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W tym zeszycie * Postepdw Biologii Komaorki e

Aneksyny tworzg rodzine cytoplazmatycznych bialek wigzgcych sie z aniono-
wymi fosfolipidami w obecnos$ci mikromolowych stezen Ca++. W komorce
aneksyny wystepuja w formie rozpuszczalnej i zwigzanej z btonami. Ich
biologiczne funkcje sg intensywnie badane w wielu laboratoriach (s. 151).

Cytogenetyczne podtypy przewlektej biataczki szpikowej (CML) oméwiono w
artykule na stronie 169 i 183. Przewlekta biataczka szpikowa z obecnym we
wszystkich komdrkach nowotworowych chromosomem Ph powstatym w wyni-
ku translokacji t(9;22)(q34;q11) jest okreslana jako standardowa albo klasycz-
na. Od 10 do 25 procent przypadkéw CML stanowig odmienne jej postacie: Ph
ujemna, z obecnoscig chromosomu Ph jedynie w czesci komérek nowotwo-
rowych oraz z chromosomem Ph powstatym w wyniku innej translokacji niz
standardowa.

Transformacja nowotworowa nabtonka jelita grubego jest uwarunkowana mu-
tacjami o charakterze dziedzicznym i somatycznym. W komoérkach sg groma-
dzone mutacje gendéw przeciwnowotworowych aktywujacych protoonkogeny i
zaangazowanych w naprawe DNA. Mutacje prowadzg do zmiany funkcji
produktéow biatkowych tych genéw. Artykut na stronie 279 warto poréwnac z
informacjami artykutéw PBK nr 20, 1993, s. 311 inr 21 1994 s.243.

Okreslenie udziatu uktadu immunologicznego w zwalczaniu choréb nowotwo-
rowych jest waznym problemem w onkologii. Swoiste oddziatywanie limfocy-
tow T zalezy od konfiguracji receptora limfocytow T (TCR). Limfocyty T
naciekajagce nowotwor stanowig nieliczne klony komorek. Przyjmuje sie to za
dowdd na selektywny udzial limfocytow T w odpowiedzi na nowotwor (s. 197).

W artykule na stronie 221 omoéwiono cztery gtdwne klasy receptoréw powierz-
chni komoérek. Funkcje innego rodzaju receptora - receptora elastynowego
omoéwiono na stronie 243. Receptor elastynowy bierze udzial w powstawaniu
wiokien sprezystych oraz w procesach chemotaksji i migracji komorek zacho-
dzacych w prawidlowym rozwoju i w procesach patologicznych, takich jak:
reakcje zapalne, miazdzyca, rozsiew komérek nowotworowych.

Receptory jadrowe hormonu tarczycy, kwaséw retinowych i witaminy D3
omoéwiono w artkule na stronie 261.

Prawdopodobny udziat zjawiska apoptozy i jego zaburzen w patogenezie
choréb uktadu nerwowego zostatomoéwiony na stronie 299. Autorzy nawiazujg
do wczesniejszych artykutdw w PBK na temat apoptozy (PBK nr 21 1994 s.
303 i nr22 1995 s. 247). Warto poréwnac informacje zawarte w tym artykule
z informacjami o p53 w artykule na str. 279.
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WSPOMNIENIE POSMIERTNE
0 Profesorze dr hab. n. med. dr h.c.
KAZIMIERZU STOJALOWSKIM
(01.10.1903-21.12.1995)

Profesor Kazimierz Stojatowski urodzit sie w Toruniu w 1903 r. w rodzinie
robotniczej, jako najstarszy z czworga rodzenstwa. Uczeszczat kolejno: do Szkoty
Podstawowej na Mokrem (1910-1914) i Szkoty Wydziatlowej w Toruniu (1914-
1917). Mature uzyskat w Gimnazjum Meskim w Toruniu w 1922 r.

Studia lekarskie odbyt w latach 1922-1928 na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu
Poznanskiego uzyskujac dyplom doktora Wszech Nauk
Lekarskich dnia 16.06.1928 r.

Po dwuletniej pracy w Sanatorium dla Ptucno-Cho-
rych w Kowanowku cate swoje zycie zwigzat zanatomig
patologiczng. Za swego nauczyciela uwazat Prof. Lu-
dwika Skubiszewskiego.

W Zaktadzie Anatomii Patologicznej w Poznaniu
pracowat na stanowisku adiunkta z przerwa od 1932 r.
az do 1947 r. Rownolegle w latach 1933-1938 pracowat
jako wolontariusz na Oddziale Wewnetrznym w Szpita-
lu Elzbietanek w Poznaniu, uzyskujac tytut specjalisty
chor6b wewnetrznych. Zostat zweryfikowany w 1952 r.
jako specjalista 110. W 1935-1937 r. pracowal w Pogo-
towiu Ratunkowym. W 1938 r. na wiasny koszt przeby-
wat przez 3 miesigce we Francji iNiemczech zapoznajgc
sie z pracg anatomopatologiczng w Institut du Cancer i w Institut Pasteur w Paryzu, a
takze z oSrodkami anatomii patologicznej w Bordeaux, Tuluzie, Lyonie, Berlinie,
Dreznie, Monachium, Lipsku, Tybundze, Stuttgarcie i Frankfurcie nad Renem.

Brat udziat w wojnie polsko-bolszewickiej w 1920 r. jako szeregowiec 18 Putku
Utanéw Pomorskich i w 1939 r. w obronie Warszawy jako lekarz batalionowy.

W czasie Il Wojny Swiatowej wysiedlony do Gorlic pracowat w Ubezpieczalni
Spotecznej, zorganizowat i kierowat Polskim Komitetem Opiekunczym w powiatach
Gorlice iJasto.



148 WSPOMNIENIE O PROF. K. STOJALOWSKIM

Po wojnie po krétkiej pracy w Toruniu jako naczelny lekarz Ubezpieczalni
Spotecznej powrdcit do Poznania. Zorganizowat ponownie Zaktad Anatomii Patolo-
gicznej, aby juz w kwietniu 1945 r. rozpoczg¢ prace dydaktyczng. W lipcu 1945 r.
habilitowat sie na podstawie pracy "Morfologiczne badania poréwnawcze nad rolg
uktadu mezenchymalnego, a w szczeg6lnosci w zapaleniu hiperergicznym i gosc¢co-
wym". Praca ta zostata nagrodzona w 1947 r. przez Polskg Akademie Umiejetnosci.
W latach 1945-1947 byt delegatem docentéw w Radzie Wydziatlu Lekarskiego
Uniwersytetu Poznanskiego i Dyrektorem Studium Lekarsko-dentystycznego. W
latach 1947-1948 jest adiunktem w Zaktadzie Medycyny Sadowej. Przez caty powo-
jenny okres pobytu w Poznaniu dodatkowo pracuje w redakcji "Nowiny Lekarskie" i
sekretariacie Poznanskiego Towarzystwa Przyjaciot Nauk.

We wrzes$niu 1948 r. zostaje powotany do Szczecina jako kierownik Katedry
Anatomii Patologicznej Pomorskiej Akademii Medycznej z rbwnoczesnym miano-
waniem na profesora nadzwyczajnego. Zaktad Anatomii Patologicznej organizuje od
podstaw, przeksztatcajgc go w nowoczesng placdwke naukowo-dydaktyczng i ustu-
gowa, organizujac ukierunkowane pracownie naukowo-dydaktyczne. Powstata pla-
cowkamiatajuz w latach sze$édziesiatych charakter instytutu patologii z mikroskopig
elektronowg, onkologia, cyto- i histochemig, cytobiologig i cytometrig .

Tytut profesora zwyczajnego Prof. K. Stojatowski otrzymat w 1957 r. Oprocz tego
w latach 1948-1951 kieruje nieobsadzong Katedrg Medycyny Sadowej, wykonujgc
wszystkie zwigzane z tym stanowiskiem obowigzki. W tym czasie prowadzi réwniez
wyktady z Patofizjologii. Kierownikiem Zaktadu Anatomii Patologicznej pozostawat
do 1974 r. Byt doskonatym wyktadowca, wychowawcg i nauczycielem wielu pokolen
miodziezy akademickiej. Po latach powiedziat o sobie "...widocznie naleze lub nale-
zatem do lekarzy dos$c¢ bystrych, skoro niejedno cenne ziarno wiedzy, ktére uzupetnito
moje wiadomosci pochodzi od Was i wielu pokolert moich uczniéw".

Umiejetno$¢ przekazywania wiedzy i humanistycznych wartosci medycyny za-
wart w podreczniku "Anatomia patologiczna w zarysie". Znalazto sie tam miejsce dla
historii anatomii patologicznej i wielu pouczajgcych sentencji np. "hic est locus, ubi
mors gaudet seccurrere vitae". Profesor K. Stojatowski zostawit liczne grono anato-
mopatologéw. Czterech patologéw, samodzielnych pracownikéw naukowych, kt6-
rych osiggniecia naukowe dobrze reprezentujg stworzone przez Niego dzieto, a
warsztat pracy naukowej nadal sie rozwija i dominuje w kraju w wielu dziedzinach.
Zostawit 16 doktorow medycyny, 15 specjalistéw 110 w patomorfologii i trudng do
ustalenia liczbe lekarzy, ktérzy pracowali w Zaktadzie i dzieki pomocy Profesora
uzyskali stopnie naukowe w innych zaktadach iklinikach. Pieciu kolegéw Kklinicystow
osiggneto tytuty profesorskie rozpoczynajgc droge naukowg w Zaktadzie Anatomii
Patologicznej pod opiekg Profesora Stojatowskiego.

Naukowg szkote Profesora Stojatowskiego charakteryzowata:

1) aktualno$¢ metodyczna,

2) integracja tematyki badawczej,
3) wytyczanie i konsekwentna realizacja kierunkéw pracy naukowej,
4) uzytecznos¢ kliniczna.
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Te cechy wida¢ wyraznie w pracy Jego uczniow. Profesor napisat 152 publikacje
naukowe. lle prac napisali Jego uczniowie tego nie sposob ustali¢. Zasadnicza
problematyka naukowa dotyczyta uktadu tgcznotkankowo-naczyniowego, chorob
kolagenowych, co w naturalny sposob tgczyto Go ze srodowiskiem reumatologow.

Poza pracg zwigzang z kierowaniem katedrg Profesor petnit szereg waznych
funkcji: m.in. od 1948-1973 r. konsultanta regionalnego na wojewddztwa: szczecin-
skie, koszalinskie i stupskie. Oryginalng metodg szkolenia i integracji diagnostycznej
bytly, organizowane raz w tygodniu, konferencje kliniczno-anatomopatologiczne;
odbyto sie 730 takich konferencji.

Profesor w 1948 r. byt wspotzatozycielem Szczecifnskiego Oddziatu Polskiego
Towarzystwa Lekarskiego i jego wieloletnim przewodniczacym. Szczecinski Od-
dziat Polskiego Towarzystwa Patologéw zatozyt w 1954 r. i byt jego przewodnicza-
cym do 1974 r.

Bytwspdizatozycielem w 1956 r. iwieloletnim prezesem Szczecinskiego Oddziatu
Polskiego Towarzystwa Reumatologéw. Z jego inspiracji doszto do otwarcia Oddzia-
tu Reumatologicznego w Szpitalu Wojewodzkim i Oddziatu Klinicznego Choréb
Reumatycznych PAM.

Profesor K. Stojatowski - entuzjasta rozwoju nauki na Pomorzu Zachodnim - byt
wspoétzatozycielem Szczecinskiego Towarzystwa Naukowego, petnigc funkcje Wice-
prezesa iPrezesaaz do 1982 r. Z tej pozycji dziatat konsekwentnie narzecz powstania
Uniwersytetu Szczecinskiego i byt zwolennikiem potaczenia Pomorskiej Akademii
Medycznej z Uniwersytetem, na wzér sprawdzonych przedwojennych wzoréw orga-
nizacyjnych. Starania zakonczyty sie potowicznym sukcesem. Powstat Uniwersytet,
do integracji nie doszto. Powstanie Uniwersytetu jest najwiekszg Jego spuscizng
organizacyjna, jakg pozostawit Szczecinowi.

Profesor Stojatowski byt cztonkiem redakcji wielu czasopism naukowych, wielo-
letnim cztonkiem Rady Naukowej przy Ministrze Zdrowia, Przewodniczacym Rady
Naukowej Instytutu Reumatologicznego w Warszawie. Profesorowi przyznano hono-
rowe cztonkostwo Polskiego Towarzystwa Lekarskiego, Polskiego Towarzystwa
Reumatologicznego, Polskiego Towarzystwa Patologéw, Polskiego Towarzystwa
Histochemikow i Cytochemikdw, Szczecinskiego Towarzystwa Naukowego oraz
Doktorat Honoris Causa Pomorskiej Akademii Medycznej. Zastugi Profesora Stoja-
towskiego byty oceniane wysoko, nie tylko przez Srodowiska akademickie ale rowniez
przez wiadze szczecinskie i ogéIinokrajowe. Swiadczg dzi§ o tym liczne odznaczenia
i nagrody uczelniane, regionalne, resortowe i panstwowe:

>- wpis do ksiegi zastuzonych Ziemi Szczecinskiej,

>- Medal - Wielkiej Zastudze Ziemia Szczeciriska,

>- Odznaka Gryfa Pomorskiego

Ztoty Krzyz Zastugi

Krzyz Oficerski Orderu Odrodzenia Polski
>- Order Sztandaru Pracy | klasy

Zastuzony Nauczyciel RP.

Profesor K. Stojatowski przynidst do Szczecina gteboka wiedze lekarskg i huma-
nistyczng. Byt Twdrcg Szczecinskiej Szkoty Patologii. Cechowaty go:
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- niewiarygodna pracowitos$¢
- doskonata organizacja pracy witasnej i podlegtego zespotu
- wysokie wymagania w stosunku do siebie i do wspétpracownikow
- realna ocena sytuacji
- nieustepliwo$¢ w dazeniu do celu
odwaga cywilna

- zyczliwos$¢ i sprawiedliwos¢.

Nad trumng Profesora Kazimierza Stojatowskiego obok wielu pozegnalnych stow
powiedziano:
"Urodzony w Toruniu, wyksztatcony w Poznaniu, zyt ipracowatdla Szczecina. Byt to
hetman niezalezny, po nimjuz drugiego takiego nie bedzie. Ktaniatsie prawdzie nigdy
okolicznosciom. Wiele spraw widziat daleko dalej, cechowata Go roztropna troska o
dobro wspdlne. Poswieci¢ swéj czas innym, to wielka ofiara i za to najbardziej dzi$
Panu, Profesorze Stojatowski dziekujemy™'.

Zegnamy Pana stowami Horacjusza: extinctus amabitur idem, co by mozna
przettumaczy¢ - zawsze bedziesz kochany.

Prof. dr hab. med. W. Parafiniuk
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ROLA ANEKSYN, BIALEK WIAZACYCH Ca2+
| FOSFOLIPIDY W KOMORCE - OD FUZJI BLON
BIOLOGICZNYCH DO PRZEKAZYWANIA
INFORMACJI*

ROLE OF ANNEXINS, Ca2+ AND PHOSPHOLIPID-BINDING
PROTEINS, WITHIN THE CELL - FROM FUSION
OF BIOLOGICAL MEMBRANES TO SIGNAL TRANSDUCTION

Joanna BANDOROWICZ-PIKULA

Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN w Warszawie

Streszczenie: Aneksyny tworzg rodzine cytoplazmatycznych biatek wigzacych sie z anionowymi fosfo-
lipidami w obecnosci mikromolowych stezen Ca2+ Masa czasteczkowa wiekszosci aneksyn wynosi
28710 kDa, z wyjatkiem aneksyn VII i Xl (47-56 kDa) oraz VI (67-76 kDa). Wszystkie aneksyny
charakteryzuje podobna budowa; ich czasteczki sktadaja sie z rejonu rdzeniowego i domeny N-korfcowej
oréznej dhugosci. W obrebie rejonu rdzeniowego zlokalizowane sa miejsca wigzania Ca2+i fosfolipidow.
W komérce aneksyny wystepuja w dwoch formach: rozpuszczalnej i zwiazanej z btona. Ich biologiczna
funkcja nie jest doktadnie poznana i jest intensywnie badana w wielu laboratoriach. Postuluje sig, ze
aneksyny biorg udziat w przekazywaniu sygnatow i proliferacji komdrki, regulacji transportu pecherzy-
kowego, w fuzji bton w procesach egzo- i endocytozy, w oddziatywaniu cytoszkieletu z btong komor-
kowg oraz w homeostazie wapnia. Aneksyny moga réwniez regulowa¢ proces krzepnigcia krwi,
posredniczy¢ w antyzapalnym dziataniu glukokortykoidéw, bra¢ udziat w syntezie DNA, tworzy¢ w
btonie kanaty wapniowe zalezne od potencjatu btonowego, a takze dziata¢ jako enzymy.

Stowa kluczowe: aneksyny, rola w komérce, fosfolipidy anionowe, btony biologiczne, jony wapnia

Summary: Annexins belong to the superfamily of structurally related cellular proteins that bind to
membrane anionic phospholipids in the presence of micromolar concentrations of Ca2+. Molecular mass
for most of annexins vary between 28-40 kDa, except for annexins VII and XI (47-56 kDa), and annexin
VI (67-76 kDa). All members of the family posses a well defined, similar structure, which consists of a

*Praca dofinansowana przez KBN, projekt badawczy nr 6P04A01408.
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core and N-terminal domains. Within the core domain Ca2+and phospholipid-binding sites are localized.
Inthe cell annexins alternate between two major forms: cytosolic, and membrane-bound. Their biological
function is still uncertain leaving an exciting challenge for investigators. However, it is postulated that
these proteins may play a pivotal role in mediation of signal transduction and cell proliferation, in
regulation of membrane traffic, and in initiation of membrane fusion in exocytosis and endocytosis, in
cytoskeleton-membrane interactions, and in calcium homeostasis. They were also found to act as
regulators of blood coagulation and as mediators of anti-inflammatory action of glucocorticoids, to play
arole in DNA synthesis, to form a voltage-dependent Ca2+ channels in the membrane and, last but not
least, to act as enzymes.

Key words: annexins, role within the cell, anionic phospholipids, biological membranes, calcium ions

What are annexins for? Surely here is a challenge for the
skilled protein engineer and molecular biologist to pin down the
roles ofannexins - proteins with obvious properties but with an
unknown purpose.

Michael J. Geisow, 1991 [30]

1. WSTEP - ANEKSYNY,
BIALKA WIAZACE WAPN | FOSFOLIPIDY

Od momentu odkucia aneksyn w 1977 r. opisano 13 przedstawicieli tej rodziny
biatek wiazacych Ca i fosfolipidy (oznacza sie je kolejnymi cyframi rzymskimi).
Okreslono pierwszorzedowag strukture aneksyn i poznano sekwencje DNA kodujace-
go te biatka. Kilka aneksyn skrystalizowano ina podstawie analizy krystalograficznej
wyjasniono trzeciorzedowg strukture aneksyn V il [1,42, 64, 68, 85], Rozwo6j badan
nad tg grupa biatek doprowadzit do ustalenia, ze w ich czgsteczce wystepujg miejsca
wigzania Ca , réznigce sie budowg od domen o strukturze EF-hand w biatkach
S-100, takich jak: kalmodulina, parwalbumina lub troponina C [56, 95]. Wsrod
poznanych aneksyn dziesie¢ (I=VI11, X1 i XIII) wystepuje w komoérkach ssakdw i
innych kregowcow, dwie (IX i X) tylko w komoérkach owadéw (Drosophila melano-
gaster) ijedna (XII) jamochtonéw (Hydra vulgaris) [6, 26, 50, 82].

Aneksyny sg szeroko rozpowszechnione w organizmach ssakéw, gdzie stanowia
okoto 1% wszystkich biatek w komoérce (a w tozysku nawet 2% [69]). Wyizolowano
je z fibroblastow, limfocytéw, tozyska, rdzenia nadnerczy, mézgu, ptuc, watroby,
$ledziony, trzustki, nerek, soczewek, miesni szkieletowych i sercowego oraz komorek
$rédbtonkowych jelita. Biatka te wystepujg w formie rozpuszczalnej, lokalizowane sg
jednak przede wszystkim na powierzchni btony komérkowej [87], a takze moga by¢
zwigzane z biatkami cytoszkieletu [33]. Aneksyne IV wykryto w fibroblastach, w
formie zwigzanej z btonami siateczki $rodplazmatycznej (ER), natomiast aneksyny 1l
iVIzbtong komo6rkowa [32]. W organie elektrycznym dretwy aneksyny zwigzane sg
z btong pecherzykéw synaptycznych, a w komérkach chromochtonnych - z btong
pecherzykéw wydzielniczych [6, 32], Obecnos$¢ aneksyn I, V i XI stwierdzono
réowniez w jadrze komdérkowym [45, 54, 92], za$§ w hepatocytach aneksyna VI moze



FUNKCJA ANEKSYN W KOMORCE 153

Aneksyny: | -V,
VIHI-X, X i Xl

jn.cz. 28 - 40 kDa

Aneksyny: VIl i X
m.cz. 47 - 56 kDa

Aneksyna VI
m.cz. 67 - 76 kDa

Rys. 1. Schemat budowy czasteczek aneksyn: w postaci walcow przedstawiono powtarzajace sie domeny
wigzace Ca ifosfolipidy wczasteczkach biatek oraz pokazano réznice w dtugosci rejonu N-koncowego
[56, 68, 82]

by¢ réwniez zwigzana z wewnetrzng btong mitochondrialng [66]. Ze wzgledu na mase
czasteczkowg aneksyny dzieli sie na trzy grupy: biatka o m. cz. 28-40 kDa (aneksyny
IV, VII-X i XII-X111), 47-56 kDa (aneksyny VII i XI)i67-76 kDa (aneksyna VI).
Poréwnanie sekwencji aminokwasowych tych biatek pozwolito na ustalenie, ze
aneksyny zbudowane sg z powtarzajgcych sie domen, ztozonych z 70-72 reszt
aminokwasowych. Kazda z domen zawiera zachowana ewolucyjnie sekwencje, tzw.
endonexin lub annexinfold: K-G-h-G-T-D-E-x-x-L-I-p-1-L-A-p-R, gdzie h oznacza
hydrofobowy, x, dowolny”za$ p, polarny aminokwas [31]. Sekwencja ta odpowie-
dzialnajest za wigzanie Ca iczgsteczek fosfolipidow, przede wszystkim fosfatydy-
loseryny (PS) i kwasu fosfatydowego (PA). Czasteczki aneksyn | V i VII-XIII
sktadajg sie z czterech takich domen, natomiast aneksyny VI z oSmiu domen (rys. 1).
Rejon N-koAcowy czasteczki ma zr6znicowang dtugos$¢ i odpowiada prawdopodob-
nie za regulacje aktywnosci biologicznej aneksyn [6, 16, 56, 57, 68].
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2. UDZIAL ANEKSYN W HOMEOSTAZIE Ca2+,
PRZEKAZYWANIU INFORMACJI
ORAZ W PROLIFERACJI | ROZNICOWANIU KOMOREK

2.1. ANEKSYNY A HOMEOSTAZA WAPNIA W KOMORCE

Wapri w formie zjonizowanej jest waznym wewnatrzkomdrkowym przekaznikiem
informacji, od komadrek bakterii do wyspecjalizowanych komdrek nerwowych mézgu
cztowieka. Jego poziom w cytoplazmie, utrzymywany w zakresie stezeri submikro-
molowych, podlega $cistej kontroli i requlacji. Podwyzszenie stezenia kationu prowa-
dzi do Smierci komorki [15, 88]. Dziatanie wapnia w komaérce, biorgc pod uwage
szybkos¢ dyfuzji kationu i stezenie biatek wigzagcych Ca2+w cytoplazmie (300 fiM)
[3], jest przestrzennie bardzo ograniczone. Szacuje sig, ze jony wapnia po wniknieciu
do komdrki migrujag na odlegto$¢ 100-500 nm, w czasie nie dtuzszym niz 50 mikro-
sekund, az napotkajg czasteczke biatka wigzacego waph [3, 15]. Biatka te klasyfiko-
wane sgjako regulatorowe i buforujgce. Biatkaregulatorowe, jak kalmodulina, wigzgc
Ca2+ z wysokim powinowactwem, zmieniajg swojg konformacje i zdolne sg do
modulacji aktywnosci biatek efektorowych: enzymdéw i biatek kanatowych. Biatka
buforujace, jak kalsekwestryna lub kalretikulina, wigzg Ca z niskim powinowac-
twem, ale z duzg wydajnoscig, np. w sytuacji gdy stezenie kationu wzrasta w
cytoplazmie lub wewnatrz organelli [5, 39, 53]. Aneksyny stanowig przykiad makro-
czasteczek o whasciwosciach stawiajgcych je pomiedzy biatkami regulatorowymi a
buforujacymi. Powinowactwo do Ca + zbliza aneksyny do biatek bufomjacych, zas
réznorodnos¢ funkcjonalna do biatek regulatorowych [50, 68, 85],

Analiza wtasciwosci aneksyn 1V, V i VIl pozwolita na stwierdzenie, ze po zwig-
zaniu Ca2+ biatka te tworzag w dwuwarstwie lipidowej kanaty wapniowe zalezne od
potencjatu btonowego (rys. 2) [65, 71, 72]. Kanaty utworzone przez aneksyne VII nie
sg wrazliwe na Co2 , Cd2+, a takze nifedypine, zwigzek blokujacy aktywnos$¢ typo-
wych kanatéw wapniowych. Selektywnos$¢ wobec Ca + takze nie jest“etna. Przez
kanat utworzony np. przez aneksyne IV transportowane sa rowniez Ba ,Sr ,Cs ,
Li+i Na+ [72]. Doda¢ nalezy, ze w czgsteczkach aneksyn brak jest rejonéw homolo-
gicznych do znanych biatek tworzacych kanaty [10, 14, 19]. Oprécz zdolnosSci do
tworzenia kanatéw wapniowych, Diaz Munoz i wsp. [21”zaobserwowali, ze aneksyna
V1 modyfikuje aktywno$¢ kanatéw uwalniajgcych Ca  z bton siateczki sarkopla-
zmatycznej (SR). Modyfikacja polega na zwiekszeniu prawdopodobienstwa i czasu
otwarcia tych kanatéw. Stosujac metody immunocytochemiczne stwierdzono, ze
aneksyna VI wystepuje w formie zwigzanej z btonami SR i btonami innych organelli
bioracych udziat w regulacji poziomu Ca +w komdrkach miesniowych iniemigénio-
wych [37, 38], Dodatkowo, Rainteau i wsp. [66] odkryli aneksyne VI zwigzang z
wewnetrzng btong mitochondriéw watroby, gdzie jest jedynym znanym biatkiem
wigzacym waph. Mitochondria odznaczaja sie wysoka pojemnoscig w stosunku do
Ca +, poréwnywalng z pojemnoscig cystern ER [52]. Przypuszcza sie, ze oligomery
aneksyn mogtyby odgrywac role w tworzeniu kanatéw wapniowych w btonie mito-
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chondrialnej, a wiec w transporcie Ca2+
pomiedzy przestrzenig perimitochon-
drialng a macierzg [66].

