjasni¢ Roca i Wang
[34, 35] wnioskujac na podstawie da-

nych z mikroskopu elektronowego, ze

dwie podjednostki enzymu tworzg stru-

kture podobng do klamry (ang. protein

clamp). Model ten (rys. 2) zaklada, ze

dwie podjednostki enzymu przylaczajg

sie do dwuniciowego heliksu G i przeci-

najag go. Caty kompleks przecinalny

DNA-enzym tworzy rodzaj otwartej

klamry, do ktérej dostaje sie drugi dwu-

niciowy heliks T. Przytgczenie sie ATP

do enzymu powoduje, ze klamra zamy-

ka sie i wjej wnetrzu nastepuje przemie-

szczenie heliksu T przez miejsce

pekniecia w heliksie G. Model ten w

duzym stopniu wyjasnia mechanizm

dziatania topoizomerazy II, jednak nie

wiadomo, w jaki spos6b enzym wyko-

Rys. 3. Zmiany w strukturze przestrzennej DNA rzystuje ATP do transportu jednego tan-
katalizowane przez topoizomeraze Il (wg Maxwel- cucha DNA przez pekniecie drugiego
lai Gellerta [28]) [35]. Topoizomeraza Il poprzez swdj

mechanizm przecinania obu nici DNA
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umozliwia zachodzenie nastepujacych proceséw prowadzacych do zmiany w prze-
strzennej strukturze DNA:

- relaksacje prawoskretnych i lewoskretnych superhelikséw,

- tgczenie superheliksow w formy przypominajace potaczone ogniwa tancucha
oraz przeprowadzanie odwrotnego procesu (catenation, decatenation),

-powstawanie weztéw oraz ich “rozsuptywanie” (knotting, unknotting) [1, 20,28,
40, 41].

Schematyczny przebieg wymienionych proceséw przedstawiono na rysunku 3.

UDZIAL TOPOIZOMERAZ W PROCESACH TRANSKRYPCJI,
REPLIKACJI | REKOMBINACJI

Wang uwaza, ze topoizomerazy sa jedynymi czynnikami majacymi zdolnos¢
relaksowania superhelikalnego DNA w komdrkach podczas proceséw transkrypciji,
replikacji i rekombinacji [42]. Podczas transkrypcji, w czasie przesuwania sie kom-
pleksu transkrypcyjnego wzdtuz heliksu DNA powstajg dwie superhelikalne dome-
ny: prawoskretna przed i lewoskretna za przesuwajgcg sie polimerazg RNA (rys. 4).
Uwaza sie, ze topoizomeraza | powoduje usuwanie powstajgcych w tym procesie
skrotow DNA [42]. Zaobserwowano wzmozone przytaczanie sie tego enzymu do
DNA w obrebie genéw podczas ich transkrypcji. Ostatnie doniesienia [29] wskazuja
réwniez na role topoizomerazy | w aktywacji i represji transkrypcji.

Topoizomerazy | i Il biorg rowniez udziat w replikacji DNA [11, 45]. Podczas
przesuwania sie widetek replikacyjnych nastepuje nagromadzenie prawoskretnych
oplecen tafcuchéw matrycowego DNA (rys. 5 A, B). Przy udziale topoizomeraz
nagromadzone skroty DNA sg relaksowane. Powstate w wyniku replikacji nowe
heliksy DNA skrecone sg wokoét siebie w sposob pokazany na rysunku 5 C. Separacja
powstatych heliksow DNA odbywa sie dzieki dziataniu topoizomerazy Il. Obecno$é
tego enzymu jest takze niezbedna podczas rozchodzenia sie chromatyd siostrzanych
w mitozie. Brak aktywnosci topoizomerazy Il w czasie mitozy prowadzi do uszkodzen
chromosoméw i Smierci komérki [5, 6, 15, 16].

Przecinanie tancuchéw DNA i zdolnos¢ ich ponownego tgczenia sprawia, ze
dziatanie topoizomeraz jest pod tym wzgledem podobne do reakcji katalizowanych
przez integrazy - enzymy charakterystyczne dla faga X Integrazy biorg udziat w
procesach rekombinacji zachodzacych w specyficznych miejscach DNA [21, 43]
Sposob dziatania topoizomeraz rézni sie tym, ze w procesie, ktory katalizujg, dochodzi
do rozszczepienia wigzania fosfodwuestrowego, a nastepnie jego odtworzenia w
obrebie tego samego taricucha DNA. Integrazy za$ facza koniec 3’ przecietego
faincucha z koncem 5’ innego przecietego taficucha DNA. W zwigzku z tym rekom-
binazy te zostaty zaklasyfikowane do grupy transferaz tancuchéw DNA. W pewnych
warunkach transferazy te moga dziata¢ podobnie do topoizomeraz i vice versa [43].
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Rys. 4. Powstawanie dwoch domen superhelikal-
nych podczas transkrypcji odcinka DNA ““zakotwi-
czonego” w dwoch miejscach w jadrowym matrix
(wg Wanga [42]): (A) przesuwajaca sie wzdtuz
DNA polimeraza RNA (RNAP) nie moze obraca¢
sie wokot osi heliksu, poniewaz tworzy zbyt duzy
kompleks z mRNA; podczas transkrypcji heliks
DNA obraca sie wokét whasnej osi (B), w wyniku
czego dochodzi do powstania prawoskretnego su-
perheliksu przed i lewoskretnego superheliksu za
przesuwajgca sie RNAP (C), powstajgce podczas
tego procesu naprezenia DNA usuwane sg w wyniku
dziatania topoizomerazy |

Rys. 5. Schemat powstawania struktur superheli-
kalnych podczas replikacji DNA (wg Wanga
[42]), podczas replikacji powstajg prawoskretne
superheliksy w macierzystym tancuchu DNA
(A), podczas gdy nowo powstate heliksy formuja
lewoskretne formy superhelikalne oplatajace sie
wokot siebie (B), w koricowym etapie replikacji
powstaje kompleks ztozony z dwdch oplecio-
nych wokoét siebie helikséw (C), topoizomerazy
li Il uczestnicza w usuwaniu naprezen powstaja-
cych w faincuchu macierzystym, topoizomeraza
Il bierze udziat w rozplatywaniu nowo powsta-
tych helikséw DNA

Panuje poglad, ze udziat topoizomeraz w procesach rekombinacji polega gtéwnie na
dziataniu ich jako transferaz tancuchow DNA. Wykazano réwniez udziat eukarioty-
cznej topoizomerazy 1l oraz bakteryjnych topoizomeraz (gyraz) w procesach rekom-
binacji, zachodzgcych pomiedzy niehomologicznymi i niespecyficznymi odcinkami
DNA. Zaobserwowano, ze wspotdziatanie topoizomerazy | i Il wptywa hamujgco na
procesy rekombinacji w komdrkach drozdzy. Powyzsze obserwacje skianiajg do
whniosku, ze topoizomerazy uczestniczg w zachodzeniu rekombinacji, z drugiej jednak
strony mogac hamowac ten proces, przyczyniajg sie do stabilizacji genomu [8,43].
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TOPOIZOMERAZY JAKO CELE DZIALANIA LEKOW

Zakres badan nad topoizomerazami, poczatkowo dotyczacy ich aktywnosci kata-
litycznej, od kilku lat skupia sie na wykorzystaniu wiedzy o tych enzymach do terapii
antynowotworowej. Poznane do tej pory $rodki farmakologiczne zaburzajace dziata-
nie topoizomeraz réznig sie pod wzgledem chemicznym, jak i mechanizmem dziata-
nia. Do pierwszej grupy nalezg zwiagzki stabilizujgce kompleks przecinalny
DNA-topoizomeraza. Stwierdzono, ze stabilizacja kompleksu przecinalnego zacho-
dzi poprzez przytaczanie leku do DNA w miejscu przeciecia, co uniemozliwia ligacje
fancucha DNA w koricowym etapie dziatania topoizomerazy. W wyniku tego docho-
dzi do zahamowania syntezy RNA i fragmentacji DNA podczas replikacji [7, 12,17,
18,22,47]. Uszkodzenie DNA moze by¢ przyczyna zatrzymania cyklu komdrkowego
w fazie G 2 lub by¢ sygnatem do apoptozy [1,9, 10].

Pierwszym poznanym zwigzkiem blokujgcym kompleks przecinalny DNA-topoi-
zomeraza | (rys. 6) byta kamptotecyna (ang. camptothecin) - alkaloid wyizolowany
z Camptothecaaccuminata, drzewa rosngcego w potudniowych Chinach. Poczatkowe
préby kliniczne wykazaty silne dziatanie przeciwnowotworowe tego alkaloidu, zosta-
ty jednak zaniechane po stwierdzeniu skutkdw ubocznych. Obecnie w badaniach
klinicznych znajduja sie pochodne kamptotecyny o zmniejszonym dziataniu ubocz-
nym np. topotekan (10-hydroksy-9-dimetyloaminometylo-kamptotecyna), 9-amino-
kamptotecyna oraz CPT-11 (7-etylo-10-(4-[l-piperydyno]-I-piperydyno)
karbonyloksy-kamptotecyna) [7, 23, 31, 37,46]. Podobny do dziatania kampotecyny
mechanizm, wykazujg leki stabilizujgce kompleks przecinalny DNA-topoizomeraza
Il. Naleza do nich szeroko stosowane w terapii przeciwnowotworowej epipodofyloto-
ksyny: VP-16 (etylideno-R-D-glukopiranozylo-4’-demetyloepipodofylotoksyna) i
VM-26 (tienylideno-R-D-glukopiranozylo-4’-demetyloepipodofylotoksyna)[3, 26,
32, 38].

Druga grupe czynnikdw przeciwnowotworowych mogacych wptywac na dziatanie
topoizomeraz tworzg interkalatory DNA [2,7,25,27]. Nalezg do nich miedzy innymi
anilinoakrydyny oraz antracykliny. Zwigzki te specyficznie wbudowywujga sie pomie-
dzy taricuchy heliksu DNA. Nie stwierdzono jednoznacznie zalezno$ci pomiedzy sitg
wigzania z DNA czy inhibicja jego syntezy a cytotoksycznoscig lub dziataniem
przeciwnowotworowym interkalatoréw. Nie wszystkie interkalatory wykazujg dzia-
fanie przeciwnowotworowe. Izomery pochodnych akrydyny: o-AMSA (4’-(9-akry-
dynyloamino)metanosulfono-o-anizydyd) i m-AMSA jednakowo wbudowujg sie
pomiedzy faincuchy DNA, jednak tylko m-AMSA wykazuje dziatanie przeciwno-
wotworowe. Na tej podstawie zaklada sie istnienie mediatora w oddziatywaniu
interkalatorow z DNA, ktérym moze by¢ receptor jadrowy [26]. £.3czenie sie inter-
kalatoréw z chromosomalnym DNA czesto prowadzi do jego fragmentacji. Peknigcia
DNA powstate pod wptywem interkalatoréw moga by¢ miejscem wigzania biatek.
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Podobienstwo pomiedzy fragmenta-
cja DNA w obecnosci m-AMSA a pek-
nieciami powstatymi przy udziale
topoizomerazy Il zwrécito uwage na
mozliwos¢ oddziatywania interkalato-
row na ten enzym [26]. Wykazano, ze
m-AMSA aktywuje przecinanie DNA
przy udziale topoizomerazy Il. Aktywa-
cji topoizomerazy Il nie stwierdzono
stosujgc 0-AMSA. Jednym z propono-
wanych mechanizméw antynowo-
tworowego dziatania interkalatorow
jest uniemozliwianie procesu ligacji
przecietych przez topoizomeraze ancu-
chow DNA, prawdopodobnie poprzez
stabilizacje kompleksu przecinalnego.
Wysokie stezenia interkalatorow hamu-
ja proces przecinania DNA przy udziale
topoizomerazy |l [26]. Hamowanie to

jest prawdopodobnie wynikiem bloko- . ) i

. . . Rys. 6. Mechanizm uszkadzania DNA przy udziale
V\{ama DNA przez t? ZW_IQ_ZkI' B"_’ko""a' kamptotecyny w procesie replikacji (wg Liu [25]);
nie DNA wptywa réwniez hamujaco na  kamptotecyna taczy sie z faricuchem DNA przecie-
aktywnos$¢ topoizomerazy zwigzang z tym przez topoizomeraze | uniemozliwiajac jego
przemieszczaniem przecigtego wproce-  ligacje, przesuwajace si¢ widetki replikacyjne do-

sie relaksacji faicucha DNA [26] chodzg do miejsca przeciecia matrycowego tancu-
. 4 . ) cha i replikacja zostaje przerwana, powstajacy
Trzecig grupa lekow wptywajgcych nowy heliks ulega oderwaniu

na dziatanie topoizomeraz sg zwigzki
przylaczajace sie do bruzdy mniejszej
DNA (ang. minor-groove binding
agents - MGBA). Pierwsze badania nad wptywem MGBA na aktywno$¢ topoizome-
raz przeprowadzono przy uzyciu distamycyny. Przy niskich stezeniach tego zwigzku
(< 5,0 pM) obserwowano wzrost aktywnosci topoizomeraz. Powyzej 10 pM aktyw-
nos$¢ obu enzymow byta zredukowana o 90% [2]. Analogiczng zalezno$¢ wykazano
stosujgc Hoechst 33258 (barwnik &w-benzimidowy) i DAPI (4, 6-diamidyno-2-feny-
lenoindol). Prawdopodobnie aktywacja topoizomeraz przy niskich stezeniach MGB A
jest wynikiem zmian w strukturze DNA, powodujgcych odstanianie miejsc przytacza-
nia enzymu. Wyzsze stezenia MGBA powodujg blokowanie rejonéw przytgczania
topoizomeraz, co prowadzi do hamowania aktywnosci tych enzymow [2, 30].
MGBA wptywaja takze na dziatanie zwigzkéw powodujacych stabilizacje kom-
pleksu przecinalnego DNA-topoizomeraza. W badaniach z zastosowaniem VM-26,
m-AMS A-dziatajgcych poprzez topoizomeraze Il oraz kamptotecyny, ktérej dziatanie
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skierowane jest na topoizomeraze |, stwierdzono, ze MGBA ograniczajg zdolno$¢
dziatania wymienionych zwigzkéw jako stabilizatordw kompleksu przecinalnego
oraz zmniejszajq ilos¢ peknie¢ DNA [2]. Zmniejszanie stabilizacji kompleksu prze-
cinalnego jest zalezne od wielkosci fragmentu DNA, z ktérym tgczg sie MGBA.
Distamycynataczaca sie z DNA poprzez 5 par zasad wykazuje wiekszy efekt dziatania
w poréwnaniu z Hoechst 33258 (4 pary zasad) czy DAPI (3 pary zasad) [39].
Zalezno$¢ ta wskazuje na specyficzne oddziatywania wymienionych zwigzkéw w
obrebie bruzdy mniejszej.

UWAGI KONCOWE

Przez szereg lat organizacja oraz przemiany struktury przestrzennej DNA byty
przedmiotem fascynacji wielu badaczy. Od czasu odkrycia topoizomeraz - enzymow
biorgcych udziat w tych przemianach, ro$nie zainteresowanie wykorzystaniem ich w
oddziatywaniu na procesy replikacji, transkrypcji i rekombinacjii zachodzace w
komorkach normalnych i nowotworowych. Do tej pory wyizolowano wiele topoizo-
meraz oraz poznano ich sekwencje. Jednakze mechanizm ich dziatania oraz sposéb
odziatywania z lekami przeciwnowotworowymi nie zostaty jeszcze dokladnie pozna-
ne. Obecne badania nad topoizomerazami skupiajg sie na prébach krystalizacji i
analizie mutantow w celu zdefiniowania domen tych enzymow bezposrednio biora-
cych udziat w katalizowanych przemianach.
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APOPTOSIS AND ITS PHYSIOLOGICAL ROLE
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Streszczenie: Apoptoza jest procesem genetycznie kontrolowanym, charakteryzujacym sie szeregiem
biochemicznych i morfologicznych zmian. W pracy w szczeg6lnoéci skupiono sig na fizjologicznej roli
apoptozy. Apoptoze obserwuje sie w organizmie na wielu etapach jego rozwoju - delecja klonalna
tymocytéw w grasicy, $mier¢ neurondw w trakcie rozwoju mézgu, atrofia etc. Uwaza sie, ze $mier¢
komorek przez apoptoze jest powszechnym, prostym i efektywnym sposobem pozbycia sie przez
organizm komorek, ktére na pewnych etapach rozwoju staty sie niepotrzebne badz tez sg wrecz
niebezpieczne.

Stowa kluczowe: apoptoza, programowana $mier¢ komérki, bel-2, p53, endonukleazy.

Summary: Apoptosis is genetically controled process, with characteristic biochemical and morfological
changes. In this rewiev we focused on physiological aspect of apoptosis. This phenomenon is observed
on the different stages of development such as clonal deletion of thymocytes, neuron death during brain
development, atrophy etc. It is believed that cell death is common, simply and efective way to remove
unnecessary and dangerous cells.

Key words: apoptosis, programmed cell death, bcl-2, p53, endonucleases.

I. WPROWADZENIE

Smieré komorek jest naturalnym procesem fizjologicznym, podobnie jak prolife-
racja czy réznicowanie, zachodzacym w kazdym zywym organizmie. Jednakze jesz-
cze do niedawna Smierci komorek badacze poswiecali znacznie mniej uwagi niz
innym zjawiskom fizjologicznym [44]. Na poczatku lat dziewiecdziesigtych okazato
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sie, ze Smier¢ komorki jest procesem daleko bardziej skomplikowanym niz mozna
byto oczekiwaé. Zaczeto wyrdznia¢ Smier¢ komorki (nekroza, programowana $mieré
komorki, apoptoza) w zaleznosci od morfologicznych i biochemicznych zjawisk jej
towarzyszacych [38, 44, 50].

Il. NEKROZA

Nekroza (Yac. martwica) przez dtugi czas uwazana byta zajedyny sposéb umierania
komérek. Smieré przez nekroze nastepuje prawdopodobnie z powodu utraty réwno-
wagi osmotycznej komorki [71]. Komérka nekrotyczna zwieksza swojg objetos¢ na
skutek biernego transportu jonéw (przede wszystkim wapnia) do jej wnetrza, co
pocigga za sobg zwiekszony naptyw wody. Wzrost stezenia wewnatrzkomoérkowego
wapnia wptywa hamujaco na synteze ATP i zwieksza aktywno$é enzyméw proteoli-
tycznych. Chromatyna tworzy agregaty rozproszone na terenie catego jadra, ktore
podobnie jak organella komérkowe ulegaja zniszczeniu po rozerwaniu btony jadro-
wej i komorkowej. Zawarto$¢ komdrki wyptywa na zewnatrz wywotujac reakcje
zapalng. W trakcie procesu nekrozy nie zaobserwowano syntezy de novo mRNA i
biatek.

I1l. PROGRAMOWANA SMIERC KOMORKI | APOPTOZA

Termin apoptoza pochodzi z jezyka greckiego i oznacza opadanie platkow z
kwiatéw lub lisci z drzew. Do wspdtczesnej biologii termin ten wprowadzit Kerr na
poczatku lat siedemdziesigtych, w celu scharakteryzowania pewnych zjawisk mor-
fologicznych i biochemicznych, towarzyszacych procesowi znanej wczesniej progra-
mowanej $mierci komorki (PCD)[26, 71, 96]. Uzycie tych dwdch terminéw: PCD i
apoptozy jako synoniméw byto dos¢ niefortunne i wywotato duzo zamieszania wsrod
badaczy. Wielu z nich zaczeto uzywa¢ tych terminéw zamiennie.

Pierwotnie, termin; programowana $mier¢ komdrki stosowano przy opisywaniu
Smierci komorek zachodzacej w trakcie proceséw rozwojowych (embriogeneza,
morfogeneza) i wywotanej przez bodzce fizjologiczne bedace czescig normalnego
rozwoju [13, 71]. Wtoérnie za$ wielu badaczy, zwlaszcza immunologéw, zaczeto
uzywac terminu PCD do opisu $mierci komdrkowej, w ktérej trakcie dochodzito do
uruchomienia programu genetycznego, czyli ekspresji pewnych genéw, niezaleznie
od natury bodzca wywotujgcego Smier¢ [71].

Ostatnio wiekszo$¢ badaczy zaczeta stosowac termin: apoptoza wytgcznie w celu
opisania szeregu zmian morfologicznych ibiochemicznych zachodzacych w umiera-
jacej komérce. Czesto zjawisko apoptozy obserwujemy w trakcie programowanej
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Smierci komorek wystepujacej podczas rozwoju organizmu. Nie mozna jednak po-
wiedzie¢, ze w przypadku kazdej PCD mamy do czynienia z apoptoza. Na przykiad,
utrate miesni miedzy segmentami podczas metamorfozy owada Manduca sexta mozna
opisa¢ jako programowang $mieré komorki, zachodzaca bez zauwazalnych zmian
charakteryzujacych apoptoze [71]. Smieré komorki wywotana przez wiele lekéw
cytotoksycznych charakteryzuje sie zmianami wiasciwymi dla apoptozy, ale jest
oczywiste, ze nie jest to Smier¢ programowana [39,77]. Z tych wiasnie powoddw nie
nalezatoby tych terminéw traktowac jako synoniméw. Sadzi sie, ze najwtasciwsze jest
uzywanie terminu PCD do opisu zjawiska $mierci komorek zachodzacej wytgcznie w
czasie procesow rozwojowych. Natomiast termin apoptoza nalezatoby zarezerwowac
do opisu zmian morfologicznych i biochemicznych, atakze genetycznych, zachodza-
cych w umierajgcej komérce pod wptywem bardzo réznorodnych czynnikéw endo- i
egzogennych.

IV. APOPTOZA

Apoptozie towarzyszg takie zmiany, jak: obkurczenie komérki na skutek utraty
wody oraz kondensacja chromatyny zjednoczesnym jej przemieszczeniem pod btone
jadrowa. Pory jadrowe widoczne sg w miejscach, w ktérych nadal istnieje euchroma-
tyna [91, 95], W komorce apoptotycznej DNA jest ciete przez endonukleazy na
fragmenty o wielkosci ok. 200 par zasad. Wystepuje takze reorganizacja cytoszkieletu
oraz utrata struktur mikrotubulamych [19, 52]. Nalezy jednak podkresli¢, ze samo
zniszczenie sieci mikrotubulamej prawdopodobnie nie jest konieczne do rozpoczecia
apoptozy. Komdrki, ktorym podano cytochalazyne B hamujaca polimeryzacje aktyny,
nie tworzyty ciatek apoptotycznych (patrz ponizej), ale proces apoptozy nie byt w nich
zahamowany [66].

Wraz ze zmianami cytoszkieletu, obserwuje sie zmiany w cytoplazmie; nastepuje
jej kondensacja, a btona komdrkowa tworzy uwypuklenia, w ktdrych zamykane sg
nienaruszone organella komorkowe, powstajg tzw. ciatka apoptotyczne. Ciatka te
odfaczaja sie od komarki, a nastepnie sg fagocytowane przez otaczajgce komorki [70,
95].

Zmiany, jakie zachodzg w btonach komorkowych w trakcie apoptozy, sa bardzo
istotne, poniewaz pozwalajg komdrkom fagocytujagcym na natychmiastowe rozpozna-
nie komarki umierajacej badz ciatek apoptotycznych. Zapobiega to powstaniu reakcji
zapalnej [70].

a. MECHANIZMY USUWANIA KOMOREK APOPTOTYCZNYCH

Z nielicznych prac dotyczacych mechanizméw usuwania komérek apoptotycz-
nych wiadomo, ze zmiany w btonie komdrkowej komoérek apoptotycznych moga
dotyczy¢:
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1) utraty terminalnych kwaséw sialowych z glikoprotein umieszczonych na
powierzchni btony

W tym przypadku zostaja odstoniete np. tafncuchy N-acetyloglukozoaminy czy tez
N-acetylogalaktozoaminy i galaktozy, ktére moga reagowac z receptorem lektyno-
wym znajdujacym sie na powierzchni makrofagéw usuwajgcych komorki apoptoty-
czne [70].

2) tworzenia sie tzw. mostéw molekularnych pomiedzy komorka apoptoty-
czng a fagocytujaca

Mosty te powstajg na skutek wigzania receptora trombospondynowego znajduja-
cego sie na powierzchni komorki apoptotycznej atrombospondyna zwigzang z recep-
torem vitronektynowym vR3 ( biatko z rodziny integryn), potagczonym z czgsteczka
CD36 i znajdujacej sie na komdrce fagocytujacej. Trombospondyng jest trimerem
zawierajagcym specyficzng sekwencje odpowiadajacg za adhezje komorek (Arg-Gly-
Asp) i wydzielana jest przez wiele typdw komorek [70].

3) utraty asymetrii fosfolipidowej, w wyniku ktdrej nastepuje ekspozycja
fosfatydyloseryny na powierzchni komoérki apoptotycznej

Z fosfatydyloseryng wyeksponowang na powierzchni komérki apoptotycznej
faczy sie receptor makrofagéw, dajac sygnat do fagocytozy [70].

