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O mozliwosciach wprowadzania makroczasteczek do komoérek pisza Autorzy
na stronie 345.

Podczas aktywacji ptytek krwi zwigzanej z procesem przekazywania sygnatu
do komorki dochodzi do zmian jej ksztaltu, sekrecji zmagazynowanych sub-
stancji. Opis uczestniczgcych w tym procesie receptoréw powierzchniowych,
biatek G, i kinaz biatkowych tyrozynowych oraz mechanizmu reorganizacji
cytoszkieletu znajdzie Czytelnik na stronie 359.

Jednym z etapéw transkrypcji jest elongacja tancucha RNA. W czasie jej
trwania wystepuje zjawisko pauzowania, tj. zatrzymania polimerazy w okres$lo-
nym miejscu matrycy prowadzgce niekiedy do przedwczesnej terminacji. Blizej
na ten temat mozna przeczyta¢ na stronie 379.

Genetyczna predyspozycja do zachorowania na cukrzyce insulinozalezng ma
charakter wielogenowy. Jednym z loci istotnych w cukrzycy jest region kodu-
jacy insuline, a w nim sekwencja minisatelitarna VNTR (variable number of
tandem repeate). Badania zmierzajgce do ustalenia roli tej sekwencji minisate-
litarnej w regulacji ekspresji genu kodujgcego insuling znajdzie Czytelnik na
stronie 395.

Po intensywnym leczeniu biataczki cytostatykami czesto pozostaje pewna
populacja komdrek biataczkowych, ktére majg zwiekszong opornos¢ na leki.
Rozpoznanie tej tzw. resztkowej choroby biataczkowej jest istotne dla oceny
skutecznos$ci leczenia. Opis czutych metod uzywanych do wykrycia tych
nielicznych komoérek biataczkowych znajdzie Czytelnik na stronie 407.

U podioza schorzeh nowotworowych lezg zaburzenia ekspresji genéw w
zmienionych komdrkach. Zaburzenia te moga by¢ spowodowane uszkodze-
niem genow hamujgcych proliferacje komérek tzw. antyonkogenéw badz tez
nadmierng ekspresjg gendw pobudzajacych namnazanie komdrek tzw. pro-
toonkogenoéw. Takie rozumowanie stanowi punkt wyjscia molekularnych pod-
staw terapii antysensowej, ktéra polega na swoistym blokowaniu nieprawid-

towej ekspresji protoonkogenéw za pomocag odpowiednich oligonukleotyddw.
Te ostatnie moga jednak oprécz efektdw terapeutycznych wywieraé¢ efekty
niepozgdane, co opisano w artykule na stronie 415.
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METODY WPROWADZANIA MAKROCZASTECZEK
DO KOMOREK*

METHODS FOR INTRODUCING MACROMOLECULES INTO CELLS

Urszula DYBOWSKA, Andrzej SOBOTA

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa

Streszczenie. Mozliwo$¢ wprowadzania makroczasteczek do komérek pozwala na ingerencje w zacho-
dzace w niej procesy metaboliczne. Opracowano szereg metod, przy pomocy ktérych mozna chwilowo
przerwac ciggtosc¢ btony w celu zmianyjej przepuszczalnosci dla makroczasteczek. Metody te dzieli sie
na elektryczne, mechaniczne, chemiczne i z zastosowaniem pecherzykéw btonowych i liposoméw. W
artykule zostaty one zebrane i pokroétce scharakteryzowane, z podkresleniem ich zalet i wad.

Stowa kluczowe: elektroporacja, mikroiniekcja, sonifikacja, detergenty, liposomy, btony biologiczne.

Summary. Possibility of introducing macromolecules into cells enables to interfere with many cellular
processes. Several methods of plasma membrane temporary poration have been developed, in order to
enhance permeability of membrane to macromolecules. These methods can be divided into electrical,
mechanical, chemical, and vehicle-mediated. In the present paper they are reviewed and characterized,
and their advantages and disadvantages are pointed out.

Key words: electroporation, microinjection, sonication, detergents, liposomes, biological membranes.

1. WSTEP

W badaniach mechanizmdw rzadzacych réznymi procesami fizjologicznymi w
komorce, od wielu lat wykorzystuje sie metody wprowadzania do cytoplazmy komé-
rek specyficznych makroczagsteczek: monoklonalnych przeciwciat, oddziatujgcych
swoiscie z okreslonymi biatkami, oczyszczonych biatek lub ich fragmentéw, oligo-

*Praca finansowana w ramach projektu badawczego KBN, PB 0082/P2/94/07 i dziatalnosci
statutowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN.
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nukleotydow, kwaséw nukleinowych w postaci plazmidéw oraz liposomow itp.
Metody te pozwalajg na ingerencje w procesy metaboliczne oraz lokalizacje istotnych
fizjologicznie czasteczek lub struktur w komorce [3,5,7,18,32,37,40,41]. Wazne jest
zatem opracowanie stosunkowo tatwych, a jednoczes$nie nietoksycznych i tanich
technik pozwalajacych na wprowadzanie makroczasteczek do komoérek. Techniki te
polegaja na krdtkotrwatym zniesieniu integralnosci btony plazmatycznej, czyli wy-
tworzeniu w niej na tyle duzych pordw, aby badane czasteczki mogty wnikngé do
cytoplazmy, ale natyle matych, aby mozliwe byto ich zasklepienie po pewnym czasie,
charakterystycznym dla danego typu komdrek. Wazne jest przy tym, aby procedura
“dziurawienia” btony plazmatycznej jak najmniej uszkadzata komaérke i nie zaktocata
podstawowych proceséw fizjologicznych. Procesowi wytwarzania poréw w btonie
zawsze towarzysza jednak trwate uszkodzenia i Smier¢ czeSci komoérek. Dlatego
istotne jest okreslenie przezywalno$ci komorek po zastosowaniu danej procedury. W
tym celu stosuje sie rdzne testy okreslajgce zmiany przepuszczalnos$ci btony komar-
kowej, np. dla barwnikéw, jak biekit trypanu [27] lub jodek propydyny [25], testy
stwierdzajgce pojawianie sie na zewnatrz komadrki enzymow cytoplazmatycznych, jak
dehydrogenaza mleczanowa [2], oraz testy oceniajace zachowanie przez komorki
zdolnosci do adhezji, lokomocji i podziatow [4,10,20,45].

Metody wprowadzania makroczasteczek do komorek mozna podzieli¢ na elektry-
czne, mechaniczne, chemiczne oraz z zastosowaniem liposomoéw lub pecherzykéw
btonowych, petnigcych role no$nikow dlaréznych zwigzkéw chemicznych. W dalszej
cze$ci pracy oméwiono podstawowe zasady poszczeg6lnych metod, z podkre$leniem
ich zalet i ograniczen (tab. 1).

2. ELEKTROPORACJA

Dziatanie na komérki statym pradem elektrycznym prowadzi, na skutek zmiany
tadunku btony plazmatycznej, do powstawania w niej poréw o $rednicy do kilkunastu
nm. Przerwanie ciggtosci btony zachodzi, gdy potencjat btonowy w wyniku przyto-
zonego napiecia przekroczy 0,5-1,0 V. Warto$¢ ta zalezy od rodzaju i rozmiarow
komorki, natezenia pola elektrycznego, czasu trwania impulsu oraz chemicznego
sktadu roztworu, w ktérym znajduja sie komérki. Urzadzenia stosowane do wytwa-
rzania kontrolowanych impulséw elektrycznych umozliwiaja regulacje napiecia i
czasu trwania impulsu. Natezenie pola elektrycznego (E) wytwarzanego przez gene-
rator wysokiego napiecia (V) okresla sie wzorem:

E =Vid

gdzie d - odlegto$¢ miedzy elektrodami.
Pole elektryczne uszkodzi btone komdrkowa, kiedy jego natezenie wyniesie od
kilkuset do kilkunastu tysiecy V/cm [48]. Najczesciej stosuje sie pojedyncze impulsy
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elektryczne [15], cho¢ czasami réwniez wielokrotne [27,51 ]. Optymalny czas trwania
impulsu inatezenie pola wyznaczane sg dla kazdego typu komoérek eksperymentalnie.
Elektroporacja jest najczesciej wykorzystywana do wprowadzania do komérek frag-
mentow DNA [15], roznych biatek, np. histondw (m. cz. 20 kDa) [22], owoalbuminy
(m. cz. 45 kDa), immunoglobulin G (m. cz. 150 kDa), katalazy (m. cz. 240 kDa),
ferrytyny (m. cz. 445 kDa) [48], a takze czgstek koloidalnego ztota (o $rednicy 5-20
nm) i lateksu (o $rednicy 0,1 |im) [22,48]. Elektroporacji moga by¢é poddawane
zarowno komorki zwierzece, jak i roslinne, przylegajace do podtoza lub pozostajace
w roztworze. Mozliwe jest tez perforowanie komdérek wchodzgcych w sktad narza-
déw, np. po elektroporacji wysepek Langerhansa trzustki szczura obserwowano
zwiekszone wydzielanie insuliny z komorek 3 [51].

Stan przepuszczalnosci bton dla makroczasteczek po elektroporacji moze utrzy-
mywac sie przez kilka minut do kilkunastu godzin, w zaleznosci od rodzaju komorek,
natezenia przytozonego pola elektrycznego, czasu trwania impulsu, temperatury i
sktadu chemicznego Srodowiska. W doswiadczeniach polegajgcych nawprowadzaniu
dekstranu (m. cz. 40 kDa) do cytoplazmy komoérek HelLa, P3 X63 Ags lub CV-1, po
poddaniu komarek pieciu 13-mikrosekundowym impulsom elektrycznym o natezeniu
4 kV/cm, czas zamykania sie porow w btonie wynidst 5 min w temperaturze 37°C
[27], podczas gdy w przypadku erytrocytéw, do wnetrza ktérych wprowadzano
sacharoze, w takich samych warunkach (jedynie czas trwania impulsu byt dtuzszy,
100 jis) zasklepianie sie poréw trwato az 20 godzin [39].

Elektroporacje prowadzi sie najczesciej w buforowym roztworze soli fizjologicz-
nej (PBS) lub w pozywce stosowanej do hodowli danego typu komérek. Przezywal-
no$¢ komdrek obniza sie wraz ze wzrostem natezenia pola elektrycznego i czasu
trwania impulsu, zalezy tez od obecnosci jonéw dwuwartosciowych i glukozy [15,
16]. Przed umieszczeniem w generatorze i rozpoczeciem elektroporacji kuwete wraz
z komoérkami i makroczasteczkami doprowadza sie do temperatury 0-4°C, aby
spowolnié proces zasklepiania sie poréw. W przypadku komorek charakteryzujgcych
sie powolnym zamykaniem pordéw, elektroporacja moze by¢ przeprowadzona w
wyzszej temperaturze. W trakcie elektroporacji, przez powstajgce w blonie pory,
makroczasteczki wnikajg do wnetrza komorki. Nastepnie komérki przenosi sie na
okreslony czas do pozywki, w celu umozliwienia regeneracji btony i przyczepienia
komorek do podtoza (jesli majg takg wtasciwos¢). Martwe komorki i materiat, ktory
nie zostat wprowadzony do cytoplazmy, zostajg nastepnie usuniete.

3. METODY MECHANICZNE

3.1. Mikroiniekcja

Metoda polega na przebiciu btony unieruchomionej komérki szklang mikrokapi-
larg i wprowadzeniu zawartego w niej ptynu wraz z czasteczkami. Podstawowe
wyposazenie do mikroiniekcji sktada sie z mikroigty pozwalajacej na wstrzykniecie
roztworu o objetosci 10-12 ml, mikromanipulatora, strzykawki jako Zrédta cinienia,
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systemu hermetycznego potaczenia wymienionych elementéw oraz odwréconego
mikroskopu optycznego.

Powodzenie iniekcji zalezy gtdwnie od konstrukcji mikroigty, jej Srednicy iksztatu
ostrza [24]. Wciaz jeszcze stosowane sg recznie obstugiwane mikromanipulatory,
chociaz sg mniej precyzyjne niz urzadzenia nowszej generacji. Po ich uzyciu czesto
obserwuje sie wzmozong Smiertelno$¢ komorek [47], Najnowsze typy urzadzen do
mikroiniekcji skonstruowano na podstawie nowoczesnych osiggnie¢ mikroelektroni-
ki, a takze precyzyjnej pneumatyki. Posiadajg one wiele udoskonalen technicznych:
kompresor z reduktorem ci$nienia, mozliwos¢ wymiany rdéznych typow Kkapilar,
stopniowania i precyzyjnej regulacji wyptywu roztworu z mikroigty, automatycznego
koniczenia mikroiniekcji, a takze pracy mikromanipulatora w réznych potozeniach.
Ponadto wyposazone sg w specjalny uchwyt komoérek, ograniczajacy ich boczne
przesuwanie sie i zapobiegajacy uszkodzeniom. Urzadzenia te charakteryzuje duza
szybkos$¢ iniekcji (s mm/s), mozliwo$¢ zaprogramowania poszczeg6lnych jej etapow
oraz wysoka powtarzalnos¢.

Mikroiniekcja najczesciej wykorzystywana jest w doswiadczeniach, w ktérych
obiektem sg duze komorki, jak oocyty Xenopus laevis, gdzie bardzo czesto bada sie
ekspresje genéw [s,43]. Ostatnio metoda ta stosowana jest réwniez z powodzeniem
w przypadku mniejszych komorek, takich jak fibroblasty [18,33,49] lub komorki
nerek [23]. Mikroiniekcja jest jedng z niewielu technik, przy pomocy ktérej do
komorek mozna wprowadzac czgsteczki roznej wielkosci, fluorochromy, barwniki
przyzyciowe, biatka (w tym przeciwciata), kwasy nukleinowe, a nawet cate organelle
(mitochondria, chloroplasty lub jadra komdrkowe) [18,45,47]. Przed pobraniem ma-
terialu doswiadczalnego, z mikrokapilary i ze strzykawfl usuwa sie powietrze za
pomocay oleju parafinowego. Nastepnie pobiera sie kilka mikrolitrow probki. Mikro-
igte wraz ze strzykawka montuje sie w mikromanipulatorze. Kontrolujac proces z
zastosowaniem mikroskopu doprowadza sie do zblizenia konca mikroigty z btong
komorki, jej przebicia i wstrzykniecia zawartosci mikrokapilary do cytoplazmy. Po
kilku sekundach igte usuwa sie z komorki. Opisana procedura pozwala na zastrzyk-
niecie 2-7 komarek na minute [6,47].

3.2. Zastosowanie szklanych kulek

W metodzie tej pojedynczg warstwe komorek, przyczepionych do podtoza, wraz
ze znajdujagcymi sie w Srodowisku czgsteczkami, ktére majg by¢ wprowadzone do
cytoplazmy, zasypuje sie porcja szklanych kulek o $rednicy 50-500 pxn [24,26],
Kulki, uderzajac o powierzchnie komérek, powoduja powstawanie drobnych peknie¢
btony plazmatycznej, przez ktére makroczasteczki moga dyfundowac do cytoplazmy.
Stopien “natadowania” komorek iich przezy walno$¢ zalezg od rozmiaru i liczby kulek
(najlepsze wyniki dla komorek pochodzacych z réznych linii hodowlanych uzyskano
stosujac kulki szklane o $rednicy 450 [im) [24,26], rozmiaru wprowadzanych makro-
czasteczek oraz powierzchniowych wihasciwosci kulek. W tym ostatnim przypadku
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wiasciwosci te majg wiekszy wptyw na przezywalno$¢ komarek niz na stopien ich
“fadowania” makroczasteczkami. Przeptukanie kulek 5 M HC1 wprawdzie wzmaga
ich przyczepnos$¢ do blony komoérkowej i zwieksza stopien “fadowania” komorek
makroczasteczkami, ale z drugiej strony zmniejsza przezywalno$¢ komorek. Powo-
duje to réwniez znaczna utrate makroczasteczek, przez ich adsorbcje na powierzchni
kulek. Przeptukanie kulek 4 M NaOH powoduje natomiast prawie dwukrotny wzrost
przezywalnos$ci komoérek, za$ kulki wykazujg mniejsza tendencje do przylegania do
btony komérkowej. Z zastosowaniem opisanej metody wprowadzono czasteczki
dekstranu 0 m. cz. 90-150 kDa do komorek linii hodowlanych Swiss-3T3, Ptk-2,
MDCK, BAE, J744 [24,26].

W skrocie, postepowanie w tej metodzie jest nastepujace. Pojedynczg warstwe
komaérek, po przeptukaniu ptynem fizjologicznym, inkubuje sie na szkietku podsta-
wowym z makroczgsteczkami, ktore majg by¢ wprowadzone do ich cytoplazmy.
Porcje szklanych kulek, przemytych najpierw 4 M NaOH, a nastepnie woda destylo-
wana, zrzuca sie na komérki z odlegtosci 1 do 3 cm. Je$li jest wymagany wysoki
stopien “natadowania” komorek, kulki po zrzuceniu kotysze sie 3 do s razy na
powierzchni szkietka. Kulki usuwane sg przez zanurzenie szkietka w PBS [24].

3.3. Mechaniczne usuwanie komdrek przyczepionych do podtoza

W trakcie mechanicznego odrywania (zeskrobywania) komdrek przyczepionych
do podtoza szklangbagietkg zakoriczong gumowa koricéwka (ang. rubberpoliceman),
dochodzi do uszkadzania btony plazmatycznej. Przez powstate pekniecia o $rednicy
do 50 nm, do wnetrza komérek moga dyfundowac czasteczki réznej wielkosci [25].
Na stopiert “natadowania” komérek, a takze ich przezywalno$é duzy wptyw ma sita,
z jaka komorki przylegaja do podtoza. Stabiej przyczepione komoérki sg tatwiej
odrywane i w mniejszym stopniu podatne na “dziurawienie”, ale oczywiscie wiecej z
nich przezywa procedure. “Ladowanie” przez zeskrobywanie (ang. scrape-loading)
prowadzono z dobrymi wynikami na komoérkach linii Swiss-3T3, J774, HelLa i
neutrofilach ludzkich [25,45]. Za pomocg tej procedury do komérek wprowadzano
dekstrany o m. cz. 10-2 000 kDa, biatka (owoalbumine, aktyne lub przeciwciata) oraz
RNA i DNA. Przezywalno$¢ komorek wynosita zazwyczaj 50-60% [25].

W przypadku tej metody w postepowaniu mozna wyrdzni¢ nastepujace etapy.
Komorki wyhodowane na szalce o $rednicy 35 mm, po przeptukaniu roztworem
fizjologicznym, pokrywa sie 20-200 pi roztworu zawierajgcego makroczasteczki,
ktore bedg wprowadzone do cytoplazmy. Komorki zeskrobywane sg gumowg kon-
cowka natozong na bagietke. Po 10-20 sekundach usuwa sie nadmiar czasteczek
uzytych do “fadowania”, po czym komorki zawiesza w pozywce i pozostawia w
inkubatorze, aby ponownie przyczepity sie do podtoza [24,25].

3.4. Uszkadzanie komdrek przez przecinanie

Stosujac te metode (ang. scratch-loading) wprowadzano do komérek nabtonka
wyscielajgcego wyznakowany fluorescencyjnie dekstran o m. cz. 9 kDa [24], a do
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fibroblastdw Swiss-3T3 i Ptk-2 dekstrany o m. cz. 40-150 kDa [43]. Komorki
osadzone na szkietkach nakrywkowych przemywa sie odpowiednim buforem i na-
warstwia na nie roztwor makroczasteczek, ktére powinny byé wprowadzone do
cytoplazmy. Nastepnie ostrym narzedziem dokonuje sie wielu nacie¢ w warstwie
komérek, co prowadzi do uszkodzenia btony plazmatycznej komérek znajdujacych
sie na linii ciecia. Po 30 minutach inkubacji komdrki przeptukuje sie Swiezg pozywka,
aby usung¢ nadmiar czasteczek. W komoérkach znajdujacych sie na linii skaleczen
wkrotce zaczyna sie synteza DNA i dochodzi do podziatéw mitotycznych. W zwigzku
z tym komorki te moga stanowic¢ dobry obiekt do obserwacji wymienionych zjawisk
[24,45].

3.5. Zastosowanie ultradZzwiekdow

Fale ultradzwiekowe o czestotliwosci powyzej 20 kHz, wywotujg zmiany w
strukturze btony komérkowej, w tym jej zwiekszona przepuszczalno$é w stosunku do
makroczasteczek, takich jak DNA, biatka lub barwniki [14]. Co wiecej, komorki te
wykazujg znaczny stopnien przezywalnosci, np. po wprowadzeniu do komorek Dic-
tyostelium discoideum czgsteczek dekstranu o m. cz. 40 kDa przezywalno$¢ komérek
wynosita prawie 100% [46].

4, WPROWADZANIE MAKROCZASTECZEK
Z WYKORZYSTANIEM LIPOSOMOW | PECHERZYKOW
BLON BIOLOGICZNYCH

Wiele, zaréwno nisko-, jak i wysokoczgsteczkowych substancji o znaczeniu bio-
logicznym mozna wprowadzi¢ do komérek we wnetrzu pecherzykéw btonowych, np.
cieni erytrocytéw lub liposomow. Po wywotaniu fuzji takich pecherzykéw z btong
komérkowa, ich zawarto$¢ zostaje wprowadzona do cytoplazmy. Samorzutna fuzja
pecherzykéw z btong komdrkowa zachodzi z niskg wydajnoscig. Proces ten mozna
indukowaé przy pomocy glikolu polietylenowego, jonéw wapnia, lizofosfolipidéw, a
takze czgsteczek pochodzenia wirusowego, np. Sendai. Wymienione czynniki wywo-
tuja lokalng destabilizacje struktury btony i zwiekszajg wielokrotnie czestos¢ fuzji
[8,13,19].

Do przenoszenia makroczasteczek wykorzystuje sie przede wszystkim liposomy,
zaréwno wielowarstwowe (MLV - ang. multilamellarvesicles),)ak ijednowarstwowe
(LUV - ang. large unilamellar vesicles). Srednica tych dwéch rodzajéw liposoméw
wynosi od kilkudziesieciu do kilku tysiecy nm [50]. W trakcie formowania liposo-
moéw, do ich wnetrza mozna wprowadzi¢ makroczgsteczki, przeciwciata, kwasy
nukleinowe [8,36], chromosomy [29], a nawet jaderka [21]. Metode wprowadzania
makroczasteczek z wykorzystaniem pecherzykdw stosuje sie w hodowlach komorek
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zarbwno zwierzecych, jak i roslinnych [50]. Ostatnio, w celu wprowadzenia do
komdrek fragmentow DNA, stosowane sg liposomy zbudowane m.in. z fosfatydy-
loetanoloaminy, w ktoérej obie reszty acylowe pochodza z kwasu oleinowego [11].
Liposomy te fatwiej ulegajg fuzji z btong plazmatyczng komérek, w wyniku czego
czasteczki DNA zostajg wprowadzone do cytoplazmy [11]. Je$li w podobnym celu
uzywa sie cieni erytrocytdw, ktdre wypetnia sie makroczasteczkami, korzystajac
zazwyczaj z hipotonicznej metody Rechsteinera [35]. Tak jak w przypadku liposo-
maéw, egzogenne czasteczki zostajg uwiezione wewnatrz pecherzyka wraz z czescia
fazy wodnej, podczas ponownego zamykania sie btony [50]. Nadmiar czasteczek w
srodowisku zewnetrznym usuwa sie przez wirowanie, dialize lub sgczenie molekular-
ne. Komaérki, do ktérych wprowadzono makroczasteczki w drodze fuzji z liposomami,
charakteryzuja sie przewaznie dobrg przezywalnoscig i moga podlegac wielokrotnym
pasazom [s].

5. METODY CHEMICZNE

Btona plazmatyczna komorek pod wptywem detergentéw, zastosowanych w ste-
zeniach niesolubilizujgcych, staje sie przepuszczalna dla zwigzkéw nisko-, jak i
wysokoczgsteczkowych [17]. Do permeabilizacji btony komérkowej stosowane sg
przede wszystkim detergenty niejonowe, np. Triton X-100, skutecznie zmieniajgce
oddziatywania lipid-lipid i lipid-biatko, a takze detergenty obojnacze (ang. zwitterio-
nic). Budowa przypominajg czasteczki lizofosfolipidow, przez co tatwo zaburzajg
strukture dwuwarstwy lipidowej btony, prowadzac do zmian jej przepuszczalnosci.
Aby przezwyciezyé problemy z przezywalnoscig komérek, inkubuje sie je przed
zastosowaniem detergentu w 0,5-1,2 M roztworze glicerolu [30, 40]. W ten sposéb
wprowadzono do mysich komérek linii neuroblastoma szereg przeciwciat [40].

W celu permeabilizacji btony plazmatycznej komorek bardzo czesto stosuje sie
réwniez zwigzki amfifilowe, np. digitonine i saponine, zawierajgce w czesci hydro-
fobowej pierScienie aromatyczne i cykliczne. Zwigzki te tworzg kompleksy z czgste-
czkami cholesterolu i jego pochodnych, co prowadzi do zmian przepuszczalnosci
btony komoérkowej [16, 17]. Dziatajgc digitoning w stezeniu 40 fi.g/ml na ludzkie
komarki HelLa i szczurze NRK, wprowadzono do nich allofikocyjanine, biatko o m.
cz. 104 kDa [42], Permeabilizacja komdrek chromochtonnych 10 [iM digitoning
pozwolita na wprowadzenie do ich cytoplazmy przeciwciat przeciw fodrynie, co
przyczynito sie do okresleniaroli cytoszkieletu podbtonowego w procesie egzocytozy
[1,34].

Skuteczno$¢ wprowadzania czagsteczek do komoérek i stopien przezywalnosci
komaérek w tej metodzie zalezy przede wszystkim od stezenia detergentu. Wraz zjego
wzrostem wzrasta przepuszczalno$¢ blony, ale obniza sie przezywalnos¢ komérek
[30,31,40]. Komérki, odmyte od pozywki, przyczepione do podtoza lub pozostajace
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w buforze, inkubowane sg z detergentem. Nastepnie komorki umieszcza sie w
roztworze zawierajagcym makroczasteczki, ktére dyfundujg do komoérek [9,34]. W
przypadku digitoniny lub saponiny, komérki poddane ich dziataniu zachowuja przez
dtuzszy czas zwiekszong przepuszczalno$é dla makroczasteczek. W przypadku lizo-
fosfolipidow, komorki najpierw inkubuje sie w glicerolu o stezeniu 1,2 M, nastepnie
w obecnosci fosfolipidu i ostatecznie w PBS, w obecnosci makroczasteczek, ktére
powinny byé wprowadzone do cytoplazmy [40].

W celu wprowadzania do komérek substancji o znaczeniu biologicznym wykorzy-
stuje sie, poza detergentami, szereg innych zwigzkéw chemicznych, jak ATP, DEAE-
dekstran czy fosforan wapnia. DEAE-dekstran i Cas(P04)2 stosuje sie powszechnie
do wprowadzania do komorek fragmentéw DNA [38], za$ zwigzki o m. cz. < 830 Da
z duzg wydajnoscig i w krétkim czasie (1-5 min) mozna wprowadzié do komorek w
obecnosci 5 mM ATP [44].