2.2. ANEKSYNY
A PRZEKAZYWANIE
INFORMACJI W KOMORCE

Fosfolipidy inozytolowe btony ko-
morkowej sg prekursorami wtdrnych
przekaznikéw informacji: 1,2-diacy-
logliceroli, polifosfoinozytoli (takze cy-
klicznych) i pochodnych kwasu
arachidonowego, powstajagcych w ko-
morce po stymulacji przez hormony i
neurotransmitery [7,17,63]. Enzymem,
ktéry reguluje wewngtrzkomorkowe
stezenie cyklicznych fosforanow inozy-
tolu, jest m. in. 2-fosfohydrolaza 1,2-cy-
klicznego fosforanu inozytolu (rys. 3).
Ross iwsp. [74] wykazali, ze sekwencja
aminokwasowa enzymu jest identyczna
z sekwencjg aneksyny |11, ajego aktyw-
no$¢ jest stymulowana przez te same
anionowe fosfolipidy, z ktérymi wigze
sie aneksyna. Badacze ci sugerujg, ze-
takze inne aneksyny mogtyby by¢ enzy-
mami biorgcymi udziat w regulacji
stezenia czgsteczek przekaznikowych w
komérkach po ich aktywacji [74],

2.3. ANEKSYNY W JADRZE
KOMORKOWYM

W komérkach normalnych itransfor-
mowanych trzustki i watroby aneksyna
Il wystepuje w dwodch formach: jako

Rys. 2. Aneksyny jako kanaty wapniowe i ich udziat
w homeostazie wapnia w komérce migénia poprze-
cznie prazkowanego: ze wzgledu na zdolno$¢ do
tworzenia przez aneksyny kanatéw wapniowych po-
stuluje sie, ze mogtyby one petnic¢ role w uwalnianiu
Ca2+z mitochondriéw i innych przedziatéw komér-
kowych. Stwierdzono réwniez, ze aneksyny moga
modulowa¢ wyptyw Ca2+z cystern siateczki sarko-
plazmatycznej (SR); CRT -kalretikulina, CS - kal-
sekwestryna, DHPR - receptor dihydropirydyny,
PMCA - Ca +ATPaza z btony komérkowej, RyR -
receptor rianodynowy, SERCA - Ca2+ATPaza z
bton SR, VDCA - kanatl wapniowy zalezny od po-
tencjatu btonowego (opracowano na podstawie prac
[15, 19,53,64, 85, 88])

heterotetramer zwigzana jest z btong komdrkowa, podczas gdy w cytoplazmie prze-
waza monomeryczna aneksyna Il. W jadrze wraz z kinazg 3-fosfoglicerolu tworzy
biatkowy kompleks rozpoznajacy starter. Kompleks ten stymuluje aktywnos$¢ polime-
razy DNA a [49, 92]. Dodatkowo Sun i wsp. [84] wykazali, ze aneksyna V w
fibroblastach i komdérkach nabtonkowych jest zlokalizowana w jaderku, miejscu
syntezy rybosomalnego RNA, co mogtoby sugerowac udziat tego biatka w organizo-
waniu sie i transporcie rybosomoéw. Boyko i wsp. [8] stwierdzili, ze aneksyna
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(Sygnat spoza komoérkin

Rys. 3. Udziat aneksyn w cyklu fosfatydyloinozytolu i wytwarzaniu przekaznikéw drugiego rzedu,
polifosfoinozytoli i ich cyklicznych odpowiednikéw: w wyniku dziatania specyficznej w stosunku do
fosfatydyloinozytolu fosfolipazy Ci (PLCi) powstajg fosfatydyloinozytolo-4-fosforan (PIP) i fosfastydy-
loinozytolo-4,5-bisfosforan (PIP2); wymienione zwigzki ulegajg przeksztatceniu do cyklicznych i nie-
cyklicznych form polifosfoinozytoli, m. in. 1,2-cyklicznego fosforanu inozytolu; Ross i wsp. [74]
wykazali, ze aneksyna Il (zaznaczona na rysunku pogrubiong strzatkajjest identyczna z 2-fosfohydrolazg
1,2-cyklicznego fosforanu inozytolu, ktora katalizuje reakcje rozszczepienia wigzania cyklicznego w
czasteczce wymienionego zwigzku, w wyniku czego powstaje inozytolo-4-fosforan; DAG - diacylogli-
cerol, Ins (1,4,5)P3 - inozytolo-1,4,5-trisfosforan, clns(1,2)P2 - 1,2-cykliczny fosforan inozytolu,
Ins(4)P - inozytolo-4-fosforan, PKC - biatkowa kinaza C (opracowano na podstawie [7, 17, 22, 63, 86,
90,91])

Il wigze sie z kwasami nukleinowymi i mogtaby petni¢ role w replikacji DNA i
przekazywaniu sygnatu mitogenicznego.

Z 4. ANEKSYNY JAKO PRZEKAZNIKI SYGNALU MITOGENICZNEGO

Aneksyny biorg prawdopodobnie udziat w regulacji wzrostu i transformacji koma-
rek, dziatajac jako wewnatrzkomérkowy posrednik dla czynnikéw wzrostu [6, 68].
Do wysuniecia takiego przypuszczenia sktonity badaczy obserwacje, ze aneksyny sg
substratami réznych kinaz biatkowych. Aneksyna | jest np. jednym z gtéwnych
komdérkowych substratéw biatkowej kinazy tyrozynowej receptora naskérkowego
czynnika wzrostu (EGF), za$ aneksyna Il biatkowej kinazy tyrozynowej kodowanej
przez onkogen retrowirusa miesaka Rousa [6, 55, 61]. W proliferujgcych ludzkich
fibroblastach poziom aneksyny | ulega podwyzszeniu, a aneksyny V obnizeniu [781.
Wykazano rowniez, ze fosforylacja aneksyny | zwiekszajej powinowactwo do Ca +
i wrazliwos$¢ na proteolize [77], Niektorzy autorzy sugeruja, ze w wyniku stymulacji
komérek EGF i krétkotrwatego wzrostu stezenia Ca +aneksyna | wigze sie z btong
komérkowa, gdzie ulega fosforylacji. Proteoliza aneksyny mogtaby by¢ odpowie-
dzialna za inaktywacje ufosforylowanego biatka [77]. Fosforylacje aneksyny | przez
kinaze receptora EGF charakteryzuje in vitro bardzo wysokie powinowactwo enzymu
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do substratu. Poziom fosforylacji biatka w kulturze diploidalnych fibroblastéw zmie-
nia sie od <1% w komorkach spoczynkowych do 25% w komorkach po stymulacji
EGF. W ten sposéb aneksyna I mogtaby by¢ wigczana w szlaki wewngtrzkomdérkowe-
go przekazywania sygnatéw mitogenicznych [78].

2.5. ANEKSYNY | BIALKOWA KINAZA C (PKC)

Schlaepfer i wsp. [79] wykazali, ze aneksyna V jest specyficznym inhibitorem
PKC, w przypadku kiedy substratem kinazy jest aneksyna I. Jednoczes$nie aneksyna
V nie wptywa na fosforylacje aneksyny | przez kinaze tyrozynowg receptora EGF.
Przypuszcza sie, ze za hamowanie aktywnosci PKC odpowiada bezposrednie oddzia-
tywanie czasteczek aneksyny i kinazy. Raynal i wsp. [67] stwierdzili jednak, ze
podwyzszenie stezenia PS znosi hamujgcy efekt aneksyny V, co przemawiatoby za
koncepcja regulacji posredniej.

2.6. ANEKSYNY JAKO SUBSTRATY TRANSGLUTAMINAZY

Transglutaminazajest enzymem katalizujgcym reakcje przeniesienia grupy acylo-
wej z reszty kwasu glutaminowego na grupe (£-aminowg lizyny, co prowadzi w
konsekwencji do sieciowania biatek w komérce. Enzym ten bierze udziat w r6znych
procesach zaleznych od stezenia Ca , m.in. w endocytozie receptorowej i wydziela-
niu hormonéw, jak réwniez w transformacji komdrkowej i réznicowaniu. Niewiele
dotad wiadomo jest o endogennych substratach enzymu. Ando i wsp. [4] sugerowali,
ze w linii ludzkich naskérkowych komérek nowotworowych A431 substraktem
transglutaminazy je”t aneksyna I. W wyniku pobudzenia komérek A431 EGF i
wzrostu stezenia Ca  nastepuje translokacja aneksyny | do btony komdérkowej, gdzie
biatko wigze sie z fosfolipidami. Nastepnie, w wyniku dziatania transglutaminazy
N-koncowadomena biatka ulega sieciowaniu i powstajg dimery aneksyny [4]. Dimery
aneksyny | zaobserwowano takze w ludzkim tozysku i keratynocytach [62].

3. ANEKSYNY W TRANSPORCIE PECHERZYKOWYM
I W FUZJI BLON

3.1. LACZNIKI POMIEDZY CYTOSZKIELETEM
A BLONA KOMORKOWA

Aneksyny in vitro wigza sie w sposob zalezny od stezenia Ca2+ z F-aktyna,
spektryng i odpowiednikami tego biatka wystepujagcymi w komaérkach nieerytrocytar-
nych iw mozgu, czyli fodryng i kalspektyng [68, 93], Spektryna i aktyna sg waznymi
elementami szkieletu podbtonowego w erytrocytach, gdzie petnig role m.in. w regu-
lacji ruchliwosci i rozmieszczenia biatek integralnych btony, sa odpowiedzialne za
wiasciwosci mechaniczne btony erytrocytarnej oraz biora udziat w utrzymywaniu
asymetrycznego rozmieszczenia fosfolipidéw [81, 96]. Stan filamentéw aktynowych
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kontroluja biatka wigzace aktyne, okreslajgce poziom polimeryzacji jej czasteczek i
oddziatywania pomiedzy filamentami abtong komoérkowa. Wiekszo$¢ tych biatek jest
wrazliwa na zmiany stezenia Ca2+, ktére odgrywajg rdwniez wazng role w regulacji
ruchu komérki, sekrecji i adhezji. Wyniki doswiadczen lkebuchi i Waismana [43]
dowodza, ze heterotetramer aneksyny Il (p362/pl 12) wigze sie z F-aktyna z wysokim
powinowactwem i moze regulowa¢ tworzenie wigzek filamentéw aktynowych w
obecnosci 5-10 pM Ca2+. W czasteczce aneksyny Il stwierdzono obecno$¢ 9-ami-
nokwasowej sekwencji podobnej do sekwencji miejsca wigzacego aktyne w czgaste-
czce miozyny [47]. Badania immunofluorescencyjne, potwierdzajgce podobne
rozmieszczenie aneksyn i biatek cytoszkieletu w réznych typach komérek, moga
przemawia¢ za koncepcja, ze in vivo biatka te oddziatujg ze sobg [33, 41].
Lokalizacja aneksyn pod btong komdrkowa dodatkowo sugeruje, ze aneksyny mogty-
by funkcjonowac jako tgczniki elementow cytoszkieletu z plazmalemma [32],

3.2. ANEKSYNY A EGZO- | ENDOCYTOZA

Podczas egzocytozy w wyspecjalizowanych komorkach btona pecherzykdw wy-
dzielniczych zlewa si¢ z btong komdrkowa w drodze fuzji (rys. 4).

Proces ten jest indukowany przez wzrost stezeniaCa w cytoplazmie i dodatkowo
modulowany przez r6zne czynniki wewngatrzkomaérkowe [94]. Ze wzgledu na zdol-
no$¢ aneksyn do oddziatywania z btong komoérkowa w zalezno$ci od stezenia Ca
wydaje sie, ze biatka te mogtyby odgrywac role posrednikow w egzocytozie [2, 11,
12, 16, 35,]. Stwierdzono, ze wiele aneksyn wywotuje agregacje i fuzje liposoméw,
jak rowniez pecherzykow wydzielniczych w komérkach chromochtonnych [2, 23,
60]. Jones i wsp. [46] wysuneli przypuszczenie, ze aneksyna VI mogtaby powodowad
wypieranie joné6w wapnia z przestrzeni pomiedzy btong komodrkowg a ziarnami
wydzielniczymi, co prowadzitoby do uwolnienia zawarto$ci ziaren na zewnagtrz
komarki.

Badaniem immunocytochemicznym wykazano, ze w komdrkach chromochton-
nych po stymulacji btona komdrkowa i btona ziaren wydzielniczych potgczone sg
strukturami zawierajacymi aneksyne Il [58,80]. Po stymulacji komo6rek chromochton-
nych acetylocholing rowniez zaobserwowano powstawanie podobnych potgczen, co
sugeruje, ze aneksyna Il moze bra¢ udziatl w zakotwiczaniu pecherzykéw wydzielni-
czych na wstepnym etapie fuzji bton [58]. Sarafian i wsp. [76] stwierdzili dodatkowo,
ze tylko ufosforylowane biatko wykazuje aktywno$¢ w procesie egzocytozy. Aby
wyjasni¢ mechanizm powstawania wspomnianych potaczen pomiedzy btonami, za-
stosowano przeciwciata monoklonalne przeciw aneksynie | - biatku, ktdére takze
wywotuje agregacje pecherzykéw wydzielniczych. Stwierdzono, ze w czasteczce
aneksyny | tylko pierwsza domena wigzagca Ca odpowiedzialna jest za agregacje
bton [25, 40]. Aneksyny moga rowniez odgrywac istotng role w transporcie peche-
rzykowym i fuzji bton w endocytozie (rys. 5). Endocytoza polega na internalizacji
makroczasteczek i czesto przebiega pod kontrolg receptoréw btonowych. Jest to ciag
wydarzen zapoczatkowany przez zwigzanie ligandu z biatkiem receptorowym i gru-
powanie tych biatek. W trakcie grupowania receptoréw, ktére zachodzi w wyspecjali-
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Rys. 4. Udziat aneksyn w egzocytozie - aneksyny sg szczeg6lnie aktywne w tworzeniu potaczen
pomiedzy pecherzykami wydzielniczymi a btong komérkows, a takze w fuzji bton biologicznych [16,
58, 80]: 1- pecherzyk wydzielniczy, 2 - czasteczki aneksyn, 3 - mikrofilamenty aktynowe

zowanych wgtebieniach btony komdrkowej, na cytoplazmatycznej stronie btony pod
dotkami tymi organizuje sie siatka klatrynowa. W wyniku tego procesu dotka rosnie.
Powstajg pecherzyki optaszczone klatryng. Po oderwaniu od btony tracg optaszczenie
i przeksztatcajg we "wczesne" endosomy. Te za$ w wyniku wzajemnej fuzji, tworzg
endosomy "dojrzate” [12, 34, 35, 70]. Badacze zajmujacy sie endocytozg przypusz-
czajg, ze aneksyny sg aktywne na dwoch etapach tego procesu: w czasie odpgczko-
wywania pecherzykéw od btony komérkowej i w fuzji endosomoéw [12, 35]. Lin i
wsp. [61] wykazali, ze aneksyna VI bierze udziat w procesie odpaczkowywania,
spetniajac role nozyc odcinajgcych pecherzyk od plazmalemmy. Mechanizm procesu
nie jest jednak jasny. Badacze sgdzg, ze polega on na specyficznym oddziatywaniu
aneksyny z okre$lonymi fosfolipidami. By¢ moze powstawanie trimeréw aneksyny
VI na powierzchni btony mogtoby, na zasadzie mechanicznego zaciagania petli,
wywiera¢ nacisk na btone, ktora ulegataby peknieciu. W przeciwienstwie do opisa-
nych obserwacji, Smythe i wsp. [83] nie stwierdzili w komo6rkach A431 z wprowa-
dzonym genem aneksyny VI réznic w kinetyce procesu endocytozy i obiegu
receptoréw transferyny, w pordwnaniu z komorkami normalnymi, pozbawionymi
aneksyny VI. Mimo tej sprzeczno$ci faktem jest, ze biatko to zidentyfikowano we
frakcji endosoméw wyizolowanych z hepatocytéw [44],

Coraz czesciej publikowane sg wyniki obserwacji $wiadczace o udziale heterodi-
meru aneksyny Il w fuzji i w transporcie endosomoéw, np. w komdrkach MDCK [36].
Wykazano, ze po zwiekszeniu przepuszczalnosci btony komérki tracg wiele czynni-
koéw cytoplazmatycznych zwigzanych z regulacja fuzji bton, m.in. aneksyne II.
Inkubacja takich komoérek z aneksyng Il przywracata im zdolno$¢ do sekrecji i
odwrotnie, zdolno$¢ te komorki tracity w obecnosci przeciwciat przeciw aneksynie
[24],

W cytoplazmie komaérek ziarnistych (pneumocyty typu Il) wyscielajagcych peche-
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Rys. 5. Rola aneksyn w endocytozie - aneksyny uczestniczg prawdopodobnie w odpgczkowywaniu i w

agregacji pecherzykow [36], i w fuzji "wczesnych" endosomow [12, 13, 24]: 1- zgrupowanie biatek

receptorowych, 2 - dotek optaszczony (ang. coated pit), 3 - pecherzyk optaszczony klatryna, 4 -

"wczesne" endosomy, 5- endosom, CURL (ang. compartment of uncupling receptor and Ugand), 6 -
czasteczki aneksyn, 7 - filamenty aktynowe

rzyki ptucne, obecne sg wielopecherzykowe ciata, w ktérych magazynowane sg
zwigzki powierzchniowo czynne. Wiekszo$é tych zwiazkéw to lipidy (80%), gtdwnie
dipalmitylofosfatydylocholina, a takze biatka (10%). Lipidy wydzielane na zewnatrz
komorki, tworzg monowarstwe na granicy powietrze/woda, dzieki ktérej napiecie
powierzchniowe ulega obnizeniu, co zapobiega zapadaniu si¢ pecherzykow w czasie
oddychania. Okazato sie, ze z cytoplazmy pneumocytéw typu Il mozna wyizolowac
biatka wigzace fosfolipidy. Jednym z nich jest aneksyna I, ktéra odgrywajac role w
fuzji pecherzykéw utatwia tworzenie struktur magazynujacych fosfolipidy [89].

4. ODDZIALYWANIE ANEKSYN Z ANIONOWYMI FOSFOLIPIDAMI

4.1. ANEKSYNY A REGULACJA PROCESOW ZAPALNYCH

Prostaglandyny i leukotrieny, pochodne kwasu arachidonowego, ktérych poziom
wzrasta po aktywacji komérek, stymulujg procesy zapalne w organizmie [68, 73].

Kwas arachidonowy uwalniany jest zczasteczek fosfolipidéw btonowych w reakcj i
hydrolizy katalizowanej przez fosfolipazy A2 (PLA2). Poniewaz stwierdzono, ze in
vitro aneksyny I-V 1 hamujg aktywno$¢ enzymu [9,55], wysunieto hipoteze, ze in vivo
mogtyby one odgrywa¢ kluczowga role w regulacji proceséw zapalnych (rys. 6).
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Rys. 6. Rola aneksyn w procesach zapalnych: hipotetyczny udziat.aneksyn w hamowaniu aktywnosci

fosfolipazy A2 (PLA2) i wytwarzaniu wolnego kwasu arachidonowego (20:4), prekursora prostacyklin,

prostaglandyn, tromboksanow i leukotrienow(szczegdtowe wyjasnienia w tekscie, opracowano na
podstawie prac [20, 55, 73])

Najlepiej udokumentowane obserwacje opublikowano w przypadku aneksyny I, ktéra
hamuje uwalnianie kwasow ttuszczowych z czgsteczek fosfolipidow bton neutrofili,
makrofagow i E. coli [18]. Proponowano r6zne mechanizmy hamowania aktywnosci
fosfolipaz przez aneksyny, m.in. przez wigzanie aneksyny z czgsteczkami PLAO [48,
55]. Wielu badaczy uwazajednak, ze hamowanie aktywnosci PLA2wynika z wyczer-
pania lub zablokowania substratu enzymu (anionowych fosfolipidéw) [55]. Traktujac
btone E. coli jako Zrédto substratu dla fosfolipazy wykazano, ze istotnie aneksyna
hamuje aktywnos$¢ PLA2poprzez wigzanie z fosfolipidami. Dodatkowo stwierdzono,
ze aneksyny, jesli inkubowano je z PS, nie hamowaty aktywnosci fosfolipazy [55],
Jeszcze inny model inaktywacji enzymu przez aneksyny powstat przez analogie do
dziatania mellityny. Peptyd ten wywotuje zmiany w strukturze btony komérkowej, w
wyniku czego czasteczki fosfolipiddw stajg sie bardziej dostepne dla fosfolipazy. By¢
moze aneksyny w taki spos6b zmnieniajg strukture btony komérkowej, ze wrecz
przeciwnie lipidy nie ulegaja hydrolizie [59].

4.2. ANEKSYNY HAMUJA KRZEPNIECIE KRWI

Proces krzepniecia krwi sktada sie z szeregu reakcji, w tym enzymatycznych
zachodzgcych w osoczu, we wspotdziataniu z czynnikami uwolnionymi z nabtonka
wyscielajacego naczynia, ptytek krwi ierytrocytéw. Jednym z koficowych etapdw jest
powstawanie enzymu proteolitycznego, trombiny, ktéry katalizuje reakcje hydrolizy
rozpuszczalnego biatka osocza, fibrynogenu do fibryny. W wyniku polimeryzacji
tego biatka dochodzi do utworzenia skrzepu. Tworzenie trombiny jest uzaleznione od
obecnosci w btonie ptytek krwi PS, wigzania z btong czynnikow krzepniecia krwi:
Xa, Vila, Vaill, atakze obecnosci Ca2+ [98]. Stwierdzono, ze aneksyny I1-V 1 moga
dziata¢ jako czynniki antykrzepliwe (rys. 7). Wigzac sie z fosfolipidami, blokujg



162 J. BANDOROWICZ-PIKULA

Rys. 7. Rola aneksyn w procesie krzepniecia krwi: aneksyny, przez oddziatywanie z obdarzonymi

fadunkiem ujemnym czasteczkami fosfatydyloseryny w blonie, mogtyby zapobiega¢ tworzeniu si¢

kompleksu czynnikéw krzepniecia Vila z X, hamowa¢ przeksztatcanie czynnika X w Xa, aktywacje

trombiny i w koncu przeksztatcanie fibrynogenu w fibryne, fibryna bierze za$ udziat w wytwarzaniu
skrzepu [27,73, 98]

oddziatywanie czynnikow krzepniecia krwi zpowierzchnig btony komdrkowej ptytek
krwi, co hamuje przeksztatcanie protrombiny w trombine [68, 73].