Ten ostatni sposéb sygnalizacji przez komdrke podatnosci na fagocytoze wydaje
sie (moim zdaniem) najbardziej przekonywujacy, ze wzgledu na swojg uniwersalnosé.
Wykazano to w do$wiadczeniu, w ktérym dodanie liposomow z fosfatydyloseryna do
pozywki, w ktérej hodowano komorki stymulowane do apoptozy, zapobiegato fago-
cytozie tych komérek [70]. Jednakze ostateczny wybérjednego z tych mechanizmow
usuwania komdrek apoptycznych moze zaleze¢ od rodzaju komérki fagocytujacej,
makrofag czy tez komérka sgsiadujaca z komérka apoptyczng [70].

b. SYNTEZA BIALEK | RNA

Poniewaz apoptoza jest procesem aktywnym, wymagajgcym realizacji pewnego
programu genetycznego, nie dziwi fakt, ze w trakcie apoptozy dochodzi do syntezy
RNA i biatek de novo [52, 53]. Nie mozna jednak ignorowac szeregu doniesiefi, w
ktorych wykazano, ze synteza biatek i RNA nie zachodzita podczas apoptozy. Wydaje
sie, ze zalezy to przede wszystkim od typu komorki oraz bodZca wywotujacego
apoptoze. Na przykiad, w tymocytach traktowanych deksametazonem (syntetyczny
glukokortykoid) wystepuje synteza biatek de novo [51], natomiast nie zachodzi w
splenocytach poddanych szokowi termicznemu (4°C) [51].

c. TRANSGLUTAMINAZY

Enzymami, ktérych wzmozong aktywnos¢ obserwuje sie w procesie apoptozy, sg
transglutaminazy komérkowe. Enzymy te odpowiedzialne sg za synteze sieci biatko-
wej, ktéra moze stuzy¢ do ograniczania “wyciekania” macierzy komoérkowej podczas



FIZJOLOGICZNA ROLA APOPTOZY 251

poZniejszych etapow apoptozy i mie¢ udziat w procesie tworzenia sie ciatek apopto-
tycznych [49, 67]. Chociaz aktywacji transglutaminaz nie obserwuje sie we wszy-
stkich komérkach indukowanych do apoptozy, tojednak proces ten jest na tyle czesty,
ze mozna traktowaé go jako jedng z cech charakterystycznych apoptozy.

d. ENDONUKLEAZY

Podczas apoptozy wystepuje fragmentacja DNA na nukleosomy (180-200 par
zasad), co mozna uwidoczni¢ w zelu agarozowym w postaci “drabinki”, tworzacej sie
z migrujacych w polu elektrycznym fragmentéw DNA. Jest to jedna z powszechnigj
stosowanych metod do wykrywania apoptozy. Jednakze fragmentacja DNA wystepu-
je nie we wszystkich komdrkach umierajacych apoptotycznie. Przebieg fragmentacji
DNA mozna podzieli¢ na dwa etapy. Poczatkowo DNA ciete jest na fragmenty o
dtugosci 300-50 tysigca par zasad, ktére mozna wykryé tylko przy zastosowaniu
elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym. Ta degradacja jest juz wystarczajgca
do zniszczenia struktury jadra i $Smierci komorki. Prawdopodobnie za proces ten
odpowiedzialna jest tez topoizomeraza Il. Dopiero w drugim etapie DNA zostaje
pociete na nukleosomy [25, 42, 65, 66].

Fragmentacje DNA katalizujg endonukleazy, enzymy prowadzace do rozerwania
wigzan miedzy nukleosomami. Do tej pory nikomu nie udato sie oczysci¢ i wyizolo-
waé specyficznych endonukleaz odpowiedzalnych za fragmentacje DNA zachodzacg
podczas apoptozy, a by¢ moze bytby to punkt zwrotny w badaniach dotyczacych tego
procesu. Aktywacja endonukleaz wymaga obecnosci jonéw Ca i Mg, natomiast jony
Zn silnie hamuja ten proces [6, 15, 85]. Sikorska i wspotpracownicy [86, 87, 88]
wykazali, ze w przypadku pierwszego etapu fragmentacji DNA do aktywacji endo-
nukleazy wystarcza obecno$é jonow Mg i enzym ten nie jest hamowany przez jony
Zn. Z tymocytow traktowanych deksametazonem wyizolowano biatko NUC-18 prze-
jawiajgce aktywnos¢ DNazy. Biatko tojest syntetyzowane de novo w czasie apoptozy,
ale do jego aktywacji prawdopodobnie potrzebne sgjeszcze inne biatka regulatorowe,
ktore moga by¢ indukowane przez deksametazon. Sekwencja aminokwasowa NUC-
18jest wysoce homologiczna z biatkiem wewnatrzkomdrkowym z rodziny cyklofilin,
wigzacym lek immunosupresyjny - cyklosporyne [66],

Jako potencjalne endonukleazy odpowiedzialne za fragmentacje DNA w apopto-
zie badano rowniez DNaze 1 i Il. Chociaz obydwa typy DNaz sg w stanie w pewnych
warunkach pocig¢ DNA na nukleosomy, to tylko DNaza | potrzebuje do swej
aktywacji dwuwarto$ciowych kationéw, Ca i Mg. Wiadomo réwniez, ze DNazy tna
DNA raczej w regionach pomiedzy oktamerami niz w miejscach restrykcyjnych, na
co wskazuje wzor fragmentacji na odcinki o dtugosci 180-200 par zasad. Interesujace
jest umiejscowienie DNaz na terenie komorki. DNaza | ulokowanajest w przestrzeni
wewnetrznej siateczki endoplazmatycznej, natomiast DNaza Il wystepuje przede
wszystkim w lizosomach, cho¢ réwniez odnalezionojg w samym jadrze [66]. Znanych
jest kilka hipotez opisujacych sposdb uwalniania sie DNazy | z siateczki endopla-
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zmatycznej, tak aby mogta ona przemiescic¢ sie na teren jadra i tam pocia¢é DNA na
fragmenty [66].

Jedna z nich zaklada “rozpuszczenie” blon siateczki endoplazmatycznej, pod
wpltywem wzrostu stezenia wewnatrzkomdrkowego Ca wystepujacego w trakcie
apoptozy, a tym samym zniszczenie otoczki jagdrowej. Uwolnienie enzymu moze
nastgpi¢ réwniez na skutek rozpuszczenia lamin jagdrowych pod wptywem Ca [23,58,
66]. Inna hipoteza zaktada, ze w komdrce wystepuje kompleks DNaza/aktyna. Taki
kompleks wyizolowano np. z komérek L1210. Poniewaz proces wigzania enzymu
przez aktyne wymaga energii pochodzacej z ATP, zmniejszenie sie puli ATP w
komdrce w trakcie apoptozy, mogtoby powodowac odtgczenie DNazy od aktyny i w
konsekwencji degradacje DNA [66].

Fragmentacja DNA jest pierwszym nieodwracalnym etapem $mierci komorek [65,
66]. Uwolnienie duzej ilosSci DNA z umierajacej komdrki moze by¢ potencjalnie
bardzo niebezpieczne. Po pierwsze, w obrebie uwolnionego DNA z komérki, moze
znajdowaé sie fragment wirusowego DNA mogacego transfekowac inne komorki i
prowadzi¢ do transformacji nowotworowej [66,67]. Po drugie, uwolnione fragmenty
chromatyny moga powodowac reakcje autoimmunologiczne [67].

e. MECHANIZMY APOPTOZY

Zardwno apoptoza, jak i nekroza moga by¢ wywotane przez bardzo wiele r6zno-
rodnych czynnikdw, czesto tych samych. O tym czy komoérka ulegnie natychmiasto-
wej destrukcji na drodze nekrozy, czy tez uruchomi program apoptozy, zadecydowac
moze czas ekspozycji nadany czynnik, jego dawka, a takze rodzaj komarki [19, 71].

Programowana $mier¢ komorki wystepuje w wielu tkankach zwierzecych na
roznych poziomach ich rozwoju, zarébwno w embriogenezie, jak i w okresie pouro-
dzeniowym np. w metamorfozie, synaptogenezie, w trakcie delecji klonalnej tymo-
cytow [29]. Chociaz molekularny mechanizm tego zjawiska nie jest znany, mozna
scharakteryzowa¢ go morfologicznie jako apoptoze. Bardzo czesto proces $mierci
komarki przez apoptoze okresla sie mianem samobdjstwa. Uwaza sig, ze samobdjstwo
jest skutecznym mechanizmem usuwania z ustroju niepotrzebnych komoérek. Komor-
ki te mogg by¢ niepotrzebne z wielu r6znych powodow:

1) spetnity juz swojg funkcje na pewnym etapie rozwoju np.ogon u kijanki nie jest
potrzebny zabie [82, 84],

2) niektére komorki potrzebne sg tylko jednej pici, a drugiej zbedne jak np.
przewody Miilerau ssakdw zostajg zachowane tylko u samic [82],

3) w trakcie formowania sie réznych czesci ciata, np. w rozwoju palcdw koriczyn,
umierajg komorki mezenchymy znajdujace sie pomiedzy palcami [71],

4) w ten sposob likwidowane moga byé komérki, ktére zostaty zmutowane badz
uszkodzone zaréwno przez czynniki zewnetrzne, jak i wewnetrzne np. przypadkowe
uszkodzenia komorek w trakcie likwidowania stanu zapalnego. Komorki takie moga
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by¢ potencjalnie niebezpieczne, gdyz na skutek uszkodzerh moga ulec transformaciji
nowotworowej [9].

Sygnaly do rozpoczecia kaskady zdarzen, ktére w rezultacie doprowadzg do
Smierci komarki, moga by¢ bardzo rézne. Co ciekawe, czesto sg one takie same jak
te, ktére prowadzg do proliferacji. Sygnatami tymi moga by¢ takie substancje, jak
hormony lub czynniki wzrostowe, ktérych brak powoduje smier¢ zaleznych od nich
komorek czy tez catych narzadow [53,76]. Hipoteza zaktadajaca, ze komorki wyma-
gaja sygnatu od innych komorek, ktory zapobiegnie wigczeniu sie programu $mierci,
nie jest nowa [20]. Jaka moze by¢ zaleta posiadania przez komorki mechanizmu
zapobiegania ich $mierci przez wysytanie specyficznych sygnatéw od innych komé-
rek? Jedng z nich moze by¢ fakt, ze w prosty sposéb eliminowane sg komérki o
nieprawidtowej lokalizacji, poniewaz nie docierajg do nich wiasciwe sygnaty umozli-
wiajgce im przezycie np. brak biatek kodowanych przez gen Sl uniemozliwia przezy-
cie komorek rozrodczych [78, 81]. Taka zalezno$¢ miedzy komdérkami moze tez by¢
uzyteczna w przypadku regulacji liczby komorek. Tkanka, czy tez narzad, skfadajg
sie z okreslonej liczby komérek i dlatego musi by¢ zachowana réwnowaga pomiedzy
liczbg komorek umierajacych a proliferujgcych. £atwo sobie wyobrazi¢, do czego
mogtby doprowadzié¢ niekontrolowany wzrost czy tez nadmiar komorek umieraja-
cych.

Obecnie znanych jest wiele czynnikéw indukujacych $mieré komorki. Niektore z
nich to: azydek sodu, UV, H20 2,jonofory, substancje niszczace strukture mikrotubul,
inhibitory syntezy biatek, kolchicyna, szok cieplny itp. [82]. W zaleznosci od zasto-
sowanej dawki wiele z tych czynnikdbw moze spowodowaé albo apoptoze, albo
nekroze. Wysokie, tzw. niefizjologiczne stezenia wielu zwigzkéw, sg poprostu bardzo
toksyczne i substancje te zabijajg komdrke natychmiast poprzez nekroze. Mechanizm
dziatania czynnikéw wywotujacych apoptoze zostat szeroko opisany w artykule
Sikory [77].Utrata delikatnej réwnowagi pomiedzy liczbg komorek proliferujgcych i
umierajacych moze stac sie bardzo niebezpieczna dla catego organizmu (hiperplazja,
nowotwory), totez podlega bardzo Scistej regulacji genetycznej. Dotychczas ziden-
tyfikowano wiele genéw, ktore uczestnicza w procesie apoptozy, i co wiecej maja
réwniez znaczenie w proliferacji. Niewatpliwie przemawia to za Scistym zwigzkiem
obydwu tych proceséw. Nalezg do nich geny kodujace miedzy innymi:

- TRPM-2 (testosterone repressed prostatic message-2),

- transglutaminazy tkankowe, \

- polimeraza ( poliADP-rybozy),

- hsp 27 {heat shock protein),

- transferaza glutationu,

- katepsyna D,

- aktywator plazminogenu [56, 73, 77, 90].

U nicienia Cenorabditis elegans zidentyfikowano szereg gendw, ktdre ulegaja
ekspresji w trakcie morfogenezy w komorkach umierajacych:ced-3, ced-4. Natomiast
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ced-9 jest genem, ktérego ekspresje obserwujemy w komorkach, ktére przezywaja
[79].

Do gendw, ktdrych ekspresje obserwuje sie zarowno w proliferacji, jak i apoptozie,
naleza réwniez protoonkogeny c-fos, c-jun i c-myc [38, 57, 62, 63]. Produktami tych
gendw sg czynniki transkrypcyjne, ktére moga wptywaé na indukcje innych genéw
zwigzanych ze $miercig komorki. Na przykiad ekspresja TRPM-2 w prostacie po
kastracji pozostaje pod kontrolg czynnika transkrypcyjnego AP-1, ktéry jest dimerem
ztozonym z biatek kodowanych przez protoonkogeny c-fos i c-jun [21]. Protoonko-
genem, ktérego ekspresja powoduje przezywanie komorek in vitro, nawet po usunie-
ciu czynnikdw wzrostowych, jest protoonkogen bel-2 wykazujacy homologie
funkcjonalng z genem ced-9 [37, 40]. Proporcja produktu biatkowego genu bel-2 do
innego biatka-Bax, decyduje o $mierci badZ zyciu komérki [60,97]. Inng, niedawno
opisang para genow dziatajacych antagonistycznie, podobnie jak Bcl-2/Bax, jest ICEI
erm A [8, 97].

P53 jest genem supresorowym nowotworéw [16, 28, 61, 87], Jego dziatanie
szczegOlnie dobrze mozna zaobserwowa¢ w przypadku pojawienia sie uszkodzen
DNA. Ekspresja tego genu powoduje zatrzymanie podziatdbw komorkowych az do
momentu naprawy uszkodzen. Jezeli jednak uszkodzenia DNA sg zbyt rozlegle,
produkt tego genu indukuje $mier¢ komdrki. Rola p53 w apoptozie jest jednakze
bardziej ztozona i nie mozna powiedzie¢, ze do jego ekspresji dochodzi w kazdej
komorce apoptycznej.

Niektére cytokiny, np. IL-1 (interleukina 1) i TNF-A (tumor necrosis factor)
hamuja apoptoze i sg w stanie zapobiec PCD w monocytach podobnie jak GM-CSF
(granulomacrophage-colonystimulatingfactor) [51]. Spontaniczna apoptozaneutro-
filow i eozynofilow in vitro moze by¢ rowniez modulowana przez mediatory zapale-
nia, tzn. IL-6, IL-3. Z tego powodu wiele czgsteczek, ktore nazywa sie czynnikami
wzrostowymi, mozna tez nazwac czynnikami zapobiegajagcymi Smierci [20, 33].

Genetyczng regulacje apoptozy szerzej oméwiono w artykutach przegladowych
Sikory [76, 77] i Rozynkowej [69].

V. ROLA APOPTOZY W FIZJOLOGII | PATOLOGII
ORGANIZMU

1. SELEKCJA TYMOCYTOW W GRASICY

Grasica jest narzadem ukfadu immunologicznego, w ktérym nastepuje proces
dojrzewania i réznicowania limfocytéw T. Prekursory limfocytéw T, po opuszczeniu
szpiku przedostaja sie do krwi, ktora transportuje je do grasicy. Dojrzewanie limfo-
cytow, ktére gdy rezydujg w grasicy, nazywane sg tymocytami, zachodzi pod wpty-
wem wielu czynnikow, zaréwno takich jak hormony, interleukiny, jak i
bezposredniego kontaktu tymocytdéw z komoérkami nabtonka grasicy. Komérki na-
btonkowe grasicy majg na swojej powierzchni antygeny MHC (major histocompa-
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tibility complex) klasy 1 i I, stanowigce wzorzec dla tymocytéw, na ktérym moga
“nauczy¢ sie” rozpoznawac antygeny wiasnego organizmu [44,74,75]. Dojrzewanie
tymocytow w grasicy jest procesem dwuetapowym ipolega na tzw. selekcji pozytyw-
nej inegatywnej. Selekcji podlegajg tylko te tymocyty, ktére majg na swej powierzchni
receptor TCR (T-cell receptor). TCR jest receptorem, dzieki ktdremu komérka moze
rozpoznac obcy antygen zwigzany z czaseczkg MHC (tzw. rozpoznanie asocjatywne).
Selekcja pozytywna jest procesem eliminujacym tymocyty, ktérych TCR nie wyka-
zuje powinowactwa do czasteczki MHC, a wiec nie jest w stanie rozpoznawac obcych
antygenow [18,64, 80]. Selekcja pozytywna pozwala na przezycie wszystkich tymo-
cytow, ktére zdolne sg do rozpoznania obcego antygenu. Wsrod tych tymocytow
znajduja sie tez takie, ktdre majg bardzo wysokie powinowactwo do czasteczki MHC
i moga potencjalnie wywotac reakcje autoagresji. Te wiasnie tymocyty sg eliminowa-
ne w procesie selekcji negatywnej poprzez delecje klonalng badz klonalng anergie
(unieaktywnienie)[24, 29, 59]. Eliminacja tymocytéw nieprawidtowych, tzn. nie-
rozpoznajacych obcych antygendw i ze zbyt wysokim powinowactwem do wiasnego
MHC zachodzi przez apoptoze. Na obwdd przedostaje sie jedynie niewielka czesé
limfocytow T: 1-5% z catkowitej liczby tymocytéw dojrzewajacych w grasicy. Ta
niewielka czes¢ tymocytéw, ktora zostaje zachowana i dalej proliferuje rozpoznaje
wiasne antygeny MHC, ale reaguje z nim tylko w przypadku jednoczesnego rozpo-
znania z obcym antygenem (asocjatywne rozpoznanie antygenu).

W trakcie poszczegélnych etapéw dojrzewania tymocytéw nastepuje zmiana re-
ceptoréw na ich powierzchni. Ostatecznie tymocyty po przejsciu z grasicy na obwaéd
dzieta sie na dwie podstawowe subpopulacje: limfocyty pomocnicze (z receptorem
CD4+) oraz limfocyty cytotoksyczne i supresorowe (z receptorem CD8+).

W trakcie dojrzewania limfocytéw w grasicy powstajg nie tylko klony komorek
wykazujace reaktywnos$é w stosunku do wiasnych tkanek, ale réwniez takie, ktore
majg na swojej powierzchni receptory CD4+ ijednoczesnie CD8+ lub przeciwnie nie
majg zadnego z nich. Nieprawidtowe komorki sg usuwane w procesie apoptozy, zanim
przedostang sie na obwdd. Chociaz nalezy zaznaczy¢, ze u 0s6b zdrowych jest pewien
procent limfocytdw T podwojnie pozytywnych, tzn. takich, na ktérych powierzchni
sg zarowno receptory CD4+ i CD8+. Indukcja apoptozy moze zachodzi¢ poprzez
stymulacje receptora TCR/CD3 [38]. Nie bez znaczenia dla selekcji pozytywnej jest
réwniez ekspresja genu bel-2 w przezywajacych komoérkach. Zauwazono bowiem, ze
dojrzate limfocyty T, w ktérych wystepowala ekspresja bel-2, nie tylko przezywaty
dtuzej w hodowli, ale rowniez odpowiadaty intensywniej na antygen [1,4, 5,41,45].

2. APOPTOZA KOMOREK NERWOWYCH

W uktadzie nerwowym, podobnie jak w innych narzadach, $mier¢ komorek jest
waznym aspektem zycia. We wczesnym rozwoju embrionalnym wystepuje nadmiar
neurondw, dlatego tez znaczna ich cze$¢ umiera. Na przyktad, w procesie tworzenia
sie rzezby mozgu, 50% neurondw umiera, zanim zakonczy sie rozwoj embrionalny
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[7, 14, 43]. Piec lat temu wykazano, po raz pierwszy ze $Smier¢ neuronéw mozna
scharakteryzowa¢ jako apoptoze. Jednakze, tak naprawde do dzisiejszego dnia nie
bardzo wiadomo, dlaczego ta a nie inna komorka umarta i czym réznita sie od tej,
ktora przezyta. By¢ moze ma tu pewne znaczenie dostepno$é do czynnikéw wzrosto-
wych. Wiadomo bowiem, Ze rozwijajgce sig i rosngce neurony potrzebujg czynnika
wzrostowego zwanego NGF (nerve growth factor), ktory jest syntetyzowany w
docelowych tkankach [14,68]. Niekt6re neurony te, ktére w swoim Srodowisku majg
wystarczajacg ilos¢ NGF - przezywaja, natomiast te, ktére majg go za mato lub nie
sg naniego wystarczajaco wrazliwe - umierajg [7]. Niedawno wykazano, ze ekspresja
genu bel-2 moze zapobiega¢ $Smierci komérek nerwowych indukowanej niedoborem
NGF. Rowniez w trakcie tworzenia sie sieci potgczen synaptycznych czes¢ komoérek
nerwowych pozostaje poza jej obrebem i te komorki réwniez ulegajg apoptozie [7,
10].

W przypadku choréb, w ktérych wystepuja objawy demencji, takich jak choroba
Parkinsona czy Alzheimera, nastepuje znaczny ubytek tkanki nerwowej, zwtaszcza w
pewnych strukturach, takich jak hipokamp. Wydaje sie, ze za ten proces odpowie-
dzialnajest rowniez Smier¢ komorek poprzez apotoze [9].

3. APOPTOZA KOMOREK W EMBRIOGENEZIE

Podczas normalnego rozwoju embrionalnego cze$¢ komorek ulega apoptozie.
Zjawisko to jest bardzo istotne, poniewaz na bardzo wczesnych etapach embrioge-
nezy komorki przemieszczaja sie i roznicuja. U zarodkdw ssakow w trakcie ksztatto-
wania sie drog piciowych, u obydwu pici wytwarzajg sie zaréwno przewody Miilera
(pozniejsze jajowody), jak i przewody Wolfa (nasieniowody). Na skutek lokalnych
oddziatywan z odpowiednig gonadg te, ktdre nie sg wiasciwe dla niej (gonady),
zanikajg-ulegaja apoptozie. Co ciekawe, jezeli wytniemy gonady, zawsze zachowajg
sie przewody Miilera. Na podstawie takiego doswiadczenia mozemy wnioskowac, ze
rozwoj tych przewoddw nie wymaga dodatkowego bodzca [81].

Innym spektakularnym przyktadem wystepowania zjawiska apoptozy w embrio-
geneziejest obumieranie komorek mezenchy my z paletki reki, wtrakcie ksztattowania
sie palcow [81, 95].

4. APOPTOZA W AIDS

AIDS (acquired immunodeficiency syndrom) jest to zesp6t wtdrnego niedoboru
odpornosci wywotany wirusem HIV. Znanych jest wiele hipotez prébujacych wyjas-
ni¢ patogeneze AIDS.

Jedng z nich jest hipoteza zaktadajaca, ze wigekszo$¢ immunologicznych i nieim-
munologicznych zaburzen wystepujacych u chorych na AIDS, wigczajac w to atrofie
mozgu i demencje starcza, moze by¢ zwigzana z aktywacjg apoptozy komérek CD4+
[34,98]. Chociaz nie majednoznacznosci co do mechanizmu przekazywania sygnatu
do apoptozy limfocytéw przez wirusa HIV, bierze sie pod uwage kilka mozliwosci:
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1. Uwalnianie si¢ z powierzchni wirionéw i komorek, w ktérych wirus ulega
replikacji, glikoproteiny gpl20, i pojawianie sie jej na powierzchni komorek niezaka-
zonych. Glikoproteina gpl20 moze wigzac sie z CD4+, a nastepnie po internalizacji
i potaczeniu sie z MHC Kklasy Il jest prezentowana na powierzchni komérek. Limfo-
cyty te stajg sie obiektem ataku swoistych limfocytow cytotoksycznych lub ulegajg
eliminacji w reakcji ADCC (cytotoksyczno$¢ zalezna od przeciwciat). Mechanizm
faczenia gpl20 z CD4+ nie wyjasnia jednak wystepowania apoptozy obserwowanej
w komorkach CD8+, ktdra ma miejsce u oséb chorych na AIDS. Niewykluczone, ze
apoptoza tych komorek zachodzi pod wptywem takich cytokin, jak TNF(tumor
necrosis factor) czy TGF-R (transforming growth factor - R). Zaobserwowano
bowiem zwiekszong ich produkcje przez makrofagi krwi obwodowej osob zainfeko-
wanych [17, 34, 35].

2. Pewne fragmenty biatka gpl20 i gp4l wykazujg podobienstwo budowy do
czasteczki MHC. Tak wiec limfocyty majgce epitopy wirusa moga zosta¢ rozpoznane
jako komorki obce i zniszczone [3, 54, 55].

3. Biatko HIV ma wiasciwosci superantygenu, ktéry po zwigzaniu z taricuchem 8
TCR wywotuje aktywacje i Smier¢ komorki [54, 55, 59].

5. APOPTOZA KOMOREK TKANEK HORMONOZALEZNYCH

a. METAMORFOZA

Podczas metamorfozy ptazéw i owadow, zaobserwowano komérki wykazujace
pewne cechy charakteryzujgce komorki apoptotyczne. Poniewaz czes¢ tych badan
prowadzono w latach, kiedy zjawisko apoptozy byto jeszcze zupetnie nieznane,
obserwacje te interpretowano bardzo r6znie. W wigkszosci przypadkdéw jako nekroze,
ktora byta wowczas jedynym znanym sposobem $mierci komorki [47, 71].