6. UWAGI KONCOWE

Metody wprowadzania egzogennych makroczasteczek do komorek sg bardzo
przydatne w badaniach mechanizméw rzadzacych réznymi procesami fizjologiczny-
mi. Mikroiniekcja na przyktad pozwala na precyzyjne wprowadzenie okreslonej ilosci
czasteczek do wybranej komorki [28], podczas gdy z zastosowaniem innych metod
wprowadzenie czgsteczek odbywa sie na zasadzie przypadku [26]. W zaleznoSci od
zastosowanej metody moze dochodzi¢ jednak do réznego typu uszkodzenia btony
komorkowej, co ma istotne znaczenie w procesie powrotu komaérek do wiasciwego
im stanu funkcjonalnego. Wazna jest takze ilos¢ materiatu, jakg nalezy uzy¢, aby
wprowadzi¢ okre$lone czasteczki do komérki. Bardzo czesto badane zwigzki sa
dostepne w ograniczonych ilosciach i dlatego ich minimalne zuzycie jest bardzo
pozadane. W tym przypadku lepiej postugiwac siejest metoda, dzieki ktérej w krotkim
czasie mozna “natadowaé” duzg liczbe komérek. Rdwniez koszty urzadzen stosowa-
nych w poszczegblnych procedurach “dziurawienia” btony komorkowej i wprowa-
dzania makroczasteczek do komérek charakteryzuje bardzo duza rozpietosc.
Wymienione czynniki oraz efektywnos¢, precyzyjnosé, praktycznosé i preferencje
eksperymentatora beda zatem decydowac o wyborze metody.
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AKTYWACJA PLYTEK KRWI;
MECHANIZM PRZEKAZYWANIA SYGNALOW

PLATELET ACTIVATION; SIGNAL TRANSDUCTION PATHWAY

Beata OLAS, Barbara WACHOWICZ
Katedra Biochemii Ogolnej, Instytut Biochemii UL, £6dz

Streszczenie: Aktywacja ptytek krwi zwigzana z procesem przekazywania sygnatu do komdrki, polega
na zmianie ksztattu komdrki, sekrecji zmagazynowanych zwigzkdéw i agregacji. Zmiany konformacyjne
integryny anbR3 umozliwiajg wiazanie roéznych biatek adhezywnych m.in. fibrynogenu, ktéry jest
niezbedny do tworzenia agregatow ptytkowych. Mechanizmowi aktywacji ptytek krwi towarzyszy
gwattowny wzrost fosforylacji reszt tyrozynowych wielu biatek ptytkowych. W procesie tym uczestniczg
kinazy rodziny Src, kinaza Syk oraz FAK. W pracy przedstawiono role receptoréw powierzchniowych,
biatek G, biatkowych kinaz tyrozynowych oraz mechanizm reorganizacji cytoszkieletu w aktywacji
krwinek ptytkowych.

Stowa kluczowe: aktywacja ptytek krwi, przekazywanie sygnatu, biatka G, biatkowe kinazy tyrozynowe

Summary: Activation of platelets is accompanied by multiple intracellular signal transduction pathways
that are responsible for the physiological responses of platelets: changes in platelet shape, release of their
intracellular granule contents, changes in the conformation of integrin ctiibR3 and binding adhesive
ligands such as fibrinogen, what leads to platelet aggregation. In activated platelets a dramatic increase
in tyrosine phosphorylation of many platelet proteins is observed. Several tyrosine kinases, including Src
family kinases, Syk and FAK have been implicated in the process of phosphorylation. Mechanisms of
cytoskeletal reorganisation during platelet activation, platelet G protein, arole of several protein tyrosine
kinases and molecular interactions that couple there kinases with G protein, receptor-triggered signaling
pathways are described.

Key words: platelet activation, signal transduction, G protein, protein tyrosine kinase

Wykaz stosowanych skrétow: ADP - adenozynodifosforan, ATP - adenozynotrifosforan, cCAMP -
cykliczny adenozynomonofosforan, CD (ang. cluster differentiation) - kompleks réznicowania, cGMP
- cykliczny guanozynomonofosforan, DGEA - sekwencja Asp-Gly-Glu-Ala, Fg - fibrynogen, GAP -
biatko aktywujgce GTP-aze, GDP - guanozynodifosforan, GMP140 - selektyna P, Gp - glikoproteina,
GTP - guanozynotrifosforan, 12-HETE - kwas 12-hydroksyeikozatetraenowy, 12-HPETE - kwas
12-hydroperoksyeikozatetraenowy, 5-HT - serotonina, PAF (ang. platelet activating factor) - czynnik
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aktywujacy phytki krwi, PDGF - czynnik wzrostu z ptytek krwi, PF-4 - czynnik ptytkowy 4, PGI2 -
prostacyklina, PKC - biatkowa kinaza C, PLA2 - fosfolipaza A2, PLC - fosfolipaza C, PLC-y -
fosfolipaza C-y, PLD - fosfolipaza D, PTP - fosfataza biatkowa, SH (ang. src homology) - region
wykazujacy homologie do produktu genu Src, Tsp - trombospondyna, TXA2 tromboksan A2, VASP
(ang. the vasodilator-stimulatedphosphoprotein) - fosfoproteina stymulowana wazodilatorem, VWF -
czynnik von Willebranda

1. AKTYWACJA PLYTEK KRWI

PHytki krwi sg bardzo atrakcyjnym modelem badawczym do poznania mechanizmu
przekazywania sygnatu do komérki. Sg bezjadrzastymi, najmniejszymi upostacio-
wanymi elementami morfotycznymi krwi, pochodzacymi z olbrzymich komorek
szpiku kostnego-megakariocytéw. Charakteryzujg sie obecnoscig centralnie zlokali-
zowanych a-ziamistosci oraz osmofilnych ziarnistosci o duzej gestosci elektronowej,
w ktérych zmagazynowane sg liczne uwalniane w procesie sekrecji zwigzki, m.in.:
adenozynodifosforan (ADP), serotonina (5-HT), fibrynogen (Fg), czynnik von Wil-
lebranda (VWF), trombospondyna (Tsp), czynnik ptytkowy 4 (PF-4), ptytkowy czyn-
nik wzrostu (PDGF) oraz selektyna P (GMP140; CD62) eksponowana po uwolnieniu
na powierzchni [10,13,14, 42].

Rola ptytek krwi nie ogranicza sie tylko do uczestnictwa w procesie hemostazy.
Plytki bioeg réwniez udziat w tworzeniu zakrzep6w, w procesach zapalnych, w
procesie metastazy oraz w powstawaniu zmian miazdzycowych w $cianach naczyn
bedacych skutkiem nadmiernej aktywacji krwinek ptytkowych [48]. Z ptytkami krwi
zwigzana jest takze aktywnos¢ fibrynolityczna [39, 85].

Aktywacja ptytek krwi moze by¢ wywotana réznymi aktywatorami. Do aktywato-
row o istotnym znaczeniu fizjologicznym rozpoznajacych specyficzne receptory
powierzchniowe, inicjujagcych przy udziale biatek G i kinaz tyrozynowych w sposob
kaskadowy przesytanie informacji do komérki naleza m.in.: ADP, trombina, PAF,
kolagen, tromboksan Az i adrenalina. Wywotujg one aktywacje wielu enzyméw w
komorce, fosforylacje licznych biatek, wzrost stezenia jonéw Ca2+ i reorganizacje
cytoszkieletu, co w kohAcowym efekcie doprowadza do fizjologicznej odpowiedzi
komaérek polegajacej na zmianie ksztattu, adhezji, sekrecji zmagazynowanych zwigz-
kéw i powstawaniu agregatow. Zmianie ksztattu komarki ze sferycznej na dyskoidal-
ng, tworzeniu wypustek, przemieszczaniu ziarnistosci i uwalnianiu ich zawartosci
wywotanej dziataniem r6znych agonistéw towarzyszy polimeryzacja aktyny ireorga-
nizacja cytoszkieletu oraz zmiana konformacyjna receptorow odlbs Po wydostaniu
sie z ptytki uwolnione biatka, m.in. fibrynogen, czynnik von Willebranda czy trom-
bospondyna, tgczg sie z odpowiednimi receptorami powierzchniowymi i odgrywajg
wazng role w procesie adhezji polegajacej na przyleganiu krwinek ptytkowych do
réznych powierzchni “obcych” i tworzeniu agregatéw [13, 14, 39]. Uwolniona w
procesie sekrecji selektyna P umozliwia udziat ptytek krwi w procesie zapalnym
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poprzez oddziatywanie krwinek ptytkowych z leukocytami [60]. Do aktywacji ptytek
krwi dochodzi rowniez pod wptywem elastazy i katepsyny G pochodzacych z granu-
locytéw. Granulocyty wydzielaja katepsyne G - proteaze, ktéra wptywa na ptywki
krwi poprzez trawienie glikoprotein GPIIb-Illa (ocllb3) [76]. Zmiany konformacji
powierzchniowych receptorow txllbBs umozliwiajg wigzanie dimeréw fibrynogenu i
tworzenie agregatow. Pomiar agregacji na podstawie zmian w transmitancji jestjedng
zmetod stuzgcych do iloSciowej oceny procesu aktywacji ptytek krwi. Schematycznie
poszczegdlne etapy aktywacji ptytek zostaty przedstawione na rysunku 1, a drogi
przekazywania sygnatu do ptytek podczas aktywacji ujeto na rysunku 2.

Zmianom morfologicznym plytek krwi towarzyszy kaskadowa przemiana arachi-
donianu i synteza prostanoidéw. Krwinki ptytkowe nie majg wolnego arachidonianu,
wystepuje on w fosfolipidach btony, przede wszystkim w fosfatydyloinozytolu czy
fosfatydylocholinie, skad jest uwalniany w drodze hydrolizy enzymatycznej przy
udziale fosfolipazy A2 (PLA:z2 i C-PLC) aktywowanej przez silnych agonistow i
metabolizowany w dwdéch odmiennych uktadach. W uktadzie zaleznym od lipooksy-
genazy dochodzi do powstania gtownie hydroksykwasow (kwas 12-hydroperoksyei-
kozatetraenowy (12-HPETE) i kwas 12-hydroksyeikozatetraenowy (12-HETE)) oraz

Rys. 1. Schemat przedstawiajacy poszczeg6lne fazy aktywacji ptytek krwi: zmiana ksztattu komorki z

wytworzeniem wypustek, uwalnianie zawartosci ich ziarnistosci (m. in. nukleotydéw adeninowych: ATP

i ADP, jonéw wapnia, potasu, fibrynogenu (Fg), trombospondyny (Tsp), GMP140 i PDGF oraz

powstawanie agregatéw ptytek. ADP uwolniony z ziarnistosci moze aktywowac¢ krwinki ptytkowe, co

prowadzi do zmiany powinowactwa receptora integrynowego otnb33 (GPI1b/111a) do czasteczki fibryno-

genu. Fibrynogen tgczy ze sobg sgsiadujace ptytki tworzac agregaty. GP - glikoproteiny petnig role
receptoréw dla okreslonych agonistow
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Rys. 2. Schemat przedstawiajacy przekazywanie sygnatéw podczas procesu aktywacji ptytek krwi
zwigzane ze stymulacjg metabolizmu polifosfoinozytyddw. Proces aktywacji ptytek krwi inicjuja ago-
niéci: trombina, tromboksan A2 (TXA2), czynnik aktywujacy ptytki (PAF) czy prostacyklina (PGI12)
wigzac sie ze specyficznym receptorem. Trombina, TXA2czy PAF aktywujg fosfolipaze C (PLC), co
prowadzi do powstania dwdch wtérnych przekaznikéw: diacyloglicerolu i inozytolotrifosforanu. Dia-
cyloglicerol pobudza biatkowg kinaze C, a inozytolo-trifosforan powoduje naptyw jonéw wapnia do
cytoplazmy. Powoduje to zmiane ksztattu, sekrecje i agregacje. W przekazywaniu sygnatu do ptytki po
przytaczeniu trombiny do receptora uczestnicza rowniez biatka G (G12 i GAP) oraz kinaza tyrozynowa.
Trombina aktywuje takze fosfolipaze A2 uwalniajgc arachidonian, ktory jest przeksztatcany do TXA2.
TXAZ2 petni role wtérnego aktywatora. PG12 stymuluje cyklaze adenylanowa przy udziale biatka G
i hamuje aktywacje; TXA2obniza poziom cAMP i stymuluje aktywacje

hepoksyliny As - zwigzku, ktéry hamuje agregacje ptytek krwi [55,56]. W przemianie
zaleznej od cyklooksygenazy powstaje oprécz nadtlenkéw prostaglandyn przede
wszystkim tromboksan A2, ktory jest silnym agonistg ptytek.

2. BUDOWA | ROLA POWIERZCHNIOWYCH
GLIKOPROTEIN

Na powierzchni btony phytkowej wystepuja liczne glikoproteiny petnigce role
swoistych receptoréw dla wielu agonistéw stymulujacych aktywacje ptytek krwi [19,
39]. Wsrod glikoprotein powierzchniowych istotng role w funkcji ptytek krwi odgry-
wajg integryny. Sa to heterodimery sktadajace sie z transbtonowych podjednostek a
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i B. Wewnatrzkomoérkowa domena podjednostki 8 zakotwicza heterodimer w komor-
ce przez potaczenia z cytoszkieletem. Poznano dotad co najmniej 15 podjednostek a
i ¢ podjednostek B tworzacych ponad 20 receptoréw integrynowych.

Na krwinkach ptytkowych stwierdzono obecno$¢ 5 réznych receptoréw integry-
nowych: trzy z nich nalezg do podrodziny 3 1?a dwie do podrodziny Rz (tzw. rodziny
cytoadhezyn) [7, 30,42]. Integryny ptytkowe przedstawiono na rysunku 3.

Najwazniejszg, ze wzgledu na duzg ilos¢ na powierzchni ptytki krwi oraz funkcje
w agregacji tych komorek, jest integryna acllbs (GPIIb/111a; CD41/CD61) [7,12, 34,
77].

Czasteczka acllbBs wbhudowana jest w dwuwarstwe lipidowg i ma strukture globu-
lamg o wymiarach: ¢ nm x (12-15) nm, utworzong przez N-kohAcowe regiony
skompleksowanych podjednostek odlb i B3. tancuch polipeptydowy B3 (GPllla)
zawiera 762 reszty aminokwasowe formujgace nastepujace regiony:

- cytoplazmatyczny C-koincowy fragment zbudowany z 41 aminokwasow,

- hydrofobowy fragment transbtonowy,

- centralny fragment obejmujacy ok. 25% podjednostek, w ktérym zlokalizowana
jest wiekszos$¢ wigzan disiarczkowych,

- N-konhAcowy region tworzacy wielkga petle dzieki powigzaniu mostkiem disiarcz-
kowym z czescig centralng podjednostki [12].

Podjednostka Rz syntetyzowana w nadmiarze jest magazynowana, podczas gdy
podjednostka a llbprodukowana w formie prekursorowej jest natychmiast przytgcza-
na do B3 przed proteolitycznym przeksztatceniem [34]. Podjednostka a llb utworzona
z 1170 aminokwaséw powstaje w megakariocytach jako pojedynczy tancuch, z
ktérego podczas modyfikacji potranslacyjnej wyciety zostaje krotki fragment pepty-
dowy. Tak wiec dojrzata podjednostke a llb stanowig dwa tancuchy zwiazane jednym
mostkiem disiarczkowym. tafcuch ciezki o masie 115 kDa znajduje sie w catosci na
zewnatrz komorki, podczas gdy tancuch lekki o masie 22 kDa jest zakotwiczony w
btonie ptytkowej, ajego 21 reszt aminokwasowych zanurzonych jest w cytoplazmie
[1,7,12, 26, 43, 85].

Podczas aktywacji krwinek ptytkowych trombing, kalagenem czy ADP, nie zmie-
nia sie ilos¢ receptordw adIbRs ktdra wynosi od 40 tys. [52] do 50 tys. [49] kopii na
ptytke, ale zmienia sie jego stan konformacyjny, poprzez fosfory lacje biatek cytopla-
zmy i cytoszkieletu. Pozwala to na wigzanie gtdwnie poprzez sekwencje peptydowa
RGD (Arg-Gly-Asp), fibrynogenu, atakze innych biatek adhezywnych - trombospon-
dyny, fibronektyny, czynnika von Willebranda oraz witronektyny i umozliwia agre-
gacje ptytek krwi [12, 24, 26, 31]. Integryna onbRs reaguje rowniez z sekwencjg
Lys-GIn-Ala-Gly-Asp-Val (KQAGDV) wystepujaca wytacznie w C-koncu tancucha
y fibrynogenu [12].

Na powierzchni phytki krwi wystepuje réwniez w ilosci od 800-1800 czastek
integrynaaz281 (GPla-11a) (GPla- 160 kDa; lla~ 130 kDa) [36, 63] petnigca funkcje
receptoradlakolagenu oraz dlatrombospondyny [49]. Integryna a 2B odgrywa wazng
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Bi (CD29) R3(CD61)

cc,b(CD41) Oy (CD51)

kolagen fibronektyna laminina fibrynogen
fibronektyna
witronektyna
trombospondyna
czynnik von Willebranda

Rys. 3. Receptory integrynowe obecne na powierzchni ptytek krwi. W skiad heterodimeréw wchodza 3
podjednostki z podrodziny Bi oraz 2 podjednostki z B3, ktdre z podjednostkami a tworzg 5 receptoréw
integrynowych: 0QRi (receptor kolagenu), a3bi3l (receptor fibronektyny), Ofcbd (receptor laminny),
onbi33 i otvi33 (receptor fibrynogenu, fibronektyny, witronektyny, trombospondyny i czynnika

von Willebranda)

role w adhezji ptytek [36, 63]. W aj fancuchu kolagenu typu | obecnajest sekwencja
Asp-Gly-Glu-Ala (DGEA) blokujaca adhezje krwinek ptytkowych. tancuch aj ko-
lagenu typu 111 zawiera natomiast sekwencje KPGEPGPK hamujacg proces tworzenia
agregatow ptytkowych [52].

Obok glikoprotein zaliczanych do wielkiej rodziny integryn na ptytkach krwi
wystepuja glikoproteiny bedace receptorami dla ré6znych biatek adhezywnych. Tego
rodzaju receptorami sa;

GPIb/IX (CD42b/CD42a) (GPlba ~ 140 kDa, IbR ~ 22 kDa, IX ~ 24 kDa) - dla
czynnika von Willebranda [19, 22, 58, 63, 65],

GPIV (CD36) - dla kolagenu i trombospondyny [59], GPIV potgczona jest z
kinazg tyrozynowag nalezgcg do rodziny Src [17],

GPVI (62 kDa) - dla kolagenu odgrywajac wazng role w agregacji ptytek krwi [2,
52] oraz

GPV - receptor, ktérego niedobér jest kojarzony z niedoborem GPIb/IX w
chorobie Bemarda-Souliera [10, 19, 42, 67, 78].

Glikoproteiny GPV i GPIb petnig funkcje receptora dla trombiny [10]. Trombina
jest proteaza serynowa, ktéra przeksztatca rozpuszczalny fibrynogen w nierozpusz-
czalng fibryne i odgrywa wazng role w procesie krzepniecia krwi oraz jest silnym
agonistg ptytek krwi (wptywa na serie morfologicznych i biochemicznych zmian,
gdzie w koncowym efekcie dochodzi do powstania agregatéw ptytkowych). Trombina
indukuje aktywacje ptytek krwi m.in. przez unikalny proteolityczny rozpad wigzania
pomiedzy Arg4l-Ser42 w czasteczce receptora. Receptor dla trombiny nalezy do
rodziny receptorow sktadajacych sie z siedmiu transbtonowych domen, gdzie wyste-
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phytki krwi
niestymulowane

phytki krwi
stymulowane
trombing

Rys. 4. Droga przekazywania sygnatu do krwinki ptytkowej po stymulacji silnym agonista. Trombina

po przylaczeniu do receptora zawierajgcego siedem transbtonowych domen, aktywuje fosfolipaze C

(PLC) przy udziale kinazy tyrozynowej pp60csrc, biatka G12 oraz biatka GAP, prowadzgc do metabo-

lizowania polifosfoinozytydéw, hamowania aktywnosci cyklazy adenylanowej oraz zmian konforma-

cyjnych integryny (Xibi33 umozliwiajac wiazanie fibrynogenu, a tym samym agregacje ptytek krwi.

Kinaza pp60c'src zostaje zakotwiczona w btonie komorkowej i wchodzi w interakcje poprzez domene
SH-2 z PLC oraz prawdopodobnie z kinazg 3-fosfoinozytolu (kinaza P1-3)

puja trzy petle zewnatrzkomérkowe i trzy wewnatrzkomaérkowe (rys. 4). Wewnatrz-
komorkowa petla trzecia w poblizu C-koncajest w bliskim sasiedztwie biatka G12 [3,
5, 8,15,41]. Podobng budowe zaobserwowano w przypadku receptora dla prostacy-
kliny (PGI2) [75], tromboksanu Az (84), czy PAF. Receptor dla TXA:2 wystepuje w
potaczeniu z biatkami G rodziny Gqlub Gj j.Przytaczenie trombiny badz tromboksa-
nu Az do swoistego receptora prowadzi do zahamowania aktywnosci cyklazy adeny-
lanowej [84] i obnizenie stezenia cCAMP w plytce. Na cyklaze adenylanowg dziata
réwniez prostacyklina.

Rola receptoréw powierzchniowych $cisle zwigzana jest z rozpoznawaniem spe-
cyficznych agonistéw i inicjowaniem procesu aktywacji ptytek krwi polegajacej na
adhezji, agregacji oraz sekrecji zmagazynowanych zwigzkéw. Przytgczenie agonisty
do powierzchni receptora inicjuje przesytanie sygnatu do komérki. Towarzyszy temu
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takze aktywacja biatek G i kinaz biatkowych, co prowadzi do aktywacji fosfolipaz
A2,C, atakze fosfolipazy D [21,23]. Stymulacja krwinek ptytkowych trombing moze
prowadzi¢ do aktywacji fosfolipazy D (PLD), a kwas fosfatydowy powstajacy przy
udziale PLD moze by¢ odpowiedzialny za sygnat indukujacy proces egzocytozy [23].
Stymulacja ptytek krwi z pomocg ADP nie powoduje aktywacji fosfolipazy C [28].

3. STRUKTURA | WEASCIWOSCI PLYTKOWYCH BIALEK G

W plytkach krwi stwierdzono istnienie dwoch podstawowych rodzin biatek G
wigzacych GTP iuczestniczgcych w aktywacji. Do pierwszej rodziny zalicza sie co
najmniej s biatek: Gs, Gj, Gq, G12, G13 i Gz [39,64]. Do drugiej rodziny nalezy mniej
liczna grupa niskoczgsteczkowych biatek G o masie czgsteczkowej 21-25 kDa.

Biatka G nalezg do rodziny biatek zwigzanych z wewnetrzng czescig btony komor-
kowej, a ich nazwa pochodzi od zdolnosci do wigzania i hydrolizy GTP. Biatka G
nalezace do pierwszej rodziny sa heterotrimerami zbudowanymi z trzech réznych
podjednostek: a, B i y. Podjednostki B (36 kDa) i y (5-8 kDa) pod wzgledem
funkcjonalnym tworzg cato$¢. Podjednostka a wykazuje najwiekszg heterogennosc,
ale wydaje sie petni¢ najwazniejszg funkcje, polegajaca na wigzaniu i hydrolizie GTP
[4,6,45,54],

Mechanizm przenoszenia sygnatu do komorki Scisle zwigzany jest z oddziatywa-
niem podjednostki a z GDP lub GTP. Pozostajgc w potaczeniu z GDP podjednostka
ta ma zdolnos$¢ do przytaczenia sie do kompleksu By i interakcji z receptorem, a w
przypadku przytgczenia GTP oddy socjowuje ona od pozostatych sktadnikéw inabiera
powinowactwa do enzymu.

Do tej pory stwierdzono w ptytkach krwi istnienie kilku biatek G:

Biatka Gs majg podjednostke as; stymuluja cyklaze adenylanowa.

Biatka Gj moga zawiera¢ podjednostke om, ad2, ai3, cc” i a02; hamuja cyklaze
adenylanowa.

Biatka Gq [46] zawierajg podjednostke aq, oon, a 15 i ¢cx16; podczas stymulacji
krwinek ptytkowych podjednostki a nalezgce do tej rodziny biatek biorg udziat w
aktywacji fosfolipazy C, gtdwnie formy B, co prowadzi do powstania wtornych
przekaznikéw informacji: inozytolo-trifosforanu i diacyloglicerolu.

Biatka G12, Gis nie sg jeszcze dostatecznie poznane [64]. W plytkach krwi
stwierdzono obecno$é znacznej ilosci G 13. Przypuszcza sie, ze biatka G12 i G js moga
by¢ aktywowane przez silnych agonistéw ptytek krwi: TXA2 czy trombine. Nie
wyklucza sieg, ze aktywnos¢ fosfolipazy Az jest regulowana przez podjednostke ocl2.
W przeciwienstwie do biatek Gsi Gj, podjednostki a-G qi G12 sgnieczute na toksyny
cholery i krztuca. Przy udziale biatek G wrazliwych na toksyne krztusca i aktywnej
PLA:2 dochodzi do syntezy hepoksyliny Az w ptytkach [55, 56].
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Biatlka Gz zawieraja podjednostke a z, ktéra w czasie aktywacji ptytek krwi trom-
bing czy TXA: ulega fosforylacji, co sugeruje, ze podjednostka ta moze by¢ substra-
tem dla biatkowej kinazy C [64].

Podjednostki a zakotwiczajg sie w blonie za pomocg mirystynianu, ktory tworzy
z grupg aminowa glicyny na N-koricu wigzanie amidowe. Do zakotwiczenia podjed-
nostki asiaqbiatka G réwniez moze stuzy¢ palmitynian. Do podjednostki a biatek
G obecnych w ptytkach moze kowalencyjnie by¢ przytgczony arachidonian uwalniany
podczas aktywacji ptytek [37]. Ten proces moze mie¢ znaczenie w regulowaniu
funkcji podjednostki a.

W krwinkach ptytkowych stwierdzono obecno$é rowniez niskoczgsteczkowych -
“matych” biatek G 0 masie czgsteczkowej 21-25 kDa charakteryzujacych sie konser-
watywng sekwencja. Ze wzgledu na znaczne podobienstwo tych biatek do produktu
protoonkogenu p21ras biatka te okresla sie jako nadrodzine biatek ras. Do tej grupy
nalezg biatka bedace produktami genéw: rai, rho, rac, rab irap [45,81,89]. W ptytkach
krwi stwierdzono obecnie co najmniej 15 niskoczasteczkowych biatek G. W znacznej
iloSci wystepuja dwa biatka Rap: Rap IB i Rap2B, ktore wykazujg duzg homologie w
budowie, ale pewne istotne réznice w dziataniu. Kinaza biatkowa zalezna od cAMP
moze przeprowadzaé fosforylacje biatka RapIB, co w nastepstwie prowadzi do
translokacji tego biatka z btony komdrkowej do cytoplazmy. Biatko RaplB pod
wptywem dziatania trombiny ma zdolno$¢ wigzania biatka pz21ras, co umozliwia
aktywacje fosfolipazy Cy [70, 81].

W przeciwienistwie do biatka RaplB, biatko Rap2B nie wchodzi w interakcje z
biatkami p21ras. Podczas agregacji ptytek krwi ok. 35% biatka Rap2B zwigzanych
jest z cytoszkieletem phytek krwi. Mozna przypuszczac, ze receptor ctnbs dla fibry-
nogenu warunkuje przemieszczenie biatka Rap2B do cytoszkieletu [81].

Nie wyklucza sie, ze biatko GAP (p21ras) (biatko aktywujace GTP-aze) moze by¢
potgczone z cytoszkieletem btonowym i aktywuje plytkowg kinaze tyrozynowg
pp 60c'src, ktéra uczestniczy w dalszym etapie przekazywania sygnatu do komarki
[20,27, 53, 80]. W przekazywaniu informacji w ptytkach uczestniczy niskoczastecz-
kowe biatko rho, aktywujgce kinaze 3’-fosfatydyloinozytolu (kinaza P1-3) i wptywa-
jace na reorganizacje cytoszkieletu [89].