5. UWAGI KONCOWE

Jedno na piec¢dziesigt wéréd ponad 5000 biatek przecietnej komarki ssakéw stano-
wi aneksyna. Tylko niewiele innych biatek, m.in. aktyna (10-20%) czy miozyna
(0,3-35%), moze pod tym wzgledem réwnac sie z aneksynami [17]. Fakt ten musi
mieé¢ swoje implikacje funkcjonalne. W przypadku aneksyn cechg tych biatek stano-
wigcg o ich funkcjonalnej jednosci jest zdolno$¢ do przechodzenia od formy rozpu-
szczalnej do formy zwigzanej z btong komdrkowa i btonami organelli wewnatrz-
komdrkowych, w wyniku zmiany stezenia Ca +. W stanie spoczynku stezenie Ca
w komadrce wynosi 50-100 nM i moze wzrosng¢ po jej pobudzeniu do 1-10 pM [29].
Rodzi sie zatem pytanie, czy je$li po pobudzeniu komérki i wzro$cie stezenia Ca“ ,
mimo wszystko wiekszo$¢ miejsc wigzacych w czasteczce biatka nie bedzie zajete
przez Ca2+[85] i aneksyny pozostang w formie rozpuszczalnej, sg one aktywne nadal
biologicznie? W przypadku kalmoduliny wigzanie Ca +w warunkach fizjologicznych
jest czynnikiem wyzwalajagcym jej aktywnos¢ biologiczng [29], ze wzgledu na wyso-
kie powinowactwo tego biatka do kationu. W przypadku aneksyn cecha ta nie jest
prawdopodobnie najwazniejsza. Jesli szuka¢ poréwnan, to raczej do takich biatek jak
izoformy biatkowej kinazy C czy fosfolipaza A2, ktdre wigza sie z btonami w sposob
zalezny od stezenia Ca2+, co pozwala na wyrazenie wasciwej tym enzymom, specy-



FUNKCJA ANEKSYN W KOMORCE 163

ficznej funkcji [20]. Jaki jest mechanizm dziatania aneksyn ijakie funkcje petnig w
komarce, rozstrzygna dopiero przyszte badania.
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CYTOGENETYKA PRZEWLEKLEJ BIALACZKI
SZPIKOWEJ. I. PRZEWLEKEA BIALACZKA
SZPIKOWA Ph-DODATNIA [Ph(+) CML]

CYTOGENETICS OF CHRONIC MYELOID LEUKEMIA
. Ph-POSITIVE CHRONIC MYELOID LEUKEMIA [Ph(+) CML]

Olga HAUS
Zaktad Genetyki AM we Wroctawiu

Streszczenie. Chromosom Filadelfia (Ph), powstaty w wyniku translokacji t(9;22)(q34;qgl 1), jest pier-
wotng aberracjg chromosomowg w przewlektej biataczce szpikowej. t(9;22)(q34;ql 1) powoduje fuzje
zlokalizowanego na chromosomie 9 genu abl z genem ber zlokalizowanym na 22. W zaleznosci od
punktéw ztaman w ber gen ber/abl ma r6zng dtugos¢, rézne sgjego transkrypty oraz produkty biatkowe;
p210 - wystepujacy gtownie w przewlektej biataczce szpikowej oraz p190 - gtéwnie w ostrych
biataczkach Ph(+). bcr/abl zwieksza proliferacje, hamuje apoptoze oraz stymuluje autokrynne wydzie-
lanie czynnikéw wzrostu przez komorki biataczkowe. t(9;22)(q34;q 11) powstaje albo jako jedna z wielu
translokacji w leukemogenezie i ulega nastepnie pozytywnej selekcji srodowiskowej, albo nieprzypad-
kowo - jej powstaniu sprzyjataby bliskos¢ DNA chromosomow 9 i 22 w interfazie oraz homologia
sekwencji DNA w poblizu miejsc ztamarn ber iabl. Lokalizacje punktéw ztaman ber prébuje sie powigzaé
z lepszym lub gorszym rokowaniem w chorobie.

Stowa kluczowe: przewlekta biataczka szpikowa, cytogenetyka, chromosom Ph, translokacja t(9;22),
fuzja becr/abl, leukemogeneza.

Summary. Philadelphia chromosome (Ph), resulting from a translocation t(9;22)(q34;qgl 1), is a primary
chromosome aberration in chronic myeloid leukemia. t(9;22)(gq34;ql 1) causes a fusion of abl gene,
localized on chromosome 9, with bcr gene, localized on 22. As a function of breakpoints localization on
her - a fusion gene has different length, different transcripts and products; p210 - mainly in chronic
myeloid leukemia and pi90 - in Ph(+) acute leukemias. bcr'abl increases cell proliferation, induces
autocrine secretion of growth factors and inhibits apoptosis of leukemic cells. In the course of leukemo-
genesis t(9;22) arises randomly, as one among multiple translocations, which is subsequently positively
selected, or nonrandomly - its generation would be favoured by spatial relationship of chromosome 9
and 22 DNA in interphase and homology of DNA sequence close to bcr and abl breakpoints, bcr
breakpoints localization is supposed to be related to disease prognosis.
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Key words: chronic myeloid leukemia, cytogenetics, Ph chromosome, t(9;22) translocation, bcr/abl
fusion, leukemogenesis.

Badania genetyczne w nowotworach uktadu krwiotwoérczego zapoczatkowali w
1960 r. Noweli i Hungerford, stwierdzajgc w leukocytach chorego na przewlekig
biataczke szpikowg (CML - chronic myeloid leukemia) obecno$¢ matego metacen-
trycznego chromosomu powstatego w wyniku delecji czesci dtugich ramion chromo-
somu grupy G [63]. Od nazwy miasta, w ktorym zostat po raz pierwszy opisany,
nazwano go chromosomem Filadelfia (Ph). W 1973 r. wykazano, ze chromosom Ph
powstaje w wyniku zréwnowazonej translokacji wzajemnej miedzy chromosomami
9 i 22: 1(9;22)(934;ql 1) [77] (rys. 1). Dzieki technikom prazkowym o wysokiej
rozdzielczos$ci uscislono lokalizacje punktéw ztaman: 9934.1 i 22qll.2 [67], za$
badania molekularne w petni udowodnity, ze translokacja miedzy chromosomami 9 i
22 jest translokacjg wzajemng, tzn. duzy fragment ramion dtugich chromosomu 22
zostaje przeniesiony na dtugie ramiona 9 na wymiane z niewielkim ich fragmentem
ledwie widocznym w badaniach cytogenetycznych [25].

1. CHROMOSOM Ph JAKO CYTOGENETYCZNY
MARKER CML

Chromosom Ph, powszechnie uznawany za marker CML, jest w niej pierwotng
aberracjg chromosomowag. Jego obecnos$¢ w kariotypie komodrek biataczkowych
stwierdza sie w wiekszosci przypadkdw od momentu rozpoznania [32]. Wyniki badan
ofiar wybuchéw atomowych w Hiroszimie i Nagasaki, u ktérych rozwineta sie CML,
oraz badan kinetyki cyklu komorkowego w CML wskazujg, ze Ph pojawia sie w
pojedynczych komdrkach macierzystych szpiku $rednio na 8 lat przed wystgpieniem
pierwszych objawow choroby [33]. Po wybuchu atomowym Ph wystepowat wsréd
wielu przypadkowych aberracji, z ktérych tylko nieliczne pozwalaty komérkom na
przetrwanie i proliferacje [2,33]. Bezposredni zwigzek napromieniowania z pow-
staniem Ph udowodniono in vitro, otrzymujgc w wyniku zadziatania promieniami X
nakomérki HL-60 zmiany na poziomie molekularnym odpowiadajgce temu chromo-
somowi (fuzja genéw bcr/abl) [36].

Jako wtdrny nowotw6r CML rozwija sie rzadko, po 3 do 16 latach od rozpoczecia
chemio- lub radioterapii poprzedniego nowot woru [7,28,51], Zawodowa ekspozycja
na mutageny moze réwniez przyczynié sie do rozwoju CML, nawet po krétkim czasie
od poczatku ekspozycji [28]. Z reguty jednak nie udaje sie udowodni¢ zwigzku
przyczynowo-skutkowego, gdyz CML, tak jak i wiele innych przewlektych chordb
nowotworowych, jest najczesciej wynikiem sumowania sie dziatania wielu czynni-
kéw ryzyka [9]. Rozwojowi CML moga sprzyja¢ wrodzone aberracje chromosomoéw
lub zaburzenia w strukturze heterochromatyny, bedace Zrédtem niestabilno$ci gene-
tycznej [39,42]. Nie udowodniono dotad zakaznego podtoza CML, cho¢ analiza
niektérych przypadkéw go nie wyklucza [88].
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Nastepstwem pojawienia sie
Ph w komorkach szpiku sg ich
fenotypowe zmiany; zaburzone
dojrzewanie, zmniejszone przy-
leganie do macierzy szpikowej,
zwiekszona proliferacja oraz
zmniejszone podleganie zapro-
gramowanej $mierci komadrko-
wej, czyli apoptozie, powodujgce
ich przewage nad komoérkami
prawidtowymi [5,11,38,79].

Wedtug niektérych autorow
Ph nie jest jednak pierwotng
zmiang genetyczng w CML. Ba-
dania inaktywacji polimorficz-
nych marker6éw sprzezonych z
chromosomem X wskazujg, ze

Klonalny rozrost komdrek istnie- Rys.l. Translokacja t(9;22)(q34;ql 1): a) schemat, b) prz
Je juz przed pOJE_iWIemem sig Ph kigd.(.materim W%alény); Lg#ov?y" ’sclrza’;ek Wskazujai punpktyy
[70]. Translokacja t(9;22) bytaby ztaman chromosoméw: 9934 i 22ql 1

wiec tylko jednym z ogniw w

wielostopniowym procesie leu-

kemogenezy, zmiang wtdrng do zmian fenotypu, u podtoza ktérych lezg inne klonalne
zmiany genetyczne [8,89]. Potwierdzeniem takiego pogladu moga by¢ pojedyncze
opisane przypadki p6Znego pojawienia sie Ph w przebiegu CML [46].

Obecno$¢ chromosomu Ph stwierdza sie we wszystkich liniach komorkowych
uktadu krwiotworczego zaangazowanych w proces biataczkowy [73,81]. Do niedaw-
na sagdzono, ze Ph nie wystepuje w szeregu limfocytéw T, jednak ostatnio opisano
udziat tych limfocytow w procesie biataczkowym, zaréwno w fazie przewlektej CML
jak i w przetomie limfoblastycznym [81,90]. Brak Ph w limfocytach T w wiekszosci
przypadkéw CML moze wynikaé¢ z obecno$ci dtugo zyjacych grasiczozaleznych
klonow, ktére powstaty z prawidtowej komorki jeszcze przed zadziataniem czynnika
powodujacego transformacje nowotworowg [62]. W przypadkach Ph(+) CML z
zajeciem linii limfocytéw T transformacja nowotworowa, potgczona z nabyciem
nowej cechy w postaci chromosomu Ph, musiata zajs¢ w komdrce, wspdlnej dla linii
granulocytowej, monocytowej, megakarioblastycznej, erytroblastycznej oraz linii
limfocytéw T i B, jeszcze przed ich odtgczeniem sie od wspélnej linii rozwo- jowej.
Poglad ten znajduje potwierdzenie w jednolito$ci zmian cytogenetycznych we wszy-
stkich liniach komdrkowych w CML przebiegajacej z zaangazowaniem limfocytow
T [81] oraz w dosSwiadczalnie stwierdzonej multipotencjalno$ci komaérek Ph(+) [41].

Obecnos$¢ chromosomu Ph stwierdza sie rGwniez w CML typu dorostych u dzieci,
w Zle rokujacej ostrej biataczce limfoblastycznej u dzieci (3-5% przypadkéw) i u
dorostych (15-30% przypadkow) w ostrej biataczce szpikowej, najczesciej typu Mj,
rzadziej M2 lub M4 oraz w pojedynczych przypadkach pierwotnej trombocytemii i
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mielofibrozy [1,15,64,82]. W ostrej biataczce dwufenotypowej Phjestjedng z najcze-
Sciej wystepujacych aberracji [73]. Pod wzgledem morfologicznym jest to taki sam
chromosom jak w CML. Z tego powodu réznicowanie przetomu blastycznego CML
i ostrej biataczki Ph-dodatniej moze sprawia¢ spore trudnosci, zwtaszcza gdy obraz
kliniczny i hematologiczny nie jest jednoznaczny. Z pomocg przychodzg wowczas
badania molekularne, gdyz molekularnie chromosom Ph wystepujacy w CML rdzni
sie w wiekszos$ci przypadkéw od Ph obecnego w ostrych biataczkach [31].

2. MOLEKULARNE PODLOZE TRANSLOKACJI t(9;22)

W prazkach odpowiadajacych punktom ztaman chromosomoéw 9 i 22 w CML,
zlokalizowane sa dwa protoonkogeny: c-abl - w 9g34.1 i c-sis w obrebie 22ql2.3-
ql3.1. c-abl jest komdrkowym homologiem genu transformujacego wirusa pre-B-
limfocytowej mysiej biataczki Abelsona, c-sis- homologiem transformujacego genu
wirusa matpiego miesaka. Jego prawidtowag biologiczng rolg jest kodowanie tancucha
B ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF) [15,25,92].

Stosujgc hybrydyzacje in situ na chromosomach metafazalnych wykazano, ze
c-abl i c-sis sq wzajemnie wymieniane w wyniku t(9;22). W trakcie tej translokacji
abl podlega zmianom strukturalnym powodujagcym jego aktywacje, za$ sis pozostaje
strukturalnie niezmieniony i nie bierze udziatu w patogenezie CML [25].

2.1. Gen abl

Protoonkogen c-abl, zachowany u wszystkich gatunkéw w trakcie ewolucji w
prawie nie zmienionej formie, zbudowany jest z okoto 320 tys. par nukleotyddw (kb).
Na 5’ koncu tego genu znajdujg sie dwa alternatywnie transkrybowane eksony la i
Ib, oddzielone od siebie bardzo dtugim intronem liczagcym 175 kb. Na 3’koncu abl
zlokalizowano 10 eksonow: 2-11 [25]. W wyniku transkrypcji genu abl, w zaleznosci
od alternatywnego udziatu w niej eksonu la albo Ib, powstaje m-RNA o dtugosci 6
albo 7 kb. Produktem translacji protoonkogenu abl jest biatko o wielkos$ci 145 kDa i
stabej aktywnosci kinazy tyrozynowej nalezgce do zaleznego od genu ras systemu
kontroli proliferacji komorkowej [14]. Aktywnos$¢ tego biatka jest regulowana w
cyklu komérkowym poprzez specyficzng interakcje z antyonkogenem rb [17]. Zta-
mania chromosomu 9, bedace podtozem t(9;22) w CML, zachodzg w réznych pun-
ktach abl. Najczesciej grupuja sie w obrebie dtugiego intronu miedzy eksonami la i
Ib, rzadziej - miedzy eksonami la i 2 lub w kierunku 5’ od eksonu Ib [25,92] (rys.
2). Fuzja abl z ber przerywa prawidtowga droge przewodzenia sygnatéw zalezng od
ras i powoduje zaburzenie sygnatu proliferacyjnego [14,66].

2.2. Gen ber

W odr6znieniu od punktéw ztaman chromosomu 9, rozproszonych w obrebie
ABL, lokalizacja ztaman chromosomu 22 w CML jest $ci$le ograniczona. Koncen-
trujg sie one w niewielkim obszarze o wielko$ci 5,8 kb, dawniej nazywanym ber
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Rys. 2. Schematyczny diagram genéw: bcr (a), abl (b) oraz genu bcr/abl. w przewlektej biataczce
szpikowej - potaczenie b2a2 lub b3a2 (c) i w ostrych biataczkach - potaczenie bla2 (d)

(breakpointclusterregion), obecnie-M -bcr-\ (majorbreakpointcluster region) [25].
Jest on zawarty w wiekszej sekwencji o dtugosci 90 kb, zbudowanej z 21 eksondw,
zwanej genem BCR [29] albo phi [6] (rys. 2).

Eksony 12-15 genu bcr lezg w obszarze M-bcr-1 i okreslane sgjako jego eksony
b 1- b4. One wiasnie biorg udziatw t(9;22) w CML [29]. W pojedynczych przypadkach
Ph(+) CML nie stwierdza sie jednak typowej rearanzacji bcr, a punkt ztamania
chromosomu 22 lezy najcze$ciej w kierunku 3’ od M-bcr-\ [61]. Alternatywnymi
transkryptami genu bcr sa, zaleznie od transkrypcji réznego zestawu eksonow,
mRNA o rdznej diugosci: gtéownie 4,5 kb i 7,0 kb. Kodujg one fosfoproteiny o
aktywnosci kinaz treoninowych i serynowych. Najczesciej spotykany 4,5 kb mRNA
koduje biatko 160 kDa ztozone z 1271 aminokwasow o aktywnosci GTP-azowej oraz
kinazy serynowo-treoninowej [15,20,49]. Biatko to tworzy z produktem biatkowym
chimerycznego genu bcr/abl- p210 - kompleksy, ktére prawdopodobnie odgrywaja
znaczacg role w podtrzymywaniu biataczkowego potencjatu komérek CML [10,49],

2.3. Fuzja gendéw bcr i abl w przewlektej biataczce szpikowej

Efektem t(9;22) w CML jest fuzja genow bcr i abl [92]. Jeden hybrydowy gen -
bcr/abl - lokalizuje sie na chromosomie Ph w locus bcr, drugi - abl/bcr - na
chromosomie 9g+ w locus abl. Ztamania w bcr zachodzg w 70% przypadkéw miedzy
eksonem b2 i b3 regionu M-bcr-\, w 30% - miedzy b3 ib4. W pierwszym przypadku
w obreb genu bcr/abl wchodzg eksony bl i b2, w drugim - eksony bl-b3 [25,29].
Pochodzacy z abl ekson la (i 1b,jeslijest obecny w bcr/abl)jesteliminowany podczas
potranskrypcyjnego dojrzewaniamRNA. Niezaleznie od punktu ztamaniaabl w obreb
mRNA genu bcr/abl wchodzg wiec tylko eksony a2-all, tworzgc potgczenia typu
b2a2 lub b3a2 [25] (rys. 2). mRNA obu typéw moze byé rdwnoczes$nie znajdowane
w tych samych koloniach komérek CML[37]. We wczesnych komérkach progenito-
rowych majacych gen bcr/abl mozna natomiast nie stwierdzi¢ ich obecnos$ci [4].
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Gen bcr/abl zbudowany jest w taki sposdb, ze transkrypty fragmentu genu ber i
fragmentu pochodzgcego z abl majg jednakowg faze odczytu, dzieki czemu moze
zachodzié¢ proces translacji catego chimerycznego mRNA o dtugosci 8,5 kb. W jej
wyniku powstaje zupeinie nowe biatko o ciezarze 210 kDa (p210) i o znacznie
zwiekszonej aktywnosci kinazy tyrozynowej w poréwnaniu z prawidtowym produ-
ktem abl. Kinaza ta ma zdolno$¢ do autostymulacji, za ktéra odpowiedzialny jest
ekson 1 genu ber [86]. Zmieniona jest lokalizacja tego biatka: o ile produkt stabo
aktywnego genu abl znajduje sie wjadrze komdrkowym, produkt becr/abl wystepuje,
podobnie jak kinaza tyrozynowa kodowana przez wirusowy abl, gtéwnie w cytopla-
zmie [19]. By¢ moze obie te cechy: zwiekszona aktywno$é enzymatyczna i inna
lokalizacja biatka wptywaja na rozwéj CML w poczatkowych fazach transformacji
nowotworowej [25].

Ekspresje genu hybrydowego bcr/abl reguluje prawdopodobnie onkogen c-myb
zlokalizowany w 6g23. Zadziatanie oligonukleotydami antysensowymi dla c-myb na
hodowle komérek CML powoduje znikanie komorek: bcr/abl (+) [71,72,86].

Fuzja ber z abl pozwala komérkom biataczkowym na uniezaleznienie sie od
zewnatrzkomoérkowych czynnikéw wzrostu poprzez uruchomienie autokrynnego me-
chanizmu ich wydzielania [85]. Gen bcr/abl moze hamowa¢ apoptoze [5,87] oraz
transformowac zwierzece komorki in vitro i in vivo, w czym posredniczy prawdopo-
dobnie gen bel-2 [53,78]. Transfekcja mysich komérek szpiku genem bcr/abl powo-
duje z reguty rozwdj choroby podobnej do CML [16]. Jednak czasami obraz choroby
przypomina nowotwory limfoidalne, co moze $wiadczy¢ o wbudowaniu bcr/abl w
obreb pierwotnej komorki pnia, wspdlnej dla linii limfo- i mieloidalnej [24].

Ostatnio podkresla sie rowniez role zlokalizowanego na chromosomie 9 hybrydo-
wego genu abl/ber, ktory uwazano za gen nieaktywny. Stwierdzono, ze jest on, tak
jak ibcr/abl, aktywny w CML [54]. Przypuszczalnie oba geny - bcr/abl i abl/bcr, a
nie tylko bcr/abl sg zaangazowane w proces leukemogenezy [3],

Zadziatanie oligonukleotydami antysensowymi dla bcr/abl, ktére znajduja sie juz
w fazie prob klinicznych, na komarki biataczkowe powoduje z reguty zahamowanie
procesu biataczkowego [5,37,50,86]. Wycinanie swoistymi rybozymami transkryptu
b3a2 bcr/abl powoduje zahamowanie proliferacji komorek CML [44].

2.4. Geneza translokacji t(9;22) i zjawisko imprintingu genowego

Translokacja t(9;22) jest specyficzna dla nowotworéw hematologicznych; nie
znaleziono jej dotagd w innych nowotworach mimo wystepujacych w nich réznorod-
nych aberracji [79].

Genezat(9;22) niejest w petni wyjasniona. Na podstawie cytogenetycznej analizy
polimorfizmu chromosoméw 9 i 22 Haas i wsp. stwierdzili, ze w te translokacje
zaangazowane jest zjawisko imprintingu; chromosom 9qg+jest zawsze pochodzenia
ojcowskiego, Ph - matczynego [27], Hipoteze te potwierdza fakt, ze ekspresja
prawidtowego abl zachodzi w catkowicie androgenetycznej tkance zasniadu grania-
stego i kosméwczaka ztodliwego, w ktérych nie stwierdza sie ekspresji ber [30,65].
Natomiast na podstawie r6znorodnych badah molekularnych wykazano, ze ani ABL,
ani ber nie ulegajg zjawisku imprintingu; w prawidtowych leukocytach zachodzi
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ekspresja i ojcowskich, i matczynych alleli tych gendw [55,56,74], Wyniki innych
badan molekularnych, prowadzonych na matej grupie pacjentéw, byty zbiezne z
wynikami Haasa i wsp., cho¢ wskazywaty na ojcowskie, anie matczyne pochodzenie
zaangazowanego w translokacje genu ber [47,48]. Rozbieznosci te moga wynikac ze
znacznej czestoSci homologicznych rekombinacji somatycznych pomiedzy polimor-
ficznymi regionami chromosomoéw 9 i 22 [47,55,56] oraz odmiennych kryteriow
doboru pacjentéw do badan cytogenetycznych i molekularnych [26], Za ideg imprin-
tingu przemawia fakt odmiennej mety lacji prawidtowych alleli ber iablw poréwnaniu
z hybrydowym genem bcr/abl, nie podwaza jej natomiast zjawisko biallelicznej
ekspresji genow beriabl, gdyz wiele napietnowanych genéw ma w jednych tkankach
ekspresje bialleliczng, podczas gdy w innych - monoalleliczng [18,26].

Wystapienie translokacji wtasnie pomiedzy chromosomami 9 i 22 prébowano
wyttumaczy¢ ich bliskim sgsiedztwem w obrebie ptytki metafazalnej, a wiec prawdo-
podobnie i w interfazie [91]. Rowley uwaza, ze translokacji t(9;22) sprzyjajg dwa
czynniki: blisko$¢ pomiedzy 922 wjadrze interfazalnym oraz homologia regionéw
wymiany w tych chromosomach [77].

Obecnie najbardziej prawdopodobne wydajg sie dwie hipotezy:

1)Hipoteza ttumaczaca wystapienie t(9;22) w CML jako jednej z wielu r6znorod-
nych przypadkowych mutacji powstatych wskutek zaburzen mechanizmow naprawy
DNA z nastepowg pozytywna selekcjg srodowiskowa zmian korzystnych. Komérki
hematopoetyczne z(9;22), jako majgce najwiekszy potencjat "nowotworowy", prze-
zywalyby dajgc poczatek klonom komdérkowym Ph-dodatnim, a komoérki z innymi
translokacjami ginetyby w wyniku selekcji [22].

2) Hipoteza somatycznej rekombinacji pomiedzy chromosomami 922 w pierwot-
nych komorkach pnia, negujgca przypadkowo$¢ pojawienia sie t(9;22) w CML i
chorobach pokrewnych [22,52], Nieprzypadkowos¢ tej rekombinacji moze wynikaé
z podobienstwa genéw ber i abl pod wzgledem funkcjonowania (np. ich produkty
obecne sg we wszystkich komaérkach) istruktury (np. obydwa zawierajg dtugie introny
na5’koncach) [25]. Dzieki wspolnym cechom sekwencji DNA geny te mogg stanowi¢
"gorace punkty" (hot-spots), moga wiec by¢ podatne na powtarzajace sie ztamania i
wzajemne wymiany [22]. Takimi"hot-spots" w obrebie ber i abl moga by¢ sekwencje
Alu, obserwowane po obu stronach w poblizu miejsca ztamania i potgczenia ber i abl.
Inwersja Alu i nieprawidtowe sparowanie petli utworzonych z takich odwréconych
sekwencji mogtyby by¢ odpowiedzialne za powstanie t(9;22) [13,22],

2.5. Chromosom Ph w ostrych biataczkach (AL)

Analizujac problem identycznosci chromosomu Ph w AL i w CML postawiono
hipoteze, ze ostre biataczki Ph(+) i ostra faza Ph(+) CML stanowig r6zne postaci tej
samej choroby. W tym ujeciu ostre biataczki Ph(+) bytyby jedynie ostrg fazg CML
nie rozpoznanej w fazie przewlektej [12,75], Poglad ten znajdowat potwierdzenie w
przypadkach przetomu blastycznego, btednie rozpoznanych jako AL. Jednakze prze-
tomy blastyczne w CML majg w 75% charakter mieloblastyczny, natomiast chromo-
som Ph wystepuje z wieksza czestosScig w ostrej biataczce limfatycznej (ALL=acute
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lymphoblastic leukemia) niz w ostrej biataczce szpikowej (AML=acute myeloblastic
leukemia) [15]. Ponadto w AL Ph wystepuje czesto jedynie w pewnym odsetku
komérek, natomiast w ostrej fazie Ph(+) CML z reguty wszystkie komérki sg Ph-do-
datnie. W remisji AL chromosom Ph znika, podczas gdy po skutecznej terapii
przetomu blastycznego CML znikajg inne, wtdrne aberracje, natomiast Ph pozostaje

23|- N . PP

Na poziomie badania cytogenetycznego chromosom Ph z CML nie rdzni sie od Ph
z AL. W obu przypadkach wystepujg te same punkty ztaman chromosoméw 9 i 22
[25]. Na poziomie molekularnym mogg jednak wystepowac réznice. W 50% przy-
padkow ALL dorostych ztamania chromosomu 22 lokalizujg sie w obrebie M-bcr-\
[43], w pozostatych 50% oraz w ok. 90% przypadkéw ALL u dzieci ztamania
wystepujg poza M-bcr-\, w obrebie tzw. m-bcr (minor breakpointcluster region) (rys.
2) [13,31]. Ta heterogenno$¢ molekularna odzwierciedla sie rowniez w heterogenno-
$ci linii komérkowych w ALL [83], W Ph(+) AML, kt6ra stanowi ok. 1% wszystkich
przypadkéw AML, ztamania lokalizujg sie w M-bcr-1albo w m-bcr [31].