Miesnie larw owaddw wystepujace pomiedzy segmentami brzusznymi wykazuja
funkcje lokomocyjna. Po przeobrazeniu w posta¢ dorostg miesnie te w dwéch pier-
wszych i dwdch ostatnich segmentach (brzusznych) umieraja, poniewaz nie petnigjuz
zadnej funkcji u osobnikéw dorostych. Natomiast w pozostatych czterech segmentach
zostajg zachowane [47, 71]. Komorki tych miesni umierajag po 36 godzinach od
pojawienia sie postaci dorostej na skutek obnizenia sie poziomu 20-hydroksyekdyzo-
nu [71]. Podobne zjawisko masowego umierania komdrek obserwujemy w ogonie
kijanek podczas jej przeobrazania w dorostg posta¢ zaby, ktore jest indukowane
hormonami tyroidowymi [71, 82, 83, 84].

b. ATROFIA

Atrofia w tkankach hormono-zaleznych, wystepujgca na skutek obnizenia sie
poziomu hormonéw tropowych we krwi, byta znana dawniej jako zmniejszenie sie
wielkosci komérek [78, 82]. Obecnie uwaza sig, ze komorki nie zmieniajg swojej
wielkosci, lecz cze$¢ ich umiera poprzez apoptoze [82]. | tak, apoptoze komdrek
obserwowano w korze nadnerczy szczura po usunieciu przysadki mézgowej oraz w
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gruczole krokowym szczura po jego kastracji. Smieré komérek obserwowana w
gruczole krokowym zachodzi wytgcznie w czeéci nabtonka hormono-zaleznego.
Stanowig one ok. 80% catkowitej liczby komérek obecnych w dolnym placie prostaty
i 0k.70% z nich umiera w ciggu 7 dni po kastracji [82,83]. W umierajacych komorkach
wystepuje ekspresja specyficznych gendw, tj. TRPM-2 (testosterone repressed pro-
static message-2), TGF-B, kalmoduliny, S-transferazy glutationu. Innymi genami,
ktdrych ekspresja rowniez pojawia sie w tym okresie, sg c-myc, Ha-ras, ale nie sg one
specyficzne dla proceséw apoptozy. Ich ekspresje obserwuje sie rowniez w czasie
proliferacji [2, 12, 82].

Przyktad programowanej $mierci indukowanej réwniez brakiem odpowiedniego
hormonu stanowi regresja gruczotu mlecznego po zakonczeniu laktacji (spadek
poziomu prolaktyny) i zanikanie oocytow (ktére nie zdotaty dojrze¢ podczas cyklu
miesiecznego) rozpoczynajace sie od apoptozy komorek ziarnistych, ktére sg hormo-
no-zalezne [82].

Doktadne poznanie mechanizmu $mierci komoérkowej w tkankach, w ktdrych
powodowane jest to okreslonym poziomem hormonow, jest istotne z punktu widzenia
mozliwosci leczenia drogg hormonalng wielu nowotwordéw hormono-zaleznych gru-
czotow, tj. raka piersi czy raka prostaty [82].

O ile jestesmy sobie w stanie wyobrazi¢, ze rak prostaty wywotany jest przez
nadmierng proliferacje komorek androgeno-zaleznych i wystarczy pozbawié te ko-
morki doptywu hormonu, aby spowodowac ich Smier¢, to w przypadku raka komarek
prostaty hormono-niezaleznych sytuacja nie jest juz tak prosta. Ostatnio z powodze-
niem udato sie wywota¢ apoptoze w tych komdrkach przez zastosowanie miejscowe
tapsigarginy, ktéra hamuje w siateczce $rddplazmatycznej aktywnos¢ pompy ATP-
azowej zaleznej od wapnia [82].

Apoptoza moze rowniez wystapi¢ na skutek nadmiernej stymulacji hormonalnej,
np. nadmiar progesteronu stymuluje u chomika zanik endometrium, podobnie jak
hormony glukokortykoidowe u wielu gatunkdw powodujg atrofie tkanki limfoidalnej
[9, 82,51].

6. APOPTOZA KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Komorki nowotworowe, podobnie jak wiele typow komérek prawidtowych, ule-
gajg apoptozie zaréwno spontanicznej, jak tez indukowanej wieloma czynnikami
stosowanymi w terapii przeciwnowotworowej [27,31,51,89,92,93,94]. Zauwazono
jednakze, ze bardzo czesto podatnos$¢ komérek niektorych typdw nowotwordw na leki
przeciwnowotworowe zalezy od ich podatnosci na indukcje apoptozy.

Bardzo czesto o podatnosci komérek nowotworowych na apoptoze, indukowang
czynnikami uszkadzajgcymi DNA, decyduje obecnos¢ w nich niezmutowanej formy
genu p53 [48]. W komorkach, w ktorych obserwuje sie delecje tego genu supresora
nowotworu badz tez zostat on eksperymentalnie zablokowany, nie udato sie wyindu-
kowaé apoptozy promieniowaniem jonizujacym [16, 22, 27]. Podatno$¢ komdrek
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nowotworowych na umieranie przez apoptoze wg Darzynkiewicza moze zaleze¢ od
fazy cyklu komorkowego, w ktorej zastosowano lek. Niektore leki preferencyjnie
zabijaja komorki w fazie GO, inne, np. UV, w fazie G2 [11, 30, 32, 46, 72], Tak wiec
wiedza dotyczaca mechanizmu apoptozy komdrek nowotworowych moze by¢ réw-
niez przydatna w stosowanej terapii przeciwnowotworowe;j.

UWAGI KONCOWE

W ostatnich latach coraz bardziej staje sie widoczne, ze szlaki komérkowe prowa-
dzace do apoptozy, proliferacji, jak i réznicowania zawierajg wiele elementow
wspolnych. Niewykluczone, ze stanowig czes¢ tego samego mechanizmu, pozostaje
“tylko” znalezienie miejsc na tym szlaku, w ktérych zapada decyzja o by¢ albo nie
by¢ komarki.

A jednoczes$nie program $mierci uruchamiany w komaorce wydaje sie by¢ specyfi-
czny tkankowo, a niejeden dla wszystkich komorek.

Praca sponsorowana z grantu KBN nr 6 P20703707.
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Streszczenie. ADP-rybozylacja jest jednym z wazniejszych proceséw, dzieki ktdremu zyjacy organizm
moze modyfikowa¢ swoje struktury biatkowe i ich funkcje. Reakcje ADP-rybozylacji polegajg na
przeniesieniu reszty ADP-rybozy, ktérej donorem jest NAD (dinukleotyd nikotynamidoadeninowy) na
biatka akceptorowe, takie jak np. histony, enzymy, biatka G. Reakcje te zachodzg przy udziale tej samej
klasy transferaz: syntazy poli-ADP-rybozy oraz mono-ADP-rybozylotransferazy. Proces poli-ADP-ry-
bozylacji powoduje modyfikacje biatek jadrowych i DNA, podczas gdy proces mono-ADP-rybozylacji
modyfikuje pozajadrowe biatka komorki. Proces ADP-rybozylacji reguluje funkcje szeregu biatek
enzymatycznych oraz jest wigczony w szereg proceséw biologicznych, w tym w procesy uczenia i
pamieci.

Stowa kluczowe: syntaza poli-ADP-rybozy, mono-ADP-rybozylotransferazy, biatka G, tlenek azotu.

Summary. ADP-ribosylation is a one of more important processes due to a living organism can modify
protein structure and function. ADP-ribosylation is a covalent post-translational protein modification in
which the ADP-ribose moiety of NAD is transferred to individual substrates (i.e. histones, different
enzymes or G-proteins). This reaction is catalyzed by enzymes: poly-ADP-ribose synthase and mono-
ADP-ribosyltransferase. Poli-ADP-ribosylation is responsible for modification of DNA and other
nuclear proteins. Mono-ADP-ribosylation is involved in many biological processes, i.e. learning and
Memory processes.

Key words: poli-ADP-ribose synthase, mono-ADP-ribosyltransferase, G protein, nitric oxide.
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Reakcje ADP-rybozylacji polegajg na przeniesieniu reszty ADP-rybozy z dinu-
kleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD) na specyficzne biatka akceptorowe ko-
marki (rys. 1). Latwosc¢ tego procesu wynika z charakteru wigzania N-glikozydowego
w NAD, ktére jest wigzaniem o wysokim potencjale transferu o wartosci energetycz-
nej poréwnywalnej z wigzaniem bezwodnikowym ATP. Reakcje ADP-rybozylacji
dzielimy ogélnie na reakcje poli- i mono-ADP-rybozylacji, w zalezno$ci od ilosci
reszt ADP-rybozy przytgczanych do biatka oraz chemicznej natury wigzania ADP-
ryboza-biatko, a takze na rekcje enzymatyczne i nieenzymatyczne.

Rys. 1 Schemat ogolny reakcji ADP-rybozylacji, przeniesienie reszty ADP-rybozy na biatko, katalizo-
wane przez odpowiednig ADP-rybozylotransferaze, zachodzi z rozerwaniem wigzania N-glikozydowego
w NAD, ktére umownie zaznaczono linig przerywang; w wyniku reakcji powstaje ADP-rybozylowane

POLI-ADP-RYBOZYLACJA

Ponad 95% reakcji poli-ADP-rybozylacji zachodzi w jadrze komérkowym [24],
Reakcje te sg katalizowane przez enzym, zwany syntazg lub inaczej polimerazg
poli-ADP-rybozy (tab. 1). Jego masa czgsteczkowa wynosi 110-130 kDa, pl 9-10, a
jego aktywnosc¢ zalezy catkowicie od obecnosci DNA, wielowartosciowych kationoéw
(np. Mg2+, histonéw i poliamin), zwigzkéw majgcych wiasciwosci redukujace wig-
zanie siarczkowe oraz od obecnosci glikohydrolaz NAD. Syntaza poli-ADP-rybozy
posiada trzy funkcjonalne domeny: dla wigzania substratu, auto-ADP-rybozylacji
orazwigzaniaz DNA. Znanymi inhibitorami tej syntazy sa amid kwasu nikotynowego,
amid kwasu benzoesowego oraz ich pochodne. Mechanizm przytgczenia ADP-rybozy
w reakcji poli-ADP-rybozylacji przebiega z wytworzeniem wigzania estrowego,
O-glikozydowego (rys. 2). Do biatka przytgczane moze by¢ okoto 100 jednostek
ADP-rybozy, miedzy innymi réwniez do samego enzymu [24]. Stwierdzono, ze
syntaza poli-ADP-rybozy moze by¢ auto-ADP-rybozylowana w procesie zaleznym
od tlenku azotu [27]. Etanol stosowany przewlekle powoduje wzrost aktywnosci
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TABELA 1 Reakcja poli-ADP-rybozylacji
Enzymy Substraty

biatko aminokwas

Enzymy jadrowe

Syntaza poli-ADP-rybozy histon H1 glutaminian
Mg2+, Ca2+-zalezne nieznany
endonukleazy
syntaza poli-ADP-rybozy nieznany
polimerazy RNA nieznany

procesu poli-ADP-rybozylacji[17]. Nadmierny wzrost aktywnosci tego procesu moze
odgrywac istotng role w degeneracji i obumieraniu neuronéw w osrodkowym ukita-
dzie nerwowym.

MONO-ADP-RYBOZYLACJA

Mono-ADP-rybozylacja jest procesem przebiegajagcym poza jadrem komdrko-
wym. Reakcje mono-ADP-rybozylacji dzielimy na: nieenzymatyczne i enzymaty-
czne. Procesy mono-ADP-rybozylacji zachodzg =z utworzeniem wigzania
N-glikozydowego na bocznym tancuchu niektérych aminokwaséw (rys. 2) [24] i w
zalezno$ci od rodzaju aminokwasu moznaje podzieli¢ na:

1) specyficzne dla diftamidu (pochodna histydyny),

2) specyficzne dla lizyny,

3) specyficzne dla asparaginy,

4) specyficzne dla argininy (tab. 2).

Proces mono-ADP-rybozylacji jest kontrolowany przez specyficzne enzymy zwa-
ne mono-ADP-rybozylotransferazami. Wiele z nich zostato wyizolowanych i oczy-
szczonych z tkanek zwierzecych i pomimo przynaleznosci do jednej rodziny
enzymow, rdznig sie one miedzy sobg wiasnosciami kinetycznymi, fizycznymi i
regulacyjnymi, a takze lokalizacjg wewnatrzkomérkowa.

W schorzeniach wywotanych przez mono-ADP-rybozylotransferazy, takie jak
egzotoksyny dyfterytu, krztuscca i cholery, obserwowany jest nadmierny wzrost
aktywnosci procesu ADP-rybozylaciji.

MONO-ADP-RYBOZYLACJA NIEENZYMATYCZNA

Mono-ADP-rybozylacja specyficzna dla lizyny

Reakcje mono-ADP-rybozylacji wykorzystujace lizyne jako substrat majg chara-
kter nieenzymatyczny, za$ produktami sg addukty ADP-ryboza-biatko (tzw. zasady
Shiffa). W warunkach wzmozonej aktywnosci glikohydrolazy NAD, ktéra produkuje
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Rys. 2. Substraty wykorzystywane w reakcjach poli- i mono-ADP-rybozylacji, pozycje w ktérych na-
stepuje przykaczenie czasteczki ADP-rybozy do odpowiedniej reszty aminokwasowej biatka
zaznaczono strzatka

ADP-ryboze w btonach mitochondrialnych i trwale modyfikuje lub ogranicza aktyw-
no$¢ mitochondrialnej polimerazy DNA, tworzenie si¢ tych adduktéw moze odgry-
wac istotng role w modyfikacji biatek mitochondrialnych [24].
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TABELA 2. Reakcje mono-ADP-rybozylacji
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Enzymy Substraty
biatko aminokwas
Egzogenne
Toksyna dyfterytu Czynnik elongacyjny EF-2 Diftamid
Pseudomonas aeruginosa (Toksyna A) Czynnik elongacyjny EF-2 Diftamid
Toksyna cholery Biatko Gt Arginina
Biatko Gs Arginina
Toksyna krztusca Biatko Gi Asparagina
Biatko GO Asparagina
Biatko Gt Asparagina
Endogenne (u ssakdw)
Cytozolowa ADP-rybozylotransferaza Biatko Gt Diftamid
Komorkowa ADP-rybozylotransferaza Czynnik elongacyjny EF2 Diftamid
Cytozolowa ADP-rybozylotransferaza rho Asparagina
Btonowa ADP-rybozylotransferaza Biatko Gsi inne biatka Arginina

Mitochondrialna
ADP-rybozylotransferaza

Biatka wewnetrznej btony mitochondrium Arginina

Mono-ADP-rybozylacja enzymatyczna

Mono-ADP-rybozylacja specyficzna dla diftamidu

Reakcje mono-ADP-rybozylacji specyficzne dla diftamidu sg katalizowane toksy-
ng dyfterytu, egzotoksyng A oraz endogenng ADP-rybozylotransferazg wystepujaca
gtéwnie w cytozolu. Powyzsze enzymy katalizujg reakcje rybozylacji czynnika elon-
gacji EF-2 (ang. elongation factor 2), odpowiedzialnego za wydtuzanie tancucha
polipeptydowego w rybosomach komorek eukariotycznych [24].

Mono ADP-rybozylacja specyficzna dla asparaginy

Toksyna krztusca posiadajgca aktywnos¢ ADP-rybozylotransferazy specyficzng
dla asparaginy jest biatkiem sktadajgcym sie z kilku podjednostek, z ktérych najwie-
ksza SI ma aktywnos$¢ enzymatyczng, a pozostate podjednostki petnig funkcje tacz-
nikatoksyny z btong komérkowa [19]. Reakcje mono-ADP-rybozylacji, katalizowane
przez toksyne krztusca zachodza na podjednostce biatka G, w wyniku czego nastepuje
dysocjacja biatka G od receptora, a dalszg tego konsekwencja jest inhibicja uktadu
efektorowego. W rezultacie reakcja tego typu moze by¢ odpowiedzialna za wytgcza-
nie sygnatu receptorowego zwigzanego z aktywacja cyklazy adenytanowej [6,11,19].
Dzieki temu toksyna krztusca jest bardzo dobrym narzedziem badawczym stuzacym
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do identyfikacji biatek G, biorgcych udziat w procesach transdukcji sygnatu. Katali-
zuje ona reakcje mono-ADP-rybozylacji takich biatek G, jak:

- biatko Gt (tzw. transducyna), ktdre jest zwiazane z degradacja cyklicznego GMP
wskutek aktywacji fosfodiesterazy cGMP sprzezonej z fotoreceptorami [21,25];

- biatko Gj, ktore jest zwigzane z inhibicjg aktywnosci cyklazy adenylanowej i
hamuje synteze cyklicznego AMP w btonie, endosomach, ciatkach Golgiego i w
jadrze [20, 21,22];

- biatko GO, ktére jest zwigzane z receptorowo-zalezng regulacjg niektérych
kanatéw jonowych [6,20,21] ;

- biatko Gp (dotychczas niezidentyfikowane), ktore jest zwiazane z aktywacjg
fosfolipazy C i produkcjg inozytolotrisfosforanu, uwalniajgcego wapn z retikulum
endoplazmatycznego komorki, oraz produkcja diacyloglicerolu, bedacego endogen-
nym aktywatorem kinazy biatkowej C [6].

Mono ADP-rybozylacja specyficzna dla argininy

Znane enzymy katalizujace reakcje mono-ADP-rybozylacji specyficzne dla argi-
niny, to: biatka kodowane fagowo (phage-encoded proteins), toksyna cholery i
niektore endogenne ADP-rybozylotransferazy [19,23,24]. Podobnie jak toksyna
krztusca, toksynacholery znajduje zastosowanie do badania funkcji biatek G. Toksyna
cholery, posiadajaca wiasnosci mono-ADP-rybozylotransferazy, zbudowana jest z
dwdch fragmentdéw tancuchowych, A i B, potaczonych ze sobg wigzaniem siarczko-
wym. Najpierw fragment B wigze si¢ do specyficznych glikoproteinowych recepto-
réow w btonie komérki, a nastepnie fragment A, ktdry posiada aktywnos$c
enzymatyczng, przechodzi do jej wnetrza [11]. Toksyna cholery katalizuje reakcje
mono-ADP-rybozylacji podjednostki a biatka Gs zwigzanego z aktywacja, np.
cyklazy adenylanowej (reakcja ta wymaga obecnosci GTP i Mg2+) [23,24] oraz
podjednostki biatka Gt, zwigzanego z aktywacjg fosfodiesterazy cGMP [6]. W
wyniku przeniesienia ADP-rybozy z NAD na podjednostke a biatek Gs, nastepuje
permanentna stymulacja zaleznych od biatek Gsuktadéw efektorowych. Taka mody-
fikacja biatka Gswystepuje w przypadku aktywacji cyklazy adenylanowej [24].

Wszystkie powyzsze reakcje mono-ADP-rybozylacji, katalizowane przez omoé-
wione toksyny, moga by¢ odpowiedzialne za zmiane specyficznych reakcji bioche-
micznych.

Reakcje ADP-rybozylacji moga by¢ katalizowane nie tylko egzogennymi czynni-
kami, takimi jak: toksyny dyfterytu, krztusca czy cholery, lecz réwniez endogennymi
mono-ADP-rybozylotransferazami, ktore sg szeroko rozpowszechnione w wiekszosci
komorek, a szczego6lnie w komorkach nerwowych. Proces mono-ADP-rybozylacji
odgrywa fundamentalng role w utrzymywaniu prawidtowej struktury bton neuronal-
nych. Biatka cytoszkieletu, jak tubulina, majgca znaczenie we wzroscie aksonow i
dendrytow, czy aktyna, zwigzana z budowag receptoréw, jak réwniez biatko GAP-43,
btonowa fosfoproteina Scisle zwigzana z aktyna w btonie neuronalnej, sg substratami
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dlaendogennych ADP-rybozy lotransferaz [18]. Mono- ADP-rybozylacjajest waznym
czynnikiem modyfikujagcym proces przekaznictwa informacji w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym, poprzez regulacje funkcji biatek G oraz sugerowanego udziatu tych
enzymow w uwalnianiu neurotransmiteréw [7].

Wykryto, ze proces endogennej mono-ADP-rybozylacji zachodzi zaréwno w
btonach, jak i cytozolu. R6znice w rozpowszechnieniu tych proceséw w réznych
czesciach mozgu moga by¢ wynikiem zr6znicowanego poziomu wystepowania bia-
tek, ktdre sg substratami w reakcjach ADP-rybozylacji lub réznej ilosci ADP-rybo-
zylotransferaz i wymaganych kofaktoréw do ich aktywacji [8,27]. Najwyzsza
aktywnos¢ procesow mono-ADP-rybozylacji stwierdzono w hipokampie, podwzgé-
rzu i korze mézgu, mniejsza w $rodmozgowiu i neostriatum, a najnizsza w mézdzku
[8].

Enzymy endogenne sg wrazliwe na obecno$¢ jonéw niektoérych metali ciezkich,
takich jak np. rte¢ [18]. W zaleznosci od specyficznosci substratowej enzymu wyroz-
niamy endogenne mono-ADP-rybozylotransferazy, specyficzne dla diftamidu, argi-
niny, asparaginy i cysteiny [24].

ZNACZENIE BIOLOGICZNE PROCESU ADP-RYBOZYLACJI
W KOMORKACH EUKARIOTYCZNYCH

Znaczenie biologiczne procesu poli-ADP-rybozylacji jest mato poznane. Stwier-
dzono natomiast, ze reakcje poli-ADP-rybozylacji biorg udziat w kontroli syntezy
biatek na poziomie chromosoméw. Odgrywaja one istotng role w metabolizmie NAD,
w procesie podziatu mitotycznego i réznicowania komorek, w regulacji fosforylacji
biatek histonowych oraz w kondensacji i dekondensacji chromatyny w cyklu komor-
kowym [24]. Jednym z metabolitow NAD, ostatnio odkrytym, jest cykliczna ADP-
ryboza, ktérajestendogennym czynnikiem uwalniajagcym wapn z mikrosoméw i moze
by¢ brana pod uwage jako nowy przekaznik drugiego rzedu [11]. Uwaza sig, ze szereg
uszkodzen taricucha DNA wraz ze spadkiem poziomu komdrkowego NAD nastepuje
w wyniku aktywacji proceséw poli-ADP-rybozylacji.

Proces mono-ADP-rybozylacji jest odpowiedzialny za modyfikacje szeregu pro-
cesow biologicznych zachodzacych w komérkach. ADP-rybozylacja biatek wewne-
trznej btony mitochondrialnej moze powodowa¢ nieodwracalne utlenienie
nukleotyddw pirymidynowych oraz ich hydrolize. W konsekwencji tych procesow
moze dochodzi¢ do zaburzenia funkcji mitochondriéw, w tym takze funkcji “buforo-
wej” polegajacej na wychwytywaniu jondw wapnia z cytozolu komérki [24]. Mono-
ADP-rybozylacjareszty diftamidowej biatka EF-2 powoduje inhibicje syntezy biatek.
Synteza biatek jest podstawowym procesem w fizjologii komorki i z tego powodu
kontrola aktywnosci procesu ADP-rybozylacji przez endogenne inhibitory, takie jak
np. histamina, jest jednym z mechanizmoéw regulacji syntezy biatek poprzez czynnik
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EF-2 [14,23]. ADP-rybozylacja tubuliny czy aktyny powoduje zahamowanie polime-
ryzacji mikrotubul i mikrofilamentéw oraz zwieksza proces depolimeryzacji tych
biatek. Zmiany metabolizmu powyzszych biatek moga by¢ przyczyng zwidknienia
neurofibrylamego w mdzgu, procesu charakterystycznego dla choroby Alzheimera
[18]. Endogenna mono-ADP-rybozylacja biatek G moze regulowaé przekazywanie
sygnatu receptorowego zwigzanego z aktywacjg cyklazy adenylanowej, fosfolipaz
oraz kanatow jonowych. Przyktadowo mono-ADP-rybozylacja biatek Gj, przez spe-
cyficznadlacysteiny rybozylotransferaze, zmniejsza wywotang dziataniem norepine-
fryny inhibicje aktywnosci cyklazy adenylanowej w btonach ptytek krwi [6,11,19,24].
Na podstawie badan nad wptywem kortykosteronu na proces ADP-rybozylacji stwier-
dzono, ze ten endogennie zachodzgcy proces moze by¢ modyfikowany przez hormony
sterydowe [8].

Stwierdzono, ze czynnikiem endogennie aktywujgcym reakcje ADP-rybozylacji w
neuronach jest tlenek azotu (NO) [1,2,3,4,5,9]. Jak wiadomo, NO uwalnia sie w
warunkach fizjologicznych z argininy, wskutek dziatania syntazy tlenku azotu, enzy-
mu stymulowanego przez wapn, jak réwniez aktywowanego w wyniku pobudzenia
niektorych receptordéw, miedzy innymi z uktadu glutamatergicznego, typu NMDA [4].
Syntaza tlenku azotu wystepuje w neuronach i komorkach glejowych oraz w komar-
kach $rédbtonka naczyn. Tlenek azotu, uwolniony wskutek stymulacji receptoréw
NMDA, moze aktywowaé szereg dalszych proceséw, takich jak np. procesy wolno-
rodnikowe, wzrost aktywnosci cyklazy guanylowej, procesy S-nitrozylacji oraz jak
juz wspomniano aktywacje procesu endogennej mono-ADP-rybozylacji. Mono-
ADP-rybozylacjastymulowanaprzez NOjest niezaleznaod cGMP [1,4,8]. Wykazano
istnienie trzech réznych form mono-ADP-rybozy lotransferaz, pobudzanych przez NO
w cytozolu. Wydaje sie, ze mechanizm aktywacji tych rybozylotransferaz przez NO
wymaga interakcji z grupami tiolowymi enzymu [3,5].

Tlenek azotu jako wolny rodnik, aktywujac syntaze poli-ADP-rybozy, obniza
zapasy energetyczne komdrki. Proces ten wymaga wysokoenergetycznego ATP, co
moze doprowadzaé do zaburzen energetycznych oraz istotnych zmian w materiale
jadrowym komorki. W neuronach hipokampa wykazano, ze uszkodzenie DNA,
wywotane dziataniem NO, moze by¢é w wystarczajgcym stopniu eliminowane po-
przez zastosowanie inhibitoréw poli-ADP-rybozylacji [25]. Na podstawie badan z
uzyciem inhibitoréw zaréwno syntazy tlenku azotu, jak i procesu poli-ADP-rybozy-
lacji stwierdzono, ze reakcje poli-ADP-rybozylacji, zalezne od NO, odgrywaja role
w procesie ekscytotoksycznego uszkodzenia neuronéw. W wyniku pobudzenia tych
reakcji nastepuja réwniez inne uszkodzenia, jak np. immunologiczne uszkodzenia
komorek R trzustki [25].