4. FOSFORYLACJA BIALEK | UDZIAL BIALKOWYCH
KINAZ TYROZYNOWYCH W AKTYWACJI PLYTEK KRWI

Mechanizm aktywacji ptytek krwi zwigzany jest m.in. z procesem fosforylacji i
defosforylacji biatek, w ktorym uczestniczg obok biatkowej kinazy C, A i G, kinazy
lekkiego tancucha miozyny, biatkowe kinazy serynowo-treoninowe, biatkowe kinazy
tyrozynowe oraz fosfatazy. Odpowiedzi ptytek krwi na dziatanie wielu aktywatoréow
towarzyszy gwattowna fosforylacja reszt tyrozynowych w biatkach [38, 69, 71, 82],
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ktéra wystepuje w scistej korelacji z procesem sekrecji, agregacji i przemiang polifo-
sfoinozytyddéw [61, 6s]. Stymulacja ptytek krwi wywotana trombing czy kolagenem
powoduje gwattowng fosforylacje reszt tyrozynowych w biatkach o m. cz. 50-140
kDa, zidentyfikowanych m.in. jako p21"™ kinaza ogniska adhezji ppl25 i win-
kulina [82].

Kinazy tyrozynowe wystepujace w ptytkach krwi nalezg do klasy kinaz nierecep-
torowych. Obokcytoplazmatycznej kinazy pp60c src [24] kom6rki te zawierajg kinazy
tyrozynowe bedace produktem genu Src, Fyn, Yes, Lyn i Hck: pp54lyn, pp58lyn,
pp52yes, pp61hckipp72syk[13,14,61]. Najliczniej reprezentowanajest rodzina biatek
Src. Stanowi ona 0,2-0,4% catkowitej iloSci biatka ptytkowego. Ostatnie dane [13,
14] donoszg o istnieniu dwdch klas biatkowych kinaz tyrozynowych, aktywowanych
podczas réznych faz stymulacji. Pierwszg grupe reprezentuje rodzina kinaz Src
aktywowana we wczesnej fazie, niezaleznej od wigzania fibryno”enu do integryny
a lIbRs’natomiast drugg grupe enzymow reprezentuje kinazappl25 , ktéra aktywo-
wana jest w poznej fazie aktywacji zaleznej od wigzania fibrynogenu do integryny
allbR3 [13, 14,71].

Niereceptorowe kinazy tyrozynowe nie zawierajg domeny zewnatrzkomorkowej
zdolnej do wigzania ligandu ani domeny transbltonowej. Kinazy te wystepujg w
cytoplazmie roznych komorek, w tym takze ptytek i mogg taczy¢ sie z niektorymi
receptorami btonowymi, rozpoznajac krétka sekwencje ich domen cytoplazmatycz-
nych. N-koncowy aminokwas kinaz potaczony jest wigzaniem amidowym z kwasem
mirystynowym, ktory zwieksza hydrofobowos$¢ tego regionu i utatwia potaczenie
czasteczki kinazy z btong. Wszystkie niereceptorowe biatkowe kinazy tyrozynowe
zawierajg bardzo podobng domene utworzong z 250-300 reszt aminokwasowych,
odpowiedzialng za aktywnos$¢ enzymatyczng. Biatka kodowane przez geny rodziny
Src, ktdre sg najlepiej poznanymi kinazami niereceptorowymi ptytek, zawierajg dwie
krotkie domeny o wysokiej homologii nazwane regionami SH-2 i SH-3 (SH ang. src
homology) oraz domene katalityczna, ktéra wykazuje aktywnos$¢ fosfotransferazy
(rys. 5) [13, 14]. Regiony SH-2 i SH-3 wystepuja rowniez w niektérych biatkach nie
wykazujacych aktywnosci kinaz tyrozynowych, np. w fosfolipazie Cy (PLCy) czy w
biatku GAP (rys. 4). Region SH-3 wystepuje z kolei w biatkach wigzacych aktyne,
np. w spektrynie i miozynie. Poniewaz delecja regionu SH-3 eliminuje wigzanie sie
tych biatek z aktyng oraz wywotuje transformacje komdrek, wydaje sie, ze region
SH-3 odpowiada za potgczenie kinaz z biatkami cytoszkieletu. Region SH-2 kinazy
uczestniczy w represji aktywnosci kinazowej, a region SH-2 substratu, np. PLC, jest
miejscem rozpoznajgcym fosfotyrozyne w kinazie [13, 14, 50, 66 ]. Przypuszcza sie,
ze dziatanie kinazy pp60c‘src zalezy od domeny SH-2, ktéra wigze C-koricowy region
tej samej czasteczki enzymu w miejscu wystepowania ufosforylowanej Tyr-527, co
jest charakterystyczne dla kinazy tyrozynowej, jaka wystepuje w formie nieaktywnej.
W kinazie aktywnej defosforylacja Tyr-527 uniemozliwia wytwarzanie wewnetrz-
nych komplekséw; region SH-2 kinazy jest wiec uwolniony i moze tgczy¢ sie z
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substratem [13, 14, 50]. W aktywacji Kinazy tyrozynowej fyn wazng role peini
tyrozyna w pozycji 531 [47].

Rola kinazy pp60c’src w aktywacji ptytek krwi polega na udziale w przekazywaniu
sygnatu w ptytce krwi [73,74]. Domena SH-3 kinazy pp60°'srcprawdopodobnie wigze
regiony bogate w proline podjednostki kinazy 3’-fosfoinozytolu (p85 kinazy PI-3),
ktérajest heterodimerem zbudowanym z dwdch podjednostek o masie czgsteczkowej
110 kDa i 85 kDa. Podjednostka p85 ma kilka regionéw homologicznych do innych
biatek, biorgcych udziat w przekazywaniu informacji do komorki. Zawiera ona
domene SH-3 na N-koncu i dwie domeny SH-2 w C-koncu oraz posiada regiony
homologiczne do biatek o aktywnosci GTP-azowej [79, ss]. Za regulowanie aktyw-
nosci kinazy P1-3 odpowiedzialne sg takze kinazy pp60c src i pp54/58lyn, ktdre moga
przeprowadzac jej fosforylacje. Proces ten mozliwy jest dzieki powstawaniu komple-
ksu kinazy tyrozynowej pp60c src i pp54/58Iyn z kinazg 3’-fosfatydyloinozytolu, jaki
powstaje podczas dziatania trombiny na ptytki krwi (rys. 4) [33, 79, 87, 89].

Kinazatyrozynowapp60c’srchierze udziat w aktywacji fosfolipazyCy(l i 2), ktdra
powoduje powstanie diacyloglicerolu i inozytolo-trifosforanu [20,24,27,32,38,90].
Aktywacja kinaz tyrozynowych kolagenem lub trombing moze prowadzi¢ do aktywa-
cji fosfolipazy Az uczestniczacej w uwalnianiu kwasu arachidonowego z fosfolipidow
btony ptytkowej [38].

W piytkach krwi wystepuje réwniez kinaza tyrozynowa niereceptorowa pp72syk
posiadajgca dwie domeny SH-2 w N-koncu. Moze onawchodzi¢ w interakcje z kinaza
PI-3, ale mechanizm tego procesu nie jest jeszcze wyjasniony. Podczas trombinowej
aktywacji ptytek krwi obserwuje sie ponadto przemieszczenie pp72Syk z cytoplazmy
do bton~kojnorkowej [13,14,87]. Aktywacja pp72sykrozni sie od aktywacji pp60c"src
i ppl25 i jest regulowana bezposrednio przez wiazanie agonisty do receptora
integrynowego [13, 14].

Kinaza tyrozynowa FAK ma budowe unikalng. Zawiera domene kataliczng oto-
czong przez 2 regiony (30-49 kDa) nie wykazujgce zadnej homologii ze znanymi
biatkami. Podczas agregacji FAKjestfosforylowananaTyr. Biatko ppl25Fak zawiera
domene kinazowg, ale w odrdznieniu od biatek kodowanych przez geny src, nie
zawiera domen SH-2 i SH-3. Lokalizacja tego biatka oraz jego zawartos¢ w ptytkach
niejestjeszcze poznana [13,14], aprzytaczenie kolagenu do integryny a 28 j powoduje
aktywacje tej kinazy [38].

Diacyloglicerol odpowiedzialny jest za aktywacje biatkowej kinazy C (PKC), ktéra
fosforyluje m.in. biatko cytoszkieletu o masie czasteczkowej 47 kDa, tzw. plekstryne.
W phytkach krwi wystepuje Kilka typéw biatkowej kinazy C: a, &I, BII, s i e [44, 83].
Fosforylacja biatka (47 kDa) powoduje uwalnianie zawartosci réznego typu ziarni-
stosci ptytkowych [29, 90]. Dzieki zastosowaniu dwoch inhibitoréw PKC: chelery-
tryny i kalpfastyny stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy defosforylacjg biatka o masie
czasteczkowej 68 kDa i procesem agregacji [83]. Kinaza C bierze udziat rowniez w
stymulowaniu fosfolipazy D [11]. ADP uwolniony z ziarnistosci gestych moze m.in.
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Seryna(12 i 17) fosforylowana przy udziale kinazy C
lub kinazy zaleznej od cAMP

kwas mirystynowy Tyr(412 i 527) odpowiedzialne
za aktywnos¢ tej kinazy

Rys. 5. Schemat budowy ptytkowej kinazy tyrozynowej pp60cw

aktywowaé ptytki krwi. Pochodzace z ziarnistosci ptytek krwi biatka, takie jak:
fibrynogen, fibronektyna, czynnik von Willebranda, trombospondyna t3cza sie z
powierzchnig zaktywowanej btony ptytkowej i odgrywajg wazna role w adhezji, czy
agregacji krwinek ptytkowych.

P-selektyna [60] po wydostaniu sie z ziarnistosci ptytkowych jest prawdopodobnie
w bliskim kontakcie z kinazg pp60c’src, ktéra by¢ moze odpowiedzialna jest za
fosforylacje tej selektyny [16].

Podczas stymulacji ptytek krwi trombing obserwuje sie fosforylacje niskoczastecz-
kowego biatka szoku termicznego - HSP27 i nie wyklucza sie roli tego biatka w
procesie przekazywania sygnatéw do phytki [91].

ADP pochodzacy z ziarnistosci gestych aktywowanych ptytek jest wtérnym ago-
nistg. Ma zdolno$¢ modyfikowania powierzchni btony ptytkowej, co pozwala czaste-
czkom fibrynogenu na przytaczenie sie do integryny odlbBs (GPIIb/Illa) na
powierzchni krwinki ptytkowej [ss]. Czasteczki fibrynogenu w formie dimerycznego
tancucha fgczg ze sobg sasiadujgce ptytki krwi tworzac agregaty ptytkowe.

Z diacyloglicerolu pod wptywem lipazy PLC y moze byé odtaczony kwas arachi-
donowy, ktory w dalszym etapie jest metabolizowany poprzez nadtlenki prostaglan-
dyn do tromboksanu A2. Drugi produkt dziatania fosfolipazy C-inozytolo-trifosforan
powoduje uwalnianie jonow Ca2+ do cytozolu. Zmiany stezenia jonow Ca2+ w
cytoplazmie maja istotny wptyw na przebieg fosforylacji taricucha lekkiego miozyny
-jednego z biatek motorycznych komorki.

Szereg biatek ptytkowych jest substratami dla biatkowych kinaz zaleznych od
cAMP i cGMP. Do grupy tych biatek nalezy m.in.: biatko RapIB, podjednostka B
glikoproteiny GPIb, kinaza lekkiego tancucha miozyny oraz biatko VASP (ang. the
vasodilator-stimulated phosphoprotein) o masie czasteczkowej 50 kDa. Fosforylacja
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biatka VASP, gtdwnie seryny w pozycji 157, koreluje z zahamowaniem mobilizowa-
nia jonéw wapnia w cytozolu oraz procesu aktywacji krwinek ptytkowych [35, 57,
62]. PGI2 i tlenek azotu (NO) uwalniane z komérek $rédbtonka indukujg proces
fosforylacji biatka rapIB i fosfoproteiny VASP przy udziale kinaz zaleznych od
CAMP i cGMP [51,62].

Wiasciwa regulacja proceséw wewnatrzkomorkowych wymaga nie tylko aktyw-
nosci kinaz. Wazna role w ptytkach krwi spetniaja biatkowe fosfatazy (PTPs), kt6re
regulujg proces fosforylacji na resztach tyrozyny oraz wptywaja na kinazy tyrozyno-
we. W krwinkach ptytkowych stwierdzono dwie fosfatazy: PTP1B i SHPTP1. W
czasie agregacji ptytek krwi indukowanej dziataniem réznych agonistéw PTP1B
wystepuje w cytozolu, natomiast SH-PTP1 potgczonajest z elementami cytoszkieletu
[13,14]. Zahamowania aktywno$ci fosfataz biatkowych wanadanemczy molibdenia-
nem towarzyszy wzrost fosforylacji reszt tyrozynowych niektérych biatek, stymulo-
wanie procesu sekrecji oraz agregacji [13, 14, 20].

5. REORGANIZACJA CYTOSZKIELETU PLYTEK KRWI
PODCZAS AKTYWACJI

W piytkach krwi wystepuje miozyna Il (konwencjonalna). Jest ona heksamerem
zbudowanym z dwéch tancuchow polipeptydowych, zwanych ciezkimi, o masie ok.
200 kDa, potgczonych z parg regulatorowych (20 kDa) i parg istotnych (16-25 kDa)
tancuchéw lekkich. Lancuchy lekkie sg niekowalencyjnie zwigzane z globulamymi
regionami konca N-tancuchéw ciezkich miozyny tworzacymi gtéwki. Gtéwki miozy-
nowe zawierajg domeny motoryczne biatka. Na pozostatym odcinku tancuchy ciezkie
majg strukture a-helikalng i sg potgczone wigzaniami hydrofobowymi w superhelise.

Fosforylacja tancuchéw lekkich miozyny spowodowana podwyzszonym steze-
niem jonéw Ca2+ w cytozolu powoduje zmiane struktury czasteczki ze zwinietej (o
statej sedymentacji 11S) w wyprostowang (s S). Dziekitemu dochodzi do wytwarzania
filamentow (30 czasteczek miozyny tworzy filament o dtugosci 0,3 |im) oraz oddzia-
tywania z filamentami aktyny, co prowadzi do zmiany ksztattu komérki. Do zmiany
ksztattu krwinki ptytkowej dochodzi¢ moze takze pod wptywem fosforylacji tancucha
lekkiego miozyny (20 kDa) przy udziale kinazy miozynowej taricucha lekkiego (40).
Proces ten szczeg6lnie widoczny jest podczas stymulacji ptytek krwi wywotanej
dziataniem ADP.

Aktyna, jakojedno z najwazniejszych biatek kurczliwych komorki w ptytkach krwi
moze wystepowaé w dwéch postaciach, jako aktyna globulama (G-aktyna) bedaca
polipeptydem o masie czgsteczkowej okoto 43 kDa lub w postaci spolimeryzowanej
tworzacej wiokienka, tzw. aktyne fibrylamg (F-aktyna). Kazda czasteczka aktyny G
wigze jeden jon Ca2+ijedng czasteczke ATP. W czasie polimeryzacji dochodzi do
hydrolizy ATP, ktora przebiega wg schematu:

n(G-aktyna) x ATP —F-aktyna x ADP + nP1
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Dzieki temu procesowi aktyna tworzy w cytoplazmie komérkowej mikrofilamenty
(7-9,5 nm), ktdre czesto wystepujg w peczkach tworzacych sie¢. Peczki mikrofila-
mentéw wystepujg wyraznie tuz pod btong komérki w stanie spoczynku i sg okreslane
jako witokna napieciowe. Te widkna napieciowe sg dekorowane podjednostkami S-I
miozyny, co uwidacznia ich charakter podwojnego heliksu.

Regulacja czynnosci ptytkowej aktyny zalezy ponadto od wielu wyspecjalizowa-
nych biatek. Profilina zapobiega polimeryzacji aktyny G nawet w obecnos$ci odpo-
wiednich stezen magnezu i chlorku potasu. Tworzenie sieci mikrofilamentéw aktyny
utatwia filamina, natomiast tropomiozyna ma wptyw na tworzenie peczkéw aktyw-
nych witokien napieciowych. a-Aktynina pozwala na przyczepianie mikrofilamentéw
aktyny do bton podtoza i innych organelli komérkowych oraz prawdopodobnie
wchodzi w bezpos$rednig interakcje z integrynami.

Niektore biatka cytoszkieletu ptytek krwi, takie jak: talina, winkulina, a-aktynina
czy aktyna, wystepuja w tzw. ogniskach adhezji. W cytoszkielecie niestymulowanych
ptytek krwi winkulina wystepuje w réznych ilosciach: w cytoszkielecie jej ilo$¢
wynosi ok. 0,3%, w szkielecie btony komérkowej stanowi 30-35%, a w cytoplazmie
65-70%. Podczas aktywacji ptytek krwi trombing iloS¢ jej w cytoszkielecie znacznie
wzrasta i dochodzi do 7% we wczesnej fazie agregacji [9]. W ogniskach adhezji
gromadzg sie réwniez integryny oraz niektore kinazy tyrozynowe typu Src i
pp 125 ,ktérych aktywnos$¢ znacznie podwyzsza sie podczas aktywacji ptytek krwi
[18]. Molekularne powiazanie biatek G nalezgcych do nadrodziny ras z aktyng nie jest
jeszcze wyjasnione, jakkolwiek biatka te moga odgrywac wazng role w regulowaniu
oddziatywan pomiedzy cytoszkieletem a innymi procesami komdrkowymi. Sugeruje
sie rowniez, ze “mate” biatka G wplywaja na elementy cytoszkieletu, gtéwnie na
superstrukture aktyny poprzez metabolizm fosfolipidéw btony ptytkowej [27]. Uwaza
sie, ze uklad: talina - winkulina - a-aktynina stanowig tancuch powigzan biatkowych
wiodacy od receptoréw do mikrofilamentéw [13, 14, 25, 27].

Kontrola ognisk adhezji odbywa sie przy udziale jednego z “matych” biatek G -
biatka Rho, ktére ma zdolno$¢ wigzania GTP. Podczas wigzania GTP nastepuje
stabilizacja ognisk adhezji, natomiast gdy dochodzi do hydrolizy GTP obserwuje sie
destabilizacje prowadzacg m.in. do reorganizacji cytoszkieletu, obejmujgcego gtow-
nie filamenty aktynowe oraz dochodzi do zamykania receptoréw integrynowych.
Proces ten jest przedstawiony schematycznie na rysunku s . Biatko Rho, podobnie jak
polimeryzujgca aktyna, jest requlowane przez biatko GAP (o aktywnosci GTP-azy)
[ 27, 70]. W ogniskach adhezji wystepujg liczne dodatkowe biatka (zyksyna, paksy-
lina, radyksyna, ezryna, moezyna), a takze biatko VASP, ktdre jest w bliskim sasie-
dztwie filamentéw aktynowych. Fosforylacja tego biatka powoduje zahamowanie
przytaczania fibrynogenu do integryny allbRs [35, 57]. Podobnie jak biatko RapIB,
kinaza lekkiego taricucha miozyny i podjednostka 8 GPIb biatko VASP jest substra-
tem dla biatkowych kinaz zaleznych od cAMP i cGMP [35, 72],
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Rys. 6. Schemat ilustrujacy powstawanie i kontrole ognisk adhezji przy udziale matych biatek G (Rho)

(wg Furman i wsp. [27]; zmodyfikowano). Ogniska adhezji sg biatkowym kompleksem potagczonym ze

strukturg lipidowa faczaca macierz zewnatrzkomérkowa z wewnatrzkomérkows siecig aktyny ptytko-

wej. W ogniskach adhezji obecne sg podjednostki a i B integryny, talina, winkulina, a-aktynina,

filamenty aktyny, dwie kinazy tyrozynowe ppl25fai c-Src oraz biatko VASP. Miejsca te sg stabilizo-

wane w obecnosci biatka Rho, potaczonego z GTP, natomiast do reorganizacji dochodzi w czasie
hydrolizy GTP. Proces regulowany jest przez biatka GAP

Z powyzszych informacji mozna przypuszczaé, ze aktywacja ptytek krwi, warun-
kujaca ich udziat w zachowaniu prawidtowej hemostazy zalezy w duzym stopniu od
reorganizacji elementow cytoszkieletu, aw szczeg6lnosci od filamentéw aktynowych.

5. ZAKONCZENIE

Mechanizm aktywacji ptytek krwijest bardzo ztozony.Pomimo réznic w strukturze
chemicznej, whasciwosci i wielkosci roznych fizjologicznych stymulatorow aktywacji
ptytek ekspresja aktywnosci biologicznej, przejawiajaca sie adhezja, sekrecjg oraz
agregacja ptytek, jest taka sama. OdpowiedZ komorek moze by¢ nawet wzmacniana
poprzez uwalnianie z pltytek wtérnych aktywatoréw, takich jak ADP czy TXAZ2.
Ekspresja aktywnosci biologicznej ptytek uzalezniona jest od drogi przekazywania
informacji i powstania wtornych przekaznikéw. Sposéb dziatania wigekszosci wtor-
nych przekaznikéw (DAG, cAMP, cGMP, Ca2+) polega na aktywowaniu odpowied-
niej kinazy fosforylujgcej biatka. Inozytolo-trifosforan wplywa posrednio na proces
mobilizacji jonéw wapnia w cytozolu.

W stanach patologicznych moze dochodzié do zaburzen procesu aktywacji krwinek
ptytkowych. Niedobor ptytek lub ich defekt czynnosciowy, przejawiajacy sie przede
wszystkim zahamowaniem procesu adhezji czy agregacji, warunkuje niektore typy
skaz krwotocznych i prowadzi do zaburzen hemostazy. Nadwrazliwos¢ ptytek na
czynniki agregujace i wzmozona aktywacja ptytek jest obserwowana w wielu stanach
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patologicznych, m.in. w miazdzycy, migrenie czy w chorobach nowotworowych.
Wyjasnienie mechanizmu aktywacji i poznanie drog przekazywania sygnatow do
ptytki umozliwi w przysztoSci skuteczng interwencje farmakologiczng i wiasciwg
terapie.
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PREMATURE TERMINATION OF THE CLASS Il GENES
TRANSCRIPTION AND ITS PREVENTION

Piotr DULLIN, Zenon SCHNEIDER, Witold WALERYCH

Katedra Biochemii i Biotechnologii Akademii Rolniczej w Poznaniu

Streszczenie. Jednym z etapdw transkrypcji jest elongacja taricucha RNA. W czasie jej trwania wystepuje
zjawisko pauzowania (zatrzymania polimerazy w okreslonym miejscu matrycy) prowadzace niekiedy
do przedwczesnej terminacji. Zjawisko to moze wystgpic¢ blisko sekwencji TATA i wtedy mamy do
czynienia z pauzowaniem okotopromotorowym. Transkrypcja moze zostac zatrzymana takze w innych
miejscach, w ktérych wystepuje zawada przestrzenna uniemozliwiajgca kontuacje syntezy RNA. Przej-
Scie takiej przeszkody utatwia odpowiedni czynnik biatkowy - TF IIS. Polimeraza Il w kompleksie z
tym faktorem wykazuje aktywnos$¢ nukleolityczng. Pauzowanie okotopromotorowe i przedwczesne
terminacja zwigzana jest albo z brakiem odpowiednich czynnikéw inicjacyjnych (jak np. HSF w
przypadku gendw szoku cieplnego - HSP 70), albo z wystgpieniem odpowiedniej struktury I1-rzedowej
produktu transkrypcji (sekwencja TAR podczas transkrypcji genu LTR wirusa HIV). Wydaje sie, ze
pauzowanie okotopromotorowe zwigzane jest z genami odpowiedzialnymi za szybka reakcje organizmu
na czynniki srodowiskowe. Natomiast wystepowanie tego zjawiska w innych miejscach spowodowane
jest niekorzystng konformacjg matrycy lub obecnoscig na niej biatek uniemozliwiajgcych kontynuacje
transkrypcji.

Stowa kluczowe: transkrypcja, geny klasy Il, pauzowanie, przedwczesna terminacja.

Summary. One of the stages of transcription is the elongation of the RNA chain. Sometimes, in the course
of its duration, a phenomenon of pausing may occur leading, from time to time, to the premature
termination. This phenomenon may take place close to the TATA sequence and then pausing in the
neighbourhood of promotor occurs. Transcription can also be interrupted in other places in which some
kind of obstacles occurs making the continuation of the RNA synthesis impossible. Such hindrances
may be by-passed with the help of an appropriate protein factor - TF IIS. Polymerase I, in the complex
with this factor, exhibits nucleolytic activity. Pausing in the vicinity of the promotor and premature
termination are connected either with the lack of proper intiation factors (for example, HSF in the case
of thermal shock genes - HSP 70) or with the occurrence of an appropriate second order structure of the
transcription product (TAR sequence during the transcription of the LTR virus gene). It appears that
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pausing in the vicinity of the promotor is connected with genes responsible for a rapid response of the
organism to environmental factors. The occurrence of the phenomenon in other places is caused either
by unfavourable matrix comformation or by the presence on DNA of proteins rendering the continuation
of the transcription impossible.

Key words: transcription, class Il genes, pausing, premature termination.

WSTEP

Pierwszym etapem ekspresji genu u organizméw eukariotycznych jest synteza
RNA namatrycy DNA, czyli transkrypcja. Zwigzany jest znig wybér sekwencji DNA,
ktéra bedzie przepisana na mRNA, co decyduje o rodzaju biatka mogacego powstac
w procesie translacji i w konsekwencji o ujawnieniu sie okreslonych cech fenotypo-
wych (regulacja pozytywna). Na tym etapie nastepuje réwniez negatywna regulacja
ekspresji genu, czyli zaprzestanie transkrypcji pewnych sekwencji DNA. Inng mozli-
woscig negatywnej regulacji jest brak transkrypcji okreslonych genéw mimo ich
wystepowania w genomie. Pierwsze dwie mozliwos$ci zwigzane sg z utworzeniem lub
rozpadem okreslonych trzeciorzedowych komplekséw transkrypcyjnych zawierajg-
cych oprocz kwasow nukleinowych odpowiednie czynniki biatkowe. O transkrypcji
danej sekwencji DNA decydujg witasciwie dwa miejsca - miejsce (odcinek DNA)
inicjacji i miejsce (odcinek DNA) terminacji. Za inicjacje transkrypcji uwaza sie
szereg powigzanych ze sobg przemian prowadzgcych do syntezy pierwszego wigzania
fosfodiestrowego pomiedzy pierwszym adrugim nukleotydem faricucha RNA. Nato-
miast terminacja transkrypcji u eukariontow jest trudniejsza do jednoznacznego
zdefiniowania. Funkcjonalnie za terminacje transkrypcji mozna uznac odtgczenie sie
nowosyntetyzowanego RNA od kompleksu transkrypcyjnego. Elongacjajest to syn-
teza kolejnych wigzan fosfodiestrowych pomiedzy nukleotydami, czyli wydtuzanie
tancucha RNA. Enzymem Kkatalizujgcym te reakcje jest polimeraza RNA zalezna od
DNA (E. C. 2.1.1.6).