W wyniku transkrypcji hybrydowego genu, w ktdrym potgczenie nastgpito pomie-
dzy eksonem 1beraeksonem 2ab/(bla2), powstaje 7kb mRNA kodujacy biatko 190
kDa(pl90). Oba biatka pl90 i, jak w CML, p210 sg réwnolegle znajdowane w AL
[41]. Opisano przypadek Ph(+) ALL, w ktérym ber/abl nie zawierat eksonu a2 abl
(fuzjab3a3 - biatko 203 kD), co dowodzi, ze obecnos¢ tego eksonu nie jest niezbedna
do inicjacji procesu biataczkowego [35], Nie znaleziono dotad réznic miedzy 8kb
transkryptami ber/abl ani miedzy jego produktami biatkowymi p210, pochodzgcymi
z AL iz CML [86], Natomiast w pojedynczych przypadkach przetomu blastycznego
CML opisywano wystepowanie charakterystycznego dla AL biatka pl 90. Pojawienie
sie go w trakcie fazy przewlektej CML mogtoby by¢ zwiastunem ostrej fazy choroby
[76],

p190ip210 indukujg podobne typy biataczek u zwierzat doswiadczalnych, jednak
w przypadku pl90 choroba ma bardziej agresywny przebieg, co wskazuje, ze typ
biatka BCR/ABL nie wptywa na rodzaj choroby, ale na site sygnatu onkogennego
[40], Biatka te wigzg sie prawdopodobnie z r6znymi komdrkami pierwotnymi: pl90
- zukierunkowang limfopoetycznie, p210 - z pluripotencjalng [15].

2.6. Rokownicze znaczenie lokalizacji ztaman w obrebie M-BCR-1

W wielu badaniach préobowano powigza¢ okreslong lokalizacje punktéw ztaman w
obrebie M-bcr-1z poszczegélnymi cechami klinicznymi i hematologicznymi oraz z
rokowaniem w CML [34,80]. W 1987 r. Schaefer-Rego i wsp. wykazali, ze pacjenci
w fazie przetomu blastycznego majg punkty ztaman w poblizu 3’konca M -bcr-1[80],
W poézZniejszych pracach stwierdzono krétszy czas trwania fazy przewlektej i krotszy
catkowity czas przezycia w grupie pacjentéw z punktami ztaman w poblizu 3’kofica
M-bcr (MRNA typu b3a2), w poréwnaniu z grupg ze ztamaniami w poblizu konca 5’
(mMRNA typu b2a2) oraz wieksze ryzyko nawrotu choroby po allogenicznym prze-
szczepie szpiku u tych pacjentéw [45,58].
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Wptyw lokalizacji punktéw ztaman na réznice w przebiegu klinicznym CML
prébuje sie ttumaczy¢ zmianami diugosci transkryptu oraz zmianami fazy jego
odczytu zaleznymi od charakteru odcinka genu M-bcr-\ wchodzacego w skiad
chimery ber/abl [60]. Mogtyby one wptynaé na powstanie biatka BCR/ABL o
typowym ciezarze (210 kDa), lecz innych wiasciwos$ciach fizykochemicznych i o
zmienionym dziataniu [6]. OkreSlony typ biatka musiatby byéjednak obecny u danego
pacjenta przez caty czas trwania choroby; nie stwierdzono bowiem dotychczas zmian
lokalizacji punktéw ztamar przy przejSciu fazy przewlektej w faze ostrg CML [6,58].

Wyniki badan innych osrodkéw nie potwierdzajg zwigzku miedzy lokalizacja
ztaman a przebiegiem CML [20,59,68,69,84]. Rozbieznosci w wynikach mogg zale-
ze¢ od fazy choroby, w ktdrej pacjenci zgtaszali sie na badanie, stosowanego leczenia
oraz réznic w charakterystyce grup pacjentow [6,57]. Rozstrzygniecie problemu
pozwolitoby na wykorzystanie badan molekularnych w ustalaniu rokowania co do
przebiegu i czasu trwania choroby.
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CYTOGENETYKA PRZEWLEKLEJ BIALACZKI
SZPIKOWEJ. Il. CYTOGENETYCZNE PODTYPY
PRZEWLEKLEJ BIALACZKI SZPIKOWEJ (CML);
Ph-UJEMNA CML, MOZAIKOWATOSC Ph,
WARIANTY TRANSLOKACYJNE Ph

CYTOGENETICS OF CHRONIC MYELOID LEUKEMIA
I.CYTOGENETIC SUBTYPES OF CHRONIC MYELOID
LEUKEMIA (CML); Ph-NEGATIVE CML, Ph MOSAICISM,
VARIANT Ph TRANSLOCATIONS
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Streszczenie.Do niestandardowych postaci przewlektej biataczki szpikowej (CML) naleza: CML Ph-
ujemna, o kariotypie Ph(+)/Ph(-) oraz z wariantami translokacyjnymi Ph. W$r6d przyczyn rozpoznawa-
nia CML jako Ph-ujemnej wystepuja: "maskowanie” Ph przez kolejne translokacje z punktem ztamania
22ql 1i rearanzacje ber bez fuzji bcr/abl [Ph(-)6cr(+)CML]. Brak rearanzacji ber [Ph(-)6cr(-) CML]
wystepuje w nietypowej CML, ktéra rézni sie od klasycznej obrazem hematologicznym i klinicznym.
Mozaikowato$¢ Ph(+)/Ph(-) przy rozpoznaniu odzwierciedla czas trwania choroby albo zalezy od
wtdrnego zaburzenia proliferacyjnej petli regulacyjnej. Warianty Ph powstajg w wyniku ztozonej
translokacji obejmujacej, oprécz 9 i 22, réwniez inne chromosomy. Jej mechanizm jest albo wielosto-
pniowy: po prostej translokacji t(9;22) wymienione fragmenty ulegaja dalszym translokacjom, albo
jednostopniowy; w wyniku zadziatania jednego czynnika sprawczego zachodzg jednoczesne ztamania
wielu chromosomdw, a nastepnie btedne tgczenie ich fragmentéw z powodu homologii sekwencji DNA
w poblizu punktéw ztamania na réznych chromosomach.

Stowa kluczowe: cytogenetyka, Ph-ujemna przewlekta biataczka szpikowa, nietypowa przewlekta biata-
czka szpikowa, mozaikowato$¢ Ph, warianty translokacyjne Ph, leukemogeneza.

Summary. The forms of chronic myeloid leukemia (CML) different from classical Ph(+) CML are:
Ph-negative CML, CML with mosaic Ph(+)/Ph(-) karyotype at diagnosis and CML with variant
translocations. Among causes of diagnosis of CML as Ph-negative are: the presence of Ph "masked" by
subsequently occurring translocations with 22q 11 breakpoint and bcr rearrangements without BCR/ABL
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fusion [Ph(-)fccr(+) CML]. The lack of bcr rearrangement [Ph(-)fccr(-)CML] is found in atypical CML,
which differs from a classical one by hematological and clinical features. Ph(+)/Ph(-) mosaicism at
diagnosis of CML may reflect the time from the beginning of the disease or may depend on secondary
changes of proliferative regulatory feedback. Ph variants appear as a result of complex translocation
involving 9,22, and other chromosomes. Its mechanism is either multistep: after a simple translocation
t(9;22) exchanged fragments are involved in subsequent translocations, or one-step: there is only one
factor which causes simultaneous breaks of many chromosomes. Broken fragments join uncorrectly
because of DNA sequence homology close to breakpoints on various chromosomes.

Key words: cytogenetics, Ph-negative chronic myeloid leukemia, atypical chronic myeloid leukemia, Ph
mosaicism, variant Ph translocations, leukemogenesis.

Przewlekta biataczka szpikowa Ph-dodatnia zobecnym w 100% komorek chromo-
somem Ph, powstatym w wyniku standardowej translokacji t(9;22)(q34;ql 1), okre-
$lana bywa jako standardowa lub klasyczna CML [5]. Okoto 10-25% przypadkéw
CML stanowig odmienne jej postacie: Ph-ujemna CML, CML z obecnoscig chromo-
somu Ph jedynie w czeSci komdrek oraz CML, w ktdrej chromosom Ph powstat w
wyniku translokacji innej niz standardowa [37,58].

1. Przewlekia biataczka szpikowa bez obecnosci chromosomu
Filadelfia (Ph-ujemna CML)

W badaniach wczes$niejszych w okoto 15% przypadkéw CML nie stwierdzano
obecnos$ci chromosomu Ph. Uwazano, ze ta grupa cechuje si¢ krétszym czasem
przezycia (14-17 miesiecy wobec 35-56 miesiecy) oraz ciezszym przebiegiem Klini-
cznym niz grupa Ph(+). Ph-ujemna CML [(Ph(-) CML] zostata uznana za odrebny
podtyp CML, a brak Ph - za czynnik niekorzystny rokowniczo. W dalszym ciggu w
badaniach wykonywanych na poziomie chromosomowym ta prawidtowos$¢ potwier-
dza sie [25,36,38]. Kliniczna i morfologiczna weryfikacja przypadkéw opisanych
wczesniej jako Ph(-) CML spowodowata u potowy pacjentdbw zmiane rozpoznania
[66] najczesciej naprzewlektg biataczke mielomonocytowg(CM ML) lub inne zespoty
mielodysplastyczne, inne niz CML zespoty mieloproliferacyjne lub nietypowa AML
[9,13,19,66]. Do Ph-ujemnych postaci CML nalezy réwniez miodziencza CML
(JCML), ktérajednak ze wzgledu na zupetnie odmienny obraz choroby i wystepowa-
nie gtéwnie u matych dzieci, byta tatwa do odréznienia [58]. Cytogenetyczna weryfi-
kacja pozostatych przypadkow Ph(-) CML wykazata, ze przyczyng niewykrycia
chromosomu Ph w niektdrych z nich byta niedoskonatos$¢ technik cytogenetycznych.
Po wprowadzeniu technik o wysokiej rozdzielczo$ci prazkow w przypadkach tych
rozpoznano standardowy albo "zamaskowany", powstaty w wyniku ztozonej translo-
kacji chromosom Ph [8,67]. Badania molekularne pozostatych przypadkéw wykazaty
w 25-100% z nich obecnos¢ charakterystycznej dla Ph(+)CML fuzji genéw bcr/abl
lub typowej rearanzacji genu ber [2,10,19]. Takie przypadki okre$la sie jako Ph(-
)bcr/abl(+) lub, lepiej, Ph(-)bcr(+), poniewaz zmiany strukturalne genu ber sg czesciej
rozpoznawane niz fuzja genéw bcr/abl [12,13].
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1.1. Patomechanizm Ph-ujemnej CML

R6znorodne sa przyczyny prowadzace do rozpoznania CML jako Ph-ujemnej
(tab.l). Ph(-)bcr(+) CML moze powsta¢ w wyniku podwdjnej t(9;22), w ktorej
pierwszym etapem bytaby translokacja standardowa, z punktami ztamahn 9q34 i
22qll, a drugim - t(9;22) o innych punktach ztaman, "maskujgca" te pierwsza
[19,32,52]. Innym mechanizmem "maskowania" chromosomu Ph moga by¢ ztozone
translokacje zachodzace wielostopniowo, w ktérych pierwszym etapem bytaby réw-
niez translokacja t(9;22). Gen bcr/abl moze pozostaé na chromosomie 22 lub by¢
przeniesiony na inny [10,32,53], Niewidoczne na poziomie chromosomowym pota-
czenie eksonu b2 tub b3 M-bcr-\ z eksonem a2 abl, typowe dla Ph(+)CML, moze
réwniez powsta¢ w wyniku insercji fragmentu 3'abl w obreb ber bez wymiany
dtuzszych odcinkéw chromosoméw 922 [19,52,57]. Analiza obecnosci fuzji ber/abl
jedynie napoziomie mRNA moze rowniez sie nie powies¢; we wczesnych komérkach
progenitorowych CML nie znajdowano bcr/abl mRNA mimo fuzji gendéw bcr/abl
[4,11].

W niewielkiej liczbie przypadkow Ph(-)bcr(+) CML nie stwierdzono fuzji bcr/abl.
Przypuszczasie, ze molekularnym podtozem CML w tych przypadkach jest interakcja
genu ber z innym, nie zidentyfikowanym dotad genem [1,12,66].

Przypadki pozornie Ph-ujemnej, a ber-dodatniej CML niewiele sie réznig pod
wzgledem klinicznym i hematologicznym od "klasycznej" Ph(+) CML [45,66]. Do-
wodzi to, ze fuzja bcr/abl albo tylko zmiany strukturalne genu ber s momentem
kluczowym w patogenezie CML - choroby o Scisle okre$lonej charakterystyce w
momencie diagnozy i o charakterystycznym przebiegu [12].

W czesci przypadkéw Ph(-) CML o przebiegu podobnym do Ph(+) CML nie
stwierdza sie typowej rearanzacji ber [27,66]. Podtozem choroby mogg w nich by¢
zmiany strukturalne tego genu o nietypowej lokalizacji - w obrebie albo poza M-bcr-1
[10,46], przez co nie sg obejmowane przez sondy DNA najczesciej stosowane do
analizy ber [12,66]. W innych przypadkach przyczyng niewykrycia re- aranzacji ber
moze byc¢ delecja zmienionego fragmentu, delecja catego bcr/abl (84, 129) albo brak
ekspresji tego genu [4,11,27,46]. Analogiczne do wszystkich wymienionych, zmiany
moga zachodzi¢ nawet w CML Ph-dodatniej na poziomie chromosomowym [46,54],

1.2. Nietypowa CML

Pozostaje jeszcze sporo przypadkow, w ktérych w ogdle nie stwierdza sie zmian
w obrebie ber. Co prawda, w niektérych badaniach wszyscy Ph-ujemni pacjenci
wykazywali obecno$¢ rearanzacji ber, wyniki takie mogty by¢ jednak efektem nie-
przypadkowego doboru grupy badanych lub btednej, nie uwzgledniajgcej zjawiska
polimorfizmu fragmentow restrykcyjnych, interpretacji wynikdw hybrydyzacji DNA,
dokonanej przy uzyciu tylko jednego enzymu restrykcyjnego [12,13,66], W innych
badaniach pacjenci Ph(-)bcr{-) stanowili 1-6% wszystkich przypadkéw CML [2,51].
Grupa ta charakteryzowata sie typowym dla CML obrazem hematologicznym i
klinicznym przy rozpoznaniu, lecz innym przebiegiem choroby oraz krétszym $red-
nim czasem przezycia [15,19,42].
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TABELA 1 Przyczyny prowadzace do rozpoznania przewlektej biataczki szpikowej
jako Ph - ujemnej

Mechanizm Referencje

Fuzja bcr/abl
molekularnie Ph(+) CML

a. zamaskowany chromosom Ph wynik podwdjnej Bartram i Carbonnell 1985 [2]

t(9;22) o réznych punktach ztamania albo konwers;ji Inazawa i wsp. 1989 [32]

od standardowej do ztozonej translokacji Ph Morris iwsp. 1990 [52]
Morris i wsp. 1991 [53]

b. insercja 3’ abl do ber Dewald i wsp. 1993 [10]

Rassool iwsp. 1990 [57]
Zmiany strukturalne ber bez widocznej fuzji bcrfabl
a. w obrebie M-bcr-1 Bartram 1985 [1]
b. poza M-bcr-1 van der Plas i wsp. 1991 [66]

c.delecja.brak transkrypcji ub ekspresji zmienionego Bedi i wsp. 1993 [4]
Ifragmentu ber lub chimerycznego genu ber Diekmann i wsp. 1994 [11]
- Hirosawa iwsp. 1988 [27]

P6zno pojawiajacy sie chromosom Ph Lisker iwsp. 1982 [44]
znikniecie chromosomu Ph Hagemeijer i wsp. 1979 [24]
mozaicyzm Ph(+)/Ph(-) rozpoznany jako Ph(-)- Chen i wsp. 1993 [§]

z powodu niedostatecznej liczby Dewald i wsp. 1993 [10]
przebadanych komorek Holena iwsp. 1993 [28]

Pacjenci Ph(-)bcr(-) sga na ogot starsi niz Ph(+) [51]. Poza ta cechg Ph(~)bcr (-)
CML nie rdzni sie przy rozpoznaniu od Ph(+) CML [42]. W trakcie choroby stwierdza
sie natomiast duze réznice miedzy tymi postaciami w badaniach laboratoryjnych [brak
bazofilii, wieksza monocytoza, nizsza liczba erytrocytow i megakariocytéw, cechy
mielodysplazji w Ph(-)bcr(-)CML] [5,9,35,38] i w obrazie klinicznym (wieksza
tendencja do organomegalii, naciekéw pozaszpikowych i osteomielofibrozy) [19,42].
W przebiegu choroby nie wystepuje klasyczny przetom blastyczny (odsetek mielob-
lastow i promielocytdw wynosi 10-20%), nasilajg sie natomiast cechy mielodysp-
lastyczne [5,42,47], Wyparcie uktadu czerwonokrwinkowego i ptytkotworczego oraz
oporno$¢ na leczenie powoduja, ze $redni czas przezycia tych pacjentdw (21 mies.)
jest znaczaco krotszy niz pacjentow z Ph(+) CML (39 mies.) [19,42,51],

Bioragc pod uwage odrebng charakterystyke genetyczng, morfologiczng i kliniczng
Ph(-)Z?cr(-) CML, wydzielono jg jako nietypowg CML (at-CML) [5,19,21]. Znaczna
mielodysplazja i monocytoza oraz czeste w bcr(-) CML rearanzacje onkogenu ras,
typowe dla przewlektej biataczki mielomonocytowej - CMML, sktaniajg niektérych
autorow do zaliczenia at-CML do zespotdw mielodysplastycznych, jako podtypu
CMML [39,48], Przypadki znajdowania analogicznych aberracji chromosomoéw w
at-CML oraz w CMML $wiadczy¢ moga rowniez o bliskim "pokrewieAstwie" tych
dwoch jednostek chorobowych [69]. Jednak, mimo wielu podobienstw, rdznig sie one
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zarobwno pod wzgledem parametrow hematologicznych, jak i obrazu klinicznego
[21,48], W 1994 r. na podstawie analizy wielowariantowej grupa Francusko-Amery-
kansko-Brytyjska (FAB) okreélita parametry hematologiczne wyraZnie odgranicza-
jace te dwie jednostki od siebie, a takze od klasycznej Ph(+)frcr(+) CML [5].

Poniewaz w chwili rozpoznania obraz at-CML jest taki sam jak klasycznej CML
lecz w jej przebiegu nie wystepuje faza blastyczna, wysunieto hipoteze, ze fuzja
bertabl lub rearanzacja ber niezbedne sgjedynie do zainicjowania ostrej fazy choroby,
za$ przewlekla, czyli podstawowy proces chorobowy, inicjowana jest przez r6zne
alternatywne mechanizmy molekularne, angazujace geny ber i abl albo zupeinie
inne, nie poznane dotad geny [15,33,42].

Nietypowa CML przebiega z reguly bez zmian w Kkariotypie. W okoto 10%
przypadkow w okresie zaostrzenia towarzyszg jej jednak aberracje chromosomow, z
ktérych cze$¢ analogiczna jest do zmian wystepujagcych w Ph(+) CML [5]. Proba
znalezienia powigzafh miedzy obrazem klinicznym i hematologicznym w at-CML a
wystepowaniem okre$lonych aberracji, np. t(8;9) - z punktem ztamania 8pll czy
trisomig 14, nie powiodta sie ze wzgledu na zbyt matg liczbe dotychczas przeanalizo-
wanych przypadkow [35,47].

Wszystkie dotychczas znane fakty o biologii i klinice Ph(-) CML podkreslajg
konieczno$¢ wykonywania badan cytogenetycznych i molekularnych przy rozpozna-
niu CML - zaréwno w celach poznawczych, jak iklinicznych. Dotychczas brak petnej
analizy zjawisk lezacych u podtoza Ph(-) CML, m.in. jej zwigzkéw z ekspozycjg na
czynniki mutagenne w poréwnaniu z Ph(+) CML, cho¢ w pojedynczych pracach
wykazano, ze narazenie na dziatanie mutagendéw przed zachorowaniem na CML
wigze sie z czestszym wystepowaniem Ph-ujemnej postaci choroby [25].

2. Mozaikowato$¢ Ph(+)/Ph(-)

W 15-54% przypadkéw CML chromosom Ph wystepuje jedynie w czesci komadrek
szpiku, czemu odpowiada z reguty proporcjonalnie niska ekspresja bcr/abl mMRNA
[43]. Zjawisko to moze by¢é odzwierciedleniem czasu, jaki uptynat od poczatku
choroby, i stopniowego przejmowania dominacji przez klon Ph(+) [20]. U kazdego
pacjenta z Ph(+) CML istniejg najprawdopodobniej przetrwate klony prawidtowych
komarek Ph(-), ktore nie ujawniajg sie z powodu zahamowania ich rozwoju w wyniku
dziatania regulacyjnej petli ujemnego sprzezenia zwrotnego [16,49]. Komérki Ph(+),
niepodatne na te regulacje, uzyskujg proliferacyjng przewage i tylko one dostepne sg
rutynowemu badaniu cytogenetycznemu w stadium metafazy [20]. By¢ moze u
pacjentow "mozaikowych" petlaregulacyjnadziata mniej sprawnie iréwniez komaérki
Ph(-) dochodzg w duzej ilosci do stadium mitozy [16]. Jednak nawet w przypadkach
rozpoznanych cytogenetycznie jako catkowicie Ph(+) mozna wykryé komarki Ph(-)
w diugoterminowych hodowlach szpiku prowadzonych w specjalnych warunkach
[28] albo poprzez analize duzej liczby (2(XM00) mitoz pochodzacych z rutynowej
hodowli [10,58].
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W miare progresji choroby u pacjentow wyjsciowo Ph(+)/Ph(-) komérki Ph(-)
stopniowo zanikajg. Natomiast w przebiegu choroby mogga one ujawniaé sie zarowno
u pacjentdw wyjsciowo Ph(+), jak i Ph(+)/Ph(-) po terapii np. busulfanem [6,62],
interferonem, obnizajagcym potencjat proliferacyjny komérek bcr/abl(+) [68] lub po
splenektomii czy napromienieniu $ledziony [23,64]. Faza mozaikowatos$ci po lecze-
niu trwa czesto tylko kilka miesiecy, potem ponownie komérki Ph(+) uzyskuja
proliferacyjng przewage [40,55]. Obecne metody leczenia interferonem pozwalajg w
czesci przypadkdw na uzyskanie diugotrwatej remisji cytogenetycznej potaczonej z
remisjg hematologiczng i kliniczng. Najlepszg metodg kontroli remisji jest cytogene-
tyczna ocena odsetka komérek zchromosomem Ph - $cislej skorelowanego ze stanem
klinicznym chorych niz ekspresja ber/abl, gdyz badanie cytogenetyczne wykonywane
jest na komorkach zywych idzielgcych sig, natomiast obecnos$¢ ber/abl moga wyka-
zywaé rowniez komdrki martwe albo niezdolne do podziatu [29,37,64,68].

Otwartym zagadnieniem jest rokownicze znaczenie wstepnej mozaikowatosci Ph,
przez niektorych autordw uwazanej za czynnik korzystny rokowniczo [25,61], co
wobec znajdowania komérek Ph(-) w diugoterminowych hodowlach w kazdym
przypadku Ph(+) CML podawane jest w watpliwos¢ [28,49]. Istnieje wiele opisow
dtugoletniego przezycia pacjentéw z mozaikowatoscig Ph. Cze$¢ z nich dotyczy
jednak przypadkéw, w ktérych badanie cytogenetyczne wykonywano dopiero po
kilkunastu latach trwania choroby, nie wiadomo wiec, jaki byt wyjsciowy kariotyp
biataczkowy tych chorych [6,61]. Opisy spontanicznej konwersji kariotypu w prze-
biegu choroby albo mozaikowato$ci wystepujacej na tle hipoplazji pobusulfanowej
réwniez nie mogg by¢ brane pod uwage jako wyjsciowy czynnik prognostyczny
[61,62]. W analizie duzych grup pacjentdw z CML nie stwierdza sie z requty zwigzku
miedzy wyjsciowg mozaikowatoscig i wielkos$cig odsetka komorek Ph(-) a dtugosciag
czasu przezycia [65], a wiec problem rokowniczego znaczenia wyjsciowej mozai-
kowato$ci wcigz jeszcze czeka na rozstrzygniecie.

Pozostaje rowniez nie rozwigzany problem charakteru komoérek Ph(-). U pacjenta
z dtugim czasem przezycia ich prawidtowy charakter udowodniony zostaje ex iuvan-
tibus. Natomiast komérki Ph(-) u pacjentdw w ostrej fazie CML moga by¢ komdérkami
biataczkowymi, w ktérych transformacja nowotworowa wyindukowana zostata de
novo przez inny mechanizm niz fuzja bcr/abl [46].