Tlenek azotu pobudza selektywna ADP-rybozylacje szeregu bialek, a najlepiej
poznano nastepujace z nich:

- biatko cytozolowe o masie 39 kDa, ktore jest dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo-
glicerynowego (GAPDH), enzymu cyklu glikolitycznego, ktdry katalizuje reakcje
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przemiany aldehydu 3-fosfoglicerynowego w 1,3-difosfoglicerynian. W wyniku ry-
bozylacji tego enzymu, nastepuje inhibicjajego aktywnosci [1,2,5,9,13] oraz zmiana
stanu energetycznego komorki, co moze uposledza¢ np. prawidtowg prace serca i
mozgu, dla ktérych proces glikolizy ma szczeg6lne znaczenie. Poza tym sugeruje sie,
ze w wyniku ADP-rybozylacji tego enzymu zaburzona jest jego rola w procesach
odpowiedzialnych za naprawe uszkodzerh DNA.

- biatko o0 masie 47 kDa, ktére jest podjednostka biatka Gs. W konsekwencji
procesu ADP-rybozylacji tego biatka ma miejsce inhibicja aktywno$ci GTP-azy i
hydrolizy GTP [27].

- biatko o masie 50 kDa, ktore jest biatkiem charakterystycznym dla procesu
wzrostu komérki (GAP-43/B50), zwane takze neuromodulina, ktdre bierze udziat w
regulacji uwalniania neurotransmiteréw oraz wystepuje w duzym stezeniu podczas
procesu wzrostu i regeneracji komorek nerwowych. Ufosforylowana forma tego
biatka gromadzi sie w neurytach [8,9,18].

- biatko 0o masie 110 kDa, ktérego proces ADP-rybozylacji jest obserwowany we
wczesnym stadium rozwoju uktadu nerwowego, a ktdre nie zostato jeszcze doktadnie
zidentyfikowane. Istniejgjednak przypuszczenia, ze ze wzgledu na podobienstwo w
masie, moze to by¢ czynnik EF-2 lub jego ADP-rybozylowana forma lub tez wapnio-
wo-zalezna ATP-aza [27].

Wiadomo, ze dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne (LTP) zwigzane jest z akty-
wacja receptora NMDA iuwalnianiem tlenku azotu. Ostatnio wykazano, ze w rejonie
CA1 hipokampa proces dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego powoduje mo-
dyfikacje aktywnosci zaleznej od NO ADP-rybozylacji takich biatek, jak: GAPDH,
Gsi GAP-43/B50. Istniejg dwie hipotezy dotyczace wptywu LTP na proces ADP-ry-
bozylacji zaleznej od NO:

- LTP zmniejsza aktywnos¢ niektorych NO-zaleznych ADP-rybozylotransferaz,

- LTP zmniejsza dostepnos¢ specyficznych biatek substratowych dla procesu
ADP-rybozylaciji.

Przyjmuje sig, ze LTP indukuje proces endogennej ADP-rybozylacji w czesci
presynaptycznej neuronu. Zaobserwowano, ze stymulacja elektryczna komorek hipo-
kampa zwigzana z aktywacjg receptora NMDA utrzymuje podwyzszong aktywnos$¢
procesu ADP-rybozylacji nawet w ciggu Kilku dni od zaprzestania stymulacji [9].
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IZOLOWANIE GAMETOFITOW | GAMET ZENSKICH
U ROSLIN OKRYTONASIENNYCH (ANGIOSPERMAE)

ISOLATION OF MEGAGAMETOPHYTES
AND FEMALE GAMETES IN ANGIOSPERMS
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Zaktad Cytologii i Embriologii Roslin Instytutu Botaniki Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakéw

Streszczenie. Ze wzgledu na role, jaka odgrywa gametofit zefiski w procesie podwojnego zaptodnienia,
izolowanie zywych woreczkéw zalagzkowych oraz komorek gametofitowych stato sie waznym celem
embriologii eksperymentalnej. Mozliwo$¢ prowadzenia eksperymentéw na wyizolowanych gametofi-
tach i/lub gametach zenskich spowodowata rozwéj nowych kierunkéw badar embriologicznych zwia-
zanych zwiaszcza ze zjawiskiem zaptodnienia, badaniem mechanizmu rozpoznawania si¢ gamet
przeciwnej pici czy tez analiza biochemiczng i genetyczng gametofitu i gamet zehskich. W pracy zebrano
najwazniejsze informacje dotyczace stosowanych wspétczesnie technik izolowania woreczkéw zalgz-
kowych i komdrek gametofitowych oraz dokonano kroétkiego podsumowania uzyskanych wynikow.
Dyskutowane sa réwniez perspektywy, jakie pojawity sie dzieki opracowaniu techniki izolowania
zywych gametofitow i gamet zenskich.

Stowa kluczowe: Angiospermae, izolowanie woreczkéw zalazkowych i gamet zenskich, zaptodnienie.

Summary. The isolation of female gametophytes and gametes in higher plants provides a new approach
for better understanding fertilization and embryological development allowing detailed investigations to
be carried out from a cellular, biochemical and molecular perspective. Isolated embryo sacs provide a
unique material suitable for studying various aspects of megagametophyte behaviour , including
cytoskeletal elements and organelles during fertilization and developmental events, and for studies of the
relationships of subcellular components. Over the past few years, techniques to isolate gametophytes and
gametes from the paternal and maternal structures have been developed and in vitro fusion of gametes
have been achieved;these techniques are becoming increasingly more important in modern experimental
plant embryology. In the paper the methods of isolation of female gametophytes and gametes are
described. Some results and prospects are also discussed.

Key words: Angiospermae, embryo sac, megagametophyte, egg cell (isolation), double fertilization
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WSTEP

Gametofitem zenskim u roslin okrytonasiennych jest woreczek zalagzkowy, ktory
u wiekszosci przebadanych do tej pory przedstawicieli Angiospermae skiada sie z
siedmiu komérek. Oprécz komorki centralnej, dwéch synergid i trzech komérek
antypod woreczek zalgzkowy zawiera komorke jajowa - gamete zeriska, ktora
posiada haploidalny genom oraz zdolno$¢ do taczenia sie z gametg meska i formowa-
nianowego organizmu. Ze wzgledu na wymienione wyzej cechy, gametofit zeAski od
dawna stanowit obiekt duzego zainteresownia biologéw probujacych zapoznaé sie z
organizacja i funkcjonowaniem tej struktury. W wyniku licznych badan dysponujemy
obecnie stosunkowo duzg liczbg danych na temat struktury i ultrastruktury woreczka
zalgzkowego (podsumowanie [16, 37]). Znacznie mniej natomiast jest informacji
dotyczacych procesow, jakie majg miejsce podczas zaptodnienia i wczesnych etapdw
embriogenezy. Niewiele rowniez wiemy na temat fizjologii zr6znicowanych funkcjo-
nalnie komorek gametofitu zefskiego. Gtowna przyczyna takiego stanu wiedzy jest
lokalizacja gametofitu zenskiego, ktory jest gteboko ukryty wsréd tkanek zalgzka, co
bardzo utrudnia jego badanie. Opracowanie w ostatnich latach szeregu technik
izolowania woreczkéw zalgzkowych i komdrek gametofitowych umozliwito prowa-
dzenie réznorodnych badan eksperymentalnych i przyczynito sie do rozwigzania
niektérych waznych kwestii embriologicznych. Dostep do materiatu roslinnego w
postaci wyizolowanych gametofitow czy tez gamet zenskich otworzyt bowiem mo-
zliwosci:

- szczegOtowych obserwacji procesu zaptodnienia in vitro,

- badania mechanizmu rozpoznawania sie gamet przeciwnej pici, ich adhezji oraz
fuzji,

- analizy materiatu genetycznego gamet,

- zastosowania inzynierii genetycznej w potgczeniu z procesem zaptodnienia in
vitro.

Dane pochodzace z tego typu doswiadczen pozwolityby lepiej pozna¢ budowe i
funkcjonowanie jednej z najwazniejszych struktur roslin kwiatowych, jaka jest wore-
czek zalgzkowy.

TECHNIKI IZOLOWANIA WORECZKOW ZALAZKOWYCH

Pierwsze metody izolacji woreczkdw zalgzkowych dotyczyty materiatu utrwalo-
nego i zostaty opracowane dla rodzajow Nicotiana i Petunia przez Bradleya [3].
Woreczki zalgzkowe uzyskiwano poprzez delikatne naciskanie pod szkietkiem nakry-
wkowym utrwalonych, hydrolizowanych w HC1 zalagzkdw. Nastepne proby podejmo-
wano przy zastosowaniu techniki maceracji enzymatycznej zalgzkow. Z
nadtrawionych zalagzkow wyluskiwano woreczki zalgzkowe przy uzyciu lupy i igiet
preparacyjnych [8, 11].
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Na poczatku lat siedemdziesigtych grupa badaczy rosyjskich rozpoczeta doswiad-
czenia nad mozliwoscig zastosowania enzyméw do izolowania woreczkéw zalgzko-
wych utrwalonych i zywych. Z powodzeniem uzywali oni pektynazy icelulazy [7], a
takze enzymow z soku zotgdkowego $limaka Helix pomatia do wyizolowania game-
tofitdbw zenskich u ponad 10 gatunkéw Angiospermae [41, 42]. Od tego czasu
powszechnie stosuje sie techniki maceracji enzymatycznej. W latach osiemdziesia-
tych wiele sukceséw w izolowaniu nie tylko catych gametofitéw zenskich, ale
réwniez komérek gametofitowych, w tym komaérki jajowej, odniesli badacze chifiscy
[13, 56-64] . Ostatnio metoda maceracji enzymatycznej jest takze z powodzeniem
stosowana w wielu osrodkach naukowych w Europie, Kanadzie i USA [14-19,24-26,
31,48-52].

METODY WSPOLCZESNIE STOSOWANE

Mimo iz metody izolowania zywych gametofitow i gamet zenskich sg coraz szerzej
stosowane, u niewielu gatunkow roslin udato sie uzyskaé pozytywne rezultaty. Do tej
pory nie opracowano jeszcze uniwersalnej metody, ktérg mozna wykorzysta¢ do
uzyskiwania gametofitow zenskich u wiekszosci gatunkdw nalezacych do Angiosper-
mae. Obecnie znanych jest okoto 46 gatunkow roslin, dla ktérych opracowano
techniki izolowania woreczkéw zalgzkowych (tab. 1).

Wybor rosliny do eksperymentu jest jednym z czynnikow decydujacych o powo-
dzeniu doswiadczenia. Takie cechy embriologiczne, jak wielko$¢ zalgzkéw, ich duza
liczba w zalazni, czy stosunkowo niewielka ilo$¢ tkanki sporofitowej otaczajacej
woreczek zalgzkowy, bardzo utatwiajg przeprowadzenie doswiadczenia.

Ogdlnie techniki izolowania gametofitdw i gamet zenskich mozna podzieli¢ na
trzy grupy:

1) techniki mikromanipulacyjne,

2) techniki maceracji enzymatycznej,

3) techniki maceracji enzymatycznej w potaczeniu z mikromanipulacja.

Metody z grupy pierwszej polegajg na wyluskiwaniu woreczkéw zalgzkowych
bezposrednio z zalagzkdw. Znajdujg one zastosowanie gtéwnie do materiatu utrwalo-
nego, chociaz niektdrzy badacze uzyskiwali tg metodg izolowane woreczki zalgzkowe
rowniez z materiatu Swiezego [1,12]. Technika mikromanipulacji umozliwia uzyska-
nie izolowanych gametofitow, ktérych struktura i ksztatt pozostajg niezmienione na
skutek dziatania czynnikéw chemicznych. Jest tojednak metoda bardzo czasochtonna
oraz wymagajgca od eksperymentatora duzej sprawnosci manualnej. Z tych wzgle-
doéw techniki mikromanipulacyjne nie sg stosowane zbyt czesto. Nalezy pamietac, ze
izolowanie gametofitdw czy gamet zenskich, to z reguty dopiero pierwszy, wstepny
etap badan eksperymentalnych.
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Technika maceracji enzymatycznej jest tatwiejszym sposobem izolowania wore-
czkdw zalgzkowych i/lub komérek gametofitowych. Podstawg tej metody jest zasto-
sowanie kombinacji enzymdw, ktére powodujg delikatne trawienie $cian komdrek
otaczajgcych woreczek zalgzkowy, a w konsekwencji uwalnianie woreczka. Stoso-
wane procedury maceracji enzymatycznej r6znig sie w doborze parametréw (tab. 2),
z ktérych najwazniejsze sa:

- skiad i stezenie enzymow,

- temperatura i czas inkubacji zalgzkdéw,

- pH i potencjat osmotyczny roztworu izolujacego i stabilizujacego.

Sposrod enzymoOw, ktdre uzywano do maceracji tkanek zalazka, najbardziej
skuteczne sg celulaza i pektynaza (47, 51, 52, 56, 59, 61-63]. Niektdrzy badacze
stosowali z rownym powodzeniem mieszaniny zawierajace hemicelulaze [14], pekto-
liaze [31], p-glukuronidaze [39], ksylozydaze [40], snailaze [41,42], celulizyne [43],
dricelaze [49] oraz cytohelikaze [50],

Uwolnione na drodze maceracji enzymatycznej woreczki zalgzkowe oddziela sie
od komorek tkanki sporofitowej stosujac filtrowanie przez filtry nylonowe [52],
wirowanie [58] lub techniki mikromanipulacyjne, np. “odtawianie” wyizolowanych
gametofitow zenskich przy pomocy mikropipet. Wyizolowane woreczki zalgzkowe
lub komorki gametofitowe sg nastepnie przenoszone do roztworu stabilizujgcego,
ktory rézni sie od roztworu izolujacego jedynie brakiem enzymow.

Zywotno$¢ uzyskanego droga izolacji enzymatycznej materiatu wydaje sie byé
uzalezniona przede wszystkim od czasu traktowania zalgzkow enzymami. Im krotszy
czas inkubacji, tym wiekszy procent zywych, wyizolowanych woreczkéw zalazko-
wych.

Odczyn roztwordw izolujacych waha sie zawsze w granicach pH 5-6. Wartosci
takie z jednej strony zapewniajg optimum aktywnosci enzyméw; z drugiej strony
moga jednak powodowaé zaburzenia w fizjologii komérek. Dlatego tez niektdrzy
badacze stosuja techniki maceracji enzymatycznej w potgczeniu z mikromanipulacja,
co pozwala na maksymalne skrécenie czasu trawienia, atym samym pozwala uzyskac
wiekszy procent zywych gametofitow i/lub komdrek gametofitowych [9, 10, 14, 17,
18, 26, 29].

Potencjat osmotyczny roztworu izolujacego, a takze roztworu stabilizujgcego, w
ktérym przechowywane sg wyizolowane struktury réwniez odgrywa istotng role w
utrzymywaniu zywotnosci. Do najczesciej stosowanych stabilizatoréw osmotycznych
naleza: mannitol, sorbitol i sacharoza. Optymalne warto$ci potencjatu osmotycznego
muszg by¢ dobierane dla poszczegélnych gatunkéw roslin.

Zywotnos$é wyizolowanych gametofitow czy tez komorek gametofitowych ocenia
sie najczesciej przy zastosowaniu barwnik6éw fluorescencyjnych, np. FDA (dwuoctan
fluoresceiny). Obserwacje ruchow cytoplazmy czy tez reakcje osmotyczne sg réwniez
dobrymi wskaznikami zywotno$ci badanego materiatu. Jak dotychczas najdtuzszy
okres zywotnosci izolowanych woreczkéw zalgzkowych zanotowano dla gatunku
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Nicotiana tabacum [57]. Ruchy cytoplazmy w komérkach wyizolowanych, nienaru-
szonych gametofitow zenskich obserwowano przez okres 1tygodnia od czasu izolaciji.
Wydtuzenie zywotnosci izolowanych struktur wydaje sie by¢ w tym przypadku
spowodowane odpowiednim doborem pozywki stabilizujacej. Uzyto tutaj stosunko-
wo bogatej pozywki MS, podczas gdy w innych eksperymentach pozywki stabilizu-
jace byty z reguty znacznie ubozsze.

Problemem w stosowaniu techniki izolowania woreczkdw zalgzkowych jest nie
tylko brak jednej, uniwersalnej metody, dzieki ktérej moznaby izolowa¢ gametofity
zenskie u wiekszosci roslin nalezacych do Angiospermae, ale réwniez niemoznos¢
zastosowaniajednej techniki w stosunku do osobnikéw tego samego gatunku. Niestety
stwierdzenie, ze dla danego gatunku opracowano technike izolowania zywych wore-
czkoéw zalgzkowych nie oznaczajeszcze petnego sukcesu. Jak wynika z powyzszych
rozwazan, powodzenie metody moze zaleze¢ od bardzo wielu czynnikéw. Wydaje
sie, ze decydujacym krokiem do otrzymania wyizolowanych, zywych woreczkdw
zalagzkowych jest odpowiedni dobér rosliny. Przy doborze materiatu roslinnego
nalezy zwracac¢ uwage nie tylko na cechy embriologiczne (liczba i wielko$¢ zalgzkdw,
ilos¢ tkanki sporofitowej), ale rowniez na stan fizjologiczny rosliny uzalezniony od
warunkéw uprawy oraz najej genotyp.

CHARAKTERYSTYKA IZOLOWANYCH WORECZKOW
ZALAZKOWYCH | KOMOREK GAMETOFITOWYCH

CHARAKTERYSTYKA CYTOLOGICZNA

Struktura izolowanych woreczkéw zalgzkowych zostata opisana dla wigekszosci
badanych gatunkoéw roslin. Z uzyskanych obserwacji wynika, ze organizacja wyizo-
lowanego gametofitu zenskiego pozostaje niezmieniona. Gruszkowaty, wydtuzony
ksztatt megagametofitu nie ulega zmianie, a komorki gametofitowe pozostajg na
wiasciwych im pozycjach, takich samych jak w warunkach in vivo. W doniesieniach
na temat struktury izolowanych woreczkéw zalgzkowych u Lilium longiflorum [51]
oraz Plumbago zeylanica [14] podkre$lany jest fakt braku komoérek antypod i/lub
zmiany charakterystycznego ksztattu komérek gametofitowych, ktére pod wptywem
dziatania enzymow staja sie bardziej zaokraglone.

Na poziomie mikroskopu $wietlnego technika maceracji enzymatycznej zalgzkéw
w réznych stadiach rozwoju i uzyskany tg drogg materiat roslinny w postaci izolo-
wanych struktur znalazt zastosowanie gtéwnie do badahn megasporogenezy i réznych
etapow rozwoju gametofitu zefskiego [27,53,64], podwdjnego zaptodnienia [15,58]
oraz wczesnych stadidow embriogenezy [15, 54]. Niewatpliwg korzyscig ptynaca z
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dostepu do izolowanych gametofitow zenskich jest mozliwos¢ badania cytoszkieletu,
rozmieszczenia DNA cytoplazmatycznego i jadrowego, struktury sciany komérko-
wej oraz rozktadu cytoplazmy wewnatrz woreczka zalgzkowego.

Organizacja cytoszkieletu mikrotubulamego podczas megasporogenezy zostata
opisana na podstawie badar prowadzonych na izolowanych woreczkach zalgzkowych
gatunkéw: Arabidopsis thaliana [53], Gasteria verrucosa [2] oraz Plumbago zeyla-
nica [15].

Na poziomie mikroskopu elektronowego przeprowadzono dotychczas niewiele
wnikliwych badan na izolowanych woreczkach zalagzkowych. Z rezultatéw obserwa-
cji nad Plumbago zeylanica [14, 39] i Zea mays [50] wynika, ze réwniez pod
wzgledem ultrastruktury izolowane megagametofity nie wykazujg zmian w poréwna-
niu z gametofitami in vivo.

CHARAKTERYSTYKA CYTOCHEMICZNA

Badania cytochemiczne, jakie dotychczas prowadzono na izolowanych zywych i
utrwalonych woreczkach zalgzkowych, ograniczone sg do oznaczania DNA jadrowe-
go i DNA chloroplastowego przy uzyciu barwnikéw fluorescencyjnych, takich jak
DAPI oraz Hoechst 33258. Przy ich wykorzystaniu $ledzono poszczegélne fazy
zaptodnienia w fazie kariogamii u Helianthus annuus [58] oraz badano rozmieszcze-
nie cytoplazmatycznego DNA podczas formowania sie woreczka zalgzkowego u
Plumbago zeylanica [15]. Badania nad Plumbago wykazaly, ze plastydy najczesciej
gromadzasie wokétjadrapotozonego najblizej bieguna mikropylamego, co wskazuje,
iz plastydy moga determinowac rdznicowanie sie danej komorki megagametofitu w
komorke jajowa.

Inne z dotychczas przeprowadzonych badan cytochemicznych dotycza obecnosci
i sktadu Sciany woreczkow zalgzkowych. Przy uzyciu barwnika fluorescencyjnego
Calcafluor White wykazano, ze u wigkszosci izolowanych gametofitow zenskich nie
obserwuje sie pozytywnej reakcji na obecnos¢ polisacharydéw w $cianie woreczka
zalgzkowego [15, 18, 61, 62]. Szczegblng budowe Sciany woreczka zalgzkowego
zaobserwowano u Antirrhinum majus [60, 63]. U tego gatunku Sciana woreczka
zalgzkowego wykazuje bardzo intensywne zabarwienie po zastosowaniu barwnika
Auramina O oraz jest bardzo odporna na dziatanie enzymow, silnych utleniaczy, a
nawet acetolize. Dane te moga oznaczaé, ze Sciana woreczka zalgzkowego u Antir-
rhinum majus zawiera kutyne lub sporopollenine.

CHARAKTERYSTYKA IMMUNOLOGICZNA

Metody immunologiczne wykorzystano jak dotychczas jedynie do oznaczania
biatek cytoszkieletu izolowanych woreczkéw zalgzkowych [53, 54, 55]. Nie podej-
mowano dotychczas prob immunodetekcji specyficznych dla gamety zenskiej biatek,
co niewatpliwie przyczynitoby sie do lepszego zrozumienia mechanizméw rozpozna-
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wania sie, adhezji oraz fuzji gamet przeciwnej ptci. Nalezy podkresli¢, ze ograniczenia
w zastosowaniu metod immunologicznych do badania wyizolowanych gametofitow
lub gamet zenskich wynikajg z trudnosci w uzyskaniu odpowiednio duzej ilosci
izolowanego materiatu.

BADANIA PROCESU ZAPLODNIENIA | WCZESNYCH
STADIOW EMBRIOGENEZY ORAZ FUZJI GAMET IN VITRO

U roslin okrytonasiennych wystepuje charakterystyczne zjawisko podwdéjnego
zaptodnienia. Podczas tego procesu dwie komarki plemnikowe, kazda bez $ciany
komarkowej, sguwalniane z fagiewki pytkowej dojednej zkomérek gametofitowych,
synergidy. Nastepnie obydwie komdrki plemnikowe przesuwaja sie poprzez zdegene-
rowang synergide, dostajg sie do przestrzeni miedzykomorkowej pomiedzy dwiema
sgsiadujgcymi ze sobg komérkami gametofitu - komorkajajowa i komorka centralng
- i 43cza z nimi tworzac zygote i pierwotne jadro endospermy. Wszystkie etapy
zaptodnienia u rosdlin okrytonasiennych przebiegaja gteboko ukryte w tkankach zen-
skich. Komorka jajowa umieszczona jest w woreczku zalagzkowym, ktory z kolei
otoczony jest tkankami zalgzka i zalgzni, stad dostep do niej jest nieporéwnanie
trudniejszy niz do komorki jajowej zwierzat. Wiekszos¢ danych na temat podwdjnego
zaptodnienia u Angiospermae pochodzi z obserwacji mikroskopowych materiatu
utrwalonego. Dane te sgjednak nadal fragmentaryczne (podsumowanie dotychcza-
sowych danych [38]).

W celu poznania i zrozumienia mechanizmoéw rozmnazania seksualnego u roslin
konieczne byto opracowanie nowych technik eksperymentalnych, ktére umozliwia-
tyby bezposredni dostep do wyizolowanych zywych gametofitéw i gamet oraz mozli-
wos¢ manipulowania gametami. Metody takie zostaty juz czesciowo opracowane. W
niniejszym opracowaniu podano opis technik izolowania gametofitéw i gamet zen-
skich. Dane na ten temat mozna réwniez znalez¢ w opracowaniach przegladowych
[16,44]. Metody izolowania gamet meskich szczegétowo omawiajg Chaboud i Perez
[5].

W badaniach procesu zaptodnienia i zmian, jakie zachodzg w woreczku zalgzko-
wym po zaptodnieniu, wykorzystuje sie techniki eksperymentalne, takie jak:

- hodowle in vitro izolowanych woreczkow zalgzkowych [32] i zaptodnionych
komorek jajowych [12],

- mikroiniekcje izolowanych gamet meskich do wyizolowanych woreczkow za-
lazkowych i komérek gametofitowych [29],

- fuzje in vitro gamet przeciwnej pici [9, 10, 24, 25],

- fuzje in vitro gamet przeciwnej pici i kulture in vitro produktéw fuzji az do
uzyskania dojrzatych roslin [26].
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Sposrad wymienionych metod technika fuzji in vitro wydaje sie by¢ najbardziej
efektywna w przeprowadzaniu doswiadczen nad zaptodnieniem, gdyz pozwala na
dowolne manipulowanie materiatem w postaci izolowanych gamet oraz na bardzo
dokladne Sledzenie poszczegdlnych etapdw tgczenia sie komorki jajowej z plemni-
kiem. Techniki zaptodnienia in vitro wydaja sie rowniez tatwiejsze w poréwnaniu z
technika mikroiniekcji, ktdra jest znacznie bardziej skomplikowana i wymaga od
eksperymentatora duzego doswiadczenia oraz zdolnosci manualnych.

Po raz pierwszy fuzje gamet in vitro przeprowadzono u gatunku Zea mays [24,
25]. Protoplasty komérki jajowej i plemnika faczyly sie ze sobg po umieszczeniu w
odpowiedniej pozywce w zmiennym polu elektrycznym. Wydajnos¢ tej metody
wynosita 79%, a produkty elektrofuzji dzielity sie i ostatecznie otrzymano ptodne
rosliny [26].