Podziat procesu transkrypcji na te trzy stadia jest w zasadzie sztuczny dlatego, ze
inicjacja transkrypcji ijej przebieg w wielu przypadkach bardzo silnie wptywa na
elongacje [36,43,48,66, ss]. Natomiast terminacja transkrypcjijest czesto rozpatry-
wana z punktu widzenia kinetycznego tacznie z elongacja [29]. Jezeli stosunek statej
kinetycznej dobudowy nastepnego nukleotydu, awiec elongacji (Kforward), jest mniej-
szy od statej dysocjacji RNA od kompleksu transkrypcyjnego (Kj.elease), to nastepuje
terminacja. Jezeli natomiast Kforward »  Krelease, to mamy do czynienia z elongacja.
Kompleks elongacyjny u eukariontdw musi byé bardzo trwaty, poniewaz istnieja
geny, ktoérych pierwotny transkrypt ma dtugo$¢é 10 x 10s zasad. Czas przepisywania
takiego genu wynosi ponad 30 min. Jednocze$nie elongacja musi zosta¢ zakoiczona
w odpowiednim miejscu, tak zeby transkrypcji nie podlegaty sgsiednie geny. Wynika
z tego, ze terminacja transkrypcji musi byé, podobnie jak inicjacja, precyzyjnie
kontrolowanym elementem ekspresji genu.
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PERYSTALTYCZNY MODEL ELONGACIJI

Jednym z ostatnich modeli elongacji transkrypcji jest tzw. “inchworm model™
perystaltyczny model elongacji. Opiera sie on na dwoch obserwacjach:

(i) dtugos¢ chronionego przez polimeraze RNA przed trawieniem RNazg odcinka
nowopowstatego transkryptu waha sie w granicach 2-12 nukleotydéw [35, 74, 75],

(ii) skracanie nowopowstatego RNA o kilka nukleotydéw przez polimeraze RNA
nie wymaga jej translokacji na matrycowym DNA [28].

Model ten (rys. 1) zaktada przynajmniej dwa miejsca wigzania RNA przez enzym
[10]. Jedno wiodgce produkt “wypetniajgce sie” podczas kazdego cyklu wydtuzania
tancucha RNA (ok. 10 nukleotydéw). Drugie miejsce wigzace powstaty produkt.
Miedzy tymi miejscami wystepuje hybryd DNA-RNA. Translokacja polimerazy
nastepuje wtedy, gdy miejsce wiodace jest wypetnione nowopowstatym RNA. Prze-
mieszczenie polimerazy na DNA uwalnia to miejsce, co umozliwia nastepny cykl
wydtuzania. Stabilno$¢ kompleksu elongacyjnego zwigzana jest z niejonowymi bar-
dzo specyficznymi oddziatywaniami RNA z miejscem wigzania produktu. Model ten
wyjasnia okresowos$¢ translokacji polimerazy na matrycowym DNA. Niepetne dane
doswiadczalne sugerujg, ze brzeg wiodacy polimerazy wydaje sie nieruchomy w
czasie kazdego cyklu [45]. Tylna cze$¢ kompleksu wigzagca RNA stopniowo sie

Rys. 1. Model perystaltyczny transkrypcji. Na rysunku zaznaczone sa: brzeg wiodacy razem z nowopo-

wstajacym RNA, miejsce wigzania produktu z tylu polimerazy oraz syntetyzowany taricuch RNA

potaczony z brzegiem wiodacym i po odpowiednim wydtuzeniu z miejscem wigzania produktu w

polimerazie. Zaznaczona jest takze translokacja polimerazy naDNA i zwigzana z tym zmiana liczby
zasad RNA znajdujacych sie w hybrydzie z DNA
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przesuwa. Badania grupy Goldfarba [s, 50] dotyczgce centrum katalitycznego poli-
merazy RNA sg w zasadzie zgodne z idea cyklicznej translokacji tego miejsca.

Perystaltyczny model elongacji ttumaczy réwniez zjawisko tzw. poronionej (ang.
abortive) inicjacji, polegajace na transkrypcji do 10 nukleotydéw, zanim polimeraza
rozpocznie normalng elongacje [16, 27, 50]. W poczatkowej fazie transkrypcji stabe
oddziatywania RNA wylgcznie z miejscem wiodagcym moga prowadzi¢ do jego
dysocjacji od kompleksu transkrypcyjnego. Zmusza to polimeraze RNA do ponownej
inicjacji i elongacji. Ten niestabilny kompleks przechodzi w trwaty, gdy transkrypt
zaczyna oddziatywac réwniez z miejscem produktu na enzymie. Powstanie trwatego
kompleksu elongacyjnego moze by¢ tez ttumaczone osiggnieciem odpowiednich
wymiaréw przez jednoniciowy fragment DNA czy tez utraceniem bezposredniego
kontaktu polimerazy z promotorem [45, 97].

Perystaltyczny model elongacji powstat na podstawie danych eksperymentalnych
zwigzanych z terminacjg transkrypcji i niezgodnych z modelem termodynamicznym
Yagera ivon Hippela [97]. Model ten zaktada, ze trwaty kompleks elongacyjny moze
powstaé tylko wtedy, gdy wystepuje 12 pz hybryd matrycowego DNA z RNA.
Wystapienie krotkich odcinkéw palindromowych i zaraz po nich odcinkéw bogatych
w A na matrycowym taricuchu DNA prowadzi wg tego modelu do terminacji trans-
krypcji. Sekwencja palindromowa po przepisaniu na RNA tworzy petle “wyrywajgcg”
tworzace jg nukleotydy z hybrydu DNA:RNA. Zmniejszenie sie wielkosci hybrydu
prowadzi do zmniejszenia trwatosci kompleksu elongacyjnego i w konsekwencji do
pauzowania polimerazy lub terminacji (odtgczenia RNA od kompleksu transkrypcyj-
nego). Doswiadczenia grupy Rica [74] wykazaly, ze do trwaltej elongacji wystarczy
2-3-nukleotydowy hybryd DNA-RNA pod warunkiem wystepowania odpowiednie-
go stezenia substratow i wtasciwych oddziatywan polimerazy RNA z transkryptem.
Jednak réznice w stabilnosci trzeciorzedowego kompleksu elongacyjnego w réznych
miejscach matrycy pozostajg niewyjasnione. Nie jest wykluczone, ze réznice te lezg
u podstaw przedwczesnej terminacji lub pauzowania polimerazy. Te dwa zjawiska sg
doé powszechne, skoro analiza populacji pre-RNA u chifnskiego chomika wykazata
[65], ze ok. 40% RNA ma tylko kilkaset nukleotydéw. Sugeruje to znaczny udziat
zbyt krotkich RNA, aby mogty by¢ to normalne transkrypty.

PRZEDWCZESNA TERMINACJA TRANSKRYPCJI

Przedwczesna terminacja transkrypcji jest jednym z bardzo istotnych elementéw
procesu regulacji aktywnosci policistronowych genéw prokariotycznych, zwanego
atenuacja. Synteza ustawionych kolejno gendw moze by¢ bezposrednio regulowana
poprzez zréznicowane wykorzystanie odpowiednich miejsc terminacji. Wiele euka-
riotycznych gendéw, mimo ze sg one monocistronowe, moze produkowac rozne biatka
poprzez zréznicowanie dojrzewanie albo poprzez alternatywne uzycie sygnatdéw
poliadenylacji. Ziff [96] wykazat, ze produkcja mRNA we wczesnych stadiach
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rozwoju adenowirusa jest ograniczona do pierwszych dwoch miejsc poliadenylaciji.
Terminacja transkrypcji nastepuje w potowie normalnej jednostki transkrypcyjnej o
dtugosci 25 kpz. Wykazano takze [57] zakoriczenie syntezy mRNA pomiedzy v i o
eksonami v i a immunoglobulin myszy w niektérych wczesnych stadiach rozwoju
komérek B. W pdznych stadiach rozwoju obydwa polipeptydy podlegaja ekspresji.
Do gendéw, u ktérych obserwowano przedwczesng terminacje transkrypcji, nalezg
geny HIV LTR [37], wczesne i p6Zne polioma [82], beta-globiny mysiej [65] czy HSP
70 muszki owocowej [77]. We wszystkich tych przypadkach obserwowano réznice
dtugosci syntetyzowanego RNA siegajacg Kilkuset nukleotydéw, pomiedzy podsta-
wowym poziomem aktywnos$ci genu a stanem po indukcji genu odpowiednim czyn-
nikiem. Co wiecej obserwowano w czasie elongacji genéw klasy Il wystepowanie
wewnatrzgenowych odcinkéw, w ktérych moze nastapi¢ terminacja [5,9,19, 39, 54,
58,60,63,70,93]. Czesto przedwczesna terminacje okresla sie jako wewnatrzgenowsg
lub powodowang przez wewnetrzne miejsca terminacji [40].

Jednak badania ostatnich lat wykazaty pauzowanie polimerazy RNA bardzo blisko
miejsca inicjacji tak, ze enzym syntetyzuje tylko krétkie odcinki RNA. Dlatego takie
przerwanie ciggtosci transkrypcji mozna okresli¢ jako okotopromotorowe. Dtugos¢
syntetyzowanego RNA wskazuje, ze kompleks elongacyjny moze jeszcze pozostawaé
w bezposrednim kontakcie z kompleksem inicjacyjnym powodujacym pauzowanie
(HSP 70). Mechanizm tego typu pauzowania jest stosunkowo najlepiej poznany dla
transkrypcji gendw szoku cieplnego HSP 70 u muszki owocowej i dla p6znych genow
LTR wirusa HIV. W kazdym z tych przypadkéw mechanizm przerwania ciggtosci
transkrypcji jest inny. Dla HSP 70 odpowiedzialna za pauzowanie polimerazy RNA
Il jest wystepujaca przed TATA box sekwencja GAGA [49] wigzaca podlegajacy
konstytutywnej ekspresji [7, 26, 64] 66 kDa czynnik biatkowy.

Przedwczesna terminacja genu LTR wirusa HIV spowodowanajest wystgpieniem
zdegenerowanej struktury “szpilki do wtoséw” w RNA powstatym po przepisaniu
tzw. sekwencji TAR (rys. 2). Sekwencja ta obejmuje nukleotydy od +1 do +62.
Mechanizm przerwania transkrypcji nie jest do korica poznany, jednak sugeruje sie,
ze bierze on udziat w formowaniu komplekséw transkrypcyjnych niezdolnych do
efektywnej transkrypcji [66 ].

Druga duzg grupg elementéw mogacych spowodowac pauzowanie lub przed-
wczesng terminacje transkrypcji sg r6znego rodzaju zawady przestrzenne, nie bedgce
integralnymi sygnatami terminacji, na jakie moze w czasie transkrypcji natrafic¢
polimeraza. Najlepiej poznanajest struktura wystepujaca w genie histonowym H3.3.
Wystepuje w niej fragment bogaty w T [40]. Istotne, aczkolwiek nie zawsze spetnione,
jest fazowe (tzn. ojeden skret heliksu) ustawienie odcinkéw bogatych w T. Powodujg
one zagiecie (bending) heliksu DNA [31]. Pojawiajg sie takze sugestie odpowie-
dzialnoSci biatek, zwigzanych z transkrybowang sekwencjg, za pauzowanie polime-
razy Il [72].
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Rys. 2. Sekwencja TAR wirusa HIV. Na rysunku zaznaczone sg zasady tworzace petle odgrywajaca

istotng role w taczeniu sie z RNA biatka Tat oraz biatka komérkowego wspétdziatajacego z Tat. HIV-1

TAR zawiera nukleotydy od +1 do +59, ale wystarczajacy i konieczny do oddziatywania z Tatjest region

od +19 do +42. Trzeciorzedowa struktura sekwencji TAR u wirusa HIV-2 zawiera podwdjna strukture
szpilki do wiosow. Obydwie te struktury sg aktywne z Tat-1 [34]

Nalezy zaznaczyé, ze pauzowanie lub przedwczesna terminacja transkrypcji w
kazdym z tych miejsc nie jest 100-procentowa. Cze$¢ polimeraz przechodzi przez
takie miejsca i kontynuuje transkrypcje [28, 56].

FUNKCJA PAUZOWANIA | PRZEDWCZESNEJ TERMINACIJI

Zjawisko pauzowania lub przedwczesnej terminacji obserwowane jest w przypad-
ku wielu genow. Wystepuje ono u wielu wiruséw, jak np. HIV [47, 48, 80, 94],
adenowimsa [41], SV 40 [42], “minute” wirusa myszy [44], wirusa polioma [82].
Zwigzane jest ono z ekspresjg protoonkogenéw c-myc [s, 19, 59, 73, 87, 93], c-myb
[2, 67] czy c-fos [13]. Zjawisko to moduluje takze poziom deaminazy adenozynowej
[11, 12, 46]. Wykazano takze [57] zakonczenie syntezy mRNA pomiedzy v i ¢
eksonami v i a immunoglobulin myszy w niektérych wczesnych stadiach rozwoju
komdrek B. W péznych stadiach rozwoju obydwa polipeptydy podlegaja ekspresji.
Podobne zjawisko wystepuje w wiekszym R-globinowym genie myszy podlegajagcym
ekspresji w linii komorkowej erytroleukemii Friend po indukcji za pomocg DMSO.
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Indukcja ta powoduje zanik przedwczesnej terminacji transkrypcji w pierwszym
intronie tego genu [65]. Zatrzymanie transkrypcji genéw szoku cieplnego jest nie
tylko regulatorem ekspresji HSP 70 [77, 78], ale takze umozliwia natychmiastowg
synteze tego mMRNA w momencie wystgpienia szoku.

Powyzszy przeglad wykazuje, jak czeste jest wystepowanie zar6wno pauzowania,
jak iprzedwczesnej terminacji transkrypcji. W niektérych wypadkach wykazano takze
jego fizjologiczng funkcje. Wydaje sie jednak, ze najczesciej zjawisko to wystepuje
u eukariontéw, gdy niezbedna jest szybka odpowiedz aparatu genetycznego na zew-
netrzne sygnaty. Pauzowanie transkrypcji moze by¢ tez zwiazane z ekspresja genéw
konstytucyjnych w okre$lonych fazach cyklu komérkowego, jak np. genu histonu H3.

CZYNNIKI ZAPOBIEGAJACE PAUZOWANIU
| PRZEDWCZESNEJ TERMINACJI

Wsrdd czynnikdw zapobiegajacych przedwczesnej terminacji i pauzowaniu wy-
rozni¢ mozna zaliczane do faktordw elongacyjnych, biatka o dziataniu genowo
niespecyficznym. Do tej grupy nalezg TF 11X, TF IS, TF lIF [3, 4]. Ten ostatni
wymagany jest zaréwno podczas inicjacji, jak i elongacji i zwieksza procesywnos$é
(zdolno$¢ polimerazy do syntezy dtuzszych tancuchéw RNA) transkrypcji. TF 11X
dodatkowo stymuluje aktywnos$¢ TF IIF [4,33]. Najlepiej poznany jest TF IIS. Zostat
on wyizolowany z szeregu tkanek zaréwno zwierzecych [30, 52, 6 s, 83, 84, 85], jak
i roslinnej [20]. Biatko to ma mase czasteczkowa 30-40 kDa [20, 62, 85]. Tworzy
ono kompleks z polimerazg RNA [18,30,68]. Mechanizm jego dziatania zostat blizej
poznany w ciagu ostatnich lat. TF IIS podwyzsza powinowactwo polimerazy RNA
do DNA [18]. Nowe metody analizy iizolacji pauzujacych komplekséw transkrypcyj-
nych wykazaty aktywnos$¢ nukleolityczng enzymu w kompleksie z TF 1IS [33, 69].
Czynnik ten utatwia polimerazie transkrypcje fragmentéw DNA, ktérych konforma-
cja lub wystepowanie na nich biatek uniemozliwia normalny przebieg transkrypcji
[72]. W takich miejscach nastepuje pauzowanie i ujawnia sie aktywnos¢ nukleolity-
czna. Enzym odcina 3’- OH koricowy fragment RNA. Jezeli odcinek RNA jest krotszy
od 7-9 nukleotyddéw, to polimeraza nie ulega translokacji [28]. Dalsza hydroliza RNA
powoduje cofanie sie enzymu na matrycy [28]. Dostepne metody badawcze nie
doprowadzity do jednoznacznego ustalenia produktu hydrolizy. Jedni autorzy suge-
rujg egzonukleolityczng hydrolize pojedynczych nukleotyddéw [90]. Inni uwazajg, ze
wystepuje pojedyncza endonukleolityczna hydroliza, ktérej produktem jest oligonu-
kleotyd [28]. Po skréoceniu taricucha polimeraza podejmuje datszg dobudowe mono-
fosforanéw do istniejagcego konca RNA i tym samym nastepuje ponowna proba
przejscia tego fragmentu matrycy. Wydaje sie, ze sama polimeraza lub polimeraza w
kompleksie z TF 11S nie jest zdolna do usuniecia przeszkody [72]. Istniejgca zawada
jest strukturg dynamiczng i gdy zostanie ona usunieta, polimeraza syntetyzuje dalszy
fragment RNA (jak np. zagiecie heliksu (bending) i w momencie, gdy nastepuje
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rozprostowanie heliksu, to polimeraza moze kontynuowac dalszg transkrypcje [40],
podobnie w przypadku komplekséw biatka z DNA. Dysocjacja biatka od DNA
otwiera droge polimerazie [72]. Zdolno$¢ hydrolizy RNA przez polimeraze RNA w
kompleksie z TFII S bez cofniecia sie enzymu na matrycy moze sugerowac udziat
kompleksu w rearanzacji istniejacej zawady [29]. Utrzymanie polimerazy RNA w
trwatym kompleksie elongacyjnym w poblizu przeszkody moze by¢ stabilizowane
przez zwiekszone powinowactwo enzymu do DNA w kompleksie zTF 1S [18]. Cze$¢
czasteczek polimerazy RNA nie tworzacych kompleksu z TF I1S moze kontynuowac
transkrypcje przez takie odcinki, poniewaz w danym momencie nie wystepuje nanich
zawada przestrzenna. Badania Reinesa [71] wykazaly, ze 40-50% czasteczek samej
polimerazy transkrybuje bez przeszkdd miejsce pauzowania la genu histonu H3.
Wynika z tego, ze po kilku hydrolizach iresyntezach ponad 99% populacji polimerazy
bedzie kontynuowac dalszg transkrypcje [28],

Przedstawiony model dziatania TF 1S potgczony z hydrolizg w miejscach pauzo-
wania 3” OH koncarosngcego transkryptu jestjednym z posrednich dowoddw wspie-
rajacych perystaltyczny model elongacji transkrypcji. Wystepowanie tego typu
niespecyficznych czynnikéw elongacyjnych, majacych dziatanie antyterminatora uta-
twia catkowitg transkrypcje olbrzymich gendw eukariotycznych.

Odmienny jest natomiast, obecnie postulowany, sposéb dziatania okotopromoto-
rowych elementéw zapobiegajacych pauzowaniu i terminacji transkrypcji. Najlepiej
poznanym sposobem dziatania jest wptyw antyterminatora syntetyzowanego przez
wirus HIV okre$lanego jako Tat. Stwierdzono, ze niezablokowanie przez biatko Tat
sekwencji TAR obniza procesywno$¢ transkrypcji [56]. Oznacza to, ze w przypadku
braku Tat znacznie czesciej nastepuje przedwczesna terminacja transkrypcji. Wynika
z tego, ze Tat powoduje formowanie kompleksdéw elongacyjnych “lepiej” przepisu-
jacych matryce. Czynnik ten kompleksuje z RNA powstatym w wyniku transkrypcji
sekwencji TAR [76, 95]. Pierwsze 62 zasady tego RNA tworzg fragment helikalny z
dwoma petlami. Mniejsza petla oddziatuje z Tat i powstaje kompleks TAR-Tat [17,
79, 91]. Wykazano takze obecno$¢ biatek komdrkowych stabilizujacych wigzanie
TAR-Tat albo modulujgcych aktywnos¢ tego kompleksu [24, 25, 55]. Zasadnicze
pytanie dotyczy powstawania wobec braku Tat mniej procesywnych komplekséw
elongacyjnych mimo obecno$ci wymaganych biatek inicjujgcych: NFAT [81], NF-kB
[61], SP-1 [34] czy oddziatujacych z TATA box [23]. Istniejgce doswiadczenia
sugeruja stymulacje przez Tat wigzania TF Il F do polimerazy [38]. Obserwowano
takze synergizm dziatania Tat i TF Il S [6s] na procesywnos¢ transkrypcji. Postep
badan nad sposobem dziatania Tat nie daje jeszcze jednoznacznej odpowiedzi, ale
sugeruje on, ze efektywnos$é elongacji moze by¢ uzalezniona od predkosci inicjacji.
Wykazano, ze aktywacja elongacji przez Tat jest bardziej efektywna przy wysokim
poziomie podstawowej transkrypcji [36, 43, 48, 66, 86]. Wydaje sie mozliwym, ze
[21] wolne tworzenie kompleksu elongacyjnego w stosunku do inicjacyjnego moze
prowadzi¢ do powstania mniej procesywnego kompleksu elongacyjnego. Tat moze
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Rys. 3. Model aktywacji transkrypcji przez promotor HIV-1 wraz z asocjowanymi biatkami. Inicjacja

HIV-1 zalezy od TBP i TAF oraz Sp-1, NF-kappaB. Biatka LEF, Ets-1 i USF sg istotne w aktywnosci

promotoraw przypadku zintegrowanego wirusa. Sp-1pomagaja w tworzeniu kompleksu preinicjacyjnego
[34]

powodowac tworzenie bardziej procesywnego kompleksu elongacyjnego poprzez
zwiekszenie predkosci jego tworzenia podczas inicjacji transkrypcji. Nie mozna tez
wykluczyé, ze Tat modyfikuje kompleks elongacyjny po zakoniczeniu inicjacji i taki
system najczesciej przyjmuje sie jako modelowy [15, 21].

Znacznie mniej poznany jest mechanizm okolopromotorowego przerwania pauzo-
waniapolimerazy RNA w przypadku genéw szoku cieplnego. Transkrypcjagenu HSP
70 wzrasta kilkaset razy przy wzroscie temperatury o 12°C [53]. Czynnikiem powo-
dujacym lawinowe uruchomienie transkrypcji tego genu jest HSF (czynnik szoku
cieplnego) wigzacy sie do odcinka DNA okre$lanego HSE w regionie promotorowym
100-200 pz od miejsca zapoczatkowania transkrypcji [64]. W sekwencji promotora
genu HSP 70 stwierdzono miejsca wigzania czynnikéw SP-1 i CTF BF [92, 95].
Wykazano [1], ze intensywna transkrypcja tego genu uzalezniona jest od obecnosci
HSF i ze spadkiem stezenia HSF obserwuje sie spadek predkosci transkrypcji.
Przypuszcza sie [51], ze czynnik biatkowy wigzacy sie z sekwencjg GAGA moze albo
usuwaé z odcinka promotorowego nukleosomy udostepniajgc go dla innych czynni-
kow [14], albo moze wspotdziata¢ bezposrednio z biatkami wigzacymi sie do sekwen-
cji TATA [49]. Ta ostatnia sugestia stworzenia olbrzymiego kompleksu
zawierajgcego biatko wigzace sie z GAGA, TF Il D razem z pauzujacg polimeraza
wydaje sie bardzo atrakcyjna, albowiem formuje sie w ten sposéb duzy nadwrazliwy
region, do ktérego moze przytgczyc¢ sie HSF. Jest to szczegdlnie istotne, poniewaz
HSF nie wigze sie do HSE zasocjowanym z histonami w nukleosom [ss, 89].
Wykazano [22], zefootprintTF 11D siega az do +35 pz, wykazujac w przypadku HSP
70 interakcje z sekwencjami inicjatorowymi zlokalizowanymi okoto -30 do 0 w
stosunku do miejsca startu transkrypcji. Zasieg TF Il D pokrywa sie z miejscem
pauzowaniapolimerazy (+25) [77]. Dotaczenie HSF do takiego kompleksu zawieraja-
cego biatko wigzace sie z GAGA, TF 1D i pauzujacg polimeraze moze powodowaé
przerwanie kontaktu enzymu z promotorem i przejscie w bardzo aktywny kompleks
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Rys. 4. Mozliwy schemat petnego kompleksu inicjujgcego transkrypcje genéw LTR wirusa HIV
uwzgledniajacy transaktywacje przez Tat. Rybonukleoproteinowy kompleks Tat-TAR modyfikuje nie-
procesywna transkrypcje pauzujacego kompleksu elongacyjnego w TAR. Te transkrypcyjne kompleksy
zawieraja obok polimeraz RNA |1 zestaw og6lnych czynnikéw transkrypcyjnych. Tat albo koaktywator
moga aktywowac preinicjacyjny kompleks przez umozliwienie oddziatywan miedzy Sp-1 i TBP:TAF
albo jakikolwiek ogdélny czynnik inicjacyjny obecny na inicjujgcej polimerazie. Podwdjna funkcja
podczas inicjacji, jak i elongacji moze wystepowac usilnych aktywatordw transkrypcji. Strzatki wskazuja
mozliwe oddziatywania, ich szeroko$¢ wyraza wzgledny efekt réznych interakcji [34]

elongacyjny. Rozpoczecie elongacji moze powodowac zapotrzebowanie na nowg
czasteczke enzymu jako, ze miejsce pauzowania enzymu jest zajete takze, gdy gen
jest nieindukowany.

PODSUMOWANIE

Badania ostatnich lat ujawnity, Zze proces regulacji ekspresji genu jest bardzo
skomplikowany, wielopoziomowy i wieloetapowy. Nawet tylko na poziomie trans-
krypcji powinien by¢ on rozpatrywany kompleksowo, poniewaz kazdy etap transkry-
pcji jest scisle uzalezniony od innego. Przedstawione powyzej wyniki doswiadczen
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wskazujg jednoznacznie na bardzo ztozony charakter elongacji, na jej nieciggtosc i
zwigzang z nig regulacje syntezy mRNA. Elongacja okazata sie etapem limitujgcym
ekspresje niektérych genéw. Synteza mRNA tych gendw jest ograniczona obecnoscig
okreslonych czynnikéw lub aktywnosci, ktére kontrolujg ten etap transkrypcji. Uzy-
skane wyniki dotyczgce atenuacji transkrypcji wydaja sie tez by¢ zwigzane z genami
odpowiedzialnymi za szybkg odpowiedz na poziomie genetycznym na zmienne
warunki srodowiska.
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LOCUS MINISATELITARNY PRZY GENIE INSULINY
A PODATNOSC NA CUKRZYCE INSULINOZALEZNA*

A MINISATELLITE LOCUS NEIGHBOURING
THE INSULIN GENE AND PREDISPOSITION
TO INSULIN-DEPENDENT DIABETES MELLITUS

Matgorzata JUNGERMAN
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu

Streszczenie: Cukrzyca insulinozalezna jest chorobg autoimmunologiczng uwarunkowang wieloczyn-
nikowo. Genetyczna predyspozycja do zachorowania ma charakter wielogenowy. Jednym z loci istot-
nych w cukrzycy jest region kodujacy insuling, a w nim, jak dowodza najnowsze badania, sekwencja
minisatelitama VNTR (ang. variable number of tandem repeats). W niniejszej pracy omoéwiono szcze-
gbétowo analize haplotypow obejmujgca miejsca polimorficzne w regionie insulinowym, dzieki ktorej
udowodniono, ze podatnos¢ na cukrzyce insulinozalezna jest determinowana w tym locus przez VNTR;
a takze badania zmierzajace do ustalenia roli tej sekwencji minisatelitamej w regulacji ekspresji genu
kodujacego insuling. Obserwacje dotyczace VNTR przy genie insuliny sa wazne dla wyjasnienia roli
wielu innych sekwencji minisatelitamych w genomie cztowieka.

Stowa kluczowe: cukrzyca insulinozalezna, locus minisatelitamy, polimorfizm, gen insuliny, haplotyp,
asocjacja, sprzezenie

Summary: Insulin-dependent diabetes mellitus is a multifactorial autoimmune disorder. Genetic predi-
sposition to develop diabetes is polygenic. One of the loci important for the disease is the insulin coding
region, in which, according to the most recent results, a minisatellite VNTR sequence (variable number
of tandem repeats) plays a crucial role. In this paper haplotype analysis involving insulin region
polymorphisms is described in details. This analysis has proven that susceptibility to develop diabetes
maps in this region to VNTR. Studies aimed at characterization of a role played by this minisatellite for
regulation of insulin gene expression are also described here. Observations of insulin region VNTR are
important for revealing a role of many other minisatellites in human genome.