3. Chromosom Ph powstajagcy w wyniku wariantow
translokacyjnych

W 2-10% (Srednio: 4,3%) przypadkéw CML chromosom Ph powstaje w wyniku
translokacji innych od klasycznej t(9;22) [50,59], Czesto$¢ wystepowania wariantéw
jest ré6zna w réznych grupach etnicznych, socjo-ekonomicznych i srodowiskowych
[34], Tradycyjnie rozr6zniano dwa typy wariantéw translokacyjnych: prosty i ztozo-
ny. W prostych miatyby bra¢ udziatjedynie dwa chromosomy: 22 i chromosom inny
niz 9 (90% przypadkow) albo chromosom 9iinny niz 22 (10%) [10,67]. W niekt6rych
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przypadkach wariantéw prostych oprécz wymienionej translokacji znajdowano réw-
niez pozornie niezaleznie wystepujace translokacje pomiedzy chromosomem 9 (albo
22) aiinnym chromosomem [10,59]. Natomiast w ztozonych wariantach biorg udziat
co najmniej trzy chromosomy, wigcznie z 9 i 22 [30,60]. Obecnie nie stosuje sie juz
rozgraniczenia na warianty proste i ztozone. Warianty proste sg w istocie ztozonymi,
w ktérych bierze zawsze udziat zaréwno prazek 9934 jak i 22ql 1[10,30,59,60]. We
wszystkich wariantach powstajg wiec ztamania w punktach 9934 i22ql 1, powodujgce
fuzje gendw ber i abl, przy czym w obreb genu chimerycznego, czesciej niz w
translokacji standardowej, wchodzi rowniez ekson b3 regionu M-bcr-\ [22,41,60].
Rearanzacja genéw ber i abl wydaje sie podobna do rearanzacji w translokacji
standardowej [14], niemniej jednak opinie na ten temat sg podzielone [50]. Gen
bcr/abl lokalizuje sie w dowolnym miejscu genomu, najczesciej w obrebie chromo-
somu 22 ijest mozliwy do wykrycia metodami biologii molekularnej niezaleznie od
stopnia ztozonosci translokacji [8,10,17].

W wariantach, w ktdrych chromosom 22 jest pozornie niezmieniony, podejrzewa
sie zawsze istnienie "zamaskowanego"” chromosomu Ph, czyli obecno$¢ zmian mole-
kularnych bez widocznych zmian cytogenetycznych [10,67]. "Zamaskowany" Ph
powstaje prawdopodobnie w procesie co najmniej dwustopniowym, ktérego ostat-
nim etapem jest translokacja na chromosom 22 fragmentu innego chromosomu,
wielkoScig iutozeniem prazkéw odpowiadajagcego utraconym odcinkom chromosomu
22 [13]. Pozorne niewciggniecie chromosomu 9 w translokacje wariantowg moze by¢
wynikiem podobnego zjawiska albo utraty zmienionego iduplikacji niezmienionego,
réwniez pod wzgledem molekularnym, chromosomu 9 [15,30].

W przypadkach pozornie niezaleznych translokacji: 9 z innym niz 22 chromoso-
mem oraz 22 - zinnym niz 9, udowodniono istnienie translokacji ztozonych, obejmu-
jacych wszystkie te chromosomy jednoczesnie, oraz obecnos$¢ fuzji bcr/abl [30],
Jednak gdy nie ma mozliwosci molekularnej weryfikacji takich zmian, opisywane sg
one nadal jako proste warianty translokacyjne [3],

W wariantach Ph stwierdzono udziat wszystkich chromosoméw z wyjatkiem Y.
Najczesciej wystepuje w nich chromosom 17, szczeg6lnie tam, gdzie chromosom 9
pozostaje cytogenetycznie niezmieniony, najrzadziej za$ - chromosom X
[3,10,17,59].

Rozktad punktéw ztaman w wariantach Ph nie jest przypadkowy. Ograniczajg sie
one do kilkudziesieciu pragzkéw chromosomowych, zaangazowanych zrézng czesto-
$cig w réznych populacjach. Statystycznie najczesciej wystepujagcymi punktami zta-
marn (p<0,001)s3:3p21,3921,4923,5ql13,6p21,9p24,11913,12p13,14q32,17p 13,
17921, 17925 [30,31,50,59]. Sugerowano brak korelacji miedzy punktami ztaman w
wariantach Ph a lokalizacja onkogenéw lub miejsc tamliwych [58]. Jednak warianto-
we punkty ztaman zlokalizowane sg w 85% w obrebie jasnych prazkéow G, czyli w
tych miejscach genomu, gdzie z reguty znajdujg sie miejsca tamliwe lub onkogeny.
Ponadto takie miejscajak 3p21,6p21,12p 13i 17p 13 znane sgjako loci anty onkogenow
lub jako punkty ztaman w nowotworach z uprzednig ekspozycjg na karcinogen
[26,31,58,63].
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3.1. Mechanizm powstawania wariantow translokacyjnych

Powstawanie wariantow Ph probuje sie wyjasni¢ dwiema hipotezami. Wedtug
pierwszej z nich proces powstawania wiekszosci ztozonych translokacji Ph jest co
najmniej dwustopniowy: w pierwszym etapie powstaje standardowa translokacja
t(9;22), w nastepnych dochodzi do wymiany uprzednio juz przemieszczonych frag-
mentéw miedzy 9, 22 a innymi chromosomami. W tym etapie chromosom 9 uczest-
niczy czesciej niz 22, prawdopodobnie z powodu niekompletnego upakowania DNA
w poblizu punktu ztamania 9934. Wystgpieniu drugiego etapu z zaangazowaniem
nieprzypadkowych punktéw ztaman sprzyja¢ moze homologia sekwencji DNA chro-
mosoméw innych niz 9 i 22 z sekwencjami flankujacymi 3’bcr lub 5’abl, takimi jak
sekwencje heptamer-nonamer czy sekwencje Alu [7,30].

Translokacje ztozone bytyby wiec wynikiem klonalnej ewolucji translokacji stan-
dardowej. Same tez moglyby podlega¢ dalszej ewolucji, tworzac coraz bardziej
ztozone translokacje, ktére cytogenetycznie mogtyby wyglada¢ natranslokacje stand-
ardowg albo proste warianty translokacyjne. Dowodem na poparcie tej koncepcji sg
przypadki wspdtistnienia translokacji standardowych i ztozonych oraz obserwacje
wzrastania stopnia ztozonosci translokacji u danego pacjenta w miare postepu choroby
[18,58].

Druga hipoteza zaktada, ze wiekszo$¢ translokacji wariantowych powstaje w
wyniku przypadkowego zadziataniapojedynczego czynnika sprawczego (np. promie-
niowania) powodujgcego jednoczesne ztamanie kilku upakowanych blisko siebie
chromosomoéw. Nieprzypadkowe bytyby punkty ztaman tych chromosomoéw, obej-
mujace sekwencje homologiczne, np. Alu. Po zadziataniu aparatu naprawczego
mogtoby wskutek homologii punktéw ztaman nastapié¢ btedne taczenie fragmentéw
nalezacych do réznych chromosomoéw [17,18]. Argumentem przemawiajagcym za tg
hipotezg jest wzgledna rzadko$¢ wystepowania mozaiki typu standard/wariant oraz
mniejsze prawdopodobienstwo wystapienia po sobie kilku kolejnych zmian angazu-
jacych te same chromosomy, w poréwnaniu ze zmiang jednostopniowg, nawet gdy
dotyczy ona wielu chromosoméw jednoczesnie [17]. Znajdowanie w 100% komorek
badanego pacjenta translokacji wariantowej wraz zjednolitymi dodatkowymi aberra-
cjami strukturalnymi, nie majgcymi zwigzku z translokacjg Ph $wiadczy, ze wszys-
tkie te zmiany zaszty wtym samym momencie prawdopodobnie w wyniku zadziatania
tego samego czynnika sprawczego [59]. Jednak w dalszym ciagu zagadnienie jedno-
albo wielostopniowego powstawania wariantdw Ph pozostaje nierozstrzygniete [50].

3.2. Znaczenie rokownicze wariantow translokacyjnych

Zasadniczy molekularny skutek wariantow translokacyjnych (fuzja bcr/abl) jest
prawdopodobnie taki sam, jak standardowej translokacji t(9;22) [15,50]. Natomiast u
pacjentéw z wariantami Ph znamiennie cze$ciej stwierdza si¢ przy rozpoznaniu
obecnos$¢ dodatkowych aberracji strukturalnych nie wptywajgcych na roko- wanie.
Ich powstawaniu sprzyja prawdopodobnie mechanizm tworzenia wariantu Ph [59].
Dane kliniczne i hematologiczne nie réznig sie znaczaco pomiedzy grupa pacjentow
z translokacjg standardowg i grupg z wariantami Ph [17,59]. Jedynie w pojedynczych
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przypadkach warianty translokacyjne kojarzyly sie z krétszym czasem przezycia,
szybszym wystepowaniem przetomu blastycznego, wiekszym ryzykiem nawrotu czy
niekorzystnymi zmianami hematologicznymi [56]. Obserwacje te, sugerujace zwig-
zek miedzy odmiennym od standardowego poczatkowym kariotypem a okreslonym
przebiegiem choroby, mogtyby byé dowodem na stusznos$¢ hipotezy jednostopniowe-
go tworzenia wariantow Ph [17].

Nieprzypadkowa w wariantach Ph lokalizacja punktéw ztaman w loci gendéw
istotnych dla rozwoju procesu nowotworowego sugeruje mozliwos$¢ wiekszej ztozo-
nosci obrazu molekularnego, jak i powazniejszych implikacji klinicznych w poréw-
naniu z translokacjg standardowg [63]. Niektére zmiany molekularne mogg wptywac
korzystnie na przebieg choroby, inne - niekorzystnie, jeszcze inne moga w ogéle nie
mie¢ zwigzku z rozwojem klonu biataczkowego. Sumarycznie daje to obraz braku
réznic fenotypowych pomiedzy wariantami a standardowg translokacjg Ph [59].
Odrebna analiza wariantéw przebiegajacych z zaangazowaniem réznych punktow
ztaman mogtaby jednak pozwoli¢ na okre$lenie fenotypu choroby i ustalenie pro-
gnozy dla kazdego wariantu oddzielnie [30,50].
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ANALIZA ROZNORODNOSCI RECEPTOROW
LIMFOCYTOW T WIAZACYCH ANTYGEN
W GUZACH LITYCH*

ANALYSIS OF THE T-CELL RECEPTOR REPERTUAR
IN SOLID TUMORS

Dariusz KOWALCZYK
Zaktad Genetyki Cztowieka, Polska Akademia Nauk, Poznan

Streszczenie. Okreslenie roli uktadu immunologicznego w zwalczniu choréb nowotworowych jest nadal
powaznym problemem wspotczesnej immunologii. Swoisto$¢ limfocytéw T jest zdefiniowana przez
konfiguracje receptora wigzacego antygen (TCR), z tego wzgledu podjeto szereg préb w celu okreslenia
réznorodnosci TCR limfocytow naciekajgcych guzy nowotworowe (Tumor Infiltrating Lymphocytes -
TIL), co pozwolitoby na lepsze poznanie specyficznosci odpowiedzi przeciwnowotworowej, jak rowniez
rozmiaru zréznicowania antygenowego komorek nowotworowych. Analiza TCR komdrek naciekajg-
cych guzy nowotworowe wykazano selektywny udziat limfocytow T w odpowiedzi na nowotwor, co
sugeruje oligoklonalny charakter TIL. Koniecznym elementem warunkujagcym skuteczng odpowiedz
wydaje sie by¢ réwnowaga cytokin w otaczajgcym mikrosrodowisku. W pracy przedstawiono takze zarys
metodyki analizy TCR w zmianach nowotworowych oraz podsumowano i zinterpretowano ostatnie
osiggniecia w tej dziedzinie.

Stowa kluczowe: receptor limfocytéw T wigzacy antygen (TCR), limfocyty naciekajace guz (TIL),
nowotwory

Summary. Defining the role of the host immune system in eliminating malignant cells is still a difficult
challenge for immunologists. Since the specificity of tumor infiltrating lymphocytes (TIL) is defined by
their T-cell receptor (TCR) configuration there have been undertaken many attempts to delineate the
TCR repertoire within malignant lesions to gain a better insight into the extent of the antigenic diversity
of malignant cells and specificity of the anti-neoplastic immune response. TCR analysis in TIL shows
that response against cancer is relatively narrowed and oligoclonal indicating selective participation of
the T cells. Furthermore, these findings suggest that effector functions are not caused by different TCR

*Artykut opracowano w ramach realizacji programu badawczego KBN nr 4P05B 042 10.
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but are influenced by the cytokine balance within the tumor microenvironment. Here it is outlined the
basic methodology of TCR analysis in malignant lesions and summarised the most recent findings.

Key words: T-cell receptor (TCR), tumor infiltrating lymphocytes (TIL), cancer

Wykaz stosowanych skrétéw: TCR (ang. T-cell receptor) - receptor limfocytéw T wigzacy antygen, TIL
(ang. tumor infiltrating lymphocytes)- limfocyty naciekajace guz, V (ang. variable) - cze$¢ zmienna
fancucha TCR, D (ang. diversity) - cze$¢ warunkujaca réznorodno$¢ faricucha TCR, J (ang. joining) -
- czes¢ taczacatancucha TCR, C (ang. constant)- czesé statafancucha TCR, P C R - reakcja tancuchowa
polimerazy, TNF - czynnik martwicy nowotworéw, INF - interferon, IL - interleukina

1. WSTEP

Naciek leukocytarny - przejaw odpowiedzi immunologicznej

Obecnos$é nacieku leukocytamego w guzach nowotworowych, zaréwno u ludzi jak
iuzwierzat, zostata zauwazonajuz przeszto sto lat temu przez Ehrlicha [19]. W 1922
roku MacCarty wysunat sugestie, ze wystepowanie komorek limfoidalnych w guzach
nowotworowych jest oznakg obrony organizmu [35]. Sugestia ta byta poparta obser-
wacjami raka rdzeniastego piersi o wzglednie dobrym rokowaniu, ktéry czesto odzna-
cza sie znacznym naciekiem limfocytamym [41]. Jednakze Richardson wykazat, ze
guzy rdzeniaste majg lepszg prognoze nawet w tych przypadkach, gdy brak jest
nacieku limfocytamego lub jest on bardzo maty. Dobre rokowanie w tych przypad-
kach jest uwarunkowane ostabiong zdolnos$cig do tworzenia podscieliska i obnizong
zdolnoScig tworzenia przerzutow [48]. Black i nastepnie Berg wysuneli teze, ze
wystepowanie komorek leukocytamych w innych typach raka piersi ma zwigzek z
dtuzszym przezyciem iprzedstawia element obrony organizmu [6,8]. Do podobnych
sugestii prowadzg takze obserwacje nowotwordw, takich jak: czerniak ztosSliwy
[14,16], choroba Hodgkina [34,50], rak zotadka [9], nasieniaki [17], rak kosmowki
[20], glejaki [49], gdzie wielkos$¢ nacieku limfocytamego wydaje sie mie¢ znaczenie
prognostyczne.

2. LIMFOCYTY T - GLOWNY CZYNNIK ODPOWIEDZI

W czesne badania skupiaty sie na stwierdzaniu obecnosci lub braku limfocytow w
guzie nowotworowym, w odniesieniu do dtugosci przezycia. P6Zniejsze obserwacje
pozwolity stwierdzi¢, ktore komorki uktadu immunologicznego sg szczegdlnie zaan-
gazowane w odpowiedzi przeciwnowotworowej.

Badania wykorzystujace zdolno$¢ limfocytéw T do tworzenia rozetek z erytrocy-
tami baranimi wykazaly, ze limfocyty T sg gtownym sktadnikiem nacieku leukocy-
tamego [21,22]. Zastosowanie swoistych przeciwciat monoklonalnych pozwolito na
dalszg charakterystyke powierzchniowego immunofenotypu limfocytéw naciekajg-
cych guz nowotworowy. Szereg wynikdéw badan wykazuje, ze naciek ten sktada sie
gtdwnie z limfocytow T, niewielkiej liczby limfocytow B oraz r6znej ilosci makrofa-
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géw i komorek NK [3,7,26,27,30,63]. Powyzsze obserwacje wydajg sie wskazywac,
ze limfocyty T stanowig gtéwny element odpowiedzi organizmu na nowotwor.

3. GENY KODUJACE TCR - ZRODLO ZMIENNOSCI
| SWOISTOSCI

Limfocyty T rozpoznajg antygeny zwigzane z czgsteczkami MHC obecnymi na
powierzchni komérek prezentujacych antygen [64]. Rozpoznanie to nastepuje przez
limfocyty T, majgce na swojej powierzchni specyficzny receptor wigzacy antygen -
TCR (ang. T celi receptor). Receptor ten jest heterodimerem skladajgcym sie z
tancuchéw a i B luby i8[13,15]. NajczeSciej wystepujaca forma obejmujaca okoto
90% limfocytéw krwi obwodowej jest receptor ztozony z tancuchow a i 8, natomiast
limfocyty z receptorem typu yb stanowig 1-10% [10,13,15], Oba receptory potgczone
sg z kompleksem CD3, ktéry bierze udziat w przekazywaniu sygnatu przez btone
komorkowg. Kazdy taricuch receptora sktada sie z czesci statej zakotwiczonej w
btonie komérkowej oraz cze$ci zmiennej okre$lajacej jego swoisto$é. Zréznicowanie
czesci zmiennej tancucha TCR itym samym mozliwo$¢ odpowiedzi na wiele rézno-
rodnych antygendéw warunkowana jest mozaikowg budowg genéw kodujgcych TCR
i przegrupowaniami segmentéw genu TCR, polegajacymi na zblizaniu sie i tgczeniu
poszczegdblnych sekwencji kodujacych odpowiednie czesci tafcucha (rys. 1) [13].

Cze$¢ zmienna TCR powstaje z segmentow genowych oznaczonych V, D, J
oddalonych od siebie o kilkadziesigt tysiecy par zasad, ktdre w czasie r6znicowania
limfocytow T w grasicy ulegajg zblizeniu i potgczeniu. W czasie somatycznej rearan-
zacji w wyniku nieprecyzyjnego taczenia sie dodawane sg lub usuwane nukleotydy w
miejscach taczacych segmenty V-J lub V-D-J, co prowadzi do powstania jeszcze
wiekszej zmiennosci. Geny czesci statej TCR dotgczane sg do regionu zmiennego na
etapie dojrzewania pierwotnego transkryptu mRNA [13]. Po zwigzaniu antygenu

Rys. 1 Organizacja genéw kodujacych TCR (opis w tekscie)
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limfocyt T majacy specyficzny receptor zostaje pobudzony, namnaza sie, co prowadzi
do powstania klonalnej populacji komdérek majgcych doktadnie to samo przegrupo-
wanie genéw TCR [13].

Badania zjawisk autoimmunizacyjnych i odrzucaniaprzeszczep6ow allogenicznych
wykazaty, ze geny TCR komoérek efektorowych uzywane sg w stosunkowo waskim
zakresie prowadzgc tym samym do powstania odpowiedzi ograniczonej do limfocy-
téw o okresSlonym przegrupowaniu genéw dla TCR [5,12,39]. Nasuwa sie pytanie,
czy podobna odpowiedz wystepuje tez w reakcji przeciw komdrkom nowotworo-
wym.

4. STRATEGIE ANALIZY ROZNORODNOSCI TCR

Analiza r6znorodnos$ci TCR moze zostaé dokonana metodami wykorzystujagcymi
przeciwciata monoklonalne, transfer Southema i typu northern, klonowanie komaérek
in vitro oraz PCR. Wszystkie metody majg swoje ograniczenia, ktére w pewnym
stopniu moga wptywaé na kofncowy rezultat przeprowadzonych badan.

4.1. Cytometria przeptywowa w badaniach réznorodnosci TCR

Zastosowanie przeciwcial monoklonalnych w potgczeniu z cytometrig przeptywo-
wa charakteryzuje sie stosunkowo duzg czutoscia, prostotg wykonania i mozliwoscia
iloSciowej oceny poszczegdlnych populacji komoérek. Badanie polega na inkubacji
zawiesiny komérek z przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi przeciw cze-
$ciom zmiennym TCR limfocytéw T znakowanymi fluorochromami (np. fluoresceing
lub fikoerytryng) i analizie na cytometrze przeptywowym, ktéry umozliwia szybka i
zautomatyzowang ocene immunofenotypu duzej liczby komorek.

Analizaréznorodnosci TCR rozni sie od typowej analizy immunofenotypu, opartej
na 0go6t na znacznej réznicy ilosciowej miedzy poszczeg6lnymi populacjami bada-
nych komoérek. Nie stanowi problemu oznaczenie wzajemnego stosunku limfocytéw
T CD4+ i CD8+, ktérych jest duzo w badanej prébce, a wszelkie zmiany ich
wzajemnej proporcji sg tatwo uchwytne. W przypadku analizy poszczegdlnych regio-
néw V TCR limfocytow T, we krwi lub guzie najwyzsza spodziewana warto$¢ miesci
sie w zakresie 5-10%, a badanie zmian w tak matej populacji moze w znacznym
stopniu zaleze¢ od sposobu analizy. Pomijajac technike analizy, najpowazniejszym
ograniczeniem tej metody jest brak przeciwciat specyficznych dla wszystkich regio-
néw zmiennych TCR , ktéry uniemozliwia ich petng analize.

4.2. Hybrydyzacja Southerna w badaniach przegrupowan genéw
TCR

Zasada analizy repertuaru TCR za pomocg hybrydyzacji Southema polega na
enzymatycznej fragmentacji izolowanego DNA przy pomocy enzymoéw restrykcyj-
nych (najczesSciej BamH I, Hind 111, EcoR 1), nastepnie elektroforezy otrzymanych
fragmentéw w zelu agarozowym, transferze na filtr nylonowy lub nitrocelulozowy,
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Rys. 2. Schemat analizy repertuaru genéw TCR przy pomocy hybrydyzacji Southema

hybrydyzacji z wyznakowang radioaktywnym izotopem sondg specyficzng dla ge-
néw TCR (na og6t jest nim segment CR lub Jy) i autoradiografii (rys. 2). Efektem
tych wszystkich zabiegow jest pojawienie sie prazkéw na kliszy fotograficznej,
ktérych potozenie uwarunkowane jest miejscem wigzania radioaktywnej sondy do
fragmentu DNA o okre$lonej wielkosci. Rozktad fragmentéw V, D, Ji C w nieprze-
grupowanym DNA jest staly - odpowiada konfiguracji linii zarodkowej i wystepuje
we wszystkich komodrkach somatycznych zwyjatkiem limfocytéw T. Przegrupowania
genow w czasie rozwoju limfocytow T prowadzg do zmiany wielko$ci fragmentow
restrykcyjnych, czego efektem jest wystepowanie sygnatéw hybrydyzacyjnych w
innym miejscu niz w przypadku komoérek linii zarodkowej. Mozliwe jest przy tym
odréznienie populacji monoklonalnej limfocytéw T, dajacej pojedynczy sygnat na
kliszy, od populacji oligoklonalnej dajacej kilka, najczesciej 2-4 prazkéw oraz poli-
klonalnej, ktéra uwidacznia sie w tej metodzie w postaci rozciggnietej smugi [4].

4.3. Hybrydyzacja typu northern w badaniach ekspresji TCR

Northern biot jest technika umozliwiajaca analize ekspresji genéw na poziomie
mRNA. Metoda ta generalnie przypomina hybrydyzacje Southema, polega na izolacji
RNA, jego elektroforezie w zelu agarozowym, transferze na filtr i hybrydyzacji z
odpowiednig sondg (rys. 3). Po autoradiografii widoczne sa prazki wielkosci 1,3-1,7
kb odpowiadajagce mMRNA TCR. W przypadku analizy TCR stosuje sie sondy specy-
ficzne dla regionéw V TCR, co pozwala na identyfikacje poszczegdlnych klonéw
limfocytéw T. Ograniczeniem metod opartych na hybrydyzacjijest ich niska rozdziel-
czos$¢ i stosunkowo mata czuto$¢, co powoduje, ze metody te majg znaczenie margi-
nalne. Niemniej, majac na uwadze niebezpieczenstwo zafatszowania wyniku
rozrostem klonéw niereprezentatywnych [23], mozliwe jest zastosowanie ich do
analizy TCR limfocytdw z hodowli in vitro [4,25,52],
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Rys. 3. Schemat analizy repertuaru TCR przy pomocy hybrydyzacji typu northern

4.4. PCR w analizie przegrupowan i ekspresji genow TCR

Z uwagi na ograniczenia metod opartych na przeciwciatach monoklonalnych,
hybrydyzacje Southema i hybrydyzacje typu northern, obecnie najszerzej rozpo-
wszechniong metodg badania roznorodnosci receptora limfocytéw T wigzgcego anty-
gen jest PCR. Metoda ta pozwala na bardzo doktadng charakterystyke TCR na
poziomie DNA [32] lub powstatego zmRNA cDNA [42,43,45,62]. Jej gtowne zalety
to ogromna czuto$¢ - w odpowiednich warunkach mozliwe jest wykrycie jednej
komorki z charakterystyczng sekwencjg (bedzie nig np. sekwencja TCR) posrod
miliona innych [1], dostepno$¢ starteréw oparta na znajomosci genow kodujacych
TCR, atakze mozliwos¢ analizy nieznanych regionéw V.