W roku 1994 opracowano nowa metode fuzji in vitro gamet przeciwnej pici [10],
w ktorej dochodzito do potaczenie gamet bez dziatania czynnikéw zewnetrznych.
Zatem warunki eksperymentalne zblizone byty bardziej do warunkéw panujacych in
vivo. Protoplasty komorki jajowej i plemnika umieszczone w prostej pozywce zawie-
rajacej 1 mM mannitol i 1 mM, 5 mM Ilub 10 mM CaCl2 fgczyty sie po uptywie
zaledwie kilku sekund. Stosujac te metode autorzy zauwazyli, ze fuzja gamety
zenskiej z gameta meska jest procesem specyficznym w przeciwienstwie do metody
elektrofuzji, gdzie z réwna czestoscia dochodzito do fuzji protoplastow plemnikéw z
protoplastami innych komorek gametofitowych niz komoérka jajowa, a nawet z pro-
toplastami komérek sporofitowych. W toku opisywanych eksperymentéw stwierdzo-
no réwniez, ze zaptodniona komorka jajowa nie ulega fuzji z dodatkowymi
plemnikami, co wskazywatoby na istnienie rowniez u roslin, podobnie jak u zwierzat,
mechanizméw blokujacych polispermie.

Przedstawione systemy eksperymentalne badania zjawiska zaptodnienia otwieraja
nowe perspektywy i kierunki badan w dziedzinie embriologii eksperymentalnej.
Opracowane systemy fuzji in vitro powinny pozwoli¢ na badanie mechanizméw
rozpoznawania sie gamet i ich adhezji, a takze na badanie zupetnie nieznanych
jeszcze u Angiospermae mechanizméw molekularnych zwigzanych z procesem za-
ptodnienia.

Konsekwencjg rozwoju nowych technik sg interesujgce prace eksperymentalne,
jakie ukazaty sie w ostatnich latach. Prace te w znacznym stopniu poszerzajg naszg
wiedze natemat rozmnazania seksualnego u roslin. Nalezy jednak pamigta¢, ze szereg
fundamentalnych kwestii, zwtaszcza dotyczacych mechanizméw molekularnych pro-
cesu zaptodnienia u roélin nadal czeka na wyjasnienie.

WNIOSKI | PERSPEKTYWY DALSZYCH BADAN

Izolowanie gametofitéw i gamet zeriskich jest nowym krokiem w kierunku lepsze-
go poznania procesu podwdjnego zaptodnienia oraz rozwoju embrionalnego. Mozli-
wos¢ izolowania woreczkow zalgzkowych czy tez komdrek gametofitowych pozwala
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na przeprowadzenie bardzo szczegétowych badan strukturalnych, biochemicznych i
molekularnych. Nienaruszona tréjwymiarowa organizacja woreczka zalgzkowego
stwarza mozliwo$¢ badania interakcji miedzykomérkowych. Techniki izolowania
gametofitow zenskich pozwalajg réwniez na badanie zmian zachodzacych w cytosz-
kielecie oraz zmian w rozmieszczeniu organelli cytoplazmatycznych podczas zaptod-
nienia. Jezeli przetamane zostang techniczne problemy zwigzane z uzyskaniem duzej
ilosci izolowanych woreczkéw zalgzkowych oraz opracowane odpowiednio czute
techniki, mozliwe stanie sie zbadanie zmian zachodzgcych podczas rozwoju na
poziomie biochemicznym i molekularnym, zwtaszcza za$ zbadanie ekspresji specy-
ficznych biatek oraz produkcji glikoprotein charakterystycznych dla woreczkdw
zalagzkowych lub gamety zenskiej.

Badania takie niewatpliwie mogtyby przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia
mechanizméw rozpoznawania sie gamet przeciwnej pici oraz ich fuzji, a takze
rozwigzania problemow regulacji megasporogenezy, megagametofitogenezy, zaptod-
nienia, inicjacji embriogenezy czy tez indukcji rozwoju apomiktycznego.
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PROTEASOMY | SZLAK DEGRADACJI BIALEK
ZALEZNY OD UBIKWITYNY

PROTEASOMES AND THE UBIQUITIN-DEPENDENT PROTEIN
DEGRADATION PATHWAY

Cezary WOICIK
Zaktad Histologii i Embriologii AM w Warszawie

Streszczenie: Ostatnie lata przyniosty lepsze poznanie gtéwnego pozalizosomalnego szlaku degradacji
biatek zlokalizowanego w cytoplazmie. Ukierunkowanie biatek na ten szlak degradacji nastepuje
wskutek ich zwigzania sie z powszechnie wystepujacym w komdrkach drobnoczgsteczkowym biatkiem
zwanym ubikwityng. Rozpad proteolityczny dokonywa si¢ nastepnie przy udziale wielokatalitycznych
kompleksow proteinaz MPC (multicatalytic proteinase complex), czyli proteasomow. Te ostatnie sg
organelami wystepujacymi we wszystkich zbadanych do tej pory komérkach eukariotycznych.

Stowa kluczowe: proteasomy, prosomy, ubikwityng, proteoliza, MPC, prezentacja antygenow

Summary: The last years brought a deeper understanding of the main lysosome independent protein
degradation pathway localized in the cytoplasm. The targeting of proteins to this pathway is due to their
covalent binding with a small ubiquitous polypeptide known as ubiquitin. The ubiquitin conjugates are
degraded by the proteasomes or multicatalytic proteinase complexes (MPCs). The proteasomes are
present in all known eukaryotic cells.

Key words: proteasomes, prosomes, ubiquitin, proteolysis, multicatalytic proteinase complexes (MPC),
antigen presentation

Wykaz skrétéw: CENP (centromereprotein) - biatko centromerowe; CF (conjugate breakdownfactor)
- czynniki powstajace z rozpadu koniugatéw; CSK (cytostatic factor) - czynnik cytostatyczny; DFP
(diisopropylfluorphosphate) - diizopropylofluorofosforan ; INCENPs (inner centromere proteins) -
wewnetrzne biatka centromeru; LMP (low molecular mass protein) - biatko o niskiej masie czgstecz-
kowej; MHC (major histocompatibility complex) - gtowny kopleks zgodnosci tkankowej; MPC
(multicatalyticproteinase complex) - wielokatalityczny kompleks proteinaz; MPF (maturation promo-
tingfactor) - czynnik wywotujacy dojrzewanie; NTS (nuclear transfer signal) - sygnat przenoszenia
do jadra komérkowego; pRNA - prosomalny RNA; SDS (sodium dodecylsulphate) - dodecylosiarczan
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sodu; TAP (transporter asociated with antigen presentation) - biatko transportujace zwigzane z
prezentacja antygendw; UBA (ubiquitin activating enzyme) - enzym aktywujacy ubikwityne; UBC
(ubiquitin conjugating enzyme) - enzym koniugujacy ubikwityne; UCDEN (ubiquitin conjugate degra-
ding enzyme) - enzym degradujacy koniugaty ubikwityny; YTA (yeast ATPases) - ATPazy drozdzy.

MECHANIZMY POZALIZOSOMALNEJ DEGRADACIJI
BIALEK

Najlepiej poznany jest system proteolizy wystepujacy w obrebie lizosomow.
Spetnia on swe zadania wobec biatek pochodzacych z otoczenia komérki droga
roznych formendocytozy lub biatek wewnagtrzkomoérkowych dostajgcych sie do niego
droga autofagii badz przeptywu struktur btoniastych. W ostatnich czasach zaczeto
zwracac uwage na istnienie innych ukfadow proteolizy [13]. Wiaza sie one z usuwa-
niem z jednej strony zniszczonych lub nienormalnych biatek cytoplazmy, a z drugiej
strony normalnych biatek o charakterze regulacyjnym i krotkim okresie potrwania,
takich jakimi np. sg cykliny [27], onkoproteiny, takie jak mos [38] czy antyonkopro-
teina p53 [78] oraz hormony, takie jak gonadoliberyna [50] i kluczowe dla metabo-
lizmu enzymy, takie jak fruktozo-1,6-bifosfataza [81]. Ostatnio wykazano, ze
proteasomy spetniajg gtéwna role takze w degradacji stabilnych biatek funkcjonal-
nych i strukturalnych, o dtugim okresie pottrwania (cho¢ szlak ten moze by¢ nieza-
lezny od ubikwityny) [74].

Biochemiczne podtoze gtdwnego pozalizosomalnego szlaku degradacji biatek
polega na ich wigzaniu z drobnoczasteczkowym polipeptydem, zwanym ubikwityng
i ukierunkowaniu tak powstatych komplekséw do agregatéw enzymow proteolitycz-
nych, zwanymi proteasomami 26 S [8,28,68]. Czastki te sg bardzo podobne i/lub majg
wspolne sktadniki z opisanymi wczesniej kompleksami RNA i biatek, zwanymi
prosomami [79].

O wiele mniej poznana jest rola innych ukfadéw proteolitycznych, opartych na
samodzielnych proteasomach 20 S, niezaleznych od ubikwityny systemach znakuja-
cych substraty, lub tez enzymach cytoplazmatycznych w rodzaju kalpainy.

Niedawno wykazano, ze proteasomy 26 S mogg rozktada¢ pewne biatka bez
uprzedniej ubikwitynacji, na przyktadzie kluczowego enzymu w biosyntezie polia-
min, jakim jest u ssakow dekarboksylaza omityny. Jest on enzymem o jednym z
najkrotszych okreséw pottrwania, ajego degradacja jest przyspieszana dziataniem
tzw. antyzymu, biatka indukowanego przez poliaminy. Antyzym spetnia prawdopo-
dobnie role ubikwityny w ukierunkowaniu nowo powstatych komplekséw na szlak
degradacji [57,89].

BUDOWA UBIKWITYNY

Ubikwityng jest matym biatkiem powszechnie wystepujagcym wsrdéd wszystkich
eukariont6éw, cechujacym sie znacznym konserwatyzmem ewolucyjnym. Ubikwityna
drozdzy rézni sie od ubikwityny ludzkiej zaledwie trzema spos$rod siedemdziesieciu
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szesciu tworzacych jag aminokwasow. Zlokalizowano jg we wszystkich przedziatach
komorkowych, a wiec w obszarze jagdra, w cytoplazmie, jak i w powigzaniu z btong
komérkowg. Wykryto homologi ubikwityny w genomach wielu wiruséw, co moze
mieé znaczenie w determinowaniu ich ziadliwo$ci wobec komérek eukariotycznych
[40,55].

Ubikwityna charakteryzuje sie wyjatkowa termostabilno$cig, odpornoscia na pro-
teolize i zmiany pH, co uwarunkowane jest jej szczeg6lng struktura. Trzon biatka ma
charakter hydrofobowy i globulamy, sktada sie z trzech skupionych zwojéw a-helisy
oraz zczesci o charakterze struktury B. Z tego zbitego jadra wystaje krétki C-termi-
nalny taricuch hydrofilowy, stuzacy do wigzania si¢ poprzez koficowgreszte glicylowa
z grupg e-aminowg Lys innych polipeptydéw [55].

W genomie ludzkim nie wykryto dotychczas pojedynczego genu dla ubikwityny,
stwierdzono natomiast wystepowanie charakterystycznej dla niej sekwencji w dwoch
postaciach:

I/jako poliubikwityna 3- i 5-czgsteczkowa lub jako

2/ biatko fuzyjne.

To ostatnie pojecie oznacza, ze wskutek translacji odpowiedniego genu powstaje
polipeptyd sktadajacy sie z potagczonych koniec do konca kilku biatek. Znane biatka
fuzyjne zawierajgce ubikwityne majg jako drugi sktadnik niektore z biatkowych
komponentow obydwu podjednostek rybosomdw. Wolna ubikwityna powstaje wsku-
tek dziatania specyficznej C-terminalnej hydrolazy ubikwityny na biatka fuzyjne lub
na poliubikwityne [55].

ZNACZENIE UBIKWITYNY W METABOLIZMIE KOMORKI

Ograniczona proteoliza koniugatoéw ubikwityny z biatkami stuzy prawdopodobnie
do obrébki posttranslacyjnej réznych biatek, np. podjednostki p50 czynnika transkry-
pcyjnego NF-kB [55].

Zalezna od ubikwityny proteoliza wydaje sie by¢ niezbednym elementem odpo-
wiedzi komorki eukariotycznej na stres cieplny badz uszkadzajacy DNA. Funkcja ta
prawdopodobnie wigze sie ze wzmozong degradacja biatek o zaburzonej konforma-
cji. Wykazano, ze u drozdzy gen dla polibikwityny UBI4 oraz gen dla enzymu
koniugujacego UBC2 ulegaja aktywacji transkrypcyjnej w obecnosci czynnikdw
uszkadzajacych DNA [13,40,82].

Zaleznej od ubikwityny proteolizie podlega cyklina B w momencie inaktywacji
MPF-u [27], jak rowniez prawdopodobnie cyklina A, a takze cykliny Gj/S (np. CLN3
u drozdzy). Takze produkt antyonkogenu p53 [78] oraz onkogendw/as, myc i mos
[14,38] ulegajg eliminacji droga zaleznag od ubikwityny.

Obecnos¢ wielkoczasteczkowego (ca. 500 kDa), transhtonowego enzymu koniu-
gujacego UBCM1 w obrebie bton aparatu Golgiego i siateczki $rédplazmatycznej,
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sugeruje uczestnictwo proteolizy zaleznej od ubikwityny w szlaku proteolitycznym
siateczki Srédplazmatycznej (ER degradation) majacej na celu usuwanie wadliwych
biatek btonowych i zle zmontowanych komplekséw transbtonowych [55].

Poza dobrze poznang rolg ubikwityny, polegajacg na ukierunkowaniu pewnych
biatek na droge proteolizy, wydaje sie ze ma ona takze inne funkcje. Wystepujac w
sktadzie biatek fuzyjnych ubikwityna spetnia role molekularnej chaperoniny w prze-
strzennym konstruowaniu rybosoméw. Ubikwityna wystepuje réwniez w wyjatkowo
stabilnych monokompleksach z receptorami dla PDGF i hGH odgrywajac prawdopo-
dobnie role w regulacji ich ekspresji na powierzchni komorki [55]. Dziatanie rozpusz-
czalnego czynnika Steel stymuluje z kolei szybka poliubikwitynacje i nastepcza
degradacje receptora c-kit [56].

U ssakow do 15% histonu H2A i do 5% H2B wystepuje w powigzaniu z ubikwityna,
przy czym znikaja one zupetnie z komdrki w czasie metafazy, aby pojawié¢ sie znowu
pod koniec anafazy. Wydaje sie, ze zubikwitynowane histony wystepujg gtéwnie w
aktywnych transkrypcyjnie regionach chromatyny i moga modyfikowacé jej strukture.
W okresie poprzedzajgcym metafaze histony ulegajg deubikwitynacji, a ponowne
przyfaczanie ubikwityny rozpoczyna sie w poznej anafazie. W czasie mitozy enzym
aktywujacy ubikwityne EIl (patrz nastepny podrozdzial) wigze sie z chromosomami,
co moze warunkowaé powyzsze procesy [15].

Koniugacja biatek z ubikwityng moze tez warunkowac ich translokacje do mito-
chondriow, gdyz wykazano zablokowanie transportu monoaminooksydazy B pod
wptywem przeciwciat antyubikwitynowych [13],

Wysoki poziom ubikwitynacji biatek wystepuje w przebiegu apoptozy. Ubikwity-
nacja biatek stanowi by¢ moze sygnat do sekwestracji czesci cytoplazmy w wakuole
autofagalne. Zaobserwowano masowa ubikwitynacje biatek cytoszkieletu w przebie-
gu réznych procesdw degeneracyjnych komérek, wykrywajac jej obecnos¢ m.in. w
peczkach neurofibrylamych w przebiegu choroby Alzheimera, ciatkach Lewy’ego w
chorobie Parkinsona lub w ciatkach Mallory’ego w przebiegu alkoholowego zapalenia
watroby [55].

CYKL PRZEMIAN UBIKWITYNY W KOMORCE

Ubikwitynacja biatek jest procesem wieloetapowym i wymaga udziatu réznych
enzymoOw oraz dostarczenia energii. Najpierw, czasteczka ubikwityny ulega adenyla-
cji przy udziale ATP (rys. 1). Kompleks ADP-ubikwityna przytacza sie do grupy
tiolowej reszty cystydylowej wchodzacej w skad enzymu aktywujacego ubikwityne
UBA (ubiquitin-activating enzyme), czyli tzw. EIl. Tak zaktywowana ubikwityna
ulega przekazaniu nareszte cystydylowajednego z licznych enzyméw koniugujacych
UBC (ubiquitin-coniugating enzyme), czyli tzw. E2. Te ostatnie przekazujg ubikwi-
tyne juz bezposrednio na substraty biatkowe, choé niektére z reakcji koniugacji
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wymagajg obecnosci dodatkowych enzymdw okreslanych jako ligazy ubikwityny,
czyli E3. Do tej pory poznano trzy takie enzymy: E3a, E3R i E3 zwany biatkiem
zwigzanym z E6 wirusa brodawczaka E6AP (E6 associated protein) [13,41,40,55].

Czasteczki ubikwityny przytgczone do substratu biatkowego z reguty ulegaja dalej
same ubikwitynacji najednej z dwdch dostepnych reszt lizylowych (Lys 48 i Lys 63).
Prowadzi to do powstania prostych lub rozgatezionych tafcuchéw poliubikwityno-
wych. One to prawdopodobnie ukierunkowuja tak powstaty kompleks na droge
proteolizy, podczas gdy kompleksy monoubikwitynowane sg o wiele bardziej trwate
i petnig w komorce specyficzne funkcje [55].

Wybér biatka majacego ulec ubikwitynacji moze odbywac sie na podstawie
rozpoznania specyficznej sekwencji aminokwasow destabilizujgcych (jak np. Arg,
His, Lys itd.) na jego koincu aminowym (N-end rule), lecz ze wzgledu na to, ze
wiekszos¢ biatek cytoplazmy wystepuje w postaci N-acetylowanej bardziej po-
wszechne jest rozpoznawanie substratu przez enzymy E2 lub E3 poprzez jaka$
odmienng sekwencje aminokwasowa wewnatrz czasteczki biatka. Takiej sekwencji
konsensusu dotychczas nie zidentyfikowano poréwnujgc sekwencje roznych biatek
ulegajacych degradacji zaleznej od ubikwityny [40]. Nie jest nig charakterystyczna
dla biatek niestabilnych metabolicznie sekwencja PEST (region bogaty w reszty
proliny, kwasu glutaminowego, seryny i treoniny). Kandydatem na takag sekwencje
jest natomiast tzw. box destrukcji cyklin, wystepujacy w obrebie cyklin A i B
(RXALGXIXN) lub podobna sekwencja zidentyfikowana w obrebie CENP-E (cen-
tromere associatedprotein E), ktére prawdopodobnie takze ulega proteolizie zaleznej
od ubikwityny [11]. Delecja tej sekwencji powoduje brak degradacji cyklin i co za
tym idzie blok cyklu w mitozie. Reguta korica aminowego wydaje sie uczestniczy¢ w
degradacji Zle skompartmentalizowanych biatek, ktére omytkowo dostaty sie do
cytoplazmy [13].

Zupetnie odmienng sekwencje wykryto w obrebie regionu 5 produktu onkogenu
c-jun, w pozycjach od 31 do 57 tancucha polipeptydowego. Obecnosc tej sekwencji
warunkuje poliubikwitynacje biatka i jego nastepczg degradacje. Biatko bedgce
produktem \-jun nie ma tej sekwencji i w zwigzku z tym ma przedtuzony okres
pottrwania, co zapewne jest przyczyna transformacji nowotworowej zaleznej od \-jun
[90].

W przypadku kalmoduliny, przytgczenie ubikwityny do tego biatka jest regulowa-
ne przez wtérny przekaznik, jakim sgjony Ca2+. Uczestniczy w tym procesie specjal-
ny enzym UBC zwany syntetazag ubikwitylowanej kalmoduliny, obecny zaréwno u
drozdzy jak i u ssakéw. Enzym ten specyficznie rozpoznaje jedng z reszt lizylowych
kalmoduliny [39,48,51].

Ubikwityna potgczona ze szczatkowymi peptydarni pozostajagcymi po proteolizie
jej koniugatéw z biatkami ulega odzyskaniu wskutek dziatania swoistych C-terminal-
nych hydroksylaz, stanowigcych by¢ moze jedne z podjednostek proteasoméw [41].
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Rys.l. Schemat przedstawiajacy kaskade reakcji enzymatycznych prowadzacych do poliubikwitynacji
i degradacji przyktadowego substratu biatkowego: U - ubikwityng
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Poznano do tej pory cztery takie enzymy i wydaja sie one by¢ wazne w metabolizmie
komorki, gdyz pula wolnej ubikwityny szybko sie wyczerpuje, ajej brak uniemozliwia
proteolize. Jeden z tych enzymoéw kodowany jest przez ludzki onkogen c-tre-2 [13].

PROTEASOMY

Proteasom zwany tez wielokatalitycznym kompleksem proteinaz (MPC -multica-
talytic proteinase complex) jest duzg czastkg o statej sedymentacji 20 S i masie
czasteczkowej rzedu 650-700 kDa. Wyizolowany zostat po raz pierwszy z przysadki
bydlecej przez Wilk i Ortowskiego w 1980 roku [95]. Ma on ksztatt pustego w Srodku
cylindra badz beczki, sktadajacej sie z czterech pierscieni. Kazdy z tych pierScieni
zbudowany jest z kolei z szesciu do o$miu (najprawdopodobniej siedmiu) réznych
podjednostek polipeptydowych. W skfad jednego proteasomu moze wchodzi¢ 10-20
réznych rodzajow podjednostek o masie czasteczkowej wahajacej sie od 20 do 35 kDa
[28,45,46,62,63,68,69,86,93],

W obserwacjach z mikroskopu elektronowego proteasomy 20 S widziane z gory
wygladaja jak pusty w srodku piersciert o Srednicy 11 nm, natomiast z boku przedsta-
wiajg sie jako prostokaty o wymiarach 11 na 15 nm. Centralny otwdr ma Srednice
wahajacg sie w réznych doniesieniach od 1do 4 nm [28,45,63,87,88].

Proteasomy zlokalizowano zaréwno w cytoplazmie, jak i wjgdrze komérkowym
wszystkich badanych do tej pory komérek eukariotycznych, przy czym w organi-
zmach wielokomoérkowych wykazujg one tkankowo specyficzny sktad podjednostko-
wy. Biatka podjednostek proteasoméw tworzg od 0,5 do 1% catkowitego biatka
komoérkowego. O znaczeniu proteasoméw w metabolizmie komérki wybitnie $wiad-
czy fakt, ze wiekszo$¢ gendéw kodujacych podjednostki proteasomow jest niezbedna
dla zywotnosci komorek [62,63].

Budowe proteasomu eukariotycznego poznano w duzej mierze dzieki analizie o
wiele prostszych proteasoméw wystepujacych u archeabakterii Thermobacterium
acidophillum, ktére udato sie uzyska¢ w postaci krystalicznej, roztozy¢ na podjedno-
stki i z powrotem odtworzy¢ w aktywnej postaci [31]. Skladajg sie one tylko z dwoch
rodzajow podjednostek, a i B, przy czym siedem podjednostek a tworzy dwa pier-
Scienie zewnetrzne, a siedem podjednostek [ dwa wewnetrzne (rys. 2). Okazato sie,
ze wszystkie znane podjednostki proteasomoéw eukariotycznych pod wzgledem se-
kwencji upodabniajg sie albo do podjednostek a, albo do podjednostek 8 proteasomdw
T. acidophillum. Nie wykazujg natomiast homologii do zadnej ze znanych proteaz
eukariotycznych. Homologi a tworzg pierscienie zewnetrzne, a homologi B wewne-
trzne [71]. Utozone sg one w ten sposdb, ze nadajg proteasomowi 20S symetrie typu
C2 (twofoldrotational) [68]. Na podstawie analizy wystepowania pewnych epitopéw
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Rys. 2. Schemat przedstawiajacy dwie gtdwne wystepujace w komérkach formy proteasoméw, 20S i
26S, znajdujace sie w stanie dynamicznej rownowagi (greckie litery oznaczajg kazdy z czterech
pierscieni wchodzacych w sktad proteasomu 20S)

antygenowych podjednostek proteasomoéw wydaje sig, iZ sg one rozmieszczone sy-
metrycznie w przeciwlegtych pierécieniach, co sugeruje, iz proteasom eukariotyczny
ma charakter ztozonego dimeru [45],

W dwupierscieniowym monomerze kazda podjednostkajest inna i kodowana przez
oddzielny gen [34]. Podjednostki typu B odpowiadajg prawdopodobnie za wlasciwo-
§ci enzymatyczne, atypu a - za przemieszczanie sie pomiedzy jadrem i cytoplazma
(gdyz zawierajg czesto NTS - sygnat transferu jadrowego) oraz inne funkcje regula-
cyjne. Za tym ostatnim przemawia fakt, iz zawierajg one czesto miejsce konsensusu
dla fosforylacji zaleznej od kinaz tyrozynowych oraz motyw kilku kwasowych reszt
aminoacylowych przy koncu karboksylowym [3].

In vitro proteasom 20 S ma trzy gtéwne aktywnosci proteolityczne: trypsynopo-
dobng, chymotrypsynopodobna ihydrolizujacg wigzania peptydy loglutamy lowe, oraz
co najmniej dwie dodatkowe, hydrolizujaca wigzania pomiedzy aminokwasem roz-
gatezionym (np. leucyng) a innym oraz wigzania pomiedzy aminokwasem matym i
obojetnym elektrycznie (np. glicyna) ainnym. Poniewaz kazda z tych aktywnosci jest
wrazliwa na inne aktywatory i inhibitory, wywnioskowano, ze zalezg one od réznych
centrow aktywnych. Skoordynowane dziatanie tych aktywnosci enzymatycznych
prowadzi do szybkiego rozpadu wiekszosci wigzahn peptydowych w kazdym biatku
[62,63,87]. Kinetyka degradacji dekapeptydu, jakim jest gonadoliberyna, ujawnia
pojawianie sie najpierw heksa- i pentapeptyddw, ktére stajg sie dostepne dla innych
miejsc katalitycznych proteasomu 20S i moga ulega¢ dalszej degradacji do tri- i
tetrapeptydow [50]. Badajac produkty rozktadu insuliny i hemoglobiny przez prote-
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asomy T. acidophilum wysnuto wniosek o obecnosci swoistej “molekularnej linijki”
w proteasomach. Determinuje ona powstawanie peptydéw mieszczacych sie gtdwnie
w zakresie dtugosci od ok. 5 do 12 aminokwasow [94].