Key words: insulin-dependent diabetes mellitus, minisatellite locus, polymorphism, insulin gene, haplo-
type, association, linkage
*Praca napisana w ramach realizacji programu badawczego KBN nr 4 S405 002 05
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Wykaz skrétéw: IDDM (ang. insulin-dependent diabetes mellitus) - cukrzyca insulinozalezna; VNTR
(ang. variable number of tandem repeats) - tandemowe sekwencje nukleotydéw w DNA o zmiennej
liczbie powtorzen; HLA (ang. human leucocyte antigens) - antygeny zgodnosci tkankowej; HLA-DQ,
HLA-DR - subregiony w obrebie kompleksu genéw HLA; INS - gen insuliny; TH - gen hydroksylazy
tyrozyny; IGF-2 (ang. insulin-like growth factor 2) - gen insulinopodobnego czynnika wzrostu 2;
Ha-ras-1 - nazwa protoonkogenu; HIT - linie komorek beta trzustki chomikéw; PrlLuc - plazmid
zawierajacy promotor genu prolaktyny i gen lucyferazy; Pur-1- biatkowy aktywator transkrypcji; IAPP
(ang. human isletamyloidpolypeptide) - wyspowy polipeptyd amyloidowy; Dralll, Fnu4HlI, Fold, Hphl,
Mspl, Pstl - nazwy enzymdw restrykcyjnych; A - adenina; C - cytozyna; G- guanina; T - tymina; IBD
(ang. identity by descent) - zjawisko wystepowania u rodzenstwa takiego samego z dwoch mozliwych
haplotypdw danego rodzica; PH (ang. protective haplotype) - haplotyp o dziataniu ochronnym; VPH
(ang. very protective haplotype) - haplotyp o dziataniu ochronnym silniejszym niz PH.

1. WPROWADZENIE

Cukrzycatypu 1 (insulinozalezna; IDDM - ang. insulin-dependent diabetes melli-
tus) jest chorobg autoimmunologiczna, ktérej podtoze stanowi zniszczenie produku-
jacych insuline komorek beta wysp Langerhansa w trzustce. Etiologia cukrzycy jest
ztozona i obejmuje zarowno czynniki genetyczne, jak i Srodowiskowe. Genetycznie
uwarunkowana podatno$¢ ma charakter wielogenowy i jest niezbednym, lecz nie
wystarczajgcym warunkiem zachorowania. Prowadzone od wielu lat badania nad
dziedziczeniem podatnosci na cukrzyce insulinozalezng ujawnity znaczenie kilku
réznych loci w genomie, jednak mechanizm ich wspdlnego dziatania na drodze
doprowadzajacej do zachorowania nie jest jak dotad poznany wystarczajaco precy-
zyjnie. Wiadomo, iz gtdwnym locus dziedziczonej podatnosci na cukrzyce typu | jest
region kodujacy antygeny HLA (chromosom 6p21), okreslany jako 1DDM1. Drugim
co do znaczenia jest region INS kodujacy insuline (IDDM2 - chromosom 1Ipl5.5);
mniej istotne dla zachorowania loci zidentyfikowano w chromosomach: 15q
(IDDM3), Ilg (IDDM4), 6q (IDDM5) oraz 2q (IDDM7)", nie wyklucza sie udziatu
jeszcze kilku innych loci [5, 7, 9, 11]. W obrebie IDDM1 decydujaca role odgrywa
polimorfizm wigzacych peptydy domen czasteczek klasy 11 (HLA-DQ i-DR) [19,20],
natomiast w przypadku wiekszosci pozostatych loci nie okreslono jak dotad precyzyj-
nie mutacji czy miejsc polimorficznych przyczyniajagcych sie do zachorowania na
cukrzyce. Poznanie takich mutacji i miejsc polimorficznych byloby niezmiernie
wazne dla wyjasnienia etiologii cukrzycy i mogtoby stworzy¢ w przysztosSci mozli-
wos¢ identyfikowania osob podatnych i zapobiegania rozwojowi choroby. Biorac pod
uwage liczbe chorych na cukrzyce (choruje 2-5% populacji; 25% ogétu przypadkow
stanowig chorzy na omawiang tu cukrzyce typu 1) zrozumiatymjest, dlaczego w wielu
osrodkach catego Swiata prowadzi sie badania nad dziedziczeniem podatnosci na te
chorobe. W ostatnim czasie wielu badaczy skupito swojg uwage naroli, jakg odgrywa
w cukrzycy region INS (locus IDDM?2). Niniejsza praca stanowi przeglad najwazniej-
szych badan, dzieki ktérym udokumentowano, iz w regionie tym dziedziczona podat-
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nos$¢ na cukrzyce typu 1ljest determinowana przez sekwencje VNTR (ang. variable
number of tandem repeats) bezposrednio sasiadujaca z genem insuliny. Mianem
sekwencji VNTR okre$la sie loci w genomie ztozone z wielu tandemowych powtdrzen
podstawowego elementu zbudowanego z kilku badz kilkunastu nukleotydéw o spe-
cyficznej dla danego locus VNTR sekwencji. Przedstawione tu najnowsze dane
dotyczace struktury i funkcji sekwencji VNTR przy genie insuliny moga mieé
znaczenie dla bardziej og6lnego wyjasnienia roli minisatelitow typu VNTR, ktérych
liczbe w genomie cztowieka szacuje sie na ok. 2000 [18]. Do badan locus 1DDM2
zastosowano podstawowe metody genetyki cztowieka: analizowano poszczeg6lne
miejsca polimorficzne u oséb chorych i w populacjach kontrolnych oséb zdrowych
(analiza asocjacji) oraz testowano w rodzinach przekazywanie potomstwu poszcze-
golnych alleli danego miejsca polimorficznego tacznie z przekazywaniem podatnosci
na zachorowanie (analiza sprzezen). Analizowano dziedziczenie alleli w kazdym z
miejsc polimorficznych oddzielnie, nastepnie cate haplotypy, aby w koricu przejs¢ do
badan roli sekwencji VNTR w regulacji ekspresji genu insuliny. Oméwiony w
niniejszej pracy cigg eksperymentéw dotyczacych regionu INS ukazuje ztozonos$¢
problemdéw, jakie napotykajg na swojej drodze genetycy prdébujacy dociec przyczyn
choréb uwarunkowanych wielogenowo.

Rys. 1. Mapa regionu kodujgcego insuling [12]: w genie insuliny (INS) prostokaty czarne symbolizujg
sekwencje kodujace, biate - introny, aszare-sekwencje nie ulegajgce translacji; symbol “+1" oznacza
potozenie pierwszej zasady kodonu ATG inicjujacego translacje; na schemacie zaznaczono potozenie
sekwencji VNTR oraz nastepujgcych wybranych miejsc polimorficznych: 1. - 2.733A/C, 2
-2,221/Mspl, 3. - 23/Hphl,4. +805/Dralll, 5. +1,127/Pstl, 6. +1,428/Fokl, 7. +2,883A/G, 8. +4/701C/T
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2 BUDOWA REGIONU TABELA 1 Sekwencja nukleotydéw jednostek
' elementarnych wchodzacych w skiad VNTR
KODUJACEGO INSULINE przy genie insuliny [13]

. . . . Symbol Sekwencja nukleotydéw (5° —3’
Gen kodujacy insuling zlokalizowany y ! ydaw ( )

jest u cztowieka w krétkim ramieniu chro- 2 ACAGGGGTGTGGGG
mosomu 11(1 Ip15.5). W regionie tym sg- b ACAGGGGTCTGEEG

. . ) . c ACAGGGGTCCTGGGG
siadujg ze soba nastepujace geny: ¢ ACAGGGGTCCGGGG
protoonkogen Ha-ras-1, gen hydroksylazy e ATAGGGGTGTGGGG
tyrozyny TH, gen insuliny INS oraz gen f ﬁgﬁgggg¥g$gi226
|nsuI|r_10p0(_job_nego czynnikawzrostu IGF2 % ACAGGGGTOTEGGR
(ang. insulin-like growth factor 2) (rys. 1). ACAGGGTCCTGGGG
Sekwencja i struktura genu insuliny zostata ACAGGGGTGTGAGG
doktadnie poznana [3]. Koduje on mRNA k ATAGGGGTGTGTGG

ztozony z 1430 nukleotyddw, zawierajacy

dwa introny o dtugos$ci 179 i 789 nukleoty-

déw. Pierwszy z nich jest zlokalizowany w

poblizu konica 5’ genu insuliny w regionie nie ulegajacym translacji, adrugi w obrebie
sekwencji kodujacej tancuch C proinsuliny. Introny te sg usuwane z pierwotnego
transkryptu w trakcie dojrzewania.

Przed genem insuliny, w odlegtosci kilkuset par zasad w kierunku 5” od miejsca
startu transkrypcji zlokalizowana jest sekwencja minisatelitarna typu VNTR. Skiada
sie ona z powtoérzonego wielokrotnie cztemastonukleotydowego elementu podsta-
wowego o sekwencji ACAGGGGTGTGGGG lub podobnej (tab. 1) [2,13]. Zaréwno
zmienna ilo$¢ powtdrzen, jak irdznice sekwencji nukleotydéw jednostki podstawo-
wej sg zrodtem wysokiego polimorfizmu locus VNTR przy genie insuliny w popula-
cjach. W zaleznosci od liczby powtorzen wyrdznia sie trzy podstawowe klasy alleli o
charakterystycznej wielkosci:

allele klasy | - $rednio 40 powtérzen (najczesciej wystepujace),

allele klasy Il - $rednio 85 powtorzen (najrzadziej spotykane) i

allele klasy Ill - $rednio 157 powtdrzen (posrednia czesto$¢ wystepowania w
populacjach).

3. ASOCJACJA ALLELI VNTR KLASY | Z PODATNOSCIA
NA CUKRZYCE INSULINOZALEZNA

Ze wzgledu na potozenie VNTR w bezposrednim sgsiedztwie genu insuliny juz w
momencie odkrycia tej sekwencji sugerowano mozliwo$¢ jej udziatu w regulacji
ekspresji genu, a takze w dziedziczonej podatnosci na cukrzyce insulinozalezna.
Poréwnujac genotypy chorych na cukrzyce typu 1 i os6b zdrowych stwierdzono
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zwiekszong czesto$¢ alleli VNTR klasy | u pacjentéw, a zatem asocjacje (ang.
association) alleli klasy | z predyspozycja na zachorowanie [1, 16]. Z kolei badanie
rodzin typu simplex (jedno dziecko chore), multiplex (co najmniej dwoje dzieci
chorych) oraz multiplex, w ktoérych rowniez jedno z rodzicéw choruje na cukrzyce
wykazato zwiekszong czestos¢ homozygot I/l wéréd wszystkich cztonkéw badanych
rodzin (rodzice, chore i zdrowe dzieci) w poréwnaniu z czesto$cig w populacji
kontrolnej. Zjawisko to, znane jako agregacja alleli klasy | w rodzinach z cukrzyca
[17] byto przyczyna, dla ktdrej mimo wielu prob przez dtugi czas nie potwierdzono
sprzezenia (ang. linkage) alleli locus VNTR z przekazywaniem podatnosci na cukrzy-
ce w rodzinach [6, 8, 10]. Wykazanie takiego sprzezenia jest w zasadzie konieczne
dla udokumentowania rzeczywistego udziatu danego locus w dziedziczonej predy-
spozycji na zachorowanie, lecz wérdd przewazajagcych w rodzinach z cukrzyca
identycznych homozygot I/l nie udaje sie przesledzi¢ dziedziczenia poszczeg6lnych
alleli. Agregacja alleli klasy | w rodzinach z cukrzycag stanowi jednak bardziej
znaczacy dowdd na udziat locus VNTR w zachorowaniu na cukrzyce niz sama tylko
asocjacja wydedukowana przez poréwnanie czestosci alleli u pacjentéw i zdrowych
0s6b kontrolnych.

4. BADANIE POLIMORFIZMU REGIONU INS

Szereg grup badaczy przeprowadzito szczegétowa analize dziedziczenia wielu
sasiadujacych ze sobg miejsc polimorficznych wregionie INS w celu udokumentowa-
nia, iz to rzeczywiscie VNTR jest w tym locus sekwencja odpowiedzialng za podat-
nos$¢ na cukrzyce insulinozalezng. Wszystkie te miejsca polimorficzne, z wyjatkiem
VNTR, sg pojedynczymi substytucjami nukleotydowymi. Ich potozenie w locus INS
definiuje odlegtos¢ od pierwszej zasady (+1) kodonu ATG inicjujgcego translacje.
Cze$¢ z nich wystepuje w obrebie sekwencji rozpoznawanych przez enzymy restry-
kcyjne, np. -23/Hphl. Inne, potozone poza takimi sekwencjami, oznacza sie podajac
ich potozenie oraz nukleotydy wystepujgce w poszczeg6lnych wariantach, np.
+1,140A/C. Julier i wspotpracownicy badali fgcznie osiem miejsc polimorficznych w
genie insuliny i jego bezposrednim sasiedztwie (rys. 1): 5’VNTR, -23/Hphl,
+805/Dralll, +1,127/Pstl, +1,140A/C, +1,355C/T, +1,404/Fnu4Hl, +1,428/Fokl (li-
czby okres$lajg potozenie miejsca polimorficznego wzgledem pierwszej zasady kodo-
nu ATG inicjujacego translacje; przecinki, zgodnie z nomenklaturg anglojezyczna,
oddzielaja cyfre tysiecy od cyfry setek), z czego wczesniej znane byly tylko dwa
(VNTR oraz +1,127/Pstl) [12]. Zadne z nich nie powoduje zmiany sekwencji amino-
kwasow w czasteczce insuliny. Wykazali asocjacje z cukrzyca nie tylko sekwencji
VNTR, ale wszystkich wymienionych o$miu miejsc polimorficznych. Réwnocze$nie
stwierdzili brak takiej asocjacji w przypadku markeréw w genach sasiadujgcych z
genem insuliny (rys. 1) i zdefiniowali wielkos$¢ regionu asocjacji jako 19 tysiecy par
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zasad. W takiej odlegtosci od siebie wystepowaty bowiem najblizsze badane markery
nie zasocjowane z chorobg flankujace region INS od strony 3’ i 5. Miejsca polimor-
ficzne zasocjowane z cukrzycg sg potozone bardzo blisko siebie i w zwigzku z tym
silnie ze sobg sprzezone (zjawisko “linkage disequilibrium™), co znacznie utrudnia
zidentyfikowanie, ktéry z nich jest rzeczywiscie zwigzany z predyspozycja do zacho-
rowania. W populacji ogromng wiekszo$¢ stanowig haplotypy “wszedzie +” lub
“wszedzie  gdzie “+” oznacza wariant danego miejsca polimorficznego zasocjowa-
ny pozytywnie,a  zasocjowany negatywnie z podatnoscig na zachorowanie (Uwa-
ga: znaki “+”i  wtym przypadku majg wiasne znaczenie, ktorego nie nalezy mylic¢
ze znakami towarzyszacymi liczbom okre$lajgcym potozenie miejsc polimorficznych
wzgledem zasady +1, tzn. pierwszej zasady kodonu ATG inicjujgcego translacje). U
przewazajacej liczby os6b w rodzinach z cukrzyca wystepuje genotyp I/l (réwnozna-
czny z +/+) w locus VNTR, a w zwigzku z silnymi sprzezeniami réwniez +/+ w
odniesieniu do pozostatych miejsc polimorficznych w regionie INS. Julier i wspét-
pracownicy [12] wybierajac te nieliczne rodziny, w ktorych u rodzicéw wystepowat
genotyp +/-, podjeli prébe wykazania sprzezenia alleli locus INS z przekazywaniem
podatnosci na zachorowanie. Stwierdzili podwyzszong czesto$¢ wystepowania u
chorego rodzenstwa identycznych haploty-
péw rodzicielskich (prawdopodobiefstwo TABELA 2. Migjsca polimorficzne w genie in-
IBD - ang. identity by descent-przekracza- _sulln){ ijego sa‘s!ed’ztwm badane przez Lucassen
i wspdtpracownikow [14] oraz wzgledne ryzyko
jace 50%), co stanowi dowdd istnienia po- (RR - relative risk) zachorowania na cukrzyce
szukiwanego sprzezenia. Interesujace jest, insulinozalezng homozygot +/+, gdzie “+” ozna-
ze zjawisko to dotyczy wytacznie haploty- cza wariaqt _danego polimorfi_zmu zasocjowany
, L, z podatnoscig na zachorowanie.
pow pochodzacych od ojcow, czego przy-

czyna mogtoby byc¢ preferencyjne wigjsce polimorficzne RR
inakty wowanie alleli POCh(?dz_ema matczy- Sekwencja mikrosatelitama w genie TH 0,35
nego (ang. maternal imprinting) w bada- _4 127/pst| 07
nym locus. -2.733A/C 338
Kolejne badania znacznie precyzyjniej '\fﬁ%’MSp' jvg
okreslity granice regionu asocjacji z podat- -23/Hphl 4:5
noscig na cukrzyce w locus INS [14]. Lu-  +805/Dralll 4,0
cassen i wspotpracownicy przeanalizowali +1,127/P/5“ 4,2
. L . . +1,140A/C 45
Jfe%czme 19 mle_jsc pollmorflczln)_/c_h (10 z +1.355T/C 42
nich to nowe, nie opisane wczesniej marke- .+ 404/FnudH|I 4,2
ry) na odcinku o dtugosci 12,5 tysiecy par  +l,428/Fokl 4,2
zasad, obejmujacym fragment 3’ genu hy- t2:33LAT 08
. +2,336 Sbp del 0,7

droksylazy tyrozyny (TH), gen insuliny +3.201/Haell 08
(INS) oraz fragment 5’ genu insulino-  +3,580/Mspl 0,6
podobnego czynnika wzrostu (IGF2) (tab. +3.688C/T 06
+3,839/AlwNI 16

2). Sposrod nich dziesie¢ markeréw, w tym
sekwencja VNTR, wykazuje wysoka aso-

IGF2 Exon 3/Alul

06
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cjacje z predyspozycja do zachorowania; obejmuja one tagcznie odcinek o dtugosci 4,1
tysiecy par zasad, flankowany przez markery -2,733A/C i +1,428/Fokl. Podobnie jak
w przypadku badan Julier, w wyniku silnego sprzezenia poszczegdlnych markeréw
ze soba autorzy pracy nie zidentyfikowali jednoznacznie miejsca polimorficznego
rzeczywiscie istotnego dla zachorowania.

Z kolei Owerbach i Gabbay [15] stwierdzili w badanej populacji asocjacje z
podatnoscig na cukrzyce nastepujgcych markeréw (rys. 1) w regionie INS: VNTR,
+1,428/Fokl, +2,883A/G, +4,701C/T (liczby okreslajace potozenie poszczegdlnych
miejsc polimorficznych zostaty tu zmienione w celu ujednolicenia numeracji: autorzy
w oryginalnej pracy przyjmuja za nukleotyd nr 1ten, ktéry odpowiada punktowi startu
transkrypcji, w pozostatych cytowanych tu pracach jako nr 1 uwaza sie nukleotyd
odpowiadajacy poczatkowi translacji). Zidentyfikowali trzy najczesciej spotykane w
populacji haplotypy:

Haplotyp 1. VNTR klasa 1/1,428-Fokl(-)/2,883G/4,701C - pozytywna asocjacja;

Haplotyp 2: VNTR klasa I11/1,428-Fokl(+)/2,883G/4,701C-negatywna asocjacja;

Haplotyp 3: VNTR klasa I11/1,428-Fokl(-)/2,883A/4,701T- negatywna asocjacja.

Pozytywna asocjacja oznacza czestsze wystepowanie danego haplotypu u oséb
chorych w poréwnaniu ze zdrowymi (dany haplotyp zwieksza podatnos$¢ na zachoro-
wanie), negatywna asocjacja - odwrotnie (haplotyp dziata ochronnie). Znaki (+) i (-)
za nazwag “1,428/Fokl” oznaczaja odpowiednio obecno$é lub brak sekwencji rozpo-
znawanej przez enzym restrykcyjny Foki. Nasilenie negatywnej asocjacji moze by¢
rézne: stwierdzono, iz u homozygot 3/3 wzgledne ryzyko zachorowaniajest bardziej
obnizone niz u homozygot 2/2 (silniejsze dziatanie ochronne haplotypu 3 niz 2).
Polimorficzny locus nie jest istotny dla predyspozycji do zachorowania, jesli identy-
czny jego wariant wystepuje w powigzaniu z haplotypami zaréwno pozytywnie, jak i
negatywnie zasocjowanymi z cukrzyca. Obserwujemy to zjawisko dla markeréw
+1,428/Fokl (identyczny wariant w haplotypach 1i 3) oraz +2,883A/G i +4,701C/T
(identyczne warianty w haplotypach 1i2). Jedynym markerem, ktérego specyficzne
warianty sg jednoznacznie powigzane z haplotypami pozytywnie albo negatywnie
zasocjowanymi z zachorowaniem, jest VNTR: allele klasy | wystepujg w haplotypie
predysponujacym do zachorowania, allele klasy 111 - w haplotypach “ochronnych”.
Analizujac sekwencje nukleotydéw elementu powtarzajacego sie w locus VNTR
stwierdzono roznice w czestosci wystepowania elementéw o okres$lonej sekwencji w
réznych haplotypach. Elementy wystepujace z wysoka czestoscig w powigzaniu z
haplotypami 2 i 3 (np. element a, b, d czy e - patrz tabela 1) sg rzadko spotykane w
haplotypie 1. Jest to szczeg6lnie wyraznie uwidocznione w przypadku elementu “e”,
ktdrego czestos¢ jest tym mniejsza, im wyzsze jest wzgledne ryzyko zachorowania w
powigzaniu z danym haplotypem: najwyzsza czestos¢ elementu “e” wystepuje w
haplotypie 3, w haplotypie 2 jest ona posrednia, a w haplotypie 1 ten element nie
wystepuje wcale w badanej populacji. Opisana przez Owerbacha i Gabbaya analiza
haplotypéw w locus INS oraz analiza sekwencji nukleotydéw w obrebie elementéw
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powtarzajacych sie wchodzacych w sktad VNTR wskazuje, ze za dziedziczong
podatnos¢ na cukrzyce insulinozalezng zwigzang z regionem kodujgcym insuline jest
odpowiedzialny locus VNTR. Zaréwno dtugos$¢ alleli, jak i sekwencja nukleotyddw
VNTR odgrywa przypuszczalnie istotng role.

Owerbach i Gabbay po raz pierwszy metodg analizy haplotypéw wykazali znacze-
nie sekwencji VNTR. Nie analizowali oni jednak markeréw lezagcych pomiedzy
VNTR i +1,428/Fokl, a tym samym nie wykluczyli ich ewentualnej roli. Dokadniej-
sze badania locus INS podobng do powyzej opisanej metodg z uwzglednieniem
wiekszej ilosci lezacych blizej siebie markerdw przeprowadzili pdzniej Bennett i
wspotpracownicy [4]. Analizowano nastepujace miejsca polimorficzne: -2,733A/C,
-2,221/Mspl, VNTR, -23/Hphl, +805/Draffl, +1,127/Pstl, +1,428/Fokl. Zidentyfi-
kowano trzy najczesciej spotykane w badanej populacji haplotypy: A:
[+/+/+]+]+[+]+], B: [-I-I-I-I-I-I-], C: [-I+/-I-1+]+/+], gdzie “+” i oznaczajg odpo-
wiednio wariant danego miejsca polimorficznego zasocjowany pozytywnie lub nega-
tywnie z predyspozycja do zachorowania na cukrzyce. Dla locus VNTR znak “+”
odnosi sie do alleli klasy I, znak do alleli klasy Il1. Spo$rdd tych trzech haplotypow
wytacznie A zwieksza podatnos$¢ na zachorowanie. Haplotypy B i C z kolei obnizaja
wzgledne ryzyko zachorowania, przy czym C (okreslany jako VPH - ang. very
protective haplotype) obniza je bardziej, niz B (PH - ang. protective haplotype).
Markery -2,221/Mspl, +805/Dralll, 41,127/Pstl oraz +1,428/Fokl nie moga w rze-
czywistosci wptywaé na podatno$é na zachorowanie, poniewaz wystepujg one jako
wariant “+” w powigzaniu z haplotypem VPH, ktory jako catos¢ wywiera dziatanie
ochronne. R6zne nasilenie dziatania ochronnego haplotypéw PH i VPH jest deter-
minowane przez r6znice w obrebie trzech pozostatych miejsc polimorficznych.
-2,733A/C i-23/Hphl sg markerami dwuallelicznymi, tzn. posiadajg tylko pojednym
wariancie odpowiednio “+” i Wynika z tego, iz wariant w powigzaniu z PH
jest identyczny z wariantem w powigzaniu z VPH, a wiec nie sg to markery
réznicujgce oba haplotypy. W przypadku VNTR natomiast istnieje liczna grupa
sub-alleli klasy I1l, stanowiacych wariant Bennett i wspdtpracownicy zidentyfi-
kowali wsréd nich pietnascie alleli réznigcych sie nieznacznie wielkoscig, ktére
oznaczyli jako 301-315 i wykazali, ze inne z tych sub-alleli sg powigzane z haploty-
pem PH niz z VPH. Z kolei w klasie | VNTR wyrdzniono az dwadziescia jeden
sub-alleli réznigcych sie wielkoscig o 14 lub 15 par zasad. Podwyzszona czestos¢
przekazywania alleli klasy | przez rodzicow dzieciom chorym na cukrzyce insulino-
zalezng potwierdza ich znaczenie dla podatnosci na te chorobe i dotyczy wszystkich
sub-alleli z wyjatkiem tzw. allelu 698. Analiza sekwencji nukleotydowej elementéw
powtarzajgcych sie wchodzgcych w sktad VNTR wykazata, ze allel 698 jako jedyny
sposrdd klasy | posiada w swoim sktadzie element “e” (tab. 1), spotykany wytacznie
w haplotypach o dziataniu ochronnym. Wyniki badan Bennetta i wsp6tpracownikéw
potwierdzity zatem wczes$niejsze spostrzezenia Owerbacha i Gabbaya, iz sposrod
réznych miejsc polimorficznych zwigzanych zgenem insuliny to wtasnie locus VNTR
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determinuje podatno$é na cukrzyce insulinozalezng, przy czym znaczenie ma dtugosé
alleli (klasa I badz klasa I11) oraz sekwencja nukleotydéw elementu powtarzajacego

sie.

5. FUNKCJA SEKWENCJI VNTR PRZY GENIE INSULINY

Lokalizacja sekwencji VNTR w bezposrednim sasiedztwie miejsca startu transkry-
pcji nasuwa przypuszczenie o udziale tej sekwencji w regulacji ekspresji genu
insuliny. Opublikowane ostatnio wyniki badan in vivo oraz in vitro potwierdzajg te
hipoteze. W trzustkach oséb bedacych heterozygotami I/111 w locus VNTR poréwna-
no ilosci mMRNA bedacego produktem ekspresji haplotypu predysponujacego do
zachorowania i haplotypu warunkujacego odporno$¢ (allel 1 i Ill, odpowiednio) i
wykazano znaczne roznice w ilosci tych mRNA [4]. Stwierdzono mianowicie wieksza
ilos¢ produktu ekspresji genu insuliny sprzezonego z allelem VNTR klasy | niz
produktu klasy Ill. Odwrotng sytuacje zaobserwowano jedynie w trzustce osoby, u
ktérej wystepowat wspomniany juz wyzej allel klasy 1698.