Gdy uzywa sie cDNA jako matrycy w reakcji PCR, strategia postepowania oparta
jest naspecyficznych starterach dla genow czes$ci zmiennych V istatej C. Gdy badanie
przeprowadzane jest na poziomie genomowego DNA, zamiast starteréw dla czesci
statej uzywa sie zwykle starterow dla czesci taczacej J [32], Mozliwa jest réwniez
analiza sekwencji TCR bez wstepnego okreslenia kofica 5° (regionu V) pozwalajaca
na badanie nieznanych regiondw V [36,55].

4.4.1. Wersja rodzinna reakcji PCR w badaniach TCR

Najszerzej stosowang technikag PCR dla charakterystyki TCR limfocytéw obe-
cnych w guzie nowotworowym jest tzw. rodzinna reakcja PCR (ang. family PCR)
wykorzystujgca startery specyficzne dla znanych regionédw V iregionu statego C (rys.
4A). Pétilosciowa analiza poszczego6lnych segmentéow V moze zostaé dokonana na
podstawie oceny ilo$ci zamplifikowanego produktu PCR [29]. Ocene ilosciowa
dokonuje sie zwykle po hybrydyzacji produktu PCR z wyznakowang sondg lub po
dodaniu do mieszaniny reakcyjnej znakowanych izotopem starteréw lub nukleoty-
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dow. Po autoradiografii powstate zaczernienie moze by¢ analizowane densytometry-
cznie [24,28]. Mozliwa jest takze bezpoS$rednia ocena radioaktywnosci produktéw
PCR przy pomocy skannera lub licznika scyntylacyjnego [51,62]. W celu uzyskania
petniejszych danych i powtarzalnosci wynikéw stosowany jest tzw. wewnetrzny
standard, do ktorego poréwnywane sg uzyskane wyniki. Takim standardem jest
najczesciej fragment taficucha statego (C) TCR, ktéry amplifikowany jest z wszy-
stkich limfocytow T itym samym moze by¢ wartoscia referencyjng réwna 100% [62].

Klonowanie produktéw PCR pozwala nie tylko na p6zniejsze sekwencjonowanie
i petng charakterystyke TCR, ale liczagc klony o tej samej sekwencji mozna dokonaé
analizy ilosciowej [36]. Ograniczeniem tej metody jest mozliwo$¢ przeoczenia komé-
rek majacych nieznane regiony V, ktére wykrywa sie dzieki zastosowaniu tzw.
zakotwiczonej lub odwrotnej reakcji PCR [36,55,60].

4.4.2. Odwrotna i zakotwiczona reakcja PCR w badaniach TCR

Odwrotna reakcja PCR (ang. inverse PCR) polega na cyrkulizacji cDNA iuzyciu
starterow dla czesci statej TCR dziatajacych w odwrotnych kierunkach (rys. 4C).
Zastosowanie tylko jednej pary starterow dla wspolnego regionu C, zamiast catego
ich zestawu dla poszczeg6Inych czeéci zmiennych, pozwala najednoczesng amplifi-
kacje wszystkich klonéw w jednej probowce, wjednakowych warunkach. Zapewnie-
nie identycznych warunkéw reakcji pozwala na p6zniejszg pétilosSciowa analize
réznorodnosci TCR. Niezwykle istotng cechg tej metody jest mozliwos¢ analizy
klonéw limfocytéw T z nieznanymi regionami V, co czyni jg szczeg6lnie uzyteczna.
Podobnej analizy mozna jedynie dokona¢ stosujac tzw. zakotwiczong reakcje PCR
(ang. single-sided, lub anchored), w ktérym korzysta sie ze wspdlnego startera poliC

Rys. 4. Metody analizy repertuaru TCR na podstawie reakcji PCR: A - rodzinna reakcja PCR: para
starterow V i C amplifikuje cDNA wybranej grupy TCR; dla kazdej grupy przeprowadza sie osobng
reakcje z oddzielnym, specyficznym starterem V; B - zakotwiczona reakcja PCR: primer poliC
"zakotwicza" sie po stronie 3’ cDNA; dzieki specyficznemu starterowi dla segmentu statego TCR,
amplifikacji ulegajg tylko geny kodujgce TCR; C - odwrotna reakcja PCR: cDNA ulega najpierw
cyrkulizacji, nastepnie przeprowadza sie reakcje PCR ze starterami specyficznymi dla segmentu C
dziatajagcymi w odwrotnych kierunkach; dalsza analiza w pkt. B i C odbywa sie poprzez hybrydyzacje
produktu PCR z sondami specyficznymi dla poszczeg6inych segmentéw V lub przez sekwencjonowanie
po uprzednim sklonowaniu
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zamiast zestawu dla wszystkich czesci zmiennych (rys. 4B). Analiza uzycia czesci
zmiennych V w obu przypadkach dokonywanajest przez hybrydyzacje zoligonukleo-
tydami lub przez sekwencjonowanie sklonowanych produktéw PCR [36,60], W celu
uzyskania reprezentatywnego obrazu konieczne jest jednak sekwencjonowanie wielu
klonéw.

4.4.3. Reakcja PCR typu "runoff'w badaniach TCR

Konieczno$¢ przeprowadzenia analizy wielu klonéw w znaczacy spos6b utrudnia
badanie ro6znorodnosci TCR limfocytéw. Wykorzystujgc aparaty do automatycznego
sekwencjonowania mozliwe jest ilosciowe poréwnanie poszczegdlnych klonéw ko-
morkowych w sposdb stosunkowo szybki, prosty i zautomatyzowany. Produkt PCR
poddaje sie dodatkowej reakcji z fluorescencyjnie wyznakowanymi starterami dla
poszczegblnych czesci tgczacych J w tzw. "runoff” PCR. Powstate, wyznakowane
produkty rozdziela sie elektroforetycznie w aparacie do automatycznego sekwen-
cjonowania, uzyskujac w efekcie wykresy czestosci poszczegélnych klonéw [24,47].

5. Oligoklonalna natura TIL

Gervois i wsp. [25] stosujgc hybrydyzacje Southema, przy pomocy sond dla TCR
Y i B wykazat, ze limfocyty naciekajgce guz po hodowli in vitro majg charakter
klonalny. Nitta [42] stosujgc rodzinng reakcje PCR zaobserwowat dominacje TCR
Va7 wséréd swiezych, niehodowanych TIL w czerniaku. Napodstawie pétiloSciowego
PCR Weidmann [62] stwierdzit, ze limfocyty obecne w guzie raka watroby cechujg
sie inng réznorodnos$cig TCR B w poréwnaniu z krwig obwodowg. Analiza sekwencji
wykazata klonalny charakter populacji limfocytéw majacych TCR VR3 i VR&I. Co
wiecej, porownujac réznorodnos¢ TCR limfocytow krwi obwodowej oséb cierpia-
cych na raka watroby z limfocytami os6b zdrowych zauwazono, ze ekspansja niekto-
rych klonéw limfocytow T nie ogranicza sie tylko do miejsca, w ktérym znajduje sie
nowotwor, ale moze dotyczy¢ takze krwi obwodowej. Sugeruje to ogélnoustrojowg
odpowiedz na antygeny zwigzane z nowotworem. Mathouli i wsp. badajac raki piersi
nie wykazat ograniczenia uzycia receptorow limfocytow T irdznicy w r6znorodnosci
genéw TCR w limfocytach krwi obwodowej i TIL [37]. Jednak zdecydowana wieg-
kszos$¢ prac sugeruje lub potwierdza oligoklonalny charakter limfocytéw T w guzie
nowotworowym lub dominacje komérek o danym typie TCR. Sa to obserwacje
dotyczace r6znych nowotworéw, takich jak: czerniak ztosliwy [4,46,53,54,55,61],
rak ptuc [4], rak nerki [4,28,32,40,59], rak jajnika [28,45,59], glejaki [18,43], rak
nadnerczy [65] oraz obserwacje dokonane na modelu mysim [31,33,56,60].

6. TCR a odpowiedz immunologiczna

Zastosowanie techniki PCR umozliwia analize repertuaru TCR limfocytdw nacie-
kajacych guz nowotworowy. Wprawdzie doktadna interpretacja iloSciowajest trudna,
wiekszo$¢ danych wskazuje na oligoklonalny charakter limfocytéw T w miejscu
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nowotworzenia, wskazujgc na ich selektywng ekspansje. Podstawowym pytaniem
jest, czy selektywne nagromadzenie limfocytow T jest wynikiem lokalnej aktywacji
poprzez antygeny nowotworowe. Zmiany w obrebie tkanki, takie jak: zakazenie, stan
zapalny, szybki wzrost czy martwica, moga prowadzi¢ do réznic antygenowych ze
zdrowa tkankg i wptywac na repertuar TCR [12,39]. Tym samym selektywna ekspan-
sjaniejest wystarczajgcym dowodem na specyficzne rozpoznawanie komorek nowo-
tworowych przez limfocyty T. Wprawdzie jednoczesna analiza klonalnosci i
wiasciwosci cytotoksycznych TIL wykazata, ze badane limfocyty sg cytotoksyczne
wobec komorek autologicznych nowotwordw [7], ale nie zawsze efekt ten byt wy-
wierany przez klon dominujgcy in vivo [45,59].

Obserwuje sie takze, ze zréznicowanie repertuaru TCR jest wysoce heterogenne.
Réznice TCR pojawiajg sie nie tylko miedzy pacjentami, ale takze u tych samych
chorych miedzy guzem pierwotnym a powstatymi przerzutami [50,60].

Repertuar TCR limfocytéw biorgcych udziat w odpowiedzi na nowotwdr moze
wynika¢ z zaangazowania wielu regionéw V skierowanych przeciw pojedynczej
determinancie antygenowej, ale takze moze byé odzwierciedleniem ilosci antygenéw
nowotworowych prezentowanych przez pojedynczg komorke nowotworowg. Ta
ostatnia sugestia wydaje sie by¢ potwierdzona badaniami van den Eyde [58], ktory
wykazat, ze linia komo6rkowa czerniaka ztosliwego prezentuje 6 réznych antygenéw
rozpoznawanych przez autologiczne CTL.

Waznym czynnikiem determinujagcym réznorodno$é TCR w guzie jest restrykcja
MHC. Dalsze badania powinny obejmowac¢ analize TCR w szerokiej populacji
pacjentéw dobranych pod katem HLA, aby szukaé ewentualnych podobienstw w
ekspresji TCR a lub R. Jak do tej pory nie wykazano, aby osoby majace zblizony
haplotyp wykazywaty podobny wzér uzycia TCR [18,51,54,55], co moze odzwier-
ciedla¢ r6znorodno$¢ antygenéw nowotworowych. Zbyt mata ilo$¢ tego typu donie-
sied uniemozliwia wyciggniecie szerszych wnioskow.

Scholler i wsp. [51] zaobserwowat ilosciowe, jak i jakoSciowe réznice TCR
limfocytow pochodzacych z guzéw pierwotnych iprzerzutéw. Obserwowane réznice
moga by¢ posrednim dowodem na zmiane antygenowos$ci komoérek nowotworowych
i w pewnym stopniu ttumaczy¢ przyczyny niepowodzen terapii przy uzyciu TIL.

Réwnie ciekawym problemem jest analiza funkcjonalna poszczeg6lnych klonéw
limfocytow T obecnych w guzie nowotworowym. Kurtiwsp. [33] porownat limfocyty
izolowane z guz6w nowotworowych ulegajacych progresji z limfocytami izolowany-
mi z guzoéw z oznakami regresji. Badanie, ktdre obejmowato analize r6znorodnosci
TCR, aktywnos$¢ cytotoksyczng i profil cytokinowy, wykazato, ze w obu guzach
wystepujg limfocyty majace identyczne TCR oraz w obu przypadkach dominowaty
te same klony majgce TCR VBRI i V8. Limfocyty izolowane z nowotworu w trakcie
progresji nie wykazywaty aktywnos$ci cytotoksycznej i wykazywatly zwiekszong
ekspresje TGF-B wporéwnaniu z limfocytami zguza ulegajgcego regresji. Te ostatnie
natomiast, posiadaty aktywno$¢ cytotoksyczng oraz zwiekszong ekspresje IFN-y,
TNF-ailL-10.
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Wang i Taniguchi [60] wykazali, ze dominujgcy klon moze mie¢ negatywny wptyw
na efektorowe limfocyty T w TIL, wzmacniajgc ztosliwy charakter nowotworu i
przyspieszajac jego rozwaj.

Obserwacje te sugeruja, ze funkcje efektorowe komarek nie zalezg od typu recep-
tora rozpoznajgcego antygen, co wiecej sama obecnos¢ limfocytow T w guzie nie jest
wystarczajgca do odrzucenia nowotworu. Koniecznym elementem wydaje sie by¢
odpowiednia rownowaga cytokin w mikrosrodowisku nowotworowym, ktdra moze
doprowadzi¢ do powstania pozgdanych funkcji efektorowych limfocytow. Ponadto z
uwagi na funkcje regulatorowe, w tym funkcje supresorowe, jakie moga petnic
limfocyty, dominujgce klony nie muszg przyczynia¢ sie do eliminacji nowotworu.

Wyniki badan r6znorodnosci TCR limfocytéw T naciekajacych guzy nowotworo-
we sg kolejnymi danymi sugerujgcymi obecnos$é specyficznej reakcji immunologicz-
nej przeciw komoérkom nowotworowym w warunkach in vivo. Lepsze poznanie
biologii limfocytéw odpowiadajgcych na nowotworzenie moze dostarczy¢ wielu
cennych informacji dla skutecznej immunoterapii nowotwordéw oraz wyjasni¢ przy-
czyny jej sukcesow, jak i niepowodzen.
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STRUKTURA PLEMNIKOWEGO DNA SSAKOW
STRUCTURE OF MAMMALIAN SPERM DNA

Monika SZCZYGIEL, Maciej KURPISZ
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Streszczenie. W pracy przedstawiono model struktury DNA wystepujacego w plemnikach ssakéw.
Omdéwiono hipotetyczny mechanizm przemiany DNA o konformacji typu somatycznego w DNA
charakterystyczny dla dojrzatych meskich komorek rozrodczych. Przedyskutowano wzajemna zalezno$¢
struktury genomu plemnikowego i funkcji gamet. Zwrdcono uwage na niejasnosci zwigzane z obecnoscia
i rolg histonéw w plemnikach.

Stowa kluczowe: struktura DNA, protaminy, chromatyna plemnikowa, macierz jadrowa, biatka wigzace
DNA

Summary. In this paper, a putative sperm DNA is described. Hypothetic mechanism of the "somatic"
DNA transformation into the DNA characteristic for the mature male gametes is depicted. Interaction
between the sperm genome structure and gametes function is discussed. Controversies related t6 the
presence and the role of histones in spermatozoa have been indicated.

Key words: DNA-ultrastructure, protamines, sperm chromatin, nuclear matrix, DNA-binding proteins

1. WSTEP

Od czasu odkrycia podwdjnej helisy DNA przez Watsona i Cricka [32], wiedza
dotyczaca struktury nosnika informacji genetycznej i mechanizmu przekazu tej infor-
macji stale sie pogiebia. Intensywnie bada sie charakterystyczne uorganizowanie
chromatyny, a zw#aszcza specyficzne interakcje pomiedzy DNA a biatkami struktu-
ralnymi obecnymi w jadrze.

Ostatnio coraz wiecej uwagi poswieca sie strukturze IV-rzedowej, ktérg DNA
przyjmuje w trakcie procesu upakowywania chromatyny. Dowiedziono, ze uporzad-
kowana struktura wyzszego rzedu jest rbwnie wazna dla funkcji DNA jak podwdjna
helisa. IV-rzedowa struktura DNA jest dowodem, ze genom moze w okreslonych
warunkach podlegaé procesom dalszej adaptacji i moze przybiera¢ rézne formy
organizacyjne. W zaleznos$ci od cyklu zyciowego komorki, DNA moze by¢ repliko-
wany, transkrybowany, skondensowany w postaci chromosomoéw mitotycznych lub
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zdekondensowany do poziomu chromatyny interfazowej. Odbiciem aktywnego i
nieaktywnego stanu DNA jest upakowanie chromatyny w postaci hetero- i euchroma-
tyny. Spos6b upakowania jest zr6znicowany tkankowo - poszczeg6lne fragmenty
genomu przejawiajg aktywnos¢é w okreslonych typach komorek. W przypadku komé-
rek somatycznych podstawowag funkcjg genomu jest replikacja DNA i transkrypcja
genow. W plemnikach procesy replikacji i transkrypcji nie zachodza [23], ale konfor-
macja DNA pozostaje bardzo specyficzna.

Mimo trwajgcych od wielu lat intensywnych badan, sposéb upakowania DNA w
komorkach plemnikéw nie zostat jednoznacznie okre$lony. Wiadomo, ze w plemni-
kach caty genom jest uorganizowany w nieaktywny, bardziej niz w przypadku
chromosoméw mitotycznych skondensowany stan. Sciste upakowanie duzej ilosci
materiatu genetycznego w postac¢ jak najbardziej skondensowang umozliwia funkcje,
jakg plemniki odgrywajg w procesie zaptodnienia, tj. transportujg one (i ochraniaja)
kompletny zestaw informacji genetycznej, warunkujacy catkowity rozwdj osobniczy.

Wazng cechg odrézniajaca genom komorek somatycznych od genomu plemniko-
wego jest superhelikalnos¢, zwigzana z rodzajem obecnych w jadrze biatek stabilizu-
jacych DNA. Wiadomo, ze DNA plemnikowy, w przeciwieristwie do DNA komoérek
somatycznych niejest superhelikalnie skrecony lub skrecenie to wystepuje w niewiel-
kim stopniu [18, 21, 30].

Specyficzng dla plemnikow konformacje DNA trudno oceniac, nie przyjmujac za
uktad odniesienia struktury genomu somatycznego. Plemniki wywodzg si¢ zkomoérek
gametogenicznych, w ktérych wystepuje DNA typu somatycznego. W zwigzku z tym
konformacja, ktorg DNA plemnikowy przyjmuje, rozwija sie ze stosunkowo dobrze
poznanej struktury DNA somatycznego. Istnieje $cisty zwigzek konformacji DNA
typu somatycznego i konformacji DNA typu plemnikowego, wyrazajacy sie¢ zdolno-
$cig do dwukierunkowej przemiany obu typow strukturalnych DNA. W pierwszym
przypadku - w trakcie spermiogenezy - obserwuje sie zjawisko stopniowej konde-
nsacji materiatu genetycznego, co mozliwe jest po gruntownej przebudowie komple-
ksow DNA-biatko (zastgpienie histonéw przez protaminy i konsekwencje tej
przemiany). W drugim przypadku - po fuzji komérki jajowej z plemnikiem - ma
miejsce proces odwrotny. Genom ulega stopniowej dekondensacji i DNA zostaje
upakowany w sposob typowy dla komdrek somatycznych. Zainteresowanie autorow
niniejszej pracy skupia sie na przemianie DNA typu somatycznego w DNA chara-
kterystyczny dla dojrzatych meskich komérek rozrodczych oraz wzajemnej zalezno-
§ci struktury genomu plemnikowego i funkcji gamet.

2. STRUKTURA DNA PLEMNIKOWEGO

2.1. Podwojna helisa

Informacja genetyczna zapisanajest na 1-niciowym DNA linearnym kodem skita-
dajacym sie z 4 podstawowych elementdw. Komplementamo$é drugiej nici DNA
pozwala na powielenie zawartej w DNA informacji i powstanie idealnej kopii catego
genomu podczas podziatu komorki [32]. Na tym poziomie struktura DNA plemniko-
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wego nie odbiega od struktury wystepujacej w komérkach somatycznych (rys. 1A-E).
W gametach meskich zaobserwowano jedynie wydtuzenie telomeréw oraz zwieksze-
nie stopnia metylacji DNA.

2.2. Kompleksy DNA-protaminy

W komorkach somatycznych, odcinki DNA o ditugosci okoto 200 par zasad "a
dwukrotnie owiniete dookota oktameru histonowego tworzagc 10 nm nukleosomy.
uwidaczniajgce sie na obrazie mikroskopowym jako "paciorki na nici" (rys. 1B). W
plemnikach odpowiednikiem nukleosomow sg kompleksy DNA-protaniny (rys. 1F).
Protaminy to mate biatka o zdolnosci wigzania sie z DNA, masie czasteczkowej
prawie o potowe mniejszej niz masa histonéw i dwukrotnie wyzszej zawartosci
zasadowych aminokwasow (50-70% aminokwasow w protaminach stanowi argini-
na), w porownaniu z biatkami histonowymi [6], Protaminy plemnikéw ssakow majg
dtugie, wyeksponowane na zewnatrz czasteczki, reszty argininy icysteiny. Wiazg sie
z DNA na catej jego dtugosci, wzdtuz waskiego rowka, w taki sposob, ze dodatnio
natadowana reszta argininy neutralizuje ujemny fadunek szkieletu fosfodiestrowego
DNA [2,20], Powoduje to, ze polianionowy DNA ulega przeksztatceniu w neutralny
polimer. Reszty cysteiny tworzg natomiast (u ssakow) wewngtrzczasteczkowe mostki
siarczkowe, zapewniajgc znaczny stopien stabilnosci nieaktywnej chromatyny ple-
mnikowej [4], Neutralne kompleksy DNA-protaminy wigzg sie ze sobg sitami van der
Waalsa. Stwierdzono, ze kompleksy DNA-protaminy nie sg skrecone superhelikal-
nie lub skrecenie to wystepuje w niewielkim stopniu [18, 21,30 ]. Funkcjonalne
znaczenie tego faktu moze by¢ zwigzane z brakiem aktywnosci plemnikowego DNA
w procesach replikacji i transkrypcji. Podstawowa funkcja protamin jest skondenso-
wanie plemnikowego genomu do $cisle upakowanego, zabezpieczonego maksymal-
nie stanu. W przeciwienstwie do histonow protaminy nie wydajg sie skraca¢ dtugosci
DNA [27], Kompleksy DNA-protaminy sa nierozpuszczalne w buforach o fizjologi-
cznej sile jonowej i sg odporne na trawienie enzymatyczne.

2.3. Struktura obwarzanka

Somatyczny DNA w postaci nukleosoméw jest upakowany w widkno o srednicy
okoto 30 nm. NajczeSciej uznawanym modelem tego upakowania jest konfiguracja
solenoidu. 6 nukleosomdw owinietych jeden obok drugiego tworzy skret. Z kolejnych
skretow zbudowane jest wtokno solenoidu (rys. 1C). Wedtug modelu Warda [27,28],
kompleksy DNA-protaminy w plemnikach najprawdopodobniej sg upakowane w
postaci szerokich, koncentrycznych, naktadajgcych sie na siebie okregdw. Jest to
forma zblizona wygladem do szpulki nici (rys. 1G). Zwiniete w postaci szpulki nici
kompleksy DNA-protaminy ulegajg silnej kondensacji, w wyniku ktérej poszczeg6lne
okregi zblizajg sie do siebie i ostatecznie powstaje tzw. struktura obwarzanka (rys.
1H). Forma ta ma $rednice zewnetrzng rowng ok. 65 nm, Srednice wewnetrzng - ok.
32,5 nm, wysoko$¢ - ok. 25 nm. Nie jest to jednak struktura idealnie cylindryczna,
poniewaz okregi DNA-protaminy kondensujg niejednolicie. Obrazy mikroskopowe
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Rys. 1 Poréwnanie sposobow upakowania i konfiguracji DNA w komdrkach somatycznych i w
plemnikach: [A-D]: podwdjna helisa DNA (A) jest dwukrotnie owinieta dookota oktameru histonowego
tworzac 10 nm nukleosom (B), ktory nastepniejest upakowany w wiékno o srednicy 30 nm i konfiguracji
solenoidu (C); widkna solenoidu w postaci charakterystycznych petli (domen) zostajg zwigzane w
macierzy jadrowej (D); [E-H]: do podwdjnej helisy DNA (E), na catej jej dtugosci i wzdtuz jednego
rowka, wigza sie protaminy, ktdre catkowicie neutralizujg ujemny fadunek szkieletu fosfodiestrowego
DNA (F), kompleksy DNA-protaminy przyjmujg forme spiralnych okregdw, mogacych wigzac sie ze
sobg sitami van der Waalsa i przypominajacych z wygladu szpulke nici (G); nastepnie DNA zwigzany
z protaminami ulega silnej kondensacji, w wyniku ktérej poszczeg6lne okregi zblizajg sie do siebie i
powstaje struktura obwarzanka (H), ulegajaca nastepnie zwigzaniu w postaci
domeny w macierzy jadrowej

pozbawionych otoczki jadrowej plemnikdw buhaja i myszy oraz cze$ciowo zdekon-
densowanej chromatyny plemnikéw myszy potwierdzity, ze DNA nie jest uorganizo-
wany w dlugie wiazki witékien (solenoid), ale w twory kuliste przypominajace
wygladem koraliki [1], Podobny obraz uzyskano w przeprowadzonych badaniach
plemnikéw szczura [17]. Dokladniejsze analizy pozwolity na opisanie ztozonego
kompleksu DNA-protaminy jako 90 nm pierScienia zawierajgcego ok. 60 kb DNA
[14].