Aktywnos¢ proteolityczng proteasoméw mozna zahamowaé ré6znymi inhibitorami
proteaz, zwiaszcza proteaz serynowych, ktére majg rézne powinowactwo w stosunku
do réznych aktywnosci enzymatycznych proteasomu. Ostatnio odkryto jednak zwigz-
ki specyficznie i odwracalnie blokujace in vivo proteasomy. Sg to aldehydy peptydéw,
takie jak LLnL (N-acetyl-L-leucyl-L-leucyl-L-norleucynal), MG115 (N-karboben-
zoksyl-L-leucyl-L-leucyl-L-norwalinal) i Z-1E(OtBu)AL-CHO (/V-benzyloksykarbo-
nyl-izoleucyl-glutamyl-(O-r-butyl)-alanyl-leucynal) [20,74,91]. Dziatanie tych
zwigzkéw powoduje gromadzenie w komarce licznych koniugatéw poliubikwityno-
wanych biatek [20].

Podjednostki proteasoméw 20S mozna rozdzieli¢ dziatajac na nie roztworem
mocznika, niskim pH badZ wysokim stezeniem SDS (dodecylosiarczanu sodu). Nie
wykazuja one oddzielnie zadnej aktywnosci enzymatycznej. Agregacje podjednostek
i aktywacje proteasomOw mozna wywota¢ natomiast w obecnos$ci niewielkiej ilosci
wolnych kwasow ttuszczowych, polilizyny, matych stezeri SDS ijondw Mg2+ [42].

Proteasom 20 S nie potrafi samodzielnie degradowac koniugatow biatek z ubikwi-
tyna. Te ostatnie ulegajg degradacji dopiero przez proteasomy 26 S o masie 1500 kDa,
zwane z tego powodu UCDEN (ubiquitin-conjugate degrading enzyme), czyli enzy-
mami degradujacymi koniugaty ubikwityny [85,92]. Wtasciwosc¢ te nadajg dodatkowe
podjednostki. Proteasomy 26S zawierajg mianowicie poza proteasomami 20 S dwie
inne frakcje biatkowe, oznaczone jako CF1 (conjugate breakdownfactors) o masie
500 kDa i CF2 o0 masie 250 kDa (proteasomy 20 S stanowig frakcje CF3). CF1 i CF2
stanowi grupa 13-15 biatek o masie czasteczkowej wahajacej sie od 35 do 110 kDa
[43]. Proteasomy 20 S sg postacig nieaktywng MPC, gdyz aktywnos$¢ proteolityczng
po ich izolacji wyzwalajg dopiero odpowiednie aktywatory, podczas gdy proteasom
26 S jest postacig aktywng [28,68].

W obrazach izolowanych proteasoméw z mikroskopu elektronowego mozna ob-
serwowac oprocz proteasoméw 20S, takze proteasomy 26S. Te ostatnie majg ksztatt
ciezarka gimnastycznego (hantli). Jego “raczka” utworzona jest przez widziany z
boku, czteropierscieniowy proteasom 20S. Konce tej struktury utworzone sg nato-
miast przez dwie przeciwsymetryczne masy w ksztatcie litery V przyczepionej
bokiem do brzeznego pierScienia proteasomu 20S, ustawione w pozycjach, ktdre
nazywa sie cis i trans (rys. 2). Takie ich ustawienie odzwierciedla usytuowanie
podjednostek w obydwu dyskach a proteasomu 20S. Obserwuje sie dodatkowo
obecno$¢ nieregularnej masy wewnatrz struktury o ksztatcie litery V. Boczne masy
proteasomu 26S mozna izolowaé réwniez oddzielnie. W zalezno$ci od odkrywcow
nazwano je czastkami fi, elementami badz kompleksami czapkujacymi (cap elements)
lub PA700. Odpowiadajg one prawdopodobnie frakcji CF1 lub CF1 + CF2. Maja statg
sedymentacji 19S i zawierajg zbi6r polipeptydéw o masach 35-110 kDa wystepujacy
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w proteasomach 26S poza podstawowymi podjednostkami proteasomu 20S. Odpo-
wiadajg one prawdopodobnie za rozpoznawanie substratu, wtasciwosci ATPazowe i
zmiane jego konfiguracji przestrzennej (unfolding) umozliwiajgcg proteolize przez
jadro proteolityczne proteasomu 26S, czyli proteasom 20S [16,68,69,70]. Jedna z
podjednostek tego kompleksu odpowiada za rozpoznawanie biatek zwigzanych z
faricuchami poliubikwityny [17]. U drozdzy Saccharomyces cerevisiae zidentyfi-
kowano natomiast 12 genéw dla ATPaz YTA fyeast ATPases), z ktérych co najmniej
cztery wchodzg w sktad kompleksu czapkujgcego proteasom 20S i sg homologiczne
do zsekwencjonowanych podjednostek ludzkiego proteasomu 26S [80]. Proteasom
26S moze niekiedy wystepowaé¢ w odmiennych formach, réznigcych sie nieco skta-
dem podjednostkowym [92],

Element czapkujacy 19S przytgcza sie do proteasomu 20S z obydwu stron dajac
wtedy obraz typowego proteasomu 26S w ksztatcie hantli. Taki proteasom nazywany
jest formg D proteasomu 26S, a stosunek stochiometryczny proteasomu 20S do
kompleksu czapkujacego 19S wynosi w nim jak 1:2. Kompleks czapkujacy moze sie
jednak zjednej strony nie przytaczyc¢ i proteasom 26S ma woéwczas ksztatt opisywany
jako korek od szampana. Stosunek stochiometryczny proteasomu 20S do kompleksu
czapkujacego 19S ma sie wowczas jak 1:1 [76].

Proteasom 20S moze asocjowac z roznymi innymi czynnikami regulujagcymi. | tak,
w lizatach retikulocytéw krolika znaleziono trzy formy proteasomdw 20S, réznigce
sie szybkoscig migracji na zelu, aktywnoScig proteolityczng oraz obecnoscia specyfi-
cznych biatek p30 i pl60 [35]. Frakcja CF2 jest prawdopodobnie identyczna z
wyizolowanym inhibitorem p240. Stwierdzono obecnosc¢ jeszcze innych inhibitoréw
i aktywatorow proteasomow. Warto sposrdd nich wymienié aktywator PA28 o masie
IOkDa. Tworzy on pierscieniowate oligomery, ktére nastepnie gczg sie z obydwoma
koricami proteasomu 20S, zakrywajac je i prawdopodobnie w ten sposéb uniemozli-
wiajac interakcje z elementami czapkujacymi 19S [68].

Panuje do$¢ duze zamieszanie w nazewnictwie podjednostek proteasomow. Rozni
autorzy oznaczali je najczesciej w zalezno$ci od pozycji osiggnietej w czasie elektro-
forezy na dwuwymiarowym zelu poliakrylamidowym lub wedtug kolejnosci eluciji.
Numery poprzedzane sg skrétem oznaczajgcym gatunek, z ktérego pochodza prote-
asomy, np. szczurze RC od 1 do 10 (rat - szczur i column - kolumna elucyjna).
Niektdre z podjednostek, zwiaszcza zwigzane z regionem genow gtownego komple-
ksu zgodnosci tkankowej, majg swoje wiasne nazwy, np. LMP 2 [3]

ZMIANY LOKALIZACJI PROTEASOMOW
W PRZEBIEGU CYKLU KOMORKOWEGO

Ograniczonaproteoliza specyficznych biatek makluczowe znaczenie dla proceséw
zachodzacych w przebiegu cyklu komérkowego. Powyzej wspomniano juz o proteo-
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lizie biatek regulacyjnych, takich jak cykliny i produkty onkogenow [96]. Wydaje sie,
ze znaczenie ma takze proteoliza kluczowych biatek strukturalnych. Rozigczenie sie
siostrzanych chromatyd w przejsciu pomiedzy metafaza i anafazg zalezy prawdopo-
dobnie od proteolizy wewnetrznych biatek centromeru INCENPs (inner centromere
proteins) oraz biatka CENP-E (centromereprotein E) [18,36]. Aktywacja proteolizy
pewnych biatek moze zaleze¢ od aktywacji odpowiednich enzymoéw z grupy E3, np.
poprzez fosforylacje zalezng od cdc2 [13].

Na podstawie obserwacji transformowanych komoérek folikularnych in vitro
stwierdzono zmiany potozenia proteasomdéw w przebiegu mitozy. W interfazie pro-
teasomy wystepowaty rozproszone w matych grupach zaréwno na obszarze jadra, jak
i cytoplazmy. Poczawszy od profazy wzrastata ich ilos¢ w okolicy chromosomadw,
gdzie koncentrowaty sie jeszcze bardziej w metafazie i anafazie. W p6znej anafazie
antygeny proteasoméw byty wykrywalne takze w poblizu wokien wrzeciona podzia-
fowego, chociaz w trakcie interfazy nie wykazywaty zwigzku z mikrotubulami.
Podczas telofazy wiekszo$¢ proteasoméw pozostawata w poblizu chromatyny, zas na
poczatku interfazy ich wiekszo$¢ znajdowata sie wjadrze, skad powoli przemieszcza-
ty sie do cytoplazmy. Indukcja réznicowania sie tych komérek za pomoca forskoliny,
zwiekszajagcej poziom cAMP, powodowata zmniejszenie sie iloSci proteasomow w
komorkach [6],

W komérkach interfazowych proteasomy wystepuja zar6wno na terenie jadra, jak
i cytoplazmy. Ich zawarto$¢ w jadrze waha sie od 17% w hepatocytach szczura do
51% catkowitej ilosci proteasoméw w komorkach L-132. W hepatocytach do 14%
proteasoméw wigze sie ze strukturami ziarnistej siateczki srodplazmatycznej. Pozo-
stale sg rozproszone w cytoplazmie lub zwigzane z polisomami. Na terenie jadra,
proteasomy lokalizujg sie w euchromatynie oraz na obwodzie heterochromatyny i
jaderek [73].

Wykazano w badaniach przeprowadzonych metoda immunofluorescencji z uzy-
ciem surowic poliklonalnych na komorkach HelLa i PtK2 hodowanych in vitro
fluktuacje rozmieszczenia antygenow proteasomalnych w komérce w zaleznosci od
roznych faz cyklu komérkowego. Jadro komérkowe wybarwiato sie w fazach GI i S
raczej stabo i wykazywato dyskretne skupienia proteasoméw. W miare progresji przez
faze G2 barwienie robito sie coraz to intensywniejsze i rozmyte. W cytoplazmie
proteasomy lokalizowaly sie wokotjadra w postaci bardziej rozproszonej w fazie G1
i bardziej zebranej w dyskretne skupienia w fazie S, po czym przesuwaty sie na obwaod
w miare progresji przez faze G2. W czasie tej ostatniej wykazywaty kolokalizacje z
filamentami cytokeratynowymi. Zmianom lokalizacji proteasoméw w przebiegu cy-
klu komdrkowego nie towarzyszyty zmiany catkowitej zawartosci proteasomow w
komorce lub ich sktadu podjednostkowego [66].

Badania przeprowadzone na komorkach HelLa metodg immunofluorescencji za
pomocg przeciwciat monoklonalnych w przypadku komorek interfazowych wykazaty
jednorodne wybarwienie jagdra i cytoplazmy bez zmian zaleznych od cyklu komdrko-
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wego. Dopiero ekstrakcja wiekszosci proteasoméw za pomocg Tritonu X-100 ujaw-
nita, iz obecnos¢ wewnatrzjagdrowej frakcji proteasomow opornej na ekstrakcje cha-
rakteryzuje komérki w fazie G2 cyklu komoérkowego [97,98]. W przypadku komorek
mitotycznych, ekstrakcja Tritonem X-100 ujawnita powigzanie proteasoméw z bie-
gunami wrzeciona podziatowego w prometafazie i metafazie, z regionem wrzeciona
pomiedzy oddalajacymi sie grupami chromosomoéw w anafazie i z ciatkiem posrod-
kowym (midbody) w telofazie [97, 98].

W przebiegu cyklu komérkowego u zachwy Halocynthia roretzi stwierdzono
natomiast, ze poza zmiang potozenia, réwniez aktywnos¢ chymotrypsynowa prote-
asomow 20S ulega oscylacji. Jest ona najwieksza w profazie i w metafazie [44], W
odroéznieniu od powyzszych doniesien, nie stwierdzono zadnych zmian w dystrybucji
proteasomow w przebiegu cyklu komérkowego u Dictyostelium discoideum [77].

U drozdzy Saccharomyces cerevisiae wykryto 14 genéw kodujgcych podjednostki
proteasomow, z czego co najmniej 7 jest niezbednych do wzrostu komoérek. Delecja
takich gendw, jak PRSI, 2 czy 3, jest letalna [34,49]. Z kolei zmutowany gen PRG1
powoduje defekt aktywnosci chymotrypsynowej proteasoméw oraz upo$ledzony
podziatjadrakomorkowego z czestszg utratg chromosomow. Delecja genu dlacykliny
mitotycznej CLB2 powoduje supresje tego fenotypu, co mozna wyttumaczy¢, przyj-
mujac iz proteasomy sg odpowiedzialne za degradacje biatka CLB2 [21,72].

Dziatanie na komorki HelLa specyficznym inhibitorem aktywnosci chymotrypsy-
nowej proteasomoéw /V-benzyloksykarbonyl-izoleucyl-glutamyl-(0-f-butyl)-alanyl-
leucynalem [20] wywotuje blok cyklu komoérkowego w fazie G2 oraz w metafazie
[98,99].

W proliferujacych komérkach biataczkowych pobranych od pacjentéw stwierdza
sie wyzszy poziom proteasomow oraz mMRNA dla ich podjednostek w poréwnaniu z
prawidtowymi komoérkami jednojadrzastymi uzyskanymi z krwi obwodowej. Gdy
jednak na te ostatnie zadziata¢ mitogenami, takimi jak np. fitohemaglutynina, naste-
puje szybki wzrost obydwu tych parametréw. Swiadczy to o udziale proteasoméw w
procesach komorkowych zwigzanych z proliferacjg [47,83]. Zwigkszenie poziomu
MRNA die podjednostek typu a i B proteasoméw stwierdzono takze w przypadku
pobudzonych do proliferacji komarek roslinnych. Zwiekszenie to nastepowato wczes-
nie w fazie Gj, jeszcze przed wzrostem zawartosci mRNA dla histonéw [26].

Badania nad oogeneza i wczesnym cyklem zarodkowym myszy sugerujg powig-
zanie ukfadu degradujacego cykliny - a wiec najprawdopodobniej proteasoméw - z
wrzecionem podzialowym i mozliwo$¢ jego czasowego unieczynnienia poprzez
dziatanie czynnika cytostatycznego (CSF). Ten ostatni odpowiedzialny jest za utrzy-
manie wysokiego poziomu MPF-u podczas zablokowania cyklu w metafazie Il
podziatu mejotycznego [52]. Réwniez proces dojrzewania oocytow wydaje sie by¢
zalezny od proteasomdw, gdyz dziatanie typowym inhibitorem proteaz serynowych,
jakim jest diizopropylfluorofosforan (DFP), na oocyty ropuchy Bufo japonicus
zapobiega aktywacji MPF i co za tym idzie rozpadowi otoczki jgdrowej pomimo
stymulacji progesteronem. Aktywnos$¢ proteolityczna w oocytach nie poddanych
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dziataniu DFP wzrasta w dwoch momentach: bezposrednio przed i bezposrednio po
rozpadzie otoczki jadrowej pecherzyka zarodkowego. Stwierdza sie rowniez zmiane
ruchliwosci elektroforetycznej podjednostek proteasomoéw w miare dojrzewania 0o-
cytow, co Swiadczy o ich modyfikacjach potranslacyjnych [84],

ROLA PROTEASOMOW
W ROZWOJU | ROZNICOWANIU TKANKOWYM

Zawartos¢ proteasomow rozni sie w komérkach pochodzacych z réznych tkanek.
Liczba proteasomdw jest duza w komdrkach o intensywnym metabolizmie, takich jak
np. hepatocyty, jak réwniez w tkankach nowotworowych i zarodkowych. W zr6zni-
cowanych tkankach proteasomy moga petni¢ swoiste tkankowo funkcje, np. w ple-
mnikach stwierdzono obecno$¢ proteasoméw, ktdre lokalizujg sie wzdtuz witki.
Wydaje sie to mie¢ znaczenie dla wiasciwej ruchliwosci plemnikéw, gdyz jest ona
upos$ledzona po dziataniu inhibitoréw proteolizy [37].

Stwierdzono zmiane aktywnosci proteolitycznej proteasoméw 20S w stosunku do
réznych substratdbw w czasie miogenezy u kurczat. Malata aktywno$¢ chymotrypsy-
nowa i trypsynowa, natomiast rosta zdolno$¢ do degradacji kazeiny. Analogiczne
zmiany wystepowaty takze w przypadku proteasomdw izolowanych z rozwijajacej
sie watroby, lecz nie stwierdzono ich w przypadku probek tkanki nerwowej. Na
podstawie analizy dwuwymiarowej elektroforezy na zelu poliakrylamidowym,
stwierdzono réwniez zmiany w skfadzie podjednostkowym proteasoméw 20S, zwia-
szcza dotyczacych mniej obficie wystepujacych podjednostek. Zmiany te najpra-
wdopodobniej wigza sie nie ze zmiang ekspresji odpowiednich genéw, lecz z
modyfikacjami posttranslacyjnymi i zapewne wykazujg korelacje ze zmiang aktyw-
nosci proteolitycznej [1]. Podobne wnioski wysnuto na podstawie badan skiadu
proteasomdw w trakcie rozwoju zarodkowego Drosophila melanogaster [32].

Wolne proteasomy wystepujg normalnie w osoczu krwi ludzkiej a wzrost ich
zawartosci jest charakterystyczny dla chordb watroby i chordb rozrostowych uktadu
krwionosnego. Wiaze sie to prawdopodobnie z wzmozonym rozpadem komorek
zawierajacych duze ilosci proteasomow, takichjak hepatocyty lub blasty biataczkowe.
Stwierdzono wystepowanie w surowicy przeciwciat przeciwko podjednostkom pro-
teasomoOw u niektérych pacjentow z liszajem rumieniowatym uktadowym (SLE) [63].

ROLA PROTEASOMOW
W UKLADZIE IMMUNOLOGICZNYM

Dwa geny dla ludzkich podjednostek proteasoméw lokujg sie w obrebie regionu
kodujgcego MHC klasy Il (LMP2, LMP7), co posrednio $wiadczy o ich znaczeniu dla
uktadu immunologicznego. LMP2 wykazuje silny polimorfizm, a ekspresja LMP2 i
LMP7 ulega indukcji przez interferon y [4,100]. Sa to cechy charakterystyczne dla
genoéw waznych w funkcjonowaniu genoéw zwigzanych z MHC [23,28].
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Pod wptywem dziatania interferonu y nie zmienia sie catkowita ilo$¢ proteasoméow
w komorkach, lecz ulega zmianie ich sktad podjednostkowy. Dotyczy to jednak
wylgcznie nowosyntetyzowanych proteasoméw [3]. LMP2 jest wbudowywane za-
miast podjednostki 2 (zwanej tez X lub MB1), a LMP7 zamiast podjednostki 10
(zwanej tez Y lub Delta), ludzkich proteasomoéw [5,9,22]. LMP2 wystepowaé moze
w proteasomach w dwdch réznych formach, LMP2a i LMP2b, pozbawione dwudzie-
stu N-terminalnych aminokwaséw [67]. Wbudowanie sie LMP2 do proteasoméw
ostabia aktywnos¢ peptydylglutamylpeptydowa, wzmaga trypsynowsg i nie zmienia
chymotrypsynowej, zas wbudowanie LMP7 wzmaga aktywnos¢ chymotrypsynows i
trypsynowg, nie zmieniajgc peptydylglutamylpeptydowej. Faworyzuje to powstawa-
nie peptyddw z resztami zasadowymi i hydrofobowymi na kofcach karboksylowych,
a wiec takich, ktore wigza sie z MHC klasy | [24].

Interferon y wywiera réwniez dziatanie na izolowane proteasomy 20 S. Stymuluje
on wytwarzanie przez nie in vitro okta- i nonapeptydéw z substratow biatkowych, a
wiadomo, ze wiasnie peptydy tej wielkosci taczg sie najczesciej z MHC klasy I.
Interferon y stymuluje aktywnosci chymotrypsynowa i trypsynowa proteasomow 20S,
obniza aktywnos¢ peptydylglutamylpeptydowa, a nie zmienia aktywnosci proteolizy
zaleznej od ATP i ubikwityny proteasomow 26S [3,74]. Przypuszcza sie, ze interferon
y oddziatuje na zasadzie regulatora allosterycznego, powodujgc odpowiednig zmiane
odlegtosci pomiedzy centrami aktywnymi w proteasomie, bezposrednio lub poprzez
czynnik regulujacy.

Powstajgce w pewnych regionach cytoplazmy peptydy antygenowe ulegajg prze-
kazaniu w obreb szorstkiej siateczki Srodplazmatycznej zapomoca specjalnych biatek
transporterowych TAP, a nastepnie w jej obrebie powstajg ich kompleksy z MHC
klasy | [75]. Wykryto jednak réwniez populacje proteasoméw bezposrednio zwigza-
nych z szorstkg siateczkg srédplazmatyczna. R6znig sie one sktadem od proteasoméw
cytoplazmatycznych [23,28,73].

Ostateczna rola proteasomow w prezentacji antygenéw zwigzanych z MHC klasy
I nie jest jednak do konca ustalona. Myszy ze znokautowanym genem LMP7 majg
obnizong ekspresje MHC klasy | na powierzchni splenocytow i nieefektywnie pre-
zentujg antygen HY. Dostarczenie splenocytom gotowych peptyddw przywraca nor-
malny poziom ekspresji MHC klasy | [19]. Z drugiej jednak strony, komdrki
pozbawione zaréwno LMP2 jak i LMP7 oraz innych genéw z regionu MHC klasy Il
poza TAPI i TAP2 byly w petni zdolne do prezentacji réznych antygendéw wiruso-
wych w kontekécie MHC klasy | [101]. By¢ moze ma to zwigzek z ekspresjg
homologicznych do LMP2 i 7 podjednostek MB1 i Delta proteasoméw [9].

PROSOMY CZY PROTEASOMY?

Do dnia dzisiejszego brak jest zgody, czy proteasomy sg de novo odkrytymi
prosomami, czy tez catkowicie odmiennymi organelami. Prosomy sg to wystepujace
powszechnie w komdrkach eukariotycznych kompleksy rybonukleoprotein (RNP),
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wyKkryte juz pod koniec lat szes¢dziesigtych w obrazach z mikroskopu elektronowego
[33,42,59,79,85]. Maja na nich charakterystyczny ksztatt, pordwnywany do owocow
maliny badZ morwy, ktéry przypomina wyglad proteasoméw. Prosomy majg $rednice
12 nm, wzgledng mase czasteczkowg 650 kDa i statg sedymentacji 19S. Ich skiad jest
do$¢ zmienny. Zbudowane sg w ok. 85% z bialek (ok. 25 podjednostek o masach
pomiedzy 21 a 35 kDa, z ktérych najpowszechniejsze jest biatko p27) oraz w 15% z
RNA [53,79]. Opisano takze szczeg6lny prosom, bedacy homooligomerem biatka o
masie 21 kDa [2]. O tym jak trudno wyrobi¢ sobie opinie o naturze tych organeli,
Swiadczy fakt, ze podczas gdy czes¢ badaczy twierdzi, iz prosomy sg bardzo stabil-
nymi kompleksami RNP [29,60], to inna uwaza, iz obecno$¢ RNA wynika tylko z
zanieczyszczh spowodowanych niedoktadng preparatyka i ze prosomy sg artefaktem
powstatym z proteasomow zmieszanych z innymi frakcjami [8].

Prosomalny RNA (pRNA) sklada sie z krétkich (80-150 par zasad) odcinkdw,
ktore fatwo ulegaja dysocjacji badz zniszczeniu w procesie oczyszczania prosomow
z lizatdbw komérkowych. Wyjatkowa cechg pRNA jest jego powinowactwo do mR-
NA, ktoére powoduje, iz w systemach in vitro obecno$¢ pRNA blokuje translacje.
Fakt ten sugeruje tworzenie przez prosomy wiekszych komplekséw RNP majgcych
znaczenie w regulacji posttranslacyjnej ekspresji réznych biatek. Opisano réwniez
czastke o wygladzie prosomu zwigzang z obrébka pre-tRNA [12], a ostatnio wykaza-
no, ze wiekszos¢ RNA zwigzanego z prosomami nie stanowi pRNA, lecz tRNA dla
lizyny - tRNALys’3 [58].

Na korzys$¢ hipotezy uczestnictwa prosomdw w regulacji posttranslacyjnej ekspre-
sji biatek przemawia fakt, ze w przebiegu oogenezy kregowcow prosomy akumulujg
sie w cytoplazmie, jednak w miare dojrzewania oocytu przemieszczajg sie do peche-
rzyka zarodkowego. Poniewaz oocyty nie wytwarzajg prosomoéw, pochodza one
prawdopodobnie z komérek ziarnistych [25]. Po zaptodnieniu bruzdkujace zarodki
traszki Pleurodeles walti nie wytwarzajg prosoméw az do gastrulacji. W czasie
bruzdkowania az do stadium $redniozaawansowanej blastuli antygeny prosomalne
lokalizujg sie w cytoplazmie i przy btonie komoérkowej, podczas gdy w p6zniejszych
stadiach przemieszczajg sie do jader komérkowych. Jeden z antygenow prosomal-
nych, p31, w stadium blastuli gromadzi sie w komorkach prospektywnej ektodermy
na biegunie animalnym, za$ w stadium neuruli jest nieobecny w komorkach neuroe-
ktodermalnych. W miare dalszego rozwoju i réznicowania sie zarodka antygeny
prosomalne ponownie gromadzg sie w cytoplazmie. Widac to wyraZnie w przypadku
naskérka, gdzie niezréznicowane komorki warstwy podstawnej majag antygeny pro-
somalne zlokalizowane w jgdrze komdrkowym, za$ w miare roznicowania sie prze-
chodza one w obreb cytoplazmy [64]. Podobna zmiana lokalizacji prosomoéw
wystepuje rowniez w przebiegu terminalnego réznicowania sie erytroblastow [31].
Natomiast w przebiegu organogenezy watroby u ptodéw szczurzych obserwuje sie
specyficzng lokalizacje prosomalnego antygenu p31w okolicy cytoplazmy hepatocy-
tow otaczajacej pierwotne przewodziki zo6tciowe, podczas gdy we wczesniejszych
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stadiach rozwojowych antygen ten obecny byt w catej cytoplazmie [10]. Analogiczne
do zmian u P. walti zmiany wykazano w przebiegu wczesnej embriogenezy kurczecia
[65].