Postugujac sie sztucznie skonstruowanymi plazmidami zawierajgcymi rézne allele
VNTR, wprowadzonymi do hodowanych in vitro komorek wykazano wptyw sekwen-
cji VNTR na intensywno$¢ transkrypcji sasiadujacego z nig genu [13]. W plazmidach
obecny byt promotor genu insuliny wraz z r6znej dtugosci sekwencjg VNTR (klasa |
lub klasa I11) potaczony z genem lucyferazy badz tez wyizolowana sekwencja VNTR
potgczona z obcym promotorem oraz genem lucyferazy. W tym drugim przypadku
zastosowano promotor wyspowego polipeptydu amyloidowego IAPP (ang. human
isletamyloid polypeptide). Intensywnosc¢ ekspresji genu lucyferazy pod kontrolg tych
promotoréw badano w produkujagcych insuline liniach komérek beta chomikéw (tzw.
komorki HIT) oraz w liniach komérek ptodowych wysp trzustki szczura. Rezultaty
obserwacji natywnego promotora genu insuliny oraz sekwencji VNTR potgczonej z
obcym promotorem (IAPP) byty podobne. We wszystkich uktadach stwierdzono
zaleznos$¢ intensywnosci ekspresji genu od dtugosci sekwencji VNTR: obecno$é
dtuzszych alleli (klasy I11) determinowata bardziej intensywna ekspresje niz krétszych
(Klasy I). Przypuszczalnie intensywno$¢ transkrypcji jest uwarunkowana wigzaniem
czynnikéw biatkowych do VNTR, czego dowodza rezultaty réwnoczesnego wprowa-
dzenia do komorek Hela plazmidu zawierajgcego sekwencje VNTR potgczong z
promotorem genu prolaktyny i genem lucyferazy (plazmid PrlLuc) oraz ulegajgcego
w tych komorkach ekspresji plazmidu zawierajgcego gen biatka Pur-1 - szeroko
spotykanego aktywatora transkrypcji [13]. Normalnie w komoérkach HelLa gen insu-
liny pod kontrolg swojego promotora i sekwencji VNTR nie ulega ekspresji, dlatego
spodziewano sie bardzo niskiej aktywnos$ci podstawowej sekwencji VNTR w plazmi-
dzie PriLuc. Po réwnoczesnym wprowadzeniu do komérek HelLa plazmidéw PriLuc
i Pur-1 obserwowano znacznie wyzszg intensywnos¢ transkrypcji genu lucyferazy niz
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po wprowadzeniu samego PrlLuc, przy czym stopieh aktywacji ekspresji genu byt
wprost proporcjonalnie zalezny od dtugo$ci VNTR w plazmidzie PrlLuc. Intensyw-
no$¢ transkrypcji oraz sita wigzania biatka Pur-1zalezag rowniez od sekwencji nukleo-
tydéw elementu powtarzajgcego sie w obrebie VNTR. Sztuczne tetramery
zawierajgce czterokrotnie powtdrzony element o okreslonej sekwencji nukleotydowej
(a-k, patrz tab. 1) wigza biatko Pur-1 in vitro ze zr6znicowang sita. Z kolei wprowa-
dzenie poszczegolnych tetramerdéw w sgsiedztwo promotora prolaktyny w plazmidzie
PriLuc w ré6znym stopniu aktywuje transkrypcje w obecnosci biatka Pur-1. W wie-
kszosci przypadkdw obserwowana in vivo intensywno$¢ transkrypcji jest wprost
proporcjonalna do sity wigzania biatka Pur-1 in vitro przez tetramery o okre$lonej
sekwencji nukleotydowe;j.

Niezwykle interesujacy wydaje sie fakt, iz ilos¢ mMRNA obserwowana w trzustkach
[4] nie koreluje z intensywnoScig ekspresji genu w uktadach modelowych [13]. W
trzustkach ilo§¢ mRNA insuliny wywodzgcego sie z allelu powigzanego z sekwencjg
VNTR klasy | (krotka) jest wyzsza niz w przypadku VNTR klasy I1l. Wyjatek od tej
obserwacji stanowi allel 698 - jedyny wsrdd alleli klasy | negatywnie zasocjowany z
predyspozycjg do zachorowania na cukrzyce insulinozalezng. W uktadach modelo-
wych jest odwrotnie: intensywniejszg transkrypcje obserwuje sie w powigzaniu z
dtuzszg sekwencja VNTR. Nalezy podkreslic, iz ilos¢ mRNA w trzustce jest uwarun-
kowana nie tylko intensywnoscig transkrypcji, ale rdwniez stabilnoscig mRNA, przy
czym oba te parametry uzaleznione sg od stale zmieniajacego sie poziomu glukozy
we krwi - dlatego proba bezposredniego poréwnania zjawisk zachodzgcych w komor-
kach beta trzustki z procesami badanymi w uktadach modelowych moze doprowadzié
do pozornie sprzecznych wnioskow. Bez watpienia jednak oba opisane podejscia
metodyczne dowodzg istnienia funkcjonalnych roznic pomiedzy allelami sekwencji
VNTR. Szczeg6lne obserwacje dotyczace allelu 698 moga $wiadczy¢ o tym, ze dla
funkcji tej nadrzedne znaczenie ma sekwencja nukleotydéw VNTR nad diugoscia
alleli wynikajacg z roznej liczby powtdrzen jednostki podstawowej.

6. PODSUMOWANIE

Badanie asocjacji alleli VNTR z podatnoscia na cukrzyce insulinozalezng w
populacjach oraz szczeg6towa analiza haplotypéw dowodza, iz sekwencja VNTR jest
odpowiedzialna za predyspozycje do zachorowania zwigzang z regionem kodujagcym
insuline, okreslanym jako locus IDDM2. Diugos$¢ alleli VNTR, wynikajaca z iloSci
powtorzen podstawowej kilkunastonukleotydowej jednostki oraz sekwencja nukleo-
tydowa elementu powtarzajacego sie wpltywajg na intensywno$¢ ekspresji genu
insuliny poprzez zréznicowane wigzanie biatkowych czynnikéw transkrypcji, jak
réwniez na stabilno§¢ mRNA insuliny w komorkach beta trzustki. Znaczenie zrozni-
cowania funkcjonalnego poszczegélnych alleli VNTR dla zachorowania na cukrzyce
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nie jest dotychczas znane. Genetycznie uwarunkowana podatno$¢ na cukrzyce insu-
linozalezng ma charakter wielogenowy z jednym locus gtéwnym (region HLA,
okre$lany jako locus IDDM1) i kilku loci o mniejszym znaczeniu. Mozna zatem
oczekiwagé, iz wspotdziatanie tych loci warunkuje wystgpienie przyczyniajagcego sie
do zachorowania zespotu czynnikéw, z ktérych kazdy oddzielnie nie wywotywatby
krytycznego efektu; tym bardziej skomplikowane jest precyzyjne okreslenie roli
kazdego ztych loci oddzielnie. Podobng jak locus VNTR sprzezony z genem insuliny,
role w regulacji ekspresji genow i determinowaniu podatnosci na choroby uwarunko-
wane genetycznie moga petnic inne sekwencje VNTR wystepujace licznie w genomie
cztowieka. Dla Scistego zdefiniowania roli danego polimorficznego locus niezbedne
jest badanie wielu sgsiadujgcych ze sobg markerdw w réznych odpowiednio licznych
populacjach, tak jak w przypadku opisanych w niniejszym przegladzie eksperymen-
tow.
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MONITOROWANIE RESZTKOWEJ CHOROBY
BIALACZKOWEJ

MONITORING MINIMAL RESIDUAL DISEASE

Jacek ROLINSKI, Anna DMOSZYNSKA
Klinika Hematologii Il Katedry Chorob Wewnetrznych AM w Lublinie

Streszczenie:Rozpoznanie resztkowej choroby biataczkowej jest istotne nie tylko dla doktadnego usta-
lenia stadium choroby, ale réwniez dla oceny skutecznosci leczenia. Czesto u pacjentéw z Kliniczng
catkowitg remisja nadal istniejg komoérki biataczkowe w ilosci niemozliwej do wykrycia przy pomocy
rutynowych metod diagnostycznych.Wspoétczes$nie dysponujemy bardziej czutymi metodami (cytome-
tria przeptywowa i techniki biologii molekularnej) pozwalajacymi wykry¢ nieznaczng ilo$¢ komorek
biataczkowych u chorych z catkowitg remisjg hematologiczna.

Stowa kluczowe: resztkowa choroba biataczkowa, ostre biataczki, catkowita remisja

Summary.-The ability to detect minimal residual disease is important not only for the acurate staging of
disease at presentation,but also for the evaluation of therapy.Clinical complete remission patients still
harbored leukaemia cells, but in insufficient numbers to be detected by standard diagnostic methods.
Such techniques (flow cytometry and molecular biology techniques) that can detect minimal numbers of
leukaemia cells in hematological complete remission patients are now available.

Key words:minimal residual disease, acute leukaemia, complete remission

Intensywna chemioterapia pozwala uzyskaé remisje hematologiczng, ktéra nie jest
réwnoznaczna z wyeliminowaniem klonu biataczkowego.

Nawet po agresywnym leczeniu cytostatycznym czesto pozostaje pewna ilos¢
komorek biataczkowych, ktdre stanowig populacje o zwiekszonej lekoopomosci.Wy-
krycie komérek biataczkowych po zakonczeniu indukcji czy konsolidacji (a wiec
intensywnej chemioterapii), moze decydowaé o sposobie dalszego leczenia przede
wszystkim o rozwazeniu celowosci przeszczepu szpiku. Sladowa obecnoéé komérek
blastycznych moze by¢ Zzrédtem nawrotu biataczki, uwaza sie rowniez, ze catkowite
ich zniszczenie jest konieczne do wyleczenia chorego. Jednym z kryteriow uzyskania
catkowitej remisji (CR) w ostrych biataczkach jest obnizenie odsetka komorek bla-
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stycznych szpiku ponizej 5% w badaniu morfologicznym. Dotyczy to remisji mor-
fologicznej, ktdra nie zawsze pokrywa sie z remisjg immunologiczng czy cytogene-
tyczng. W szpiku pacjentow z klinicznymi cechami CR oraz prawidtowymi w ocenie
morfologicznej komorkami, czesto nadal stwierdza sie komorki blastyczne (wiecej
niz 5%) stosujac czulsze metody ich wykrywania [3]. Stad tez, istotne znaczenie ma
znalezienie odpowiednio czutej metody pozwalajacej na wykrycie resztkowej choro-
by biataczkowej.

W ostatnich latach do oceny resztkowej choroby biataczkowej stosuje sie metody
immunologiczne oraz techniki wykorzystywane w biologii molekularnej .Wsrdd tych
pierwszych nalezy wymieni¢ cytometrie przeptywowa. Jest to najczulsza inajszybsza
z metod immunologicznych. Najkrocej cytometrie przeptywowa mozna scharaktery-
zowac jako sposob oceny wielkosci i budowy komérek oraz oznaczania ich markerow
powierzchniowych (fenotypu) przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych znakowa-
nych fluorochromami. Promieri lasera i odpowiednio dobrany uktad optyczny sprze-
zony z komputerem pozwala na okre$lenie fenotypu powierzchniowego oraz cech
morfologicznych komdrek z predkoscig kilkudziesieciu tysiecy komorek na minute.
Pozwala to osiggnaé¢ wysoka doktadno$¢ i bardzo maty rozrzut wynikéw przy mini-
malnym naktadzie pracy, co jest nieosiggalne innymi metodami [6].

Badania w cytometrze przeptywowym wykazaty, ze komarki blastyczne w prawie
30% ostrych biataczek u ludzi dorostych, morfologicznie diagnozowanych jako ALL
(ostre biataczki limfoblastyczne) moga nosié¢ fenotypowe cechy zaréwno komérek B
(CD 19) i T (CD 3); komorek T (CD 3) oraz linii mieloidalnej (CD 33); komérek B
(CD 19) i linii mieloidalnej(CD 33) lub wszystkich trzech wyzej wymienionych linii
[Hj. Technika cytometrii przeptywowej przy uzyciu podwéjnego lub potrdjnego
znakowania przeciwciatami monoklonalnymi pozwala na wykrycie wyzej wymienio-
nych komorek reprezentujgcych mieszany fenotyp, ktore sg bifenotypowymi komar-
kami biataczkowymi w prawidtowym morfologicznie szpiku.

Poszukiwanie resztkowej choroby biataczkowej przy pomocy cytometru przepty-
wowego polega na wykrywaniu réznic w pojawianiu sie specyficznych antygenéw na
powierzchni komérki (niekiedy antygendéw wewnatrz komérkowych) w czasie jej
dojrzewania od komorki macierzystej {stem cell - CD 3#*) do komérki dojrzatej, na
ktorej nie wykrywa sie antygenéw CD 34. Ekspresjatego (CD 34) i innych antygen6w,
np. CD 10,CD 19,CD 33, moze by¢ wykorzystana do wykrycia okreslonych komorek
linii limfoidalnej czy mieloidalnej znajdujacych sie naréznych etapach réznicowania.

Komorki biataczkowe nie majg specyficznych nowotworowych markeréw, najcze-
Sciej sg to te same antygeny, ktére wystepujg na prawidtowo rozwijajacych sie
komérkach linii limfoidalnej czy mieloidalnej. Diagnostyka resztkowej choroby
biataczkowej moze sie takze opiera¢ na réznicach w obecnosci pewnych antygenéw
na wiekszej niz normalnie ilosci komoérek - najczesciej jest to wynik przetrwania
niektérych antygenéw, ktére powinny zanikaé w trakcie dojrzewania komorek. Do
takich charakterystycznych znikajacych w czasie rozwoju komarki antygendw naleza:
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1) CD 34 - antygen komérek macierzystych, obecny we wczesnym okresie rozwoju
linii limfoidalnej (komérki CD 34+, CD 19+, CD 10+, HLADR+TdT+) linii mieloi-
dalnej (komoérki CD 34+, CD 33+, HLADR+). Antygenu CD 34 nie obserwuje sie na
dojrzatych limfocytach i komdérkach mieloidalnych.

2) CD 10 (CALLA - common acute lymphoblastic leukaemia) - antygen wystepu-
jacy nagranulocytach, na Common-LLA, na niedojrzatych limfocytach B (wystepuje
na Pro-B cell,Pre-B cell,Immature B celi - znika na dojrzatych limfocytach B).

3) TdT - antygen jadrowy, wystepujacy w niedojrzatych limfocytach B {Pro-B
cell,Pre-B celi) i niedojrzatych limfocytach T {early i intermediate thymocyte). Brak
go na dojrzatych komdrkach obu tych linii.

4) CD la - antygen wystepujacy na korowych tymocytach, znika na dojrzatych
tymocytach i dojrzatych limfocytach T. Schemat dojrzewania komérek w prawidto-
wym szpiku na przyktadzie limfocytow B przedstawiono na rysunku 1. Jezeli
poszukuje sie resztkowej choroby biataczkowej z uzyciem wyzej wymienionych
antygendw, istotne jest podwdjne lub potréjne znakowanie jednej komorki przy
pomocy przeciwciat monoklonalnych potgczonych z ré6znymi fluorochromami (np.
FITC, PE, RPE-Cy5).Na przyktad znajdujac u chorego z ostrg biataczka limfoblasty-
czng typu common (Common-LLA) w prawidtowym morfologicznie szpiku (blasty
<5%) zwiekszony odsetek komérek CD 10+, CD 19+, CD 34+ mozemy z duzym
prawdopodobienstwem traktowaé komorki o takim fenotypie jako komorki biatacz-
kowe. W czasie rozwoju limfocytow T jednym z pierwszych markeréw linii limfoi-
dalnej jest antygen CD 7. Pojawia sie on przed antygenami CD 2, CD 3, CD 5. Dlatego
tez u chorego z rozpoznaniem T-ALL (CD 7+) i catkowitg remisjg obecno$¢ zwie-
kszonej liczby komorek CD 7+, CD 3- Swiadczy¢ moze o istnieniu resztkowej
choroby. W przypadku B-ALL do tego typu rozpoznania mozemy wykorzystaé dosé
p6zne pojawianie sie antygenu CD 21. Pojawia sie on na limfocytach B po zniknigciu

Rys. 1. Schemat rozwoju limfocytéw B w prawidtowym szpiku (wg Loken [9])
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antygenéw CD 10 i CD 34 (rys. 1). Stad tez obecno$¢ populacji CD 21+, CD 34+
Swiadczy o przetrwaniu choroby resztkowej. Istotne jest przy tego rodzaju diagnozie,
opracowanie norm wystepowania komaérek o wyzej wymienionych fenotypach u ludzi
zdrowych. Normy te powinny dotyczyé¢ szpiku, gdyz “komérki resztkowe” tatwiej
jest wykry¢ w szpiku niz we krwi obwodowej.

Na rysunku 2 przedstawiono odsetek komérek CD 34+, CD 19+oraz CD 34+CD
10+ w prawidtowym szpiku. Przedstawione na rysunku 2 subpopulacje CD34+, CD
19 * i CD 34+, CD 10+ stanowig niewielki odsetek (odpowiednio 0,8% i 0,6%)
wszystkich komorek w prawidtowym szpiku i powinny by¢ brane pod uwage przy
poszukiwaniu komdrek “resztkowych” w okresie catkowitej remisji klinicznej. Ko-
morki o przedstawionych wyzej fenotypach mogg pojawiac sie jako zaburzenia w
réznicowaniu zwigzane z podawaniem cytostatykdw, moga by¢ réwniez komoérkami
pochodzenia biataczkowego. Wiadomo, ze leki cytostatyczne sprzyjajg pojawianiu
sie mtodych komorek w szpiku i we krwi obwodowej. Wykorzystuje sie to miedzy
innymi do kolekcjonowania komorek macierzystych (CD 34+) z krwi obwodowej
przed ich przeszczepianiem.

Mimo pewnych ograniczen cytometrii przeptywowej wydaje sie, ze moze by¢ ona
wykorzystana do diagnostyki resztkowej choroby biataczkowej. Pozwala na to coraz
wieksza liczba cytometrow przeptywowych (réwniez w osrodkach hematologicznych
w Polsce) oraz coraz wieksza wiedza na temat mozliwych fenotypow komorek
biataczkowych, co pozwala odpowiednio interpretowaé otrzymane wyniki. Wadga
cytometru przeptywowego jest dos¢ niska czutos¢ - ok. 1%. Istniejgjednak mozliwo-
§ci zwiekszenia doktadnosci cytometru przeptywowego i uzyskania czutosci pozwa-
lajgcej wykry¢é 1 komdrke nowotworowg na milion komorek prawidtowych
[4] Wymaga to jednak wyeliminowania zjawisk, takich jak autofluorescencja komo-

Rys. 2. Immunofluorescencja mtodych subpopulacji limfocytow B znakowanych przeciwciatami
monoklonalnymi CD 34, CD 19, CD 10 w prawidtowym szpiku (wg Loken [9])
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rek i mozliwo$¢ niespecyficznego wigzania przeciwciat monoklonalnych z antygena-
mi powierzchniowymi. Komarki hematopoetyczne majg na swojej powierzchni sze-
reg réznych antygendéw, ktére moga wigzac¢ przeciwciata monoklonalne nie tylko w
miejscach, ktorych poszukujemy. Prowadzi to do pojawienia sie dodatnich sygnatéw
na komorkach zupetnie nieoczekiwnaych, np. na komoérkach, ktére danych markeréw
nie majg. Receptor Fc na limfocytach B i monocytach, powierzchniowe immunoglo-
buliny komorek B i kompleks receptora komorki T na limfocytach T moga by¢ tego
przyktadem [4]. Moga one wykazywac takg sama fluorescencje jak komorki, ktore
badamy. To niespecyficzne wigzanie nie stanowi problemu, jezeli poszukiwana
populacja komarek jest wieksza niz 1%, ale ma ogromne znaczenie, jezeli chcemy
wykry¢ jedng komdrke na milion. Druga przyczyna fatszywie dodatnich sygnatow
zmniejszajacych czuto$¢ cytometru przeptywowego to autofluorescencja.W jednym
z doniesien silna autofluorescencja na nieznakowanych przeciwciatami komdrkach
mysich wystepowala z czestoscig wynoszacg 104 [4]. Oznacza to ze 1 na 10 000
komorek wysyla sygnat podobny do komarki znakowanej przeciwciatem monoklo-
nalnym zwigzanym z fluorochromem. Trzeci problem mogacy wptywaé na ocene
resztkowej choroby biataczkowej to tlo (background) cytometru przeptywowego
spowodowane pojawianiem sie komorek i ich fragmentéw bedgcych pozostatoscia
wczesniejszych badan (wcze$niej wprowadzanych prébek). Z reguty nie przekracza
ono 1 komdrki na sekunde, co ogranicza jednak czuto$¢ wykrywania komérek
nowotworowych do 104 przy szybkosci przeptywu 10 000 komoérek na sekunde. Tto
mozna zlikwidowac poprzez doktadne ptukanie cytometru przy pomocy odpowiednio
przygotowanych roztworéw [5]. Najczesciej stosuje sie roztwér o sktadzie 0,07 M
NaOCl/0,05 M NaOH. Wyeliminowanie wczesniej opisywanych zjawisk, takich jak
autofluorescencja i niespecyficzne wigzanie, jest rowniez mozliwe (co daje czutosé
106), ale wymaga dos$¢ zmudnych przygotowan analizowanych komorek [4].

Do oceny resztkowej choroby biataczkowej stosuje sie rowniez techniki wykorzy-
stywane w biologii molekularnej. Ws$réd tych ostatnich nalezy wymienié reakcje
tanuchowg polimerazy (PCR). Jej zasada opiera sie na wykorzystaniu obecnosci w
komoérkach nowotworowych fragmentow DNA o sekwencji nie wystepujacej w
normalnych prawidtowych komorkach. Dzieki technice PCR mozna wykry¢ fragment
DNA pochodzacy z komoérek biataczkowych (przed rozpoczeciem leczenia), a naste-
pnie wykorzystaé ten fragment DNA jako sonde do wykrywania resztkowej choroby
biataczkowej w okresie catkowitej remisji [13]. Metoda ta pozwala réwniez na
znalezienie translokacji chromosomowych pojawiajacych sie w biataczkach, ktérych
sekwencja punktéw ztaman jest znana. Przyktadem jest fuzja gendw bcr-abl wyste-
pujaca w 5-35% ostrej biataczki limfoblastycznej [5]. Nastepng mozliwoscig jest
badanie rearanzacji genu tancuchay receptora komorki T wystepujacej w wiekszosci
przypadkéw T-ALL i 40-70% B-ALL [8]. Majac odpowiednie oligonukleotydy
(primery, czyli startery) rozpoznajagce zmienne sekwencje antygenu receptora y8
komérki T mozemy je wykorzysta¢ w wiekszosci przypadkoéw ostrej biataczki lim-
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foblastycznej. Zaleta metody PCR jest jej czuto$¢ przewyzszajgca o kilka rzedow
wielkosci tradycyjne metody diagnostyczne (cytochemiczne czy immunologiczne).
Czutos¢ tej techniki w wykrywaniu komarek blastycznych jest okre$lanajako 0,001-
0,0001%, co jest ogromnym skokiem w poréwnaniu z czuto$cig cytometru przepty-
wowego, ktorego mozliwosci sg ograniczone do 1% [3], a zwiekszenie jego czutosci
jest dos¢ czasochtonne. Dzieki uzyskaniu ( z bakterii Thermus aquaticus zyjacej w
gejzerach) termostabilnej polimerazy DNA mozna caty proces amplifikacji technikg
PCR przyspieszy¢, co zwieksza znacznie efektywno$¢ tej metody. Z dmgiej strony
wysoka nadmierna czuto$¢ PCR stwarza pewne problemy. Nadkazenie materiatu
nawet nieznaczng iloscig “obcego” DNA moze da¢ wynik fatszywie dodatni i prowa-
dzi¢ do amplifikacji zanieczyszczonego materiatu [13].

Probuje sie temu zapobiec poprzez przeprowadzanie ekstrakcji DNA, sekwen-
cjonowanie prébek i amplifikacje w oddzielnych, odizolowanych pomieszczeniach.
Konieczne jest réwniez przeprowadzanie negatywnej kontroli oraz oceny aktywnosci
polimerazy i jakosci matrycowego DNA. W chwili obecnej pomimo niezwykiej
czutosci i szybkosci PCR nie jest mozliwe wprowadzenie tej metody w Polsce do
rutynowego diagnozowania i monitorowania resztkowej choroby biataczkowej z
uwagi na koszty i niewielkg liczbe pracowni biologii molekularnej. Podobnie nie
mozna zastosowa¢ do rutynowych badan préb z koloniami blastycznymi i oceng
klonalng proliferacji. Czuto$¢ wykrywania komé ck blastycznych wséréd prawidto-
wych morfologicznie komérek szpiku oraz stwierdzenia ich klonalnosci jest zblizona
do czutosci metod biologii molekularnej [1]. W niekt6érych badaniach stwierdzono u
chorych z nowotworami uktadu krwiotworczego w catkowitej remisji i prawidtowym
morfologicznie szpikiem obecnos¢ linii komorkowych pochodzenia nowotworowego
w odpowiednio przygotowanych hodowlach komérek szpikowych. Odsetek chorych
z wykrytg resztkowg choroba wahat sie od 17% do 50% zaleznie od rodzaju rozrostu
[2]. Wada tej metody sg trudnosci w uzyskaniu wzrostu komorek nowotworowych
pomimo stosowania réznych podtozy hodowlanych. W przypadku ostrych biataczek
podtoza wymagajg odpowiednich czynnikow wzrostu zaleznych od stopnia zréznico-
wania komorek blastycznych. W przypadku ostrej biataczki szpikowej czynnikami
stymulujacymi wzrost kolonii sg interleukiny: 3,5,6,GM-CSF,G-CSF, rzadziej M-
CSF czy erytropoetyna, zaleznie od stopnia zréznicowania komérek blastycznych [1].
Odpowied? na interleukine 5 obserwowano gtowi e w podtypie cytogenetycznym z
translokacjg t(8;21)(q22;922) [12].W niektdrych przypadkach ostrej biataczki lim-
foblastycznej (AML) komorki majg zdolnosci autokrynnego wydzielania “wtasnych”
czynnikéw wzrostu i nie wymagajg stymulacji z zewnatrz.

Komérki B- i T-ALL odpowiadajg w hodowli na interleukine 7, B-ALL reaguje
na interleukine 3 [13].W niewielkiej ilosci przypad 6w T-ALL komorki sa pobudzane
przez interleukine 2 i4 lub nie potrzebujg stymi la p z zewnatrz [9] .Wadg wszystkich
préb z koloniami blastycznymi jest czasochton no<5i trudnosci w uzyskaniu wzrostu
komarek biataczkowych. Dzieki postepowi w diagnostyce immunologicznej i cyto-
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genetycznej mozliwe jest obecnie rozpoznanie i monitorowanie MRD. Konieczne sg
jednak dalsze wieloosrodkowe randomizowane proby w celu okreslenia znaczenia
klinicznego i optymalnego postepowania terapeutycznego w MRD. Whnikliwej ocenie
powinny by¢ poddane réwniez proby leczenia immunomodulacyjnego z uzyciem
cytokin, takich jak IL-2 czy interferony. Niestety duzy koszt tych cytokin uniemozli-
wia szersze ich zastosowanie do badan klinicznych.
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EFEKTY UBOCZNE PO PODANIU
PARENTERALNYM OLIGONUKLEOTYDOW
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Streszczenie: W pracy przedstawiono efekty uboczne spotykane po parenteralnym podaniu fosfotiolo-
wych pochodnych oligonukleotydéw antysensowych zwierzetom, uwzgledniajac parametry hematolo-
giczne, biochemiczne oraz zmiany narzadowe stwierdzane w badaniu autopsyjnym. Opisano takze
zmiany narzadowe po podaniu wysokich dawek oligomeréw (toksycznos¢ ostra). Przedstawiono takze
teoretyczne podstawy strategii antysensdéw, problemy zwigzane ze zwigekszeniem ich efektywnosci
biologicznej, farmakokinetyke oraz wyniki stosowania oligonukleotydéw na zwierzecych modelach
doswiadczalnych.