2.4. Domeny

Zar6éwno widkna solenoidéw komorek somatycznych, jak i struktury obwarzanka
wystepujgce w plemnikach sg uorganizowane w postaci tzw. domen i pozostajg
zwigzane zmacierzgjgdrowag [24] w specyficznych miejscach (rys. 1D-H). Zwigzanie
to jest mozliwe dzieki charakterystycznym sekwencjom DNA wystepujgcym na
koncach petli solenoidu i w odpowiadajgcych im topologicznie okreslonych miej-
scach w obrebie struktury obwarzanka. U chomika, $rednia wielkos¢ domen w
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plemnikach wynosi 47 kb, podczas gdy S$rednia wielkos¢ domen w komorkach
somatycznych - 77 kb [30]. Wielko$¢ domen jest specyficzna gatunkowo. U tego
samego gatunku stosunek wielkosci domen w plemnikach do wielko$Sci domen w
komdrkach somatycznych ksztattuje sie jak 1:2, przy czym owo zmniejszenie wiel-
kosSci nie wydaje sie by¢ zwigzane z haploidalnoscig genomu plemnikéw. W czasie
spermiogenezy liczba miejsc wiazania na macierzy jadrowej wzrasta wraz ze zmniej-
szeniem $redniej wielko$ci domeny [9,30], Plemnikowa macierzjgdrowa ulega takze
pewnej kondensacji, przystosowujac sie do kondensujgcej chromatyny [28]. Domeny
wystepujg we wszystkich typach komdrek eukariotycznych i na ré6znych etapach ich
cyklu: w jadrach interfazowych [7, 26], w chromosomach mitotycznych [8, 31], w
plemnikach [3, 16, 29, 30]. Sg strukturami dynamicznymi zmieniajgcymi sie wraz z
funkcjonalnymi zmianami wjadrze, takimi jak: replikacja [26, 27], transkrypcja [22]
lub dtugo$é replikonu [10, 15]. Stwierdzono specyficzno$¢ gatunkowa wielkosci
domen i dtugosci replikonéw [5]. Wykazano, ze w réznych typach komorek tego
samego organizmu, na DNA zwigzanym w domenach, znajduja sie rézne geny [12,
22]. Uwaza sie takze za prawdopodobne, ze specyficzne uorganizowanie DNA w
macierzy jadrowej odgrywa znaczacgrole wréznicowaniu komérki. Poniewaz sposéb
zwigzania domen z macierzg $cisle koreluje z funkcjg DNA, to znaczy, ze organizacja
tych domen moze byé najbardziej fundamentalnym aspektem struktury eukariotycznej
chromatyny.

2.5. Chromosomy mitotyczne

Chromosomy mitotyczne to ostatni stopien kondensacji petli solencidowych
DNA somatycznego. W jaki doktadnie spos6b dochodzi do ich wyksztatcenia, pozo-
staje niejasne. Plemniki sg komérkami, w ktérych nie zachodzi mitoza. Nie wydaje
sie wiec prawdopodobne, aby istniaty w nich struktury odpowiadajgce chromosomom
mitotycznym. Z drugiej jednak strony, plemniki sg ostatnim produktem podziatu
mejotycznego, mozliwe jest wiec, ze obecne sg w nich $lady struktur wiasciwych
komérkom, w ktérych zachodzg procesy mitotyczne. Udowodniono, ze w pekni
skondensowana chromatyna plemnikowa zachowuje pewng ilo$¢ specyficznych bia-
tek centromerowych, naturalnie wystepujgcych w komérkach somatycznych [13].

3. MECHANIZM PRZEMIANY

Plemniki réznicujg sie z komorek gametogenicznych nabtonka plemnikotworcze-
go, ktére maja strukture DNA typu somatycznego. Jak to sie dzieje, ze w czasie
procesu spermiogenezy ztozona struktura DNA komdrek somatycznych zostaje prze-
ksztatlcona w catkowicie inng forme? Aby przemiana taka mogta nastapié, powinny
zostac spetnione dwa warunki. Po pierwsze - nalezatoby przyja¢ powszechnie uznany
model struktury DNA wystepujacego w komdrkach somatycznych jako forme wyj-
sciowg. Po drugie - hierarchia struktury plemnikowego DNA musiataby pokrywaé
sie z hierarchig struktury DNA komérek somatycznych.
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Na poziomie podwdjnej helisy nie obserwuje sie znaczgcych rédznic w komdrkach
somatycznych i plemnikowych. Pierwszym etapem przemiany jest wiec zastgpienie
nukleosomalnych histomdéw przez protaminy. Poniewaz protaminy wigza sie z DNA
linearnie, wzdtuz jego dtugosci, najkorzystniejszym sposobem upakowaniajest stru-
ktura kolista. Na jeden obrdt solenoidu w komorkach somatycznych przypada 13
superskretéw helisy DNA, po 2 na kazdy z 6 nukleosomoéw i 1 na sam solenoid. W
czasie przeksztatcania sie struktury DNA typu somatycznego w plemnikowy mozliwa
jest nastepujgca sytuacja: 11 z 12 nukleosomalnych superskretdw zostaje usunietych
droggenzymatycznej dziatalnosci topoizomerazy (obecnos¢ topoizomeraz stwierdzo-
no we wszystkich typach komérek pojawiajacych sie w toku spermatogenezy z
wyjatkiem dojrzatych plemnikéw [19]). Po rozwinieciu DNA, histony zostajg zastg-
pione protaminami. Po tym procesie, DNA 1 obrotu solenoidu przyjmuje forme 2
spiralnych okregéw kompleksu DNA-protaminy. Tak uorganizowane okregi DNA
fatwo mogg zwigza¢ sie ze sobg sitami van der Waalsa i powstaje struktura szpulki
nici. Po procesie kondensacji, ktdry jest procesem ztozonym i wymagajgcym prawdo-
podobnie obecnosci wielu biatek przejsciowych, powstaje struktura obwarzanka [28].

Opisana przemiana struktury DNA typu somatycznego w DNA typu plemnikowe-
go jest catkowicie zgodna z uznanym modelem konformacji czgsteczki DNA. Struk-
tura obwarzanka pozwala na zachowanie hierarchii struktury DNA plemnikowego
analogicznej do hierarchii DNA somatycznego, gdzie nukleosomowi odpowiada
kompleks DNA-protaminy, solenoidowi - struktura obwarzanka (forma szpulki nici
jest forma przejsciowa), a zwigzanie DNA w postaci domen zostaje zachowane.
Model wyjasnia takze podstawowg wiasciwos¢ plemnikéw, jakgjest skondensowanie
materiatu genetycznego w nich zawartego okoto 6 razy bardziej niz w komérkach
somatycznych [2, 20, 33] oraz przeniesienie ojcowskiego genomu do zygoty w
zorganizowanej, skondensowanej, nieaktywnej formie zwiekszajacej szanse na to, ze
nie ulegnie on uszkodzeniu i zostanie doprowadzony do miejsca przeznaczenia w
postaci nienaruszone;j.

4. DALSZE PYTANIA

Jedng z niejasnosci towarzyszacych badaniom genomu plemnikowego jest wyste-
powanie w nim biatek histonowych. Podczas spermiogenezy DNA ulega kondensacji
W zwigzang, transkrypcyjnie nieaktywng mase. Mechanizmy, ktére kierujg kondensa-
cja DNA, wydajg sie byé zréznicowane, poniewaz nie zawsze te same typy biatek
ulegajg zwigzaniu z chromatyng plemnikowga. W plemnikach wiekszos$ci gatunkéw
histony sa zastepowane cze$ciowo lub catkowicie przez protaminy. Sg doniesienia,
ze te dwa typy biatek podstawowych mogg wigza¢ sie preferencyjnie do réznych
sekwencji DNA [35]. Stwierdzono, ze ludzkie plemniki zawierajg okoto 15% histo-
now i 85% protamin [9], a wiec wystepujacy w nich DNA jest upakowany zaréwno
w kompleksy protaminowe, jak i histonowe.

Jakajest rola histonéw, ktdre pozostajg w genomie plemnikowym obok protamin ?
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Biologiczne znaczenie obecnosci komplekséw DNA-histony w plemnikach jest
nieznane. Sg doniesienia, ze dwa typy biatek podstawowych: histony i protaminy
moga wigza¢ sie preferencyjnie do réznych sekwencji DNA [11]. Przewazajgca
wiekszo$¢ DNA, kondensowana i stabilizowana przez protaminy, jest nieaktywna.
Pozostatajego czes¢ jest potagczona z histonami, w sposob pozwalajacy na zachowanie
aktywnoSci tego regionu. Tak uorganizowany DNA mogtby ulegac transkrypcji w
koncowych etapach spermatogenezy badz we wczesnych stadiach rozwoju embrio-
nalnego. Mozliwe jest, ze kompleks histon-DNA, warunkujacy aktywnos¢ danego
regionu DNA, oddziatuje na miejsca inicjacji dekondensacji chromatyny. Istnieje
takze inna hipoteza moéwiaca, ze DNA szczytu petli solenoidowych uorganizowanych
w postaci domen w macierzy jadrowej pozostaje zwigzany z histonami, co powoduje,
ze wnetrze struktur obwarzanka jest wypetnione nukleosomami. DNA zwigzany z
macierzajadrowg i uksztattowany w postaci nukleosomoéw charakteryzuje sie zwiek-
szong zdolnoscig do poddawania zginaniu [27],

5. PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy przedstawiono model struktury DNA wystepujacego w plemni-
kach. Dojrzate meskie komérki rozrodcze charakteryzuja sie specyficznymi cechami,
odrozniajagcymije od innych komdrek organizmu, takimi jak: haploidalno$¢ materiatu
genetycznego, jego maksymalne skondensowanie czy zdoIno$¢ komarki do aktywne-
go ruchu.

W szystkie te cechy sg Scisle zwigzane z rolg, jakg plemniki odgrywajg w procesie
zaptodnienia, co znajduje swe odbicie w strukturze DNA.

Przedstawiony model, opracowany szczeg6towo przez Warda [27, 28, 29], wyjas-
nia wzajemne korelacje pomiedzy strukturg DNA i funkcjg plemnikéw i stanowi
pewien logiczny fragment w petnym luk i kontrowersji obszarze wiedzy, jakim jest
proces rozrodu.
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RECEPTORY ADHEZYJNE
ADHESION RECEPTORS

Iwona ZAK
Katedra i Zaktad Biochemii i Chemii SI. Akademii Medycznej

Streszczenie. w przegladzie omoéwiono cztery gtéwne klasy receptoréw adhezyjnych powierzchni
komoérkowej: kadheryny, adhezyny, selektyny iintegryny, eksponujac gtéwne ich wtasnosci biologiczne.

Stowa kluczowe: kadheryny, adhezyny, nadrodzina immunoglobulin, selektyny, integryny

Summary. Four major classes of cell surface adhesion receptors: cadherins, adhesins, selectins and

integrins were discussed in the review, exposing their main biological properties.
Key Words', cadherins, adhesins, the immunoglobulin superfamily, selectins, integrins

Wykaz stosowanych skrétéw: CCP (complement control protein) - biatka dopetniacza, CD ( cluster of
differentiation) - antygeny réznicowania leukocytow, CLA (cutaneous lymphocyte-associated antygen)
- skdrny antygen wigzacy limfocyty, CRD (carbohydrate recognition domain) - domeny rozpoznajace
weglowodany, ECM (extracellular matrix) - substancja miedzykomoérkowa, EGF - epidermalny
czynnik wzrostowy, ELAM-1 (endothelial-leukocyte adhesion molecule-1) - czasteczka adhezyjna
leukocytarno-endotelialna-1 = selektyna-E, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating
factor) - cyznnik wzrostowy stymulujacy wzrost kolonii granulocyto-makrofagowych, GMP-140
(granule membrane protein-140) - biatko btonowe ziarnisto$ci-140, HEY (high endothelial venule) -
zytki 0 wysokim srédblonku (naczyn pozawtos$niczkowych), Homing receptor (lymphnode homing
receptor) - receptor naprowadzajacy do weztdw chtonnych = selektyna-L, ICAMM,; -2; -3 (intercellular
adhesion molecule-1, -2, -3) - miedzykomoérkowa czasteczka adhezyjna-1; -2; -3, Ig -podobne -
immunoglobulinopodobne, IL - interleukina, LAM-1 {lectin-likeadhesion molecule-1) - lektynopodob-
na czasteczka adhezyjna, LECAM-1 = LEC.CAM-1 (lectin-like celladhesion molecule-1) - lektynopo-
dobna czasteczka adhezji komoérkowej-1 = selektyna L, Le(x) - antygen x uktadu grupowego Lewis,
LFA-1 (leukocyte function-associated antigen-1) - integryna ai$2- CDI la/CDI, Mac-1 - integryna

CDIIb/CD18, NCAM (neural cell adhesion molecules) - czasteczka adhezyjna komoérek
nerwowych, PADGEMI (platelet alpha-granule membrane protein) - biatka btonowe ziarnistosci alfa
ptytek, PAF {platelet activating factor) - naczyniowy czynnik aktywujacy ptytki, PECAM-1 {plate-
let/endothelial cell adhesion molecule-1) - czasteczka adhezyjna komoérek endotelialnych i ptytek, PMN
(polymorphonuclear leukocytes) - leukocyty o réznoksztattnych jagdrach komérkowych, RGD - Arg-
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Gly-Asp, SH2 domeny (src homology domain) - domena homologiczna do obecnej w biatku src,
sjalo-Le(a) - weglowodanowa determinanta antygenowa ukfadu grupowego Lewis: (Neu-
Aca2.3GIRI.3(Fucod.4)GIcNAcC), sjalo-Le(x) - weglowodanowa determinanta antygenowa uktadu
grupowego Lewis: (NeuAccc2.3GalRl.4(Fucal.3)GIcNACcRI.3), SPARC (secreted protein acidic and
rich in cysteine) - osteonektyna, SSEA-1 (stage specific embrionie antigen 1) - specyficzny antygen
embrionalny-1, T G F-R- transformujacy czynnik wzrostowy-B, TNF (tumor necrosisfactor) - czynnik
martwicy nowotworu, VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) - czasteczka adhezyjna komérek
naczyniowych-1, VLA-4 {very late antigen-4) - bardzo p6zny antygen-4, integryna ccti: CD49d/CD29.

WSTEP

Receptory adhezyjne sg integralnymi glikoproteinami btonowymi, ktore posred-
niczg w interakcjach typu biatko-biatko, cho¢ interakcje typu biatko-weglowodan
moga mie¢ réwniez miejsce, ale tylko za posrednictwem selektyn. Majg znaczenie w
agregacji komaérkowej, przyleganiu komorek do pozakomdrkowej substancji (ECM)
i w migracji komoérek po ECM. Realizujac swe wtasnosci adhezyjne moga miec
wptyw na aktywnos$¢ biologiczng komorek, niezaleznie czy adhezja komodrka-komar-
ka jest fizjologicznie sporadyczna, czy raczej ciagta. Jednoczes$nie zdolne sg do
specyficznego rozpoznawaniakomorek, przeprowadzenia ich segregacjioraz kontroli
morfologii komérkowej. Komorki ujawniajg na powierzchniach bton wiele réznych
receptorow adhezyjnych, ktérych zestaw jest odmienny w zaleznos$ci od typu komor-
ki, etapu rozwoju oraz stanu funkcjonalnego dojrzatej komorki. Zmiana "repertuaru™
receptorowego moze wynika¢ zaréwno z pobudzenia ich syntezy de novo,uwalniania
z rezerwuarow komorkowych bgdz odwracalnego "przetaczania™ form konformacyj-
nie nieaktywnych w receptory aktywne. Pelny zestaw receptorowy danej komarki
moze decydowac o jej biologicznym zachowaniu oraz determinuje réznice miedzy
odmiennymi typami komdrek. Przypuszczalnie wspdtdziatanie miedzy wszystkimi
receptorami adhezyjnymi obecnymi w zestawie komérkowym sprawia, ze jedne
komorki moga ciggle pozostawa¢ w danym miejscu utrzymujac adhezje komaorka-ko-
morka, podczas gdy inne uwalniajg sie z przylegania miedzykomdérkowego, przemie-
szczaja sie, a po dotarciu do wiasciwych im miejsc przeznaczeniaponownie ujawniajg
zdolnos$ci do miedzykomdrkowej agregacji. Genetycznie kontrolowane ujawnianie
réznorodnych btonowych zestawow receptoréw adhezyjnych moze determinowac
zachowanie indywidualnych komorek w zespotach tkankowych, niezaleznie czy ma
to miejsce podczas rozwoju, czy w dojrzatym organizmie. Kontrolowana ekspresja
réznych zestawdw receptoréw adhezyjnych ma znaczenie w wielu fizjologicznych
procesach, rowniez pozarozwojowych, np. w hemostazie, recyrkulacji leukocytéw lub
gojeniu ran. Natomiast nieoczekiwana zmiana repertuaru, zaréwno pod wzgledem
iloSciowym jak réwniez jakoSciowym, powierzchniowych receptoréw adhezyjnych
czesto bywa podtozem patologii w takich stanach, jak: inwazja i przerzuty nowotwo-
rowe, remodelowanie tkanek, zakrzepica, chroniczne zapalenie i inne.
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Btonowe receptory adhezyjne klasyfikuje sie na podstawie wiasnosci struktural-
no-funkcjonalnych w 4 klasy gtéwne, mianowicie: kadheryny, adhezyny, selektyny i

integryny (rys. 1).

KADHERYNY

Kadheryny sg zaleznymi od wapnia, btonowymi receptorami adhezyjnymi, ktore
posrednicza w homofilnej adhezji komorka-komérka, czyli w przyleganiu komérek
za posrednictwem interakcji ich kadheryn tego samego typu. Komoérki, ktére ujaw-
niajgjedynie odmienne kadheryny, oddzielajg sie od siebie itworzg odrebne skupienia
[28, 30, 38, 39, 75, 76]. Kadheryny wystepuja w potagczeniach miedzykomorkowych
wiekszosci homotypowych zespotéw komérek. Narzadowe rozmieszczenie kadheryn
wykazuje specyficznos¢ tkankowg. Dotychczas poznano wiele kadheryn. W$rdd nich
przynajmniej trzy mozna uzna¢ za klasyczne, mianowicie kadheryny-E, - Ni - P, gdyz
sg powszechne i najlepiej zbadane. Kadheryna-E, zwana inaczej uwomoruling, jest
charakterystycznym receptorem adhezyjnym komdrek nabtonkowych, ktéry odpo-
wiedzialny jest za utrzymanie spojnosci réznych nabtonkéw [53, 54, 67]. Podobna
kadheryna-E posredniczy adhezji komoérek w nerwach obwodowych, ktérej obecnosé
jest wymagana do prawidtowej mielinizacji [22]. Neutralna kadheryna-N charaktery-
styczna jest dla komdrek nerwowych, lecz w tkance nerwowej obecnych jest wiele
innych kadheryn [74] i podobne receptory moga wystepowaé na powierzchni bton
odmiennych komorek [66]. Kadheryna-P obecnajest w tozysku [44], kadheryna-R w
siatkdwce [35] natomiast kadheryna-VE, cho¢ jest specyficzna dla komérek nabton-
kowych wszystkich typdw naczyn krwionosnych [41], to jednak moga towarzyszy¢
jej inne kadheryny [48]. Wszystkie kadheryny majg podobng strukture, z N-kofico-
wym diugim rejonem znajdujacym sie poza komorka, krétkim rejonem kotwiczacym
w bionie i C-kornicem w cytoplazmie. Niektore tylko, np. kadheryna-T, zakotwiczone
sg w btonie za posrednictwem glikofosfatydyloinozytolu [64]. Cytoplazmatyczny
C-koncowy rejon tancucha polipeptydowego wiekszosci kadheryn charakteryzuje sie
wysoka konserwatywnoscig sekwencji. Rejon ten odpowiedzialny jest za oddziaty-
wanie z biatkami tgczagcymi go zcytoszkieletem oraz za stabilizacje catego kompleksu
faczacego [55]. Biatkami tgcznikowymi sg cytoplazmatyczne kateniny: -a, -R i
plakoglobina oraz biatka zasocjowane z potgczeniem (Junction-associatedproteins),
np. winkulina. Wymienione biatka wspotuczestniczag w kotwiczeniu kadheryn w
aktynie korowej cytoszkieletu [38, 42, 78]. Pozakomérkowy fragment polipeptydu
kadheryn mozna podzieli¢ na 5 regionéw oznaczonych jako EC1 do EC5 [30].
Sposrod nich wysoka wzajemng homologie wykazujg cztery regiony, mianowicie
EC1 do EC4 i zawierajg sekwencje wigzace jony Ca++. W najbardziej dystalnym
regionie (EC1) znajduja sie gtdwne determinanty warunkujace specyficzno$¢ wigza-
nia [59]. Region EC5, wykazujacy najnizszag homologie z pozostatymi, wyr6zniany
jestjako prebtonowa domena (rys. 1)[3].
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Rys. 1 Gtowne klasy btonowych receptoréw adhezyjnych [33]: miejsca odpowiedzialne za wigzanie

ligandéw we wszystkich receptorach zaznaczono jako zaciemnione terminalne obszary; w adhezynach

dwa zakre$lone obszary przedstawiajg moduty fibronektynopodobne; w selektynach rejon zakropkowa
ny odpowiada modutowi EG-F-podobnemu (szczegétowe objasnienia w tekscie)

Kadheryny sa receptorami adhezyjnymi pojawiajagcymi sie najwczesniej podczas
rozwoju embrionalnego [75, 76]. Najwczes$niej pojawia sie kadheryna-E, gdyz na
etapie moruli i odpowiada za utrzymanie spéjnosci komoérek, adhezji komérka-ko-
morka, ktéra ostatecznie prowadzi do polaryzacji komorek wczesnej blastocysty.
Natomiast kadheryna-N po raz pierwszy pojawia sie podczas gastrulacji jedynie na
powierzchni komdrek ektodermy neuralnej, ktére stang sie zawigzkiem przysziej
cewki nerwowej [16]. Roznicowa ekspresja kadheryn -E i -N przyczynia sie do
segregacji komorek ektodermalnych, czego dalszym nastepstwem jest oddzielenie
cewki nerwowej od ektodermy pokrywowej. Komorki, ktore utracity ze swej powie-
rzchni kadheryny, uwalniajg sie z zespotu komdrkowego i mogg migrowac [33]. W
procesach migracji istotng role spetniajg jednak inne receptory adhezyjne, mianowi-
cie niektére integryny (patrz dalej), ktére m.in. posrednicza w adhezji komérka-ECM
[34], Podczas embriogenezy, uwalnianie komorek mezodermalnych z warstwy ekto-
dermalnej jest przypuszczalnie konsekwencja skorelowanego wyttumiania ekspresji
powierzchniowych kadheryn zjednoczesnym pobudzaniem ekspresji funkcjonalnych
receptoréw integrynowych, zdolnych do przeprowadzenia migracji komaérek na sub-
stancji pozakomérkowej bogatej w biatka adhezyjne, takie jak np. fibronektyna.
Podobne zjawisko moze mie¢ miejsce podczas inwazji nowotworowej, skoro wyka-
zano wyrazny zwigzek przyczynowy pomiedzy utratg kaderyn a nabywaniem inwa-
zyjnego fenotypu przez komorki guza [2, 25, 60]. Inwazja i przerzuty sg zjawiskami
ztozonymi obejmujacymi nie tylko utrate pierwotnej adhezji, lecz takze wymagajg
nabycia przez uwolniong komdrke nowych cech, szczegdlnie w zakresie repertuaru
btonowych receptoréw adhezyjnych, ktorych ekspresja przyzwoli na ponowng adhe-
zje komorek ztosliwych w nowym mikrosrodowisku "obcego" ECM i komorek
heterologicznych.
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ADHEZYNY

Btonowe receptory adhezyjne nadrodziny immunoglobulin nazywane sg adhezy-
nami (rys. 1) [68, 69]. Jako pierwszy wykryto btonowy receptor adhezyjny komorek
nerwowych - NCAM [9]. Podobne receptory sa powszechne nie tylko w mézgu [83],
ale rowniez w komaérkach systemu immunologicznego [46,68] i wielu innych komér-
kachnabtonkowych i sr6dbtonkowych [33]. Petnig role w rozpoznawaniu i adhezji
[52] oraz transdukcji do komorki sygnatu biologicznego [20]. Wspdtuczestniczg w
interakcjach komorka-komérka, ktdre maja znaczenie podczas takich zjawisk, jak np.
recyrkulacja limfocytow, diapedeza, odpowiedz immunologiczna i zapalenie. Nalezg
do nich takie adhezyny, jak: ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD 102), ICAM-3, VCAM-1
i PECAM-1 (CD31).

Wiele adhezyn petni funkcje przeciwstawnych-receptordw (counterreceptor) dla
receptoréw integrynowych, dlatego ich dziatanie jest heterofilne. Inne, szczeg6lnie
pochodzace z tkanki nerwowej i systemu immunologicznego, dziatajg réwniez w
sposdb homofilny. Moga posredniczy¢ miedzy komérkami tego samego typu w
agregacji homotypowej oraz miedzy komérkami odmiennego typu w agregacji hete-
rotypowej [33]. Sg receptorami, ktdrych powinowactwo do swych ligandoéw integry-
nowych nie wymaga dodatkowej regulacji, poza mozliwym zwiekszeniem ich ilosci
na powierzchni bton zaktywowanych komdérek, w wyniku syntezy de novo.