Prosomy wystepuja zaréwno na obszarze cytoplazmy, jak i wjadrze komérkowym,
gdzie jest ich jednak znacznie mniej. Koncentrujg sie tam gtéwnie w nukleoplazmie,
stabiej sie wigzag natomiast z chromatyng. [30]. W cytoplazmie prosomy wigzg sie
natomiast z siecig filamentow cytokeratynowych i w mniejszym stopniu wimentyno-
wych [29], podobnie jak to wykazano dla proteasoméw [66]. R6zne antygeny proso-
malne wigzg sie z roznymi obszarami sieci filamentéw posrednich, tworzgc swoiste
“podsieci”. Moze to mie¢ znaczenie w lokalizacji odpowiednich mRNA w réznych
obszarach komérki [7,29,30,61]. Niejasne jest znaczenie wystepowania prosomow
we wspdllnych kompleksach z niektorymi biatkami szoku cieplnego, stwierdzone w
hodowanych in vitro komérkach muszki owocowej [54].
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PROTEOGLYCANS: STRUCTURES AND BIOSYNTHESIS

Iwona ZAK
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Streszczenie. W przegladzie omoéwiono podstawy klasyfikacji oraz przyktady reprezentatywnych pro-
teoglikanéw. Ponadto, praca eksponuje model biosyntezy proteoglikanéw w formie prekursorowych
glikoprotein, role inhibitoréw glikozylacji i sSrodkomérkowego transportu pecherzykowego oraz biosyn-
tetyczne podstawy heterogennosci tancuchéw glikozoaminoglikanowych.

Stoéwa kluczowe:glukozoaminoglikany, galaktozoaminoglikany, biatka mozaikowe, N -, O-glikozylacja,
sulfonowanie, inhibitory glikozylacji, brefeldyna A, aparat Golgiego.

Summary. The basis of classification and the examples of representative proteoglycans were discussed
in the review. Moreover, the review exposes the model of proteoglycans biosynthesis in the form of
precursor glycoproteins, the role of glycosylation inhibitors and intracellular vesicle transport inhibitors
and the biosynthetic bases of glycosaminoglycan chains heterogenousity.

Key words: glucosaminoglycans, galactosaminoglycans, mosaic proteins, N- , O-glycosylation, sulfa-
tion, glycosylation inhibitors, brefeldin A, Golgi apparatus.

Wykaz gtéwnych skrétéw: PG - proteoglikany, GAG - glikozoaminoglikany, KS - siarczan keratanu,
CS - siarczan chondroityny, HS - siarczan heparanu, DS - siarczan dermatanu, CCP (complement
controling protein) - biatko kontrolujace dopetniacz, HSPG - proteoglikan siarczanu heparanu, CSPG
- proteoglikan siarczanu chondroityny, DSPG - proteoglikan siarczanu dermatanu, KSPG - proteoglikan
siarczanu keratanu.

Proteoglikany (PG) nalezg do glikoprotein, najpowszechniejszych biatek zwierze-
cych, wsrdd ktorych wyrodzniajg sie specyficznoscig jednostek polisacharydowych
zwanych glikozoaminoglikanami (GAG), ktdre sa podstawowymi no$nikami grup
siarczanowych. Siarczanowane weglowodany, poza PG, wystepuja w nielicznej gru-
pie glikoprotein, do ktorych nalezg glikohormony przysadkowe [91]. PG wystepuja
pozakomorkowo we wszystkich tkankach, szczeg6lnie obficie w tkance tacznej. Wraz
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z innymi glikoproteinami [19], wspo6ttworzg wyspecjalizowane formy substancji
miedzykomdrkowej, jakimi sg btony podstawne [27]. Ponadto, pozakomorkowe
domeny PG btonowych wraz z innymi glikoproteinami tworzg glikokaliks na zewne-
trznej powierzchni réznorodnych komorek [74].

PG spetniajg dwojaka role biologiczng. Z jednej strony bezposrednio uczestnicza
w powstawaniu “ztgczy” warunkujacych tworzenie ponadmolekulamej organizacji
substancji miedzykomorkowej, w ten sposéb realizujg swe stosunkowo proste funkcje
mechaniczno-strukturalne. Z drugiej strony, posrednio lub bezposrednio, oddziatuja
z komdérkami, promujac i regulujac swoiste funkcje komaérkowe, w takich procesach
jak: adhezja, migracja, proliferacja, wzrost, réznicowanie oraz morfogeneza
[2,13,14,24,30,27-29,62,63,74,76].

W niniejszym opracowaniu pominieto zagadnienia dotyczace PG omdwione szcze-
gotowo we wczesniejszych polskojezycznych artykutach [38,70,89], do ktorych od-
sytam zainteresowanych.

1. STRUKTURA PROTEOGLIKANOW:
GLIKOZOAMINOGLIKANY

Siarczanowane GAG potaczone sg kowalencyjnym wigzaniem O-glikozydowym
zserynalub treoningpolipeptydu za posrednictwem 3 -D-ksylozy wchodzgcej w skiad
tetrasacharydu, jednakowego dla wigkszosci PG (rys. 1A), z wyjatkiem siarczan6w
keratanu (KS). KS typu Il z chrzastki potgczone sg z biatkiem rdzennym podobnie jak
oligosacharydy w mucynach, mianowicie poprzez reszte a-N-acetylogalaktozo-
aminowg (GalNAc) (rys. IB), natomiast KS typ | rogéwkowy, wigzaniem N-gliko-
zydowym z asparaging poprzez pentasacharydowag sekwencje (rys. 1C)
charakterystyczng dla wszystkich N-glikanow glikoprotein [89]. Proteoglikany siar-
czanow keratanu o strukturze KS podobnej do typu rogéwkowego wystepuja
rowniez w wielu innych tkankach, miedzy innymi na terenie $ciany aorty [22,23].
Poza GAG, proteoglikany mogg zawiera¢ rowniez N-glikany typowe dla innych
glikoprotein [34,36]. Kwas hialuronowy jedynie nie jest zwigzany kowalencyjnie w
PG.

GAG, w ktérych wystepuja jedynie cztery rézne monocukry i dwie pochodne
cukrowe (mianowicie, kwasy uronowe)(rys. 2) sa dtugimi nierozgatezionymi polime-
rami powtarzajacych siejednostek disacharydowych. Jednostki te utworzone sgz reszt
kwasu heksuronowego (kwasu D-glukuronowego [GlcU] lub L-iduronowego [IdU])
oraz heksozoaminy (rys. 2). Rodzaj wystepujacej reszty heksozoaminowej pozwala
sklasyfikowa¢ GAG na dwie grupy, mianowicie: glukozoaminoglikany (gdy wyste-
puje D-glukozoamina [GIcN]) i galaktozoaminoglikany (gdy wystepuje D-N-acety-
logalaktozoamina [GalNAc]), natomiast rodzaj kwasu heksuronowego moze hyé
podstawa dalszej klasyfikacji GAG w obrebie kazdej z grup [21,34]. Galaktozoamino-
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Rys. 1. Oligosacharydowe sekwencje rdzenne posredniczace w wigzaniu glikozoaminoglikandw
z tancuchem polipeptydowym

glikanami sg 4- i -6-siarczany chondroityny (CS), bedace polimerami podstawowego
disacharydu: [-4GIcURI- 3GalNAcRI-lnoraz 4-siarczany dermatanu (DS),polimery
powtarzajgcego sie disacharydu: [-4ldUal-3GalNAcRI]n. Disacharyd DS jest pod-
stawowym elementem heksasacharydowej sekwencji oddziatujgcej specyficznie z
heparynowym kofaktorem Il (rys. 2A) [45].

Glukozoaminoglikanami sg siarczany heparanu (HS) i heparyna (rys. 2B), siar-
czany keratanow (KS) i kwas hialuronowy. Ten ostatni jako niesiarczanowany oraz
nie zwigzany kowalencyjnie z biatkami nie bedzie przedmiotem tego opracowaniu.
Rowniez pominieto szczegbtowe omowienie KS, zaréwno typu rogéwkowego o
strukturze polilaktozoaminoglikanowej [-3Gal31-4GIcNAcRI-]njak i typu chrzest-
nego o strukturze glikanéw podobnych do obecnych w mucynach, poniewaz te
sktadniki weglowodanowe, z wyjatkiem siarczanowania sg typowe dla glikoprotein
ssakow i zostaty oméwione we wczesniejszym opracowaniu [89].

Dtugie polimery DS, HS i heparyny nie sg strukturalnie jednolite, moga zawiera¢
zaréwno GlcU, jak i IdU (rys. 2B), natomiast CS zawierajg jedynie GlcU.

Wszystkie GAG proteoglikandw (z wyjatkiem kwasu hialuronowego) zawierajg
grupy siarczanowe przytgczone w réznych pozycjach, zaréwno przy resztach hekso-
zoamin jak i kwasow heksuronowych. Reszty siarczanowe moga by¢ zwigzane
O-estrowo w nastepujacych pozycjach, mianowicie: przy drugim weglu (C-2) GlcU
i 1dU; przy weglach C-4 i C-6 GalNAc lub przy weglu C-6 GIcNAc oraz przy weglach
C-3 i C-6 GIcN. Reszty siarczanowe moga byé réwniez zwigzane N-estrowo, w
pozycji przy drugim weglu C-2 jedynie GIcN [34].

GAG charakteryzuje znaczna heterogennosc¢, ktéra wynika:

1) zrbznego stopnia epimeryzacji GlcU do 1dU;
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Rys. 2. Podstawowe monocukry i pochodne cukrowe wystepujace w obrebietaricuchéw glikozoaminogli-
kanowych; galaktozoaminoglikan (A) i glukozoaminoglikan (B) - przyktadowe fragmenty sekwencji
rozpoznawalnych przez (A) heparynowy kofaktor Il i (B) przez antytrombine Ill

2) z r6znej pozycji podstawienia grup siarczanowych przy okreslonych resztach
monosacharydowych;

3) z niejednorodnej gestosci rozmieszczenia grup siarczanowych na catej dtugosci
fancucha glikozoaminoglikanowego, a tym samym niejednorodnej gestosci tadunku;
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4) z obecnosci roznej dtugosci “blokéw” utworzonych z disacharyddw zawieraja-
cych reszty GIcNAc, ktére sg poprzedzielane sekwencjami réznej dtugosci, zawie-
rajacymi reszty N-siarczanowanej GIcN w powtarzajacych sie disacharydach.

Szczeg6lnym znakiem identyfikacyjnym dla rodziny heparyna-HS [34] jest hete-
rogenno$¢ wynikajaca z nieregulamosci wystepowania “blokow” sekwencji zawiera-
jacych GIcNAc i “blokéw” zawierajacych N-siarczanowang GIcN w powtarzajacych
sie disacharydach tych GAG [2,24,41]. Na przyktad, HSPG z bton podstawnych
ktebkoéw nerkowych ma w swych GAG niejednolicie rozmieszczone grupy N- siar-
czanowe i reszty GIcNAc. Sprawia to, ze pojedynczy taincuch polisacharydowy
zawiera co najmniej dwa odmienne regiony, zewnetrzne i wewnetrzne [18]. W
peryferycznych regionach tego GAG, obejmujacych okoto 10jednostek disacharydo-
wych bogatych w IdU, zlokalizowane sg nosniki ujemnych fadunkoéw, zaréwno grupy
N- jak i O-siarczanowe. Struktura glikanowa tego peryferycznego regionu zblizona
jest raczej do heparyny. Natomiast bardziej wewnetrzny region faiicucha HS skfada
sie z okoto 20 jednostek disacharydowych -GIcURIL.4GIcNAc-, ktdre catkowicie
pozbawione sg modyfikacji i moznaje przyjgc¢ jako bardziej typowe dla HS [18].

Heterogenno$¢ tancuchdw galaktozoaminoglikanowych w poréwnaniu z hetero-
gennoscia glukozoaminoglikandw jest mniej zaznaczona, miedzy innymi przez fakt,
ze reszty GalNAc pozostajg zawsze acetylowane, dlatego tez nie sag N-siarczanowane.

Heterogenno$¢ GAG wynika z ich biosyntezy, szczeg6lnie reakcji modyfikacyj-
nych, ktérych postepowanie nie jest powtarzalne wzdtuz catego polisacharydu. Spra-
wia to, ze pierwotnie jednolity polimer jednostek disacharydowych staje sie
urozmaicony w swej strukturze.

2. STRUKTURA PROTEOGLIKANOW: BIALKA RDZENNE

Biatka rdzenne PG majg domene wigzaca kowalencyjnie GAG. W niektdrych PG,
mianowicie w tzw. part-time PG (po czesci PG) domeny te moga by¢ pozbawione
GAG [21]. Oznaczato, ze moga one by¢ syntetyzowane zarownojakoPG, ale réwniez
jako biatka pozbawione GAG6w. Fakt wystepowania niektorych PG w tych posta-
ciach zwieksza ich r6znorodnos¢. Liczne PG sg biatkami wielodomenowymi, gdyz
poza domenami wigzacymi GAG mogg zawiera¢ inne, mianowicie: domeny lekty-
nopodobne, domeny lamininopodobne, domeny z modutami podobnymi do EGF,
domeny z modutami immunoglobulinopodobnymi, domeny z modutami CCP, czyli
podobnymi do biatek dopetniacza i inne.

Wielodomenowe PG nalezg do grupy biatek mozaikowych, ktérych filogeneza
zdeterminowana jest takimi procesami, jak przetasowanie eksonowe (exon shuffling)
i duplikacja [1]. Biatka mozaikowe zbudowane sg z niewielu, funkcjonalnie réznych
modutéw peptydowych, ktdre moga powtarzac¢ sie wielokrotnie [90]. Modutowg
strukture maja réwniez kolageny, niektére z nich np. kolagen IX maja domeny
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“dzwigajgce” glikozoaminoglikany [3]. Wiele PG nalezy do biatek mozaikowych,
wsrdd nich proteoglikan siarczanu heparyny - perlekan (rys. 3) [31,54] oraz proteo-
glikan siarczanu chondroityny - wersikan (rys. 4) [63,78]. W perlekanie domene |
stanowi N-koricowa sekwencja sygnatowa, po ktorej nastepuje 172 aminokwasowy
segment dzwigajacy trzy fancuchy siarczan6w heparanu. Domene Il stanowig powto-
rzenia bogate w cysteing i kwasne aminokwasy, ktére sa podobne do obecnych w
receptorze LDL. W domenie Ill wystepujg regiony bogate w cysteine i regiony
globulame, ktére wykazuja podobienstwo do obecnych w krotkim ramie- niu taricucha
A lamininy. Domene IV tworzy 14 powtérzer immunoglobulinopodobnych. Domena
V zawieratrzy powtorzenia, podobne do globulamych domen G faricucha A lamininy,
poprzedzielane modutami podobnymi do EGF, ktorych brak w tej czesci taficucha A
lamininy. W wersikanie (rys. 4) [63,78] rejon N-koncowy polipeptydu stanowi
domene lektynopodobna oddziatujgcg z hialuronianem, ktora jest homologiczna do
biatek wigzgcych (ang. link protein), szczegdlnie biatka wigzgcego hialuronian po-
chodzacego z neurogleju. Domene Il stanowi posrodkowy fragment polipeptydu
dZwigajacy faricuchy GAG, gtéwnie CS. Domene Il stanowig dwa moduty podobne
do EGF. Domena IV to druga domena lektynopodobng w tym biatku, o strukturze
podobnej do lektyn kregowcow, rozpoznajacych terminalne reszty monocukrowe,
mianowicie: Gal, GIcNAc lub Man, ktérej ligandem moga by¢ przypuszczalnie
asjaloglikoproteiny. Domene V stanowi rejon zawierajgcy moduty CCP charaktery-
styczne dla bialek dopetniacza, podobne do wystepujacych w sktadniku H dopetnia-
cza. Domeny podobne do obecnych w wersikanie, ktory pochodzi z fibroblastow,
wystepujg rowniez w lepiej poznanym agrekanie.

Btonowe PG moga by¢ w rézny sposéb zakotwiczone w btonie plazmatycznej
[2,13,14,21,24,30,85-87] (rys. 5). Integralne PG btonowe potaczone sg za posrednic-
twem hydrofobowej przezbtonowej domeny kotwiczacej, ktéra moze znajdowac sie

Rys. 3. Organizacja modutowa i domenowa perlekanu (objasnienia w tekscie) [54]
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Rys. 4. Schematyczna struktura domenowa wersikanu (objasnienia w tekscie) [78, zmienione]

zarbwno w obrebie N-koricowego fragmentu polipeptydu, jak np. w receptorze
transferyny lub w obrebie C-korica polipeptydu, jak np. w trombomodulinie czy
syndekanie [2,13,30]. Reprezentatywnym PG btonowym jest trombomodulina z ko-
morek srédbtonkowych (rys. 6) [58,61]. Funkcjonalnie trombomodulina jest odpo-
wiedzialna za antykrzepliwg aktywnos$¢ srodbtonkéw. Pod wzgledem strukturalnym
trombomodulina nalezy do biatek mozaikowych i sktada sie z pieciu domen. Domeng
I stanowi N-koncowy fragment polipeptydu homologiczny z receptorem asjalogli-
koprotein, domene Il rejon zawierajacy szes¢ modutow podobnych do EGF, domene
Il stanowi rejon “dzwigajacy” zwigzane kowalencyjnie GAG, zwykle pojedynczy
tancuch CS. Domene IV stanowi hydrofobowy, przezbtonowy fragment polipeptydu,
po ktorym nastepuje C-koricowa domena polipeptydu znajdujaca sie w cytoplazmie.

Niektére PG moga by¢ kowalencyjnie zwigzane z btong poprzez kotwiczacy
fosfatydyloinozytol (rys. 5) [16,21,86,87]. Skutkiem dziatania zewnatrzpochodnej
swoistej fosfolipazy C, PG moze by¢ uwolniony z tego pofaczenia i powierzchni
komorki. Uwolniony PG moze zosta¢ na powrét zwigzany przez reszte fosforanowa
inozytolu ze swoistym receptorem btonowym obecnym na powierzchni kompeten-

Rys. 5. Proteoglikany powierzchni komérki - sposoby zakotwiczenia w btonie plazmatycznej [21]
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Rys. 6. Struktura wielodomenowa trombomoduliny, przezbtonowego proteoglikanu komorki
$rodbtonka(objasnienia w tekscie) [58,68]

tnych komorek. Moze réwniez po endocytozie receptorowej ulega¢ wewnatrzkomoér-
kowej degradacji lub po modyfikacji ponownie wrdci¢ na powierzchnie komaérki
[13,14].

Innym mozliwym potgczeniem PG z btong jest oddziatywanie ich GAG z btono-
wym receptorem lektynowym (rys. 5). Receptory lektynowe moga uczestniczy¢ w
endocytozie pozakomorkowych PG oraz w rozpoznawaniu biologicznym
[21,24,29,63,74,89],

3. KLASYFIKACJA PROTEOGLIKANOW

Proponowane sg rozne kryteria klasyfikacji PG [2,21,34]. Najprostszy sposob
klasyfikacji, opiera si¢ na strukturze GAG przytwierdzonych do biatka rdzennego. Na
tej podstawie mozna sklasyfikowac¢ PG na trzy typy gtéwne, mianowicie:

typ 1- to proteogalaktozoaminoglikany;

typ 2 - to proteoglukozoaminoglikany i

typ 3- to proteopolilaktozoaminoglikany.

Do proteogalaktozoaminoglikanéw nalezg PG siarczan6w chondroityny (CSPG)
oraz PG siarczanéw dermatanu (DSPG) [6]. Proteoglukozoaminoglikanami sa PG
siarczan6w heparanu (HSPG) oraz heparyna. Natomiast do proteopolilaktozoamino-
glikanow nalezag PG siarczanow keratanu (KSPG). Klasyfikacje te uzupetnia grupa
hybrydowych PG, czyli PG z r6znymi typami GAG, ktore przytwierdzone sg kowa-
lencyjnie do pojedynczego biatka rdzennego.

Klasyfikacja na podstawie topograficznego rozmieszczenia PG pozwala pogrupo-
wac je na:

1) wewnatrzkomdrkowe PG (z ziarnistosci wydzielniczych),

2) PG zwigzane z powierzchnia bton komoérkowych,

3) PG substancji miedzykomorkowej [2,13,14,24,30,85].
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Klasyfikacja PG na podstawie struktury | rzedowej biatek rdzennych moze by¢
brana pod uwage, poniewaz sekwencja aminokwasowa niektorych PG jestjuz pozna-
na. Klasyfikacja zaproponowana przez Kjellena i Lindhala [34] grupuje PG w pigec
rodzin. Rysunek 7 przedstawia reprezentantow poszczeg6lnych rodzin PG.

Rodzina 1- to wielkoczasteczkowe, pozakomorkowe CSPG, ktdre majg zdolnos¢
do interakcji z kwasem hialuronowym, mianowicie typu agrekan z chrzastki oraz typu
wersikan z fibroblastow [78].

Rodzina 2 - obejmuje mate PG zjednym lub dwoma tancuchami GAG (CS,DS),
typu dekoryny lub biglikanu [46,65,68].

Rodzina 3 - to HSPG z bton podstawnych typu perlekan [31,54].

Rodzina 4 - to PG przezbtonowe powierzchni komorki spokrewnione z hybrydo-
wym proteoglikanem CS i HS, typu syndekan [2,30,85-87]. Nalezg tu réwniez takie
PG jak betaglikan, trombomodulina, receptor naprowadzajacy limfocytéw (homing
receptor;CD44), receptor dla transferyny, fancuch niezmienny (invariant) antygendw
zgodnosci tkankowej typu 1l [21,41,44,58,61,82],

Rys. 7. Schematyczne struktury reprezentatywnych proteoglikandw poszczegdlnych rodzin [wg 63,
zmienione]
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Rodzina 5 - to PG wewnatrzkomoérkowe typu serglicyna. Biatka rdzenne tych PG
zawierajg dtugie sekwencje na przemian wystepujgcych reszt Gly i Ser, ktore glikozy-
lowane sg w znacznym stopniu faricuchami CS i HS [13,21,62,63].

Cho¢ podobienstwa i réznice strukturalne polipeptydéw pozwolity na wstepne
usystematyzowanie znanych PG, to jednak dotychczas nie znaleziono wyraznej
wspolnej cechy strukturalnej biatka, ktéra pozwolitaby najednoznaczne zidentyfiko-
wanie gojako PG itym samym na odroznienie samego biatka rdzennego PG od innych
biatek. Dlatego nadal trudno jest zaklasyfikowac do PG nowo wykryte biatko jedynie
na podstawie sekwencji aminokwasowej, natomiast wykazanie obecnosci w nim
kowalencyjnie zwigzanych GAG moze to ufatwic.

4. Biosynteza proteoglikanow

Ro6znorodne komorki zwierzece sg zdolne do syntezy siarczanowanych PG
[7,15,25,26,32,33,37,47,49-52,57,59,64,66,68,79-84, 88], ktorych struktura moze
by¢ warunkowana procesami rozwojowymi [12]. Translacja biatek rdzennych PG
rozpoczyna sie w cytoplazmie, podobnie jak innych biatek sekrecyjnych i btonowych.
Kompleks translacyjny ukierunkowuje sie na btony szorstkiej siateczki srédplazmaty-
cznej (RER) i nowotworzony polipeptyd jest przenoszony do przestrzeni luminalnej
RER, gdzie moze podlega¢ N-glikozylacji [89]. Udowodniono, ze N-glikozylacji
ulegaja zaréwno PG blonowe [21,44,71-73,82] oraz macierzy pozakomorkowej,
miedzy innymi aorty [92-97]. Prekursorowe biatka rdzenne PG sg poczatkowo syn-
tetyzowane zgodnie z modelem syntezy zaproponowanym dla innych glikoprotein
zawierajacych N-glikany [89]. Dopiero po przetransportowaniu prekursorowej gliko-
proteiny do aparatu Golgiego sg syntetyzowane GAG charakterystyczne dla PG.

Translacja, glikozylacja enzymatyczna i Srédkomdrkowy transport glikoprotein z
RER do powierzchni komdrki odbywaja sie z udziatem systemu wewnatrzkomérko-
wych bton i podlegajg odrebnym mechanizmom regulacyjnym, ktoérych zgodne
wspoétdziatanie odpowiedzialne jest za ostateczne pojawienie sie “dojrzatych” ma-
kroczasteczek na powierzchni bton plazmatycznych lub w substancji miedzykomér-
kowej. Obecnie nie jest ostatecznie ustalone, jaki jest mechanizm transportu
nowosyntetyzowanych PG z rejondw translacji do miejsc O-glikozylacji w aparacie
Golgiego i poza komérke, gdy nie majg N-glikanéw w “dojrzatej” makroczasteczce.
By¢ moze brak N-glikanow w “dojrzatych” makroczasteczkach jest wtérnym naste-
pstwem ich usuniecia przez endoglikozydazy po dotarciu PG do miejsc ostatecznego
przeznaczenia. Inng mozliwoscigjest réwniez transport PG bez towarzyszacej N-gli-
kozylacji, gdyz moga zawiera¢ inny sygnat w obrebie taicucha polipeptydowego
odpowiedzialny za ich ukierunkowany transport, wowczas N-glikozylacja nie bytaby
konieczna. Obecnie nie mozna jednoznacznie rozstrzygnaé, ktéra z mozliwosci jest
bardziej typowa dla PG. Cho¢ zebrano wiele danych przemawiajacych za syntezg PG
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Rys. 8. Cykl fosfodolicholowy [89]

w formie prekursorowych glikoprotein, to jednak nadal nie jest ustalone czy model
ten jest powszechny dla wszystkich PG. Nalezy mie¢ nadzieje, ze w niedalekiej
przysztosci problem ten zostanie ostatecznie wyjasniony.