Stowa /c/wczoweioligonukleotydy, biodystrybucja, toksycznosé

Summary: Side effects after parenteral administration of antisense oligonucleotides, including haemato-
logical parameters, biochemistry and organic changes in autopsy were discussed in this paper. Acute
toxicity was described here too. The different aspects of antisense strategy concerning theoretical bases,
biochemistry, biological activity and pharmakokinetics are described in first part of this paper. This paper
also includes the review of the first trials of oligomer application in animal models.

Key words: oligonucleotides, biodystribution, toxicity

Powszechnie wiadomo, ze u podtoza schorzeh nowotworowych lezg zaburzenia w
prawidtowej ekspresji materiatu genetycznego pojedynczych komdérek. Uwaza sieg, ze
zaburzenia te mozna podzieli¢ na 2 podstawowe grupy [40,41], Pierwsze z nich sg
wynikiem uszkodzenia kodu genetycznego genéw hamujacych proliferacje komérek,
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tzw. antyonkogenéw. Powodujg one, ze komorki przestajg wytwarza¢ pewne biatka
wazne w negatywnej regulacji cyklu komérkowego. Druga grupa zaburzen polega na
nadmiernej ekspresji genéw pobudzajgcych namnazanie komorek, czyli tzw. protoon-
kogenéw, co stanowi punkt wyjScia molekularnych podstaw terapii antysensowej,
polegajacej na blokowaniu nieprawidtowej ekspresji protoonkogenéw za pomoca
swoistych oligonukleotydow.

Strategia ta budzi pewne nadzieje na znalezienie “ztotego $rodka” w onkologii
klinicznej. Za pomocg odpowiednio przygotowanych oligonukleotydéw mozna bo-
wiem hamowac ekspresje $ciSle okreSlonych gendw, lezacych u podioza danego
schorzenia, co bytoby leczeniem przyczynowym napoziomie molekularnym. Ponadto
terapia ta wydaje sie nie$¢ mate ryzyko powiktan narzagdowych ze wzgledu na swoja
specyficznosé, tj. wigzanie tylko przez okres$lone geny, co jest nie bez znaczenia,
biorac pod uwage konwencjonalne metody leczenia zapomocg chemio- i radioterapii.
Najwazniejsze, ze stosujac powyzszg strategie, prawdopodobnie bedzie mozna leczyé
wiele chordb, wobec ktérych dotychczasowe metody leczenia okazujg sie by¢ bezsilne
[41].

MOLEKULARNE PODSTAWY TERAPII ANTYSENSOWEJ

Jak wiadomo, informacja genetyczna zakodowana jest w genach, ktére mieszczg
sie w chromosomalnym DNA. Z chwilg, gdy gen ulega ekspresji, informacja zawarta
w sekwencji nukleotydéw chromosomalnego DNA zostaje przepisana w procesie
transkrypcji na komplementarng ni¢ pre-mRNA, ktora nastepnie zostaje “oczyszczo-
na” z niekodujacych odcinkéw nukleotydéw, zwanych intronami w procesie wycina-
nia i sktadania (splajcing). Dojrzaty czynnosciowo RNA opuszczajgdro komorkowe
i wnika do cytoplazmy, gdzie w procesie translacji sekwencje nukleotydow zostaja
“przepisane” w rybosomach na odpowiednig sekwencje aminokwasow, tworzacych
faincuch peptydowy.

Syntetyczne oligonukleotydy moga wptywac na ekspresje genu na wszystkich jej
poziomach: moga utozy¢ sie w wielkiej bruzdzie podwojnej spirali DNA iprzytaczyé
do komplementarnej sekwencji sensu jednej nici, tworzac potrojng spirale i blokujac
ekspresje genu na poziomie transkrypcji [27,31,44]. Moga tez, co jest najczesciej
wykorzystywane w praktyce, swoiscie hybrydyzowac¢ do komplementarnej sekwencji
sensu w czasteczce mRNA i w ten sposob blokowac translacje [44,53]. Ogolnie
ujmujac oligomery antysensowe okazaty sie skuteczne w blokowaniu ekspresji genéw
kodujacych biatka, bedace: czynnikami wzrostowymi [8,25,43,63], receptorami
powierzchniowymi komérki [29,36,37,39,55], molekutami adhezyjnymi [8], drugimi
przekaznikami informacji [19,33,46,49,50,51,52,53], czynnikami transkrypcyjnymi
[7,10,11,13,20,34,35,66,68], enzymami [59], biatkami transportowymi i strukturalny-
mi [59,44].



EFEKTY UBOCZNE ANTYSENSOW 417

BIOCHEMIA OLIGOMEROW ANTYSENSOWYCH

Oligonukleotydy antysensowe sg krdtkimi odcinkami syntetycznego DNA, dtugo-
§ci 10-30 par zasad. Przyjmuje sie, ze oligomer dtugosci 15-17 par zasad bedzie juz
posiadatunikalng sekwencje, niepowtarzalng w catym genomie ludzkim [44,64]. Zbyt
krétki tancuch moze by¢ wigzany nieswoiscie przez takie same lub podobne sekwen-
cje na czasteczkach mRNA innych genow, natomiast zbyt dtugi gorzej wnika do
komérki i tatwiej ulega rozpadowi [41].

Ze wzgledu na matg stabilno$¢ oligomerdw fosfodwuestrowych, ktére saniszczone
w ptynach ustrojowych przez endonukleazy oraz 3’ i 5’ egzonukleazy, probuje sie
dokona¢ szereg modyfikacji chemicznych, zwilaszcza mostka fosfodwuestrowego,
podstawiajagc w miejsce atomu wodoru m.in. siarke lub reszte metylowg. Uzyskane w
ten sposob pochodne fosfotiolowe i metylofosfonianowe sg znacznie bardziej oporne
na degradacje [30,58,69,71,72].

Rownie waznym problemem zwigzanym z praktycznym wykorzystaniem antysen-
sOw jest zwiekszenie ich wchtaniania dokomérkowego. Ogolnie ujmujac oligomery
antysensowe, z wyjatkiem metylofosfonianowych pochodnych, sg polianionami [59],
w zwigzku z czym nie mogg przenikac biernie przez btone komoérkowa.Transport ich
jest procesem aktywnym opartym na endocytozie i/lub pinocytozie [58,16]. Opisano
takze biatko o masie 80 kDa [59,26], ktére wydaje sie petnic role receptora btonowego
dlaoligomerow, aczkolwiek jego prawdziwa funkcja nie jestjeszcze w petni poznana.
Dla zwigkszenia dokomdrkowego przenikania oligomeréw taczy sie je z ré6znymi
zwigzkami chemicznymi, m.in. cholesterolem, co zwieksza ich wchianianie ok.
czterokrotnie nadrodze internalizacji tego kompleksu przez receptordla LDL. Prébuje
sie tez modyfikacji samego taficucha np. przez 3’ metylacje, co prowadzi do zmniej-
szenia og6lnego tadunku czasteczki i szeSciokrotnego zwiekszeniajej przenikania do
komarki [62]. Prébuje sie takze stymulacji komérek za pomocg czynnikéw wzrosto-
wych, co prowadzi do zwiekszenia wychwytu oligomerow [24].

POTENCJALNE MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA
OLIGONUKLEOTYDOW ANTYSENSOWYCH
W MEDYCYNIE KLINICZNEJ

Prowadzone dotychczas badania zaréwno in vitro, jak i in vivo nad praktycznym
wykorzystaniem antysensow, daty obiecujgce efekty w nastepujacych dziedzinach:

*Onkologii klinicznej. Oligomery antysensowe skierowane przeciwko protoon-
kogenom c-myb [38] i bcr-abl [53] i c-myc [54] powodowaty wolniejszy wzrost
komoérek ludzkiej przewlekiej biataczki szpikowej u myszy. Oligomery antysensowe
skierowane przeciwko protoonkogenowi c-myb hamowaty réwniez wzrost ludzkiego
czerniaka [20] i komérek raka jelita grubego [41]. ROwniez obiecujgce sg proby



418 A. P. BIALEK, T. SKORSKI

usuwania komorek biataczkowych ex vivo ze szpiku kostnego przed autoprzeszcze-
pami, zwtaszcza w przewlekiej biataczce szpikowej [6].

*Profilaktyce restenozy naczyr wiericowych po angioplastyce. Oligomery antysen-
sowe skierowane przeciwko protoonkogenom c-myb, c-myccdc2, PCNA, podane
miejscowo w czasie angioplastyki hamowaty niepozadang proliferacje miocytow
$ciany naczyniowej po zabiegu [5,32,57].

*Neurologii. Oligomery antysensowe przeciwko genom receptora metyloaspara-
ninowego[65] moga mie¢ praktyczne zastosowanie w leczeniu udaréw mézgu,
zmniejszajac ognisko uszkodzenia tkanki nerwowe;j.

*Wirusologii i parazytologii. Wykazano efekt hamujacy oligomerdéw antysenso-
wych naproliferacje wiruséw: opryszczki typu 1[56], nabytych zespotéw niedoboréw
immunologicznych [3], grypy, wirusa wywotujgcego brodawczaki [15] oraz pozytyw-
ny wpltyw w leczeniu malarii [59].

FARMAKOKINETYKA OLIGOMEROW ANTYSENSOWYCH

Zaawansowane sg prace dotyczace farmakokinetyki oligomeréw podawanych
parenteralnie. Dotyczg one gtdwnie pochodnych fosfotiolowych. Zgodnie z dotych-
czasowymi doniesieniami, farmakokinetyka oligomeréw opisywana jest przez dwu-
fazowy model, z ti/2a =20-25 min, ktéry odpowiada biodystrybucji narzadowej, oraz
tl/2R =27-41godz., w ktérym zachodzi eliminacja z ustroju [16,21,58]. Wzglednie
dtugi okres pozanaczyniowej obecnosci oligonukleotyddéw, odpowiada prawdopo-
dobnie ich penetracji wewngtrzkomadrkowej, co potwierdzajg badania in vitro [22] .
Po okoto 72 godzinach wiekszos¢ podanych oligomerdw zostaje wydalona z moczem.
Z katem wydala sie mniej niz 1%. Wiekszo$¢ badaczy jest zgodna, ze degradacja
fosfotiolowych oligomerdw in vivo jest stosunkowo niska [2,21].

Udziat procentowy poszczegdlnych narzadoéw w biodystrybucji przedstawia sie
nastepujaco: w 3 godz. po podaniu i.v., watroba 14%,tkanka ttuszczowa 15%, mie$nie
13%, nerki 2,5%, $ledziona 0,3%, w 12 godz. - watroba 41%, nerki 5%, tk.thuszczowa
5%, sledziona 0,7% [21].

EFEKTY UBOCZNE PO PODANIU FOSFOTIOLOWYCH
POCHODNYCH OLIGONUKLEOTYDOW ANTYSENSOWYCH

Oligomery antysensowe moga dziata¢ toksycznie zaréwno specyficznie, jak i
niespecyficznie. Dziatanie specyficzne wynika z blokowania ekspresji genu, przeciw-
ko ktéremu sg skierowane nie tylko w komaorkach chorych, ale tez i w zdrowych. Efekt
koncowy tego dziatania zalezy od réznicy we wrazliwosci na zniesienie ekspresji
danego genu pomiedzy komérkami zdrowymi i chorymi. Efekt niespecyficzny wyni-
ka natomiast z ich dziatania jako zwigzku chemicznego, nie wystepujgcego fizjologi-
cznie w organizmie [42].
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W badaniach toksykologicznych pochodne fosfotiolowe oligonukleotydéw anty-
sensowych podawano zwierzetom powtarzanymi dawkami 50-100 mg/kg dootrzew-
nowo [47], kt6re skutecznie hamowaty proliferacje nowotworowa we wczesniejszych
badaniach in vivo [20,38,53].

U badanych zwierzat wystgpit spadek masy ciata, refleksu, aktywnosci psycho-
motorycznej oraz hipotermia, ktore to objawy nasilaty sie proporcjonalnie do dawki
podanych oligomeréw. Zaréwno w badaniach przyzyciowych jak i autopsyjnych,
najsilniejsze dziatanie uboczne stwierdzano w narzgdach o najwiekszym stopniu
wchianiania oligonukleotydéw, tj. w watrobie, nerkach, jak réwniez w szpiku kost-
nym, gdzie przenikanie to jest stosunkowo nizsze.

Zmiany w nerkach polegaty na mato lub $rednio nasilonym wieloogniskowym
zwyrodnieniu cewek z towarzyszacg eozynofilig w niektorych cewkach kretych oraz
na naciekach mononukleamych i z komérek mieszanych w torebce $r6dmigzszu
miedniczek. W Zzadnym z dotychczas przeprowadzonych badan nie monitorowano
przyzyciowo parametrow wydolnosci nerek.

Watroba zwierzat leczonych antysensami wykazywata niewielkie uszkodzenia,
objawiajace sie powiekszeniem narzadu oraz 2-3-krotnym podwyzszeniem poziomu
transaminaz asparaginowej i alaninowej, bez enzymatycznych parametréw cholestazy
i hiperbilirubinemii. W badaniu histo-patologicznym wykazano wieloogniskowe
zwyrodnienie hepatocytéw i/lub martwice wraz z naciekami zapalnymi oraz wybitng
hipertrofie i hiperplazje komorek Kupffera. W niektérych wypadkach komoérki Kupf-
fera wraz z kragzacymi makrofagami tworzyty wybitne skupiska zatokowe i/lub
naczyniowe (podsrédnabtonkowe / okotonaczyniowe). Stwierdzano réwniez okotow-
rotne nacieki komorek jednojadrowych oraz hematopoeze pozaszpikowa. Tak wiec
wzrost masy watroby moze by¢ odbiciem naciekdw zapalnych iprzerostem komérek
Kupffera, zmiany za$ morfologiczne korespondujg z niewielkim wzrostem enzymow
watrobowych. Wydaje sie wiec, ze cho¢ wchtanianie oligomeréw do watroby siega
42%, nie jest ona przez nie znamiennie uszkadzana, a uszkodzenie to nie jest zalezne
od podanej dawki [21,47,58].

Rowniez powiekszenie sledziony moze byé spowodowane gtéwnie przez ekspan-
sje biatej i czerwonej miazgi, ktora jest spowodowana hematopoeza pozaszpikowg
(linii erytrocytamej, granulocytamej, megakariocytamej) i histiocytoza w czerwonej
miazdze oraz grudkowym rozrostem limfoidalnym (komorki B) i rozrostem okoto-
tetniczkowym (komorki T). Wraz ze zwigkszeniem podanej dawki pojawialy sie
nacieki makrofagowe wtorebce $ledziony. Niektdrzy badacze podkre$laja, ze zmiany
te s charakterystyczne tylko dla niektdrych sekwencji nukleotydow, podczas gdy inne
nie powodujg powiekszenia $ledziony [21].

Niezaleznie od podanej dawki, u wszystkich zwierzat wystgpita trombocytopenia
[42,59], ze zwiekszeniem objetosci ptytek, niewielkg leukocytoza i granulocytoza.
Zmiany te sg odbiciem funkcji szpiku kostnego, gdzie stwierdzano zmniejszenie
liczby megakariocytéw oraz wzgledny wzrost granulopoezy nad erytropoeza (co
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koresponduje z pozaszpikowg hematopoezg w watrobie i $ledzionie). Trombocytope-
nia wskazuje, ze oligonukleotydy, upo$ledzajgc tworzenie ptytek, dziatajg jak inne
polianiony (np. suramina, heparyna), ktére mogg wywota¢ trombocytopenie, zwlasz-
czauchorych zuszkodzeniem szpiku w przebiegu chordb rozrostowych lub w wyniku
wczesniejszej terapii [59]. Nalezy tez zwr6ci¢ uwage, ze trombocytopenia utrzymy-
wata sie pomimo kompensacyjnej hematopoezy. Opisane zmiany wskazuja, ze szpik
kostny jest jednym z narzagdéw o najwiekszej wrazliwosci na toksyczne dziatanie
oligonukleotydéw, pomimo wzglednie niskiej ich tam penetracji.

W nadnerczach stwierdzano niewielkie zmiany o charakterze zwyrodnienia, mar-
twicy, zwlaszcza w warstwie siateczkowatej kory, ktére byty proporcjonalne do
przyjetej dawki. Podobnie niewielkie zmiany obserwowano w grasicy, gdzie wyste-
powato zmniejszenie ilosci tymocytéw oraz limfoliza. W trzustce wystepowaty $réd-
migzszowe i okototrzustkowe nacieki makrofagowe, ktore pojawity sie niezaleznie
od dawki. W narzgdach jamy brzusznej oraz miednicy matej stwierdzono wieloogni-
skowe nacieki makrofagowe (wzdtuz catego przewodu pokarmowego, gruczotdw
ptciowych, zwiaszcza najadrzy). W weztach chtonnych sieci wystapita histiocytoza
zatokowa z limfoliza, natomiast skéra w miejscu iniekcji wykazywata rdwniez nacieki
makrofagéw. Powyzsze zmiany wiaze sie z podraznieniem otrzewnej zwigzanym z
dootrzewnowym podaniem oligonukleotydow oraz mimowolnym ich podaniem $rod-
skdmym podczas iniekcji i.p.

Zwiekszenie dootrzewnowej dawki oligonukleotydow do 150 mg/kg masy ciata
prowadzito do nasilenia sie objawow ubocznych, co byto przyczyng $mierci wiekszo-
§ci zwierzat w przeciggu 2-4 dni [1,18]. Dawka 640 mg/kg powodowata zgon po kilku
minutach [1,18].

Badaniem autopsyjnym stwierdzano u tych zwierzat oprocz zmian opisywanych
powyzej, ktére byty bardziej nasilone, ciezkie uszkodzenie nerek imie$nia sercowego,
a takze zmiany w innych narzadach charakterystyczne dla ostrej reakcji na stres.

W nerkach stwierdzano rozlegta martwice kory (martwica ktebuszkow i cewek z
utratg btony podstawnej) i/lub ostrg martwice cewek (bez zajecia kiebuszkow) z
obecnoscig wateczkéw szklistych i komorkowych, mineralizacjg cewek i duzych
obszaréw krwotocznych, obejmujacych wiekszg czes¢ kory i rdzenia.

Zmiany w sercu polegaty na wieloogniskowej martwicy ze zwapnieniami, co
wskazywatoby na dokonany zawat. Ptuca tych zwierzat wykazywaty rozlane prze-
krwienie oraz, w niektérych przypadkach, ptyn wjamie optucnej przy braku w niej
zmian zapalnych.

W watrobie obserwowano atrofie hepatocytéw, za$ w $ledzionie dodatkowo
limfolize okototetniczkowa, ktéra jest charakterystyczna dla terminalnych stanéw
wywotanych ostrym bodzcem (stresem). Na pod>Lawie opisanych zmian uwaza sie,
ze przyczyng Smierci zwierzat, ktérym podawano bardzo duze dawki pochodnych
fosfotiolowych oligonukleotydéw antysensov ydi byta ostra niewydolno$¢ nerek
wywotana martwicg kory i/lub ostrg martwicg cewek. Nie jest jednak jednoznaczne
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czy opisane zmiany morfologiczne maja charakter pierwotny czy wtérny, np. w
wyniku wstrzasu kardiogennego, co mogg sugerowaé¢ zmiany w miesniu sercowym i
ptucach.

Nalezy tez wspomnie¢, ze w jednym przypadku zwierzecia leczonego niskimi
dawkami fosfotiolowych oligomer6éw, nastagpita $mier¢ w 5 dniu kuracji, w wyniku
krwotoku do przewodu pokarmowego i drdg oddechowych, co wydaje sie jednak by¢
efektem matoptytkowosci a nie bezposrednim dziataniem toksycznym na te uktady
[21].

PODSUMOWANIE

Obserwowane efekty uboczne oligonukleotydéw antysensowych zalezg nie tylko
od dawki, gdyz w niektérych osrodkach nie obserwowano efektow toksycznych po
wstrzyknieciu 50-150 mg/kg [2]. Sugeruje to, ze efekty uboczne mogg zaleze¢ takze
od sekwencji oligonukleotyddw i stopnia ich oczyszczenia, drogi podania oraz stanu
zdrowia organizmu. Przeprowadzone badania dotyczace efektéw ubocznych oligonu-
kleotydow antysensowych wskazujg na ich niskg toksyczno$¢ w dawkach terapeuty-
cznych, aczkolwiek wyniki te wymagajg dalszego potwierdzenia. Badania te sg nadal
intensywnie prowadzone inadal pozostaje do rozstrzygniecia wiele kwestii, m.in. czy:

*Opisane zmiany sg charakterystyczne dla okre$lonej sekwencji oligomerow.

*Zmiany w narzgdach sgzalezne od drogi podania leku (opisano podawanie duzych
dawek oligomerdw podskdrnie lub miejscowo, nie obserwujgc efektow toksycznych
[2,23,67]).

*Zmiany te sg charakterystyczne tylko dla pochodnych fosfotiolowych (ukazato
sie kilka opracowan dotyczacych metylofosfonianowych pochodnych, ktére wykazu-
ja niewielkie efekty uboczne [63]).

*Uda sie zsyntezowaé antysensy o duzo wiekszym potencjale terapeutycznym
(silniejsze dziatanie swoiste przy mniejszych efektach ubocznych).

Wyniki prowadzonych badan pozwalaja mie¢ nadzieje, ze oligonukleotydy anty-
sensowe moga okaza¢ sie skutecznymi i stosunkowo mato toksycznymi lekami
przeciwnowotworymi w praktyce klinicznej XXI wieku.

BIBLIOGRAFIA

[1JAGRAWAL S, GOODCHILD J, CIVEIRA MP, THORNTON AH, SARIN PS, ZAMECNIK
PC. Oligodeoxynucleoside phosphoramidates and phosphorothioates as inhibitors of human
immunodeficiency virus. Proc Natl Acad Sci USA 1988; 85:7079-7083.

[2] AGRAWAL S, TEMSEMANI J, TANG JY. Pharmacocinetics, biodistribution and stability
of oligodeoxynucleotide phosphorothioates in mice. Proc Natl Acad Sei USA 1991 ;88: 7595-
7599.



422 A. P. BIALEK, T. SKORSKI

[3] AGRAWAL S, TANG JY. GEM 91 - An antisense oligodeoxynucleotide phosphorothioate
as a specific therapeutic agent for AIDS. Antis Res Develop 1992; S 2: 260-266.

[4] BAYEVERE, IVERSEN P, SMITH L, SPINOLO J, ZON G. Guest editorial: Systemic human
antisense therapy begins. Antis Res Develop 1992; 2:109-110.

[5] BENETT MR, ANGLIN S, McEVAN JR, JAGOE R, NEVBY AC, EVAN GI. Inhibition of
vascular smooth muscle cell proliferation in vitro and in vivo by c-myc antisense oligodeoxy-
nucleotides. J Clin Invest 93:820-828.

[6] CALABRETTA B, SIMS RB, VALTIERI M, CARACCIOLO D, SZCZYLIK C, VENRU-
RELLID, RATAJCZAK M, BERAN M, GEWIRTZ AM. Normal and leucemic hematopoietic
cell manifest differential sensitivity to inhibitory effect of c-myb antisense oligodeoxynucleo-
tides: An in vivo study relevant to bone marrow purging. Proc NatlAcad Sei USA 1991 ;88:2351-
2355.

[71 CALABRETTA B, SKORSKI T, ZON G. Antisense oligodeoxynucleotides. Seminars in
Cancer Biology 1992; 3:391-398.

[8] CARDOSO AA, LI MA, BATARD P, HATZFELD A, BROWN EL, LEVESQUE JP,
SOOKEDO H, PANTERNE B, SANSIL VESTRINI P, CLARC SC, HATZFELD J.Release
from quiescence of CD34+ CD38“ human umbilical cord blood cells reveals their potentiality
of engraft adults. Proc Natl Acad Sei USA 1993;90: 8707-8711.

[9] CHIANG MY, CHAN H, ZOUNES MA, FREIER SM, LIMA WF, BENNETT CF. Antisense
oligonucleotides inhibit intercellular adhesion molecule 1 expression by two distinct mecha-
nisms. J Biol Chem 1991 ;266:18162-18171.

[10] CHIASSON BJ,HOOPER ML, MURPHY PR, ROBERTSON HA. Antisense oligonucleotide
eliminates in vivo expression of c-fos in mammalian brain. Eur J Pharmacol Mol Pharmacol
1992; 227:451-453.

[11] CITRO G, PERROTTID, CUCCO C, D’AGNANO SACCHI A, ZUPIG, CALABRETTA
B. Inhibition of leucemia cell proliferation by receptor-mediated uptake of c-myb antisense
oligodeoxynucleotides. Proc Natl Acad Sei USA 1992; 89: 7031-7035.

[12] CLARENC JP, DEGOLS G, LEONETTI JP, MILHAUD P, LEBLEU B. Delivery of antisense
oligonucleotides by poly(L-lysine) conjugation and liposome encapsulation. Anti Cancer Drug
Design 1993; 81-94.

[13] COLLINS JF, HERMAN P, SCHUCH CH, BAGBY GC. C-myc antisense oligonucleotides
inhibit the colony forming capacity of colo320 colonic carcinoma cells. J Clin Invest 1992; 89:
1523-1527.

[14] COLMAN A. Antisense strategies in cell and developmental biology. J Cell Sei 1990; 97:
399-4009.

[15] COWSERT LM, FOX MC, ZON G, MIRABELLI CHK. In vitro evaluation of phosphoro-
thioate oligonucleotides target to the E2 mRNA of papillomavirus: Potential treatment for
genital warts. Antimicrob Agents and Chemother 1993; 37: 171-177.

[16] GAO W, STORM C, EGAN W, CHENG Y. Cellular pharmacology of phosphorothioate
homooligodeoxynucleotides in human cells. Mol Pharm\992\ 43:45-50.

[17] GOODARZIG, WATABE M, WATABE K. Binding of oligonucleotides to cell membranes
at acid pH. Biochem Biophys Res Commun 1991; 181: 1343-1351.

[18] GOODCHILD J, AGRAWAL S, CIVEIRA MP, SARIN PS, SUN D, ZAMECNIK PC.
Inhibition of human immunodeficiency virus replication by antisense oligonucleotides. Proc
Natl Acad Sei USA 1988; 85: 5507-5511.

[19] GRAY GD, HERNANDEZ OM, HEBEL D, ROOT M, POW-SANG JM, WICKSTORM E.
Antisense DNA inhibition of tumor growth induced by c-Ha-ras oncogene in nude mice. Cancer
Res 1993; 342: 254-255.

[20] HIJIYA N, ZHANG J, RATAJCZAK MZ, DeRIEL K, HERLYN M, GEWIRTZ AM. The
biologic and therapeutic significance of c-Myb expression in human melanoma. Proc Natl Acad
Sei USA 1994,91: 4499/1503.



EFEKTY UBOCZNE ANTYSENSOW 423

[21] IVERSEN P, MATA J, TRACEWELL WG, ZON G. Pharmacokinetics of an antisense
phosphorothioate oligodeoxynucleotide against rev from human immunodeficiency virus type
1in the adult male rat following single injections and continuous infusion. Antisense Res Dev
1994; 4:43-52.

[22] IVERSEN PL, ZHU S, ZON G. Cellular uptake and subcellular distribution of phosphoro-
thioate oligonucleotides into cultured cells. Antisense Res Dev 1992; 2: 211-222.

[23] IVERSEN P. In vivo studies with phosphorothioate oligonucleotides: rationale for systemic
therapy. In: Crooke ST, Lebleu B(eds) Antisense Res Appl 1993; 461-469.

[24] KRIEG AM, GMELING-MEYLING F, GOURLEY MF, KISCH WJ, CHRISEY LA, STE-
INBERG AD. Uptake of oligodeoxyribonucleotides by limphoid cells is heterogeneous and
inducible. Antisense Res Dev 1991; 1:161-171.

[25] LEVY Y, TSAPIS A, BROUET JC. Interleukin-6 antisense oligonucleotides inhibit the
growth of human myeloma cell lines. J Clin Invest 1993; 88:696-699.

[26] LOKE SL, STEIN CA, ZHANG XH, MORI K, NAKANISHIM, SUBASINGHE C, COHEN
JS, NECKERS LM. Characterization of oligonucleotide transport into living cells. Proc Natl
Acad Sei USA 1989; 86: 3474-3478.

[27] MAHER JL, WOLD B, DERVAN PB. Inhibition of DNA binding proteins by oligonucleo-
tide-directed triple helix formation. Science 1989; 245:725.

[28] MARTI G, EGAN W, NOGUCHI P, ZON G, MATSUKURA M, BRODER S. Oligodeoxyri-
bonucleotide phosphorothioate fluxes and localization in hemapoietic cells. Antisense Res Dev
1992; 2:27-309.

[29] METHIA N, LOUACHE F, VAINCHENKER W, WENDLING F. Oligonucleotides antisense
to the proto-oncogene c-mpl specifically inhibit in vitro megakaryocytopoiesis. Blood 1993;
82: 1395-1401.

[30] MILLER PS. Oligonucleotide methylophosphonates as antisense reagents. Biotechnology
1991; 9:358.

[31] MOFFAT AS. Triplex DNA finally comes of age. Science 1991; 252: 1374-1375.

[32] MORISHITA R, GIBBSON GH, ELLISON KE, NAKAJIMA M, ZHANG M, KANEDA Y,
OGIHARA T, DZAU VJ. Single intraluminal delivery of antisense cdc2 kinase and prolifera-
ting-cell nuclear antigen oligonucleotides results in chronic inhibition of neointimal hyperplasia.
Proc Natl Acad Sei USA 1993; 90: 8474-8478.

[33] MUKOPHADHYAY T, TAINSKY M, CAVENDER AC, ROTH JA. Specific inhibition of
K-ras expression and tumorigenicity of lung cancer cells by antisense RNA. Cancer Res 1991;
51: 1744-1748.

[34] NIEBOROWSKA-SKORSKA M, RATAJCZAK MZ, CALABRETTA B, SKORSKI T.The
role of c-myc protooncogene in chronic myelogenous leucemia. Folia Histochem Cytobiol 1994;
32:35-40.

[35] RASCHELLA G, NEGRONI A, SKORSKI T, PUCH S, NDEBOROWSKA -SKORSKA M,
ROMEO A, CALABRETTA B. Inhibition of proliferation by c-myb antisense RNA and
oligodeoxynucleotides in transformed neuroectodermal cell lines. Cancer Res 1992; 52: 4221-
4226.

[36] RATAJCZAK MZ, LUGER SM, DeRIEL K, ABRAHM J, CALABRETTA B, GEWIRTZ
AM. Role of the KIT protooncogene in normal and malignant human hematopoiesis.Proc Natl
Acad Sei USA 1992; 89: 1710-1714.

[37] RATAJCZAK MZ, LUGER S, GEWIRTZ AM. The c-kit protooncogene in normal and
malignant human hematopoiesis. IntJ Cell Cion 1992; 10: 205-214.

[38] RATAJCZAK MZ, KANT JA, LUGER SM, HIJIYA N, ZHANG J, ZON G, GEWIRTZ AM.
In vivo treatment of human leucemia in a seid mouse model with c-myb antisense oligodeoxy-
nucleotides. Proc Natl Acad Sei USA 1992; 89: 11823-11827.



424 A. P. BIALEK, T. SKORSKI

[39] RATAJCZAK MZ, KUCZYNSKI W, ONODERA K, MOORE J, RATAJCZAK J, KREGE-
NOW D, DeRIEL K, GEWIRTZ AM. A reappraisal of the role of Insulin Like Growth Factor
(IGF-1) in the regulation of the human hematopoiesis. J Clin Invest 1994 (w druku).

[40] RATAJCZAK MZ, URBANOWSKA E. Rola onkogenéw w nowotworzeniu. Pol Tyg Lek
1988; 47:753.

[41] RATAJCZAK MZ, SKORSKI T. Potencjalne mozliwosci i perspektywy wykorzystania
oligonukleotydéw w onkologii klinicznej. Pol Tyg Lek 1991; 48: 915-917.

[42] RATAJCZAK MZ, SKORSKI T. Perspektywy wykorzystania antysenséw w medycynie
doswiadczalnej i klinicznej. Post Biol Kom 1994; 2: 177-196.

[43] REISS K, PORCU P, SELL C, PIETRZYKOWSKI Z, BASERGA R. The insulin like growth
factor -1 receptor is required for the proliferation of hemopoietis cells. Oncogene 1992; 7:
2243-2248.

[44] RIODRAN ML, MARTIN JC. Oligonucleotide-based therapeutics. Nature 1991; 350: 442-
443,

[45] ROSOLEN A.1 WSP. Antisense of single copy N-myc expression results in decreased growth
without reduction of c-myc protein in neuroepithelioma cell line. Cancer Res 1990; 50: 6316.

[46] SAISON-BEHMOARAS T, TOCQUE B, REY I, CHASSIGNOL M, THUONG NT, HELE-
NE C. Short modified antisense oligonucleotides directed against Ha-ras point mutation include
selective cleavage of the mRNA and inhibit T24 cell proliferation. EMBO 1991;10:1111-1118.

[47] SARMDENTO UM, PERES JR, BECKER JM, NARAYANAN R. Invivo toxicological effects
of rel A antisense phosphorothioates in CD-I mice. Antisense Res Dev 1994; 4: 99-107.

[48] SIMONS M, EDELMAN ER, DeKEYSER JL, LANGER R, ROSENBERG RD. Antisense
c-myb oligonucleotides inhibit intimal arterial smooth muscle cell accumulation in vivo. Nature
1992; 359: 67-70.

[49] SKORSKI T, SZCZYLIK C, RATAJCZAK MZ, MALAGUARNERA L, GEWIRTZ AM,
CALABRETTA B. Growth factor-dependent inhibition of normal hematopoiesis by N-ras
antisense oligodeoxynucleotides. J Exp Med 1992; 175: 743-750.

[50] SKORSKI T, NIEBOROWSKA-SKORSKA M, BARIETTA C, MALAGUARNERA L,
SZCZYLIK C, CHEN ST, LANGE B, CALABRETTA B. Highly efficient elimination of
Philadelphia leucemic cells by exposure to bcr/abl antisense oligodeoxynucleotides combined
with mafosfamide. J Clin Invest 1993; 92:194-202.

[51] SKORSKI T, KANAKARAJ P, NIEBOROWSKA-SKORSKA M, RATAJCZAK MZ,
SZCZYLIK C, ARLINGHAUS RB, GEWIRTZ AM, PERUSSIA B, CALABRETTA B. p21G
GAP requirement in normal and malignant hematopoiesis. J Exp Med 1993; 178: 1923-1933.

[52] SKORSKI T, KANAKARAJ P, KU DH, NIEBOROWSKA-SKORSKA M, CANAANI E,
PERUSSIA B, CALABRETTA B . Negative regulation of pi20 GAP GTPase promoting
activity by p210 bcr-abl: implication for RAS dependent Philadelphia chromosome positive
cell growth. J Exp Med 1994 (w druku)

[53] SKORSKI T, NIEBOROWSKA-SKORSKA M, NICOLAIDES N, SZCZYLIK C, IVERSEN
P, 10ZZ0 RV, ZON G, CALABRETTA B. Supression of Philadelphia leucemia cell growth in
mice by bcr-abl antisense oligodeoxynucleotides. Proc Natl Acad Sei USA 1994; (w druku)

[54] SKORSKI T, NIEBOROWSKA-SKORSKA M, CAMPBELL K, 10ZZO RV, ZON G,
DARZYNKIEWICZ Z, CALABRETTA B. Leukemia treatment in SCID mice by antisense
oligonucleotides targeting cooperating oncogenes. Submitted.

[65] SMALL D, LEVENSTEIN M, KIM E, CAROW C, AMIN S, ROCKWELL P, WITTE L,
BURROW CH, RATAJCZAK MZ, GEWIRTZ AM, CIVIN CI. STK-1, the human homolog
of FIk-2/FIt-3, is selectively expressed in CD34+ human bone marrow cell and is involved in
the proliferation of early progenitor/stem cell. Proc Natl Acad Sei USA 1994; 91: 459-463.

[56] SMITH CC, AURELIAN L, REDDY M, MILLER PS, HOWLEY PM. Antiviral effect of an
oligo (nucleotidemetylophosphonate) complementary to the splice junction of herpes simplex
virus type 1immediate early pre-mRNAs 4 and 5. Biochemistry 1986; 83: 2787-2791.



EFEKTY UBOCZNE ANTYSENSOW 425

[57] SPEIR E, EPSTEIN SE. Inhibition of smooth muscle cell proliferation by an antisense
oligodeoxynucleotide targeting the messenger RNA encoding proliferating cell nuclear antigen.
Circulation 1992; 86: 538-547.

[58] STEIN CA, COHEN JS. Phosphorothioate oligodeoxynucleotide analogues. In: Oligodeoxy-
nucleotides. Antisense inhibitors of gene expresion. (Cohen JS, ed) Basingstoke, The Macmillan
Press Ltd. 1989; 97-117.

[59] STEIN CA, CHENG YC. Antisense oligonucleotide as therapeutic agents - is the bullet really
magical? Science 1993; 261: 1004-1012.

[60] STEIN CA. Antisense oligonucleotides - promises and pitfalls. Leucemia.The Macmillan
Press Ltd 1992; 10: 967-974.

[61] SZCZYLIK C, SKORSKI T, NICOLAIDES N, MANZELLA L, MALAGUARNERA L,
VENTURELLI D, GEWIRTZ AM, CALABRETTA B. Selective inhibition of leucemia cell
proliferation by bcr-abl antisense oligodeoxynucleotides. Science 1991; 253: 562-565.

[62] TEMSAMANI J, KUBERT M, TANG J, PADMAPR!YA A, AGRAWAL S. Cellular uptake
of oligodeoxynucleotide phosphorothioates and their analogs. Antisense Res Dev 1994; 4:
35-42.

[63] TROJAN J, JOHNSON THR, RUDIN SD, ILAN J, TIKOCINSKI M, ILAN J. Treatment and
prevention of glioblastoma by immunogenic C6 cells expressing antisense Insuline-like growth
factor-1 RNA. Science 1993; 259: 94-96.

[64] UHLMAN E, PEYMAN A. Antisense oligonucleotides: a new therapeutic principle. Chemical
Rev 1990; 90: 543-584.

[65] WAHLENSTEDT C, MERLO E, PICH M, KOOB GF, YEE F, HEILIG M. Modulation of
anxiety and neuropeptide Y-Y| receptors by antisense oligonucleotides. Science 1993b; 259:
528-531.

[66] WATSON PH, PON RT, SHIU RPC. Inhibition of c-myc expression by phosphorothioate
antisense oligonucleotide identifies acritical role for c-myc in the growth of human brest cancer.
Cancer Res 1991;51:3996-4000.

[67] WHITESELL L, ROSOLEN A, NECKERS LM. In vivo modulation of N-myc expression by
continuous perfusion with antisense oligonucleotide. Antisense Res Dev 1991;

[68] WICKSTORM EL, BACON TA, GONZALEZ A, FREEMAN DL, LYMAN GH, WIC-
KSTORM E. Human promyelocytic leucemia HL-60 cell proliferation and c-myc protein
expression are inhibited by an antisense pentadecadeoxynucleotide targeted against c-myc
RNA. Proc Natl Acad Sei USA 1988; 52: 6741-6745.

[69] WOOLF TM, JENNINGS CGB, REBAGLLATTIM, MELTON DA. The stability, toxity and
effectivenes of unmodified phosphorothioate antisense oligodeoxynucleotides in Xenopus
oocytes and embryos. Nuclei Acids Res 1990; 18: 1768-1769.

[70] YAKUBOW L, KHALED Z, ZHANG LM, TRUNEN A, VLASSOV V, STEIN CA.
Oligodeoxynucleotides interact with recombinant CD4 at multiple sites. JBiol Chem 1993; 268:
18818-18823.

[71] YASWEN P, STAMPFER MR, GROSH K, COHEN J. Effects of sequence of thioated
oligonucleotides on cultured human mammary epithelial cells. Antisense Res Dev 1993; 3: 67.

[72] ZON G. Oligonucleotide analogues as potential chemotherapeutic agents. Pharm Res 1988;
5: 539-549.

Otrzymano: 15.12.1995 r.

Przyjeto: 25.07. 1995 r.

Adres autora: Klinika Gastroenterologii Pomorskiej Akademii Medycznej
71-844 Szczecin, ul.Unii Lubelskiej 1



http://rcin.org.pl



RECENZJE

Cell Culture in Pharmaceutical Research. N. E. Fusenig, H. Graf (eds), Ernst
Schering Research Foundation, Workshop 11. Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg,
New York, London, Paris, Tokyo, Hong-Kong, Barcelona, Budapest, 1995 ISBN
3-540-58141-3.

Technika hodowli tkanek poczynita ogromne postepy w ciggu dwoch ostatnich
dziesiecioleci i zyskuje coraz szersze zastosowanie niemal we wszystkich dziedzinach
nauk przyrodniczych: od biologii komérki poprzez biologie molekularng do biotech-
nologii i zastosowania w hodowli roslin i zwierzat. Bogata juz literatura w tej
dziedzinie wzbogacita sie ostatnio o wartoSciowg pozycje “Cell Culture in Pharma-
ceutical Research”. Ksigzka zawiera obszerne referaty wygtoszone przez wybitnych
specjalistdw w naukach podstawowych iklinicznych na 11 Konferencji Warsztatowej
Fundacji Ernsta Scheringa. Organizatorzy wyszIli na przeciw pytaniom ostatnich
czasOw, w jakim stopniu model kultur tkankowych zdolny jest zastgpi¢ badania
prowadzone in vivo na zywych zwierzetach. Dobdr prelegentéw miat zapewnié
odpowiedzi na te pytania.

Ksigzka zawiera 13 wyktaddw prezentujacych zastosowanie modeli badawczych
uzytecznych w badaniach r6znicowania sie monocytéw in vitro, roli komoérek pnia w
kardiogenezie i miogenezie, badaniach zigcz szczelinowych bariery krew-mézg i
karcinogenezy. Zawiera modele hodowli komdrek nowotworowych do badan para-
krynowych iautokrynowych mechanizméw wzrostu w przerzutach nowotworowych,
modele badania angiogenezy, modele hodowli komdrek przysadki do badan regulacji
syntezy i wydzielania gonadotropin przez gonadalne steroidy, modele kokultur ko-
marek gruczotowych endometrium i komdrek stromalnych do badania modulacji
dziatania progesteronu na biatka wydzielane wektorialnie.

Hodowla tkanek jest metodg atrakcyjna, bowiem oferuje okreslone i dajgce sie
kontrolowac systemy biologiczne do badania podstawowych mechanizméw fizjologi-
cznych oraz proponuje metody rutynowe powtarzalne i tarisze niz eksperymenty
przeprowadzane na zwierzetach.

Szczeg6lng warto$¢ ma artykut wprowadzajacy N. E. Fuseniga, w ktérym autor
ocenia rosngce zapotrzebowanie farmakotoksykologii na testy oparte na technice
hodowli tkanek wynikajace z legislacyjnych restrykcji rzadéw i Unii Europejskiej
ograniczajacych eksperymentowanie na zwierzetach. Autor ocenia krytycznie bada-
niana liniach komorkowych tworzacych model dostarczajgcy wynikéw, ktore bywaja
nieporéwnywalne do sytuacji in vivo. Wyzej ceni hodowle pierwotne, poréwnywalne
ze stanem in vivo, jezeli obserwacje dotyczg stosunkowo krétkiego czasu od eksplan-
tacji tkanki, ocenia tez warto$¢ hodowli komdrek imortalizowanych i organotypo-
wych. Omawia bardziej szczegétowo ekwiwalentny model skdry jako przykiad
fizjologicznego systemu organotypowego in vitro. Kokultura keratynocytdw na ma-
trix z kolagenu | z fibroblastami zakotwiczonymi w tejze matrix stwarza warunki
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organotypowego rozwoju roznych rodzajow komorek skory. Obecnie jest to optymal-
ny model badania wzrostu i roznicowania sie prowadzacy do wytworzenia wielowar-
stwowego nabtonka o cechach strukturalnych i czynnos$ciowych naskérka in vivo.
Model taki jest takze dobrym narzedziem badania interakcji komérek nabtonkowych
1mezenchymalnych z udziatem cytokin i czynnikdw wzrostu. Szczegoty dotyczace
skonstruowania tego modelu i jego funkcjonowania oraz zastosowania go w bada-
niach karcinogenezy komérek ludzkich opisano w rozdziale 6 omawianej ksigzki.

Badanie miogenezy i kardiogenezy oparte na kulturach komérek macierzystych
wezta zarodkowego mysiej blastocysty pozwala obserwowac réznicowanie sie mio-
cytéw i badanie znaczenia i wptywu na kardiogeneze interakcji komdérkowych i
czynnikow wzrostu, takich jak: FGF, TGF beta, IGF, jak rowniez biatek substancji
miedzykomorkowej, takich jak: fibronektyna, vitronektyna, kolagen i laminina. Sy-
stem opisany w rozdziale 3 moze by¢ bardzo uzyteczny w badaniach farmakologicz-
nych lekéw chronotropowych, jak réwniez w badaniach czynnikéw kardiotoksy-
cznych w czasie embriogenezy in vitro. Wykifad 8 prezentuje model uzyteczny w
badaniach poszczeg6lnych etapdw angiogenezy, jak rowniez mechanizméw Kieruja-
cych tym procesem. Metody te dostarczaja niedrogich i efektywnych testéw alterna-
tywnych przydatnych takze dla skriningu oraz identyfikacji i oczyszczania nowych
czynnikow angiogenicznych.

Mahfoudi i wsp. w referacie 10 prezentujg bardzo interesujagcy model kokultury w
komorze dwuprzedziatowej komdrek nabtonkowych endometrium i komorek stromy
otaczajacych gruczoty endometrialne. System ten wykluczajacy bezposredni kontakt
2 roznych typow komorek sprawdza sie w badaniach interakcji parakrynowych.
Kultury komérek przysadki, komérek warstwy ziarnistej jajnika i nowotworéw gru-
czotu mlekowego sg wygodnymi, pewnymi, sprawdzonymi in vivo modelami badania
regulacji wydzielania gonadotropin, proliferacji i r6znicowania sie oraz dynamiki
receptoréw steroidowych. Fuseing akcentuje w swym wyktadzie znaczenie “fizjologii
in vitro” dla oceny wynikéw uzyskanych w hodowli tkankowej i ich intepretacji.
Zwraca uwage na czeste ignorowanie faktu, ze liczne systemy in vitro stosowane
obecnie sg tylko modelami rzeczywistego stanu biologicznego i dlatego wyniki
uzyskane przy ich pomocy nie zawsze mozna przenosi¢ bezposrednio na sytuacje in
vivo. Prezentowane w ksigzce modele byty sprawdzane i poréwnywane z wynikami
uzyskanymi in vivo. Wszystkie opisywane modele oparte sg na konkretnych bada-
niach naukowych oraz uzasadnione szeroko i wnikliwie takze teoretycznie. Ponadto
ksigzka informuje o kierunku i tendencjach rozwoju techniki hodowli tkanek w
odpowiedzi na wymagania stawiane przez rozwéj nowoczesnej biologii i medycyny.
Ksigzka jest warta polecenia nie tylko zespotom farmakologicznym, lecz takze
wszystkim instytucjom naukowym: biologicznym, medycznym i zootechnicznym
stosujgcym w badaniach technike hodowli tkanek.

Stanistawa Stoklosowa

Pracownia Endokrynologii Zwierzat i Hodowli Tkanek
Zaktadu Fizjologii Zwierzat Instytutu Zoologii UJ
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Komunikat Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

Zarzad Fundacji Biologii Komoérki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczng
nagrode naukows, w tym réwniez w roku 1995 i 1996, zawyrozniajaca sie, oryginalng
prace z zakresu biologii komérki, indywidualng lub zespotowa, wykonang wytgcznie
w krajowej placéwce naukowej, opublikowang w ostatnich dwoch latach w czasopi-
$mie figurujgcym w Current Content.

Wysoko$¢ nagrody w 1995 i 1996 r. wyniesie 60 NZt

Zgtoszenia wraz z dwoma odbitkami nalezy kierowa¢ do dnia 15 listopada
kazdego roku pod adresem Fundacji. Regulamin nagrody ponizej.

Fundacja Biologii Komarki i Biologii Molekularnej
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa
tel. 34-03-44, fax 3404470

Regulamin

dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

AN

iii

i

1. Raz w roku przyznawana bedzie jedna nagroda za wyr6zniajaca sie,
oryginalng prace z zakresu biologii komérki, indywidualng lub zespotowa,
wykonang wytgcznie w krajowej placéwce naukowe;j.

2. Praca musi byé wydrukowana w czasopismie naukowym referowanym
w Current Content.

3. Praca powinna by¢ opublikowana nie wczesniej niz w ostatnich dwoch
latach poprzedzajgcych nadanie nagrody.

4. Preferowane bedg prace miodych autoréw.

5. Wysokos$é nagrody w danym roku kalendarzowym ustala Zarzad Funda-
cji.

6. Zgtasza¢ prace do nagrody moze kazdy.

7. Prace nalezysktada¢ do do 15 pazdziernika kazdego roku w Zarzgdzie
Fundacji ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa, pokéj 314 .

8. Ocene kwalifikujaca prace do nagrody przeprowadza Komisja Nagrdd
powotana przez Zarzad Fundacji zasiegajac w razie potrzeby opinii specjali-
stow.

9. Decyzja Komisji ogtaszana bedzie w “Postepach Biologii Komaérki™.

10. Nagroda wreczana bedzie w czasie jednej z konferencji naukowych z
zakresu biologii komorki.
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XXV Konferencja szkoleniowa z zakresu biologii komdrki

Uprzejmie zawiadamiamy, ze Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Anatomi-
cznego i Polskiego Towarzystwa Histo- i Cytochemikéw, Komitet Patofizjologii
Komérki PAN oraz Redakcja Postepow Biologii Komérki organizujg doroczng

XXV konferencje szkoleniowa z zakresu biologii komérki
na temat “Postepy badah DNA”
w dniu 18 listopada (sobota) 1995 r. w Warszawie.

Obrady odbedg sie w sali wyktadowej im. L. Paszkiewicza w “Anatomicum”
Akademii Medycznej przy ul. Chatubiiskiego 5.

Optata za uczestnictwo 4 NZt platna na miejscu obrad. W ramach optaty uczest-
nicy otrzymajg suplement 5 PBK zawierajacy petne materiaty konferencji.

Program konferencji:

10.00-10.10 Otwarcie konferencji

10.10-10.50 Nowopoznane mechanizmy regulacji informacji genetycznej -
prof. dr hab. J. Barciszewski (Instytut Chemii Bioorganicznej PAN,
Poznan)

10.50-11.30 Synteza oligonukleotydéw adresowanych do badan biologii mole-
kularnej - doc. dr hab. A. Kraszewski (Instytut Chemii Bioorganicz-
nej PAN, Poznan)

11.30-12.10 DNA organelli komdrkowych - prof. dr hab. H. Augustyniak (Insty-
tut Biologii Molekularnej UAM, Poznan)

12.10-12.30 Przerwa

12.30-13.10 Diagnostyka molekularna - prof. dr hab. R. Stomski (Zaktad Gene-
tyki Cztowieka PAN i Katedra Biochemii i Biotechnologii AR, Po-
znan)

13.10-13.50 Wykorzystywanie technologii transferu genu w celach terapeuty-
cznych - prof. dr hab. J. Nowak (Zaktad Genetyki Cztowieka PAN,
Poznan)

13.50-14.30 Powtorzenia DNA - dr J. Kwiatkowska (Zaktad Genetyki Cztowieka
PAN, Poznan)

Uczestnikom konferencji zostang rowniez udostepnione po nizszej cenie zeszyty
“Postep6éw Biologii Komorki”.

Organizatorzy

Warszawa, pazdziernik 1995 r.
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INFORMACIJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiggnieé biologii
komorki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za $cisto$¢ podawanych informacji.
Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i
embriologicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga by¢ bez zgody redakeji
publikowane w innych periodykach.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1 Artykuly przegladowe nie przekraczajace 20 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych w zasadzie
z ostatnich 5 lat (do 10% pozycji bibliograficznych starszych).

2. Doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego
roku (liczac od daty wystania do redakcji).

3. Listy do redakcji ( do 1strony maszynopisu).

Tekst pracy i zataczniki nalezy przesyta¢ w dwéch egzemplarzach na adres redakcji w Warszawie badz jednego
z Redaktoréw (adresy na 2 str. oktadki). Maszynopis powinien by¢ pisany jednostronnie na papierze formatu A4 z
podwaéjna interlinig i marginesem 4 cm po lewej stronie. Strony powinny by¢ kolejno numerowane. Nadestanie tekstu
pracy, poprawionego po recenzjach, na dyskietce przyspieszy publikacje,

Pierwsza strona nie numerowana przeznaczona jest dla redakcji i powinna zawiera¢: imiona i nazwiska autoréw
oraz ich tytuty naukowe, adresy w pracy i domowy wraz z telefonem, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz
liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy poda¢ kolejno tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego,
nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40
znakdw). Nastepna strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim i angielskim streszczenie (do 150 stéw) oraz stowa
kluczowe - 3 do 10 stéw zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sa tam zawarte.
W tytule i streszczeniu mozna stosowac jedynie powszechnie przyjete skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy
rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie nie zamieszczac tabel, schematéw lub rysunkéw, ajedynie zaznaczy¢ otdwkiem
na marginesie ich lokalizacje (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i
numerowane rozdziaty oraz podrozdziaty. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw czasopism
podawac nalezy wedtug Index Medicus (listy czasopism publikowane sa corocznie w numerze styczniowym).
Powotanie w tekscie nastepuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym
(np. [5]). Spis literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

[1] HNILICA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP,
Schwartz E [red. jHistone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64.

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium poly-
cephalum. Exptl Cell Res 1980; 2: 41-48.

Tabele, opisy schematéw i rysunkéw powinny by¢ zatgczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza
by¢ wykonane w postaci nadajacej sie¢ do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na
blyszczacym papierze. Wymiary poszczegélnych rysunkéw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zalgczniki sg zapozyczone z innych Zrddet, nalezy podaé, skad zostaly zaczerpniete i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materialy te zamieszcza sie w niezmienionej formie.
Wszystkie zatgczniki musza by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem géry i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar muszg by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do
wykonania korekty autorskiej i zwrdcenia jej w ciagu 3 dni. Koszty, spowodowane wigkszymi zmianami tekstu
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja bezptatnie 1
egz. zeszytu PBK z opublikowang praca, a ponadto moga zamoéwi¢ odbitki odpfatnie.

Redakcja prosi o propozycje do 5 0s6b (nazwisko, imie, adres, fax), ktére bytyby odpowiednimi recenzentami
maszynopisu, nie powinny jednak by¢ aktualnymi wspétpracownikami ani pracownikami instytucji, w ktérej pracuje
autor. Redakcja prosi takze gtéwnego Autora o dotgczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujgce
pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, Tres$¢ pracy nie byla uprzednio publikowana i nie zostata

tabel i rycin. tak nie wystana do innej redakcji. tak nie
Wszyscy Autorzy znaja i akceptuja prace, tak nie Dofaczono kopige pracy na dyskietce z podaniem nazwy

Jest zgoda os6b, ktérych informacje niepubli- pliku i uzytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie

kowane sg zamieszczone w tekscie artykututak nie Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zat. maszyn, tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w “Postepach Biologii Komoérki” przechodzi na wtasnos$¢ reda-
kcji ijego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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