4. 1 KOTRANSLACYJNA N-GLIKOZYLACJA:
BIOSYNTEZA PREKURSOROWYCH GLIKOPROTEIN

Nowotworzony polipeptyd biatka rdzennego PG podlega w przestrzeni luminalnej
RER kotranslacyjnej N-glikozylacji przy udziale oligosacharydylotransferazy poli-
peptydylowej dolichylofosfozaleznej, ktoéra przenosi w catosci oligosacharyd
Glc3Man9GIcNAc2- z difosfodolicholowego oligosacharydu prekursorowego na re-
szte asparaginowsg taricucha polipeptydowego (rys. 8).

Inhibitorem pierwszej reakcji cyklu fosfodolicholowego (rys. 8) odpowiedzialnego
za synteze prekursorowego difosfodolicholowego oligosacharydu - gtéwnego donora
w N-glikozylacji - jest tunikamycyna. Inhibitor ten hamuje N-glikozylacje rdzeni
biatkowych PG oraz obniza ich ekspresje na powierzchni bton plazmatycznych lub w
substancji miedzykomdrkowej [8,72]. Stopien obnizenia sekrecji PG w obecnosci
tunikamycyny jest skorelowany z wysokoS$cig zastosowanej dawki antybiotyku i
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przypuszczalniejest skutkiem wzmozonej wewnatrzkomérkowej degradacji PG. Spi-
ro i wsp. [72] sugeruja, ze dodanie N-glikanéw do rdzeni biatkowych jest wymagane
do ich przetworzeniaw formy PG, gdyz N-glikozylacja utatwia wewngtrzkomérkowy
transport nowosyntetyzowanych biatek rdzennych PG do miejsc posttranslacyjnego
dodania GAG.

Transportowi prekursorowego biatka PG w obrebie przestrzeni luminalnej RER
towarzyszy typowa obrébka (ang. processing) pierwotnych N-glikanéw z udziatem
glukozydaz i mannozydaz [72,89], zgodnie ze schematem przedstawionym na rysun-
ku 9. “Przyciecie” (ang. trimming) pierwotnego oligosacharydu skutkiem dziatania
obojetnych glukozydaz 1 i Il jest wymagane do przeksztatcenia prekursorowych
glikoprotein w PG, gdyz obecnos¢ reszt glukozowych na pierwotnym oligosachary-
dzie moze by¢ sygnatem dla zatrzymania lub oligomeryzacji polipeptydéw w RER i
spowolnienia transportu [72]. Wzgledna aktywno$é katalityczna glukozydaz moze
determinowac¢ okres pottrwania prekursorow PG w przestrzeni siateczki $rédpla-
zmatycznej. Biatka rdzenne niektdrych PG maja stosunkowo krotki okres srédkomor-
kowego pétrwania, mieszczacy sie w granicach 45-90 min, z czego co najmniej 70%
czasu spedzajgjednak w przestrzeni RER.

Inhibitory glukozydaz, mianowicie kastanospermina, 1-deoksynojirimycyna lub
N-metylodeoksynojirimycyna zatrzymujg syntetyzowane glikoproteiny w rejonie
RER, blokujac nie tylko dotaczenie GAG, ale rdwniez pojawienie si¢ ich na powie-
rzchni bton plazmatycznych [72].

W aparacie Golgiego ma miejsce dalsze dziatanie mannozydaz oraz GICNAc-
transferazy |, czego skutkiem jest wytworzenie najprostszej jednostki typu komple-
ksowego (rys. 9). Jednostka takajest punktem wyjscia dla wszystkich innych bardziej
rozbudowanych, wieloantenowych N-glikandw [89]. Podczas syntezy diantenowych
kwasnych N-glikanéw po dziataniu GIcNAc-transferazy Il oraz Gal-transferaz, ostat-
nig reakcjg jest przeniesienie reszt kwaséw sjalowych przy udziale specyficznych
sjalozylotransferaz [89].

Zahamowanie aktywnosci mannozydaz przez 1-deoksymannojirimycyne lub swa-
insonine nie ma wptywu na glikozylacje prowadzacg do przeksztatcenia prekursoro-
wej glikoproteiny w forme PG. Ostateczne przeksztalcenie N-glikanéw do typu
kompleksowego nie jest wymagane dla zaistnienia biosyntezy GAG oraz dla ekspresji
PG na powierzchni komérki [72], cho¢ moze mie¢ miejsce [73].

4.2. POSTTRANSLACYJNA O-GLIKOZYLACJA

Podczas trwania obrobki N-glikandw rozpoczyna sie biosynteza siarczanowanych
GAG, ktora przebiega droga glikozylacji sekwencyjnej [89]. Proces ten mozna
uporzadkowac w trzy etapy, mianowicie; inicjacja, elongacja i etap reakcji modyfika-
cyjnych. Glikozylacja sekwencyjna wymaga nukleozydodifosfomonosacharyddéw ja-
ko jedynych, bezposrednich donoréw monosacharydéw dla O-glikozylacji, w tym
procesie nie sg wymagane dolichylofosfomonosacharydy.
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Rys. 10. Synteza tetrasacharydowej sekwencji wigzacej glikozoaminoglikany z biatkiem [wg 73,
zmienione]

4.2. 1L INICJACJA SYNTEZY SIARCZANOWANYCH GLIKOZOAMINOGLIKANOW

Na etapie inicjacji jest tworzony tetrasacharydowy region wigzacy (linkage region)
GAG z polipeptydem, ktérego sekwencjajest identyczna dla wszystkich, z wyjatkiem
KS [34].

Inicjujaca reakcjg jest tworzenie O-glikozydowego wigzania miedzy P-D-ksyloza
i grupg hydroksylowa reszty seryny lub treoniny (rys. 10). Przeniesienie ksylozy z
UDP-ksylozy na grupe hydroksylowa seryny jest katalizowane przez ksylozylotran-
sferaze (EC 2.4.2.26). Specyficznos¢ tej reakcji w stosunku do okreslonych reszt
serynowych jest oczywista poniewaz nie wszystkie biatka zawierajgce reszty seryno-
we majg podstawione GAG oraz nie wszystkie seryny w danym biatku rdzennym PG
sg zwigzane z GAG. Bialka rdzenne PG muszag zawieraC sygnat, ktéry pozwala
rozpoznac specyficzng reszte serynowg podlegajacg ksylozylacji. Sygnatem rozpo-
znania dla ksylozylotransferazy sg specyficzne homologiczne sekwencje znajdujace
sie w rejonie polipeptydu o strukturze B, mianowicie -Ser-Gly-X-Gly- (X oznacza
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dowolny aminokwas) poprzedzone kwasnymi aminowasami [4,46]. Ksylozylotran-
sferaza moze wykorzystac treonine obecng zamiast reszty serynowej w homologicznej
sekwencji, lecz obecnosé treoniny sprawia, ze glikozylacja nie jest petna, jedynie
okoto 10% biatek podlega glikozylacji, wéwczas powstajg tzw. “part-time PG”
[21,34,46]. Donoszono rowniez o sekwencjach niehomologicznych w ktérych pod-
stawione mogg by¢ GAG [46].

Ksylozylotransferaza jest obecna zaréwno w RER jak i w aparacie Golgiego
[43,55]. W tym ostatnim przedziale komdrkowym jej aktywnos$¢ jest 50-100 razy
wyzsza niz w RER. Uwaza sig, ze reakcja ksylozylacji ma miejsce w systemie bton
gtadkich, w nieoptaszczonych klatryng pecherzykach transportujacych z siateczki
Srodplazmatycznej do aparatu Golgiego lub w rejonie cis Golgiego. Komorki pozba-
wione aktywnosci ksylozylotransferazy, skutkiem mutagenezy ukierunkowanej, nie
wykazujg zdolnos$ci do syntezy zardwno CSPG, jak i HSPG. Przypuszczalnie poje-
dyncza ksylozylotransferaza katalizuje przeniesienie reszty ksylozy na biatka rdzen-
ne, ktére ostatecznie stang sie roznymi proteoglikanami.

Kolejnym enzymem uczestniczagcym w syntezie tetrasacharydu wigzgcego jest
R-1.4-galaktozylotransferaza I, ktora przenosi reszte galaktozylowa z aktywnego
donora UDP-Gal na akceptorowa reszte ksylozy lowg potaczong z taricuchem polipep-
tydowym (rys. 10). Enzym ten niejest identyczny z Gal-transferaza, ktora uczestniczy
w terminalizacji jednostek kompleksowych N-glikanéw [77]. Specyficzna aktywno$¢
Gal-transferazy | z aparatu Golgiego jest 40-140 razy wyzsza od aktywnos$ci wyka-
zanej w RER [55]. Dodanie pierwszej reszty galaktozylowej do ksylozy w trakcie
syntezy regionu wigzacego CS ma miejsce w rejonie cis aparatu Golgiego [77].
Deficyt tego enzymu w zmutowanych komérkach CHO redukuje drastycznie tworze-
nie CSPG i HSPG [20]. Przypuszczalnie Gal-transferaza | tworzy kompleks z Xyl-
transferazg, ktdry moze ufatwia¢ glikozylacje sekwencyjng, jednak indywidualne
aktywnosci enzyméw sa niezalezne jedna od drugiej [20].

Kolejnym enzymem uczestniczagcym w tworzeniu tetrasacharydowego regionu
wigzacego jest R-1.3-galaktozylotransferaza Il (rys. 10). Enzym ten rézni sie od
Gal-transferazy | wyzszg specyficznoscig substratowg, preferuje sekwencje
GalBl .4XylR-Ser- jako akceptor dla reszty galaktozylowej, w ktérym podstawiajg w
pozycji przy trzecim weglu terminalnej Gal.

Glukuronozylotransferaza | konczy synteze regionu wigzacego, tym samym etap
inicjacji. Enzym zlokalizowany jest w aparacie Golgiego i rézni sie znacznie specyfi-
cznoscig substratowg od GlcU-transferaz pochodzacych z RER katalizujgcych reakcje
detoksykacji np. lekéw [55], ale réwniez od GlcU-transferazy uczestniczacej w
syntezie determinanty antygenowej HNK-1 obecnej w niektorych glikolipidach i
glikoproteinach [10,11,56]. Glukuronozylotransferaza | przenosi reszte kwasu glu-
kuronowego z UDP-GIcU na gmpe OH- przy trzecim weglu Gal nieredukujgcego
konca sekwencji Gal1.3GalR31.4XyIR-0-Ser-polipeptyd, konczac etap inicjacji syn-
tezy GAGOw (rys. 10).
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4.2.2. ELONGACJA £ ANCUCHOW QLIKOZOAMINOGLIKANOWYCH, SYSTEM GOLGIEGO
I INHIBITORY SRODKOMORKOWEGO TRANSPORTU

Na etapie elongacji ma miejsce rozwidlenie drég biosyntetycznych prowadzacych
w kierunku syntezy galaktozoaminoglikanéw i glukozoaminoglikanéw (rys. 11). O
rozejsciu drdg biosyntetycznych decyduje rodzaj reszty N-acetyloheksozoaminowej,
mianowicie: GalNAc lub GIcNAc, przytaczonej ostatecznie do oligosacharydu wig-
z3cego. Podczas procesu elongacji tancuchdéw CS ma miejsce glikozylacja sekwen-
cyjna, ktéra polega na naprzemiennym dziataniu dwdch enzymow,
GalNAc-transferazy i GlcU-transferazy Il (rys. 11). Natomiast glikozylacje sekwen-
cyjna prowadzaca do fafncuchéw glukozoaminoglikanowych przeprowadzaja dwa
inne enzymy dziatajace naprzemiennie, mianowicie GIcNAc-transferaza i GlcU-
transferaza Il (rys. 11). Dotychczas nie jest ostatecznie wyjasnione, co decyduje o
rodzaju wydtuzanego tancucha GAG oraz czy istniejg jakie$ sygnaty specyficznie
rozpoznawalne jedynie przez GalNAc-transferaze, a inne przez GIcNAc-transferaze.
Mechanizmy regulujace ten etap biosyntezy pozostajg nieznane, podobnie jak nadal
niejasne jest, w jaki sposdb w pojedynczej komdrce regulowana moze by¢ synteza
zaréwno CS i HS przytwierdzonych do tego samego biatka rdzennego, mianowicie
hybrydowych PG.

Inhibitorem elongacji taincuchow galaktozoaminoglikanowych jest brefeldyna A
(antybiotyk przeciwwirusowy). Rozprzega ona synteze GAG przez rozdzielenie etapu
inicjacji od reakcji etapu elongacji i modyfikacji wskutek zmian morfologii i funkcji
aparatu Golgiego [73]. W aparacie Golgiego wyroézniasie kilka funkcjonalnie odmien-
nych rejonéw, mianowicie: sie¢-cis (cis-Golgi-network = CGN), cis-, medial-, trans-
i sie¢-trans Golgi (trans-Golgi-network = TGN) [9,35,48,53,60,67]. TGN to rejon
sortujacy transportowane makroczasteczki w obrebie miejsc wyjscia z aparatu. Nato-
miast najgestszy, powierzchniowy rejon cis-Golgiego, okreslany jako sieé-cis Golgi
(cis-Golgi-network = CGN) jest poczatkowym celem dla biatek na drodze do aparatu
Golgiego. Petni funkcje w nacelowywaniu (targeting) i fuzji nieoptaszczonych kla-
tryng pecherzykéw przybywajacych z siateczki srédplazmatycznej (ER) oraz w ich
sortowaniu i recyrkulacji. Recyrkulacja wynika z transportu zaréwno do przodu
(aterograde), czyli z ER przez aparat Golgiego dalej, np. do btony plazmatycznej oraz
transportu wstecznego (retrograde), mianowicie z aparatu Golgiego do ER.

Brefeldyna A odwracalnie zmienia ustalong morfologie i funkcje aparatu Golgiego
wstrzymujac paczkowanie nieoptaszczanych klatryng pecherzykéw odpowiedzial-
nych za ruch do przodu {anterograde movement), mianowicie z ER poprzez cysterny
Golgiego do sieci-trans, co w konsekwencji blokuje transport biatek z ER do aparatu
Golgiego [17]. Ponadto antybiotyk ten wywotuje wsteczng redystrybucje enzymow
stale “rezydujacych” w obrebie cis-, medial- i trans- aparatu Golgiego do ER wskutek
indukcji wstecznego [retrograde] mikrotubulo-zaleznego systemu ruchu. Pod wpty-
wem brefeldyny A nie nastepuje wsteczna redystrybucja enzyméw obecnych w
rejonach: TGN, formowania lizosomow i pecherzykow endosomalnych [9,42]. Bada-
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nia z zastosowaniem brefeldyny pozwolity na zr6znicowanie aparatu Golgiego na dwa
obszary, mianowicie: brefeldyno-wrazliwy, ktory obejmuje rejony: CGN, cis-, me-
dial- i trans- oraz brefeldyno-opomy obejmujacy rejon sieci-trans Golgiego (TGN).

Brefeldyna A skutecznie “rozprzega” synteze CSPG przez rozdzielenie reakcji
etapu inicjacji od reakcji etapu elongacji i modyfikacji [73]. Etapy elongacji i mody-
fikacji majg miejsce w rejonie sieci-trans aparatu Golgiego (TGN), ktdry jest brefel-
dyno-opomym podprzedziatem tej struktury komérkowej. Podczas syntezy PG w
obecnosci brefeldyny A biatka rdzenne zostajg zatrzymane w obrebie ER. Biatka te,
cho¢ unieruchomione w ER, “nabywaja” nie tylko sjalozylowane diantenowe N-gli-
kany kompleksowe, ale rowniez weglowodanowa sekwencje wigzacg GAG, ponie-
waz etap inicjacji syntezy GAG pozostaje nie zmieniony [69,73]. Dowodzi to, ze
synteza kompleksowych sjalozylowanych N-glikandw oraz etap inicjacji syntezy
GAG majg miejsce w tym samym obszarze aparatu Golgiego. Natomiast elongacja i
etapy modyfikacji GAG zachodzg w obszarze brefeldyno-opomym.

Zatrzymanie syntezy GAG moze nastapié¢ rowniez pod wptywem roéznych innych
inhibitoréw wewnatrzkomaérkowego transportu pecherzykowego, ktérych mecha-
nizm dziatania nie jest tak dobrze poznany, jak w przypadku brefeldyny A. Inhibito-
rami tymi sg monenzyna, dietylokarbamazyn, karbonylocyjanek-m-chloro-
fenylohydrazonu i chlorek amonu [71,75]. Wszystkie one hamujg synteze PG przez
uniemozliwienie transportu ich rdzeni biatkowych do miejsc, gdzie podlegajg O-gli-
kozylacji. Biatka te gromadzac sie w obrebie ER nie pojawiajg sie na powierzchni
komorki lub w substancji miedzykomaorkowej.

4.2.3. MODYFIKACJE Lt ANCUCHOW GLIKOZOAMINOGLIKANOWYCH

Trzeci etap syntezy GAG, mianowicie etap reakcji modyfikacyjnych jest poznany
najlepiej na przykladzie syntezy heparyny [39,40]. Powszechng reakcjg tego etapu
jest sulfonowanie inicjowane jeszcze na etapie elongacji (rys. 11). W przypadku
syntezy CS jest to jedyna reakcja majaca miejsce na tym etapie, ktdrg katalizuja 4-0-
lub 6-O-sulfotransferazy przenoszace grupy siarczanowe z aktywnego donora, jakim
jest PAPS, na reszty GalNAc fancucha CS (rys. 11) [20,71-73,77].

Synteza DS [33], przebiega na dwdch pierwszych etapach identycznie z syntezg
CS, jednak na etapie modyfikacji jest odmienna. Poza 4-O-sulfonowaniem reszty
GalNAc ma miejsce dodatkowa reakcja, mianowicie C-5-epimeryzacja GlcU do 1dU,
po ktérej moze mie¢ miejsce terminujgca reakcja 2-O-sulfonowania 1dU [44].

Etap modyfikacji obfitujacy najwieksza réznorodnoscia reakcji ma miejsce pod-
czas syntezy glukozoaminoglikanéw, zwiaszcza heparyny. Podobny zakres reakcji
modyfikacyjnych moze mie¢ miejsce podczas syntezy HS, ale reakcje te postepuja z
nizsza wydajnoscig. Do reakcji tych naleza deacetylacja, N-sulfonowanie, C-5-epi-
meryzacja, 2-0-; 6-0- i 3-O-sulfonowanie (rys. 12).
kier ktory staje sie substratem dla N-sulfotransferazy tworzacej GIcNS03 . Deacety-
lacja jest warunkiem wstepnym dla nastepczego N-sulfonowania i wykazano, ze
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oczyszczona N-sulfotransferaza ujawnia rowniez aktywno$¢ N-deacetylazowa [5].
Natomiast obecno$¢ grup N-sulfonowych w substracie jest wymagana dla jego
rozpoznania przez niektore O-sulfotransferazy, jak i C-5-epimeraze GlcU. Aktyw-
no$¢ N- deacetylazowa wydaje sie mie¢ kluczowe znaczenie regulacyjne na etapie
modyfikacji podczas syntezy glukozoaminoglikanow [34].

N-sulfonowany disacharyd -GICUAR 1.4GIcNS03 ocl- moze by¢ substratem dla co

najmniej trzech enzymow (rys. 12), mianowicie:

1) dla 6-O-sulfotransferazy, kt6ra przeksztatca reszte GICNS03 tego disacharydu

Rys. 11. Elongacja tancuchéw glikozoaminoglikanowych
zwigzanych z biatkiem [wg 73, zmienione]

do disulfoglukozoaminy;

2) dla 2-0- sulfotransfera-
zy kwasu glukuronowego
[39], ktora przenosi grupe
siarczanowg W pozycje przy
drugim weglu GlcU disacha-
rydu;

3) dla C-5-epimerazy kwa-
su glukuronowego, enzymu
specyficznie rozpoznajgcego
grupy N-sulfonowane w
swym substracie disacharydo-
wym [28].

Enzym ten przeksztalca
GlcU do IdU, modyfikujgc di-
sacharyd, ktory wskutek tego
jest dobrym substratem, za-
réowno dla 2-0-sulfotransfera-
zy kwasu iduronowego, jak i
dla 6-0- sulfotransferazy N-
sulfoglukozoaminy.

Konkurowanie przynaj-
mniej trzech enzymoéw o
wspalny substrat dowodzi, ze
epimeryzacja nie jest koniecz-
ng konsekwencjg N-siarcza-
nowania. Jednostki, ktore
uniknety epimeryzacji -GlcU-
AR 1 4G1cNSO 3 (6-0-S03)
moga by¢ substratem dla 3-0-
sulfotransferazy katalizujgcej
przeniesienie reszty siarcza-
nowej W pozycje przy trzecim
C-disulfoglukozoaminy
(G1cNS04C6-0-S03), prze-
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Rys. 12. Modyfikacje glukozoaminoglikanéw na przyktadzie heparyny [wg 39, zmienione]

ksztatcajac ja w trisulfoglukozoamine. Tak zmodyfikowana reszta stanowi istotny
element pentasacharydowej sekwencji markerowej dla wigzania antytrombiny przez
heparyne iujawnienia heparynowej aktywnosci przeciwkrzepliwej [40,41]. Heparyna
moze wykazywaé zaréwno niska, jak i wysokg aktywno$¢ przeciwkrzepliwg. Poje-
dynczy polimer heparyny moze zawiera¢ sekwencje zardbwno wykazujgce wysoka
aktywnosc¢ przeciwkrzepliwag, jak i o niskiej aktywnosci przeciwkrzepliwej. Przypu-
szczalnie jest to konsekwencja przerwania lub niedokonania sie reakcji modyfikacyj-
nych lub skierowania ich na inny tor kolejnych reakcji. Do niedawna sgdzono, ze
dziatajgca na ostatnim etapie syntezy heparyny 3-O-sulfotransferaza jest gtownie
odpowiedzialna za tworzenie miejsc specyficznie wigzacych antytrombine i tym
samym za ujawnienie wysokiej aktywnosci przeciwkrzepliwej przez ten polimer.
Ostatnie badania jednak dowodza, ze wczesniejsze reakcje etapu modyfikacji majg
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réwniez znaczenie w formowaniu lub umiejscawianiu tych obszaréw w obrebie
prekursorowego polimeru, ktore ostatecznie beda odpowiedzialne za wysokie lub
niskie powinowactwo do antytrombiny 111 [41].

3-O-sulfonowane reszty glukozoamino-N-S03- czesto wykazywano w réznych
polimerach heparyny ssakéw, zwykle wdisacharydowych zawierajacych raczej reszty
GlcU niz IdU. Ostatnio, Edge i Spiro [18] wykryli w HSPG z bton podstawnych
ktebkéw nerkowych obecnos¢ 3-O-sulfonowanej reszty glukozoamino-N-S03 w
disacharydzie obok 1dU, ktory takze moze by¢ 2-O-sulfonowany.

Poszczeg6lne reakcje modyfikacyjne moga przebiega¢ zaréwno z C-5-epimeryza-
cjg GlcU do IdU, badz bez tej modyfikacji (rys. 12). Selekcja docelowych grup do
reakcji modyfikacyjnych okazuje sie by¢ determinowana nie tylko specyficznym
rozpoznawaniem substratu przez okreslone enzymy, lecz takze przez inne, jak dotad
nieznane czynniki [39]. Zakres poszczegélnych reakcji modyfikacyjnych nie jest
jednolicie kompletny wzdtuz catego polimeru heparyny, z wyjatkiem reakcji deace-
tylacji i N-sulfonowania. Jeszcze bardziej jest to zaznaczone podczas syntezy HS,
gdzie reakcje deacetylacji i N-sulfonowania réwniez nie nastepujg jednolicie wzdtuz
catego GAG. Oczywistejest, ze to naetapie modyfikacji podczas syntezy glukozoami-
noglikanéw z jednorodnych prekursorowych polimeréw GAG tworzone sa hetero-
genne produkty. Te zwykle nieregularnie rozmieszczone “blokowe” sekwencje
utworzone z niezmodyfikowanych podstawowych jednostek GIcNAcGIcU sg po-
przedzielane blokami sekwencji zmodyfikowanych. Fakt ten sprawia, ze w obrebie
pojedynczego polimeru pojawiajg sie¢ odmiennie obszary tzw. “domeny polisacha-
rydowe”, ktére sa wynikiem réznic w stopniu (wyzszym lub nizszym) N-sulfonowania
i pozycji O-sulfonowania, epimeryzacji GlcU oraz zachowania reszt GIcNAc. Mody-
fikacje, nawet stosunkowo niewielkich fragmentdéw tancucha polisacharydowego
moga nada¢ mu okreslong funkcjonalng specyficznosé, czego najlepsza ilustracjg jest
struktura obszaru wigzacego antytrombine z heparyny lub z siarczan6w heparanu o
aktywnosci przeciwkrzepliwe;j.

Mechanizmy regulujace biosyntezag GAG na etapie modyfikacji pozostajg nadal
niewyjasnione. Rozwiktanie ich podstaw mogtoby miec szerokie znaczenie poznaw-
cze, tym bardziej iz przyjmuje sie, ze r6znorodnosé i jednoczesnie niejednolitosé
postepowania reakcji modyfikacyjnych wzdtuz catego tancucha polisacharydowego
jest jedng z najistotniejszych przyczyn duzej heterogennosci strukturalnej gluko-
zoaminoglikanéw, ktdra przypuszczalnie odpowiedzialna jest za ujawnianie r6zno-
rodnych aktywnosci biologicznych przez te makroczasteczki.
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