W szystkie adhezyny utworzone sg z pojedynczego tancucha glikoproteinowego,
ktory jest integralnym biatkiem btonowym (rys. 1). Niektére (np. ICAM-1) wystepujg
réwniez w formach rozpuszczalnych. Charakteryzuja sie duzg homologig regionéw
pozakomdrkowych, natomiast znacznie nizszg rejondw przezbtonowych i cytopla-
zmatycznych. Rejony pozakomérkowe adhezyn majg strukture biatek mozaikowych
[85], ktérg tworzy zmienna liczba modutéow Ig-podobnych i fibronektynopodobnych
typu Ill, Cztonkéw nadrodziny immunoglobulin mozna klasyfikowac¢ na podstawie
liczby powtdrzen modutdéw Ig-podobnych i w wielu przypadkach na podstawie
obecnos$ci dwoch modutéw fibronektynopodobnych. Przyktadowo, NCAM zawiera
cztery moduty Ig-podobne [80], ICAM-1 [70] i ICAM-3 [12, 23] - po pie¢ modutow
Ig-podobnych, nieco wiecej PECAM-1, mianowicie 6 [56], VCAM-1 6 lub 7 [10],
natomiast ICAM-2 jedynie 2 [71]. Struktura przestrzenna modutdw Ig-podobnych
[85] jest doskonatym molekularnym rusztowaniem, na ktérym moga by¢ prezentowa-
ne niezliczone warianty aminokwasowych sekwencji rozpoznania adhezyjnego [82].
Te krotkie sekwencje aminokwasowe tworzg plamki funkcjonalne bezposrednio
uczestniczace w rozpoznawaniu biologicznym i w interakcjach [80]. Miejsca wigzace
ligand zlokalizowane sg zwykle w 2 dystalnych modutach immunoglobulinowych
oraz na trzecim module IG ICAM-1 jest miejsce wigzace Mac-1. Wiasnos$ci wigzace
nie sg zalezne od dwuwarto$ciowych kationéw. Obecnie nie sg dostatecznie poznane
funkcje modutéw fibronektynopodobnych oraz tandemu modutéw Ig-podobnych.
Mozna przypuszczaé, ze zwielokrotnienie liczby modutéw dostarcza dodatkowych
miejsc dla wigzania réwniez innych ligandow, tak jak ma to miejsce w ICAM-1 [17].

Adhezyny r6znig sie bardziej miedzy sobg rejonami cytoplazmatycznymi swych
makroczasteczek. Strukturalne réznice miedzy wewngtrzkomérkowymi rejonami
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réznych adhezyn lezg u podstaw ich odmiennos$ci w rozmieszczeniu komorkowym i
tkankowym, réznej zdolnosci do oddziatywania z cytoszkieletem i przekazywania
sygnatow biologicznych. Tego typu réznice majg miejsce miedzy ICAM-1 i ICAM-3
[12]. Roznorakie strukturalne modyfikacje w obrebie rejon6éw cytoplazmatycznych
moga modulowac powinowactwo indywidualnych adhezyn do wigzania liganda oraz
sygnalizacje miedzykomadrkowg [56, 68]. Ostatnio wykazano [14], ze delecja okre-
$lonego fragmentu rejonu cytoplazmatycznego moze zmieni¢ specyficzno$¢ wigzania
liganda przez PECAM-1 z heterofilnego na homofilne, pozostaje wyjasni¢, na ile
zjawisko to moze by¢ powszechne wséréd adhezyn.

Trzy homologiczne adhezyny, jakimi sg ICAM-1, ICAM-2 i ICAM-3, maja
wspolnego liganda, mianowicie gtdwng leukocytamg integryne LFA-1 = (XLp2 [12,
23, 71]. ICAM-1 jest przeciwstawnym-receptorem rowniez dla drugiego liganda
receptorowego, mianowicie integryny Mac-1 = (XMR2, dla ktérego miejsce wigzace
znajduje sie na trzecim module Ig-podobnym od N-korica tej adhezyny [17]. ICAM-1
jestrowniez receptorem dla wiekszosci rinowiruséw ludzkich powodujgcych przezie-
bienie [70]. Omawiane adhezyny rdznig si¢ rozmieszczeniem komérkowym i tkan-
kowym oraz mechanizmem kontrolujgcym ich ekspresje.

ICAM-1 wystepuje w znikomych ilosciach na spoczynkowych komdérkach. llos¢
ICAM-1 ro$nie po stymulacji komorek cytokinami, osiagajac maksymalny poziom w
ciggu 16-24 godz. Wysoka aktywnos$¢ ICAM-1 na powierzchni stymulowanych
komorek jest wynikiem wzmozonej syntezy de novo. Réznorodne stymulowane i
aktywne komoérki, np. srédbtonkowe, nabtonkowe, fibroblasty, makrofagi i limfocy-
ty, posiadajg ICAM-1 na powierzchni bton [17, 69]. Adhezyna ta peini role w
odpowiedzi immunologicznej i w zapaleniu, m.in. uczestniczy w homotypowej agre-
gacji limfocytow (rys. 2).

ICAM-2 nie jest biatkiem indukowanym, lecz konstytutywnie ujawnianym na
powierzchni komérek srodbtonkowych i ré6znych hematopoetycznych z wyjatkiem
neutrofili. 1lo§¢ ICAM-2 na btonach komé6rkowych nie zmienia sie po stymulacji
komdrek mediatorami zapalenia [58]. Adhezyna ta petni role w niestymulowanych
procesach spoczynkowych, wczesnym zapaleniu, m.in. wspdtuczestniczagc w adhezji
leukocytow do komorek Srédbtonkowych wymaganej dla diapedezy leukocytamej
(tzn. przechodzenie leukocytdw przez Sciane naczyniowg do przestrzeni pozakomaor-
kowej) (rys. 3).

ICAM-3jestjedyng zhomologicznych adhezyn, ktéranie wystepuje na komoérkach
$rodbtonkowych. Wysoka jej ekspresja ogranicza sie do spoczynkowych komadrek
linii leukocytamej. W znacznych iloSciach wystepuje na spoczynkowych limfocytach,
monocytach, neutrofilach oraz komorkach organéw limfoidalnych [13,15]. Del Pozo
i wsp. [15] dowodzg, ze adhezyna ICAM-3 zdolna jest do przeprowadzenia homoty-
powej agregacji limfocytow dwoma réznymi drogami, mianowicie: zaleznej od
interakcji typu LFA-I/ICAM-1 oraz zaleznej od interakcji typu LFA-I/ICAM-3 (rys.
2). Adhezyna ta petni role wspétstymulatora spoczynkowych limfocytéw T, co moze
mie¢ szczegdlnie wazne znaczenie podczas poczatkowej fazy odpowiedzi immunolo-
gicznej (rys. 2).
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Rys. 2. Rola ICAM-3 w aktywacji spoczynkowych limfocytéw T podczas wczesnego etapu odpowiedzi
immunologicznej [wg 15 za zgodg autora i wydawcy]: A - komorki prezentujgce antygen lub komorki
limfoidalneT i B tuz po aktywujacej stymulacji (a) maja na btonach uaktywnione formy integryn LFA-1*;
spoczynkowe limfocyty T (b) majg LFA-1w nieaktywnej konformacji oraz ICAM-3 wilo$ciach znacznie
przekraczajacych poziom 1CAM-1; B - zjawisko rozpoznawania ICAM-3 przez LFA-1* sprzyja napro-
wadzaniu komdrek (a) w sgsiedztwo komorek (b); oddziatywaniu komorek (a i b) towarzyszy redystry-
bucja ICAM-3 i zmiana morfologii spoczynkowych limfocytow T (b) przez wytworzenie przodujgcego
lobopodium (heading uropod) bogatego w ICAM-3; na btonie sgsiedniej komérki (a) nastepuje redy-
strybucja LFA-1 * polegajaca na skupianiu (clustering) integryn w obszarze naprzeciwko lobopodium;
C - interakcje typu ICAM-3/LFA-1* miedzy spoczynkowym limfocytem T (b) i aktywng komérka (a)
pobudzajg synteze de novo ICAM-1 w komorkach (b); natomiast na obu komérkach (a i b), stymuluja
zmiany w strukturze przestrzennej integryn do konformacji o petnej aktywnosci biologicznej LFA-1**
i duzej “"chciwosci" (avidity) na interakcje z ICAM-1; ICAM-3 jest wspotstymulatorem aktywacji
limfocytow T; D - zwiekszajgca sie ilos¢ ICAM-1 na btonach komérek (b) sprawia, ze sa przejmowane
przez "chciwe" (na interakcje z ICAM-1), w peini aktywne formy integryn LFA-1**; przyczynia sie to
do stabilizacji wigzania komérka-komoérka w drodze oddziatywan typu ICAM-I/LFA-1**; natomiast
uwolnione z interakcji czasteczki ICAM-3 przemieszczajg sie wzdtuz btony, gromadza na powierzchni
przodujacego lobopodium zachowujac zdolno$¢ wigzania nowych komérek (c) przez
oddziatywania typu ICAM-3/LFA-1*
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Naczyniowe receptory adhezyjne, mianowicie VCAM-1 sg biatkami indukowany-
mi, dlatego pojawiajg sie w zmiennych ilosciach napowierzchni komdéreksrédbtonko-
wych. Wykazujg selektywno$¢ wobec jednojadrzastych leukocytéw. Endotetium, po
stymulacji cytokinami zapalenia lub endotoksyng, ujawniaduze ilosci VCAM -1, ktore
moga by¢é utrzymywane przez 24 godz. po zaprzestaniu stymulacji [69]. Heterogen-
no$¢ VCAM-1 moze wynikac z alternatywnego sktadania eksonéw do mRNA [10].
Dwie formy VCAM-1 rézniace sie iloScig powtérzen modutéw Ig-podobnych moga
mie¢ odmienng lokalizacje narzgdowg. Komorki srodbtonkowe ludzkiej zyty pepo-
winowej stymulowane IL-1 ujawniajg VCAM-1 gtéwnie w postaci czasteczki z 7
modutami lg-podobnymi, podczas gdy jedynie $ladowe ilosci czasteczek z 6 modu-
tami lg-podobnymi [10]. Adhezyna ta wystepuje réwniez na innych komérkach,
mianowicie makrofagach i komdrkach nabtonkowych kanalikdw nerkowych.
VCAM-1 jest przeciwstawnym-receptorem dla integryn grupy Ri, ktére obecne sg na
limfocytach T pamieci immunologicznej, mianowicie VLA-4 ((X48I) [21]. Interakcje
typu VLA-4/VCAM-1 majg znaczenie w wigzaniu limfocytéw, monocytow ieozy-
nofili, lecz nie neutrofili do zaktywowanych ludzkich komorek $rodbtonkowych,
umozliwiajgc im pokonanie bariery srodbtonkowej. Interakcje tego typu moga mieé
szczegOlne znaczenie w chronicznym zapaleniu [46]. Krdolicze VCAM jest bardzo
podobne do ludzkiego i rowniez wystepuje w dwoch réznych formach. U krélikéw z
eksperymentalna hipercholesterolemiczng arterioskleroza wykazano, ze VCAM s3
ujawniane na powierzchni komorek srédbtonkowych w bliskim sgsiedztwie rejonow
Sciany aorty zawierajacych komarki piankowate i ktére objete sg zmianami wczesny-
mi [11]. Przypuszczalnie VCAM ma znaczenie podczas aterogenezy, gdyz umozliwia
monocytom diapedeze.

PECAM-1 wystepuje na powierzchni ptytek krwi, leukocytéw oraz w miedzyko-
morkowych potgczeniach komoérek srédbtonkowych. Adhezyna ta wraz z VE-kade-
rynami tworzy potaczenia miedzykomoérkowe endotetium oraz posredniczy w
transmigracji [56, 69].

SELEKTYNY

Selektyny wyro6zniajg sie sposréd innych btonowych receptorow adhezyjnych
wiasnosciami lektynopodobnymi [4, 18]. Molekularng podstawa tych wiasnosci jest
zdolnos$é biatka do rozpoznawania i oddziatywania zjednostkami weglowodanowymi
znajdujacymi sie na innych glikokonjugatach, Selektywne wigzanie oligosacharydow
przez domeny CRD jest szczegdlnie wazne w takich procesach biologicznych, jak:
adhezja komdrka-komadrka, neutralizacja patogendw oraz klirens glikoprotein [19].
Oligosacharydy glikoprotein i glikolipidéw sg ligandami dla lektyn ssakéw. Olbrzy-
mia réznorodno$¢ oligosacharydéw glikoprotein jest uwarunkowana genetycznie
przez kontrolowang ekspresje specyficznych glikozytotransferaz uczestniczagcych w
ich syntezie, ktéra jest swoista dla kazdego typu komérek [86]. Oligosacharydy
glikoprotein nadajg specyficzne pietno powierzchniom komoérek. Sg rodzajem szyfru
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biologicznego, ktdry jest odmienny u réznych typéw komérek, zmiennie kodowany
podczas rozwoju i stanu funkcjonalnego komorki zréznicowanej [86]. Charakter
strukturalny oligosacharydéw glikoprotein btonowych oraz wzgledne zmiany ich
ilosci mogg odzwierciedla¢ patofizjologiczny stan komérki lub tkanki odpowiedzial-
nej za ich synteze [86]. Oligosacharydy glikoprotein sg nie tylko biernymi markerami
czy ligandami, ale rowniez no$nikami informacji w procesach rozpoznania biologi-
cznego z posrednictwem receptoréw lektynowych, gdyz same moga by¢ elementami
sktadowymi receptoréw zdolnych do sygnalizacji miedzykomadrkowej.Funkcjonalnie
zmienny profil oligosacharyddéw powierzchni komorki sprawia, ze interakcje zjedny-
mi lektynami moga by¢ promowane, a z innymi wstrzymywane [86]. Oczywisty jest
zatem fakt, ze w rozwazaniach nad mechanizmami kontrolujagcymi proces adhezji za
posrednictwem selektyn nalezy uwzglednia¢ regulacje na poziomie ekspresji ich
oligosacharydowych liganddw.

Przedstawicielami rodziny selektyn sg trzy grupy czasteczek adhezyjnych, miano-
wicie: selektyny-P (CD62P) (ptytkopochodne), selektyny-L (CD62L) (leukocytopo-
chodne) iselektyny-E (CD62E) (endotelialne):symbol literowy przy nazwie wskazuje
na pierwotng lokalizacje, w kt6rej zostaty wykryte. Wczesniej selektyny opisywano
réznymi skrétami, mianowicie: selektyny-P GMP-140 lub PADGEM, selektyny-E
ELAM-1natomiast selektyny-L LEC. CAM-1,LECAM-1,LAM-1, homing receptor,
antygeny limfocytame: Mel-14, Leu-8, TQ1 i DREG56 [5].

Selektyny sg btonowymi biatkami mozaikowymi [85] z C-koricowym fragmentem
w cytoplazmie, krdétkim rejonem kotwiczagcym w btonie i dtugim N-koricowym
pozakomdrkowym rejonem, ktéry utworzony jest z trzech rodzajéw modutéw poli-
peptydowych (rys. 1). N-terminalnie ulokowany jest zawsze wapniozalezny modut
CRD, podobny do zwierzecej lektyny typu C, za nim znajduje sie modut podobny do
EGF, poczym zmienna liczba modutéw CCP. Tych ostatnich modutéw w selektynie-P
jest dziewie¢, w selektynie-E 6 i w selektynie-L tylko 2 [4,68, 84]. Obecnos$¢ w
selektynach dodatkowych modutéw poza lektynopodobnymi moze dostarcza¢ miejsc
dla przypuszczalnych interakcji typu biatko-biatko. Natomiast glikoproteinowa i
mozaikowa budowa sprawiajg, ze pojedyncza selektyna moze uczestniczy¢ jedno-
czes$nie w dwoch réznych typach interakcji biatko-oligosacharyd. Mianowicie, jednej,
w ktérej uczestniczy domena lektynopodobna, oraz w drugiej tego typu interakcji, do
ktérej jednak przekazuje swe jednostki oligosacharydowe zdolne do interakcji z
domeng lektynopodobng innej czasteczki. Zatem selektyny z powierzchni jednych
komérek mogg dostarczac¢ oligosacharydowych ligandéw dla selektyn znajdujgcych
sie na innych komérkach. Tego typu interakcje wykazano miedzy selektyng-L a
selektynami: -P i E, mianowicie selektyna-L neutrofili dostarcza oligosacharydowego
liganda dla domeny CRD endotelialnej selektyny-E lub -P [63]. Natomiast nie zostato
dotychczas udokumentowane, czy domena CRD selektyny-L jednocze$nie moze
wigzac oligosacharydy selektyn-P i -E lub innych ligandéw.

Selektyny-L sg stale obecne na powierzchni ré6znych leukocytéw oraz ich formach
prekursorawych, mianowicie nawszystkich limfocytach, granulocytach, monocytach
i innych komérkach szpiku kostnego. Po stymulacji tych komdrek cytokinami, np.
GM-CSF lub TNF, nastepuje szybkie "gubienie" selektyn-L z powierzchni wigkszosci
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komaérek z wyjatkiem limfocytdw [29,46]. Stracie selektyn-L towarzyszy pojawianie
sie aktywnych form integryn grupy B2 na powierzchni komérek stymulowanych.
Selektyny-L mogg uczestniczy¢ w nakierowywaniu limfocytéw do wiasciwych im
miejsc diapedezy podczas recyrkulacji miedzy krwig a limfa. Na powierzchni komé-
rek wyspecjalizowanego $rodbtonka HEV naczyn pozawto$niczkowych w obwodo-
wych weztach chtonnych zidentyfikowano siarczanowang glikoproteine, ktéra
"dzwiga" oligosacharydowy ligand dla domeny lektynowej selektyn-L [43]. Gliko-
proteina ta jest czgsteczkag mucynopodobng, ktéra zawiera dwie domeny bogate w
seryne i\lub treonine. Ta siarczanowana glikoproteina dostarczajgc oligosacharydo-
wych ligandow selektynom-L moze posredniczy¢ w specyficznej rekrutacji limfocy-
tow do obwodowych weztdw chtonnych. Wykazano réwniez, ze limfocytarne
selektyny-L rozpoznajg i wigzg oligosacharydowe determinanty sjalozylowanego
antygenu Lewis(x) (Le(x)) [24, 63], ktore wczesniej opisano jako ligandy dla sele-
ktyn-E [66, 68]. Przypuszczalnie, specyficznos¢ interakcji komoérka-komérka, w
ktorych posredniczg selektyny-L, moze by¢ wspéttworzona réwniez przez inne wias-
nosci strukturalne, zaré6wno weglowodanowych ligandéw jak i ich biatkowych no$-
nikéw. Selektyny-L moga pos$redniczy¢ w nieciggtych interakcjach komor-
ka-komorka majacych miejsce podczas toczenia sie (rolling) leukocytéw po endote-
lium matych zytek wiekszosci tkanek objetych procesem zapalnym [47].

Selektyny-E sa btonowymi receptorami specyficznymi tylko dla komoérek endote-
lialnych stymulowanych cytokinami zapalenia (np. IL-1, TNF-a) lub bakteryjnym
lipopolisacharydem. Natomiast selektyny-E nie sg ujawniane na powierzchni spo-
czynkowych komorek srédbtonkowych, leukocytéw oraz innych komorek niehe-
mopoetycznych. PrzejSciowe pojawianie sie selektyn-E na powierzchni
stymulowanych komérek osigga maksymalng aktywno$¢ w 6 godz. po stymulacji,
natomiast po 24 godz. komorki srddbtonkowe nie ujawniajgjuz selektyn-E, nawet w
obecnos$ci stymulatora. Pojawienie sie selektyn-E na powierzchni bton wymaga
stymulowanej de novo ich syntezy oraz Srédkomaérkowego transportu do powierzchni
komarki [4,6]. TGF-R ilL-4 zdolne sg wstrzymaé ujawnianie selektyn-E na ludzkich
komorkach $rodbtonkowych [26].

W surowicy zdrowych osobnikdw wykazano obecno$¢ rozpuszczalnej, wolnej
formy selektyny-E, ktéra jest biologicznie aktywna [57]. Ponadto, wystepowanie
rozpuszczalnych selektyn-E potwierdzono w warunkach in vitro hodowli komérek
endotelialnychsrédbtonkowych stymulowanych IL-1. Gubione selektyny z powierz-
chni bton komorek stymulowanych, cho¢ majg nieco mniejszg czasteczke od naty w-
nej, zawierajg niezmieniony C-koficowy region cytoplazmatyczny w poréwnaniu z
natywna czasteczka [567]. Natomiast komérki srodbtonkowe stymulowane cytoking
TNF intemalizujg w sposéb konstytutywny powierzchniowe selektyny-E, co przyczy-
nia sie do obnizania ekspresji aktywnoS$ci btonowej i pobudzenia klirensu ligand6w
selektyn-E z krgzenia [79].

Endogennymi Ugandami selektyn-E moga by¢ zardwno btonowe glikoproteiny
[45], jak i glikolipidy, ktére "dZwigajg" reszty kwasoéw sjalowych i poli-N-acetylo-
laktozoaminoglikany, z co najmniej jedng resztg fukozylowanej-al. 3-N-acetyloglu-
kozoaminy [77]. Genetycznie uwarunkowana ekspresja specyficznej
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al.3-fukozylotransferazy w okreslonych komdérkach determinuje synteze weglo-
wodanowych determinant na ligandach dla selektyn-E [51]. Selektyny-E rozpoznajg
ligandy zawierajgce determinanty antygenowe sjalo-Le(x) [2, 61], ktére sg granulo-
cyto-specyficznymi antygenami dzwiganymi przez mucynowa leukosjaline, N-glika-
ny innych glikoprotein oraz glikolipidy bton granulocytéw [86]. Jednak zdolno$¢ do
rozpoznawania determinant antygenowych sjalo-Le(x) nie ogranicza sie tylko do
neutrofili. Endotelialne selektyny-E moga wigza¢, w miejscach chronicznego zapale-
nia, réwniez specyficzna subpopulacje limfocytéw, ktdra nie ujawnia wyraznej
aktywnosci sjalo-Le/x/. W tego typu lektynozaleznych interakcjach endotelium-lim-
focyt posredniczy nowy antygen CLA. Struktury weglowodanowe CLA zawierajg
determinanty antygenowe sjalo-Le(a) obok sjalo-L(x), cho¢ te ostatnie nie sg "mani-
festowane" na powierzchni limfocytéw [2]. W warunkach fizjologicznych determi-
nanta antygenowa sjalo-Le(a), raczej nie jest obecna na neutrofilach i limfocytach,
moze pojawia¢ sie w stanach patologicznych, np. w duzych iloéciach obecna jest na
komorkach iw surowicy osobnikéw z nowotworami zotgdkowo-jelitowymi, trzustko-
wymi i gruczotéw piersiowych [2, 86]. Wysoki poziom rozpuszczalnych ligandow
sjalo-Le(a) moze blokowa¢ lektynozalezne interakcje leukocytéw z endotelialng
selektyng-E przyczyniajgc sie do patologicznego obnizenia odpowiedzi immunologi-
cznej.

Terminalne determinanty antygenowe sjalo-Le(x) powszechnie wystepujg w r6z-
nych biatkach [86]. S wczesnymi markerami embrionalnymi, SSEA-1 (z ang. stage
specific embrionie antigen 7), ktére pojawiajg sie na etapie preimplantacyjnym,
nastepnie zanikaja, po czym ze zmienng ekspresjag moga pojawia¢ sie na innych
etapach rozwoju [86]. Determinanty Le(x) sg powszechnie obecne réwniez w rozpu-
szczalnych glikoproteinach surowiczych (np. a-kwasnej glikoproteinie, cerulopla-
zminie i in.), ktére wykazujg jednak bardzo stabg aktywnos$¢ antygenowg Le(x). Do
petnej ekspresji tego antygenu wymagana jest obecno$¢ dtugiego tascucha lakto-
zoaminoglikanowego (nieocbecnego w tych biatkach), ktéry "wyeksponuje" terminal-
ne determinanty Le(x). Sadzi sie, ze obecnos$¢ tego typu dodatkowych cech
strukturalnych w oligosacharydowych ligandach ma istotne znaczenie w mechanizmie
rozpoznawania biologicznego za posrednictwem selektyn.

Selektyny-E obecne na powierzchni stymulowanego srédbtonka moga posredni-
czy¢ w aktywacji spoczynkowych leukocytéw PMN i ich rekrutacji z krazenia [49].
Pojawienie sie na powierzchni stymulowanego $rédbtonka specyficznych przynetdla
PMN, mianowicie selektyn-E, wystarczy do wstepnej rekrutacji PMN z krazenia
potgczonej ze stabymi, nieciggtymi interakcjami podczas toczenia po $rddbtonku.
Interakcje miedzy weglowodanowymi ligandami na spoczynkowych leukocytach
PMN a domenami lektynopodobnymi selektyn-E pobudzajg leukocyty, ktore ujaw-
niajg na swej powierzchni aktywne integryny (XMp2 CDIIb/CD18. Integryny te
posrednicza w interakcjach z endotelialnymi ICAM-1 przyczyniajac sie do wzmoc-
nienia i stabilizacji przylegania PMN do stymulowanego $rédbtonka (rys. 3). Poja-
wienie sie selektyn-E jest czasami jedynym i wystarczajgcym warunkiem stymulacji
spoczynkowych leukocytéw PMN i ujawnienia ich aktywnych integryn, ktére umo-
zliwig nie tylko przyleganie, ale i pokonanie bariery $rédbtonkowej [49]. Podobne
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zdolnosci aktywacji integrynowych receptorow adhezyjnych aiviR2 podzielajg r6zno-
rodne chemoatraktanty posredniczace w zjawisku chemotaksji. Selektyny-E moga
petni¢ funkcje chemoatraktantow zakotwiczonych w btonach zdolnych do sygnaliza-
cji miedzykomorkowej, waznej w mechanizmie diapedezy leukocytow PMN [49].
Selektyny-P sg biatkami bton wewnatrzkomorkowych ziarnistosci alfa ptytek [72]
oraz ciatlek Weibela-Palade komérek endotelialnych [7]. Po stymulacji komoérek
réznymi czynnikami, np. trombing lub histaming, selektyny-P sg translokowane na
powierzchnie bton plazmatycznych. Maksymalna ekspresja powierzchniowych sele-
ktyn-P nastepuje w ciagu 5-15 min, natomiast po 90 min od stymulacji wraca do
poziomu wyjsciowego sprzed stymulacji [73]. Powierzchniowe selektyny-P, podob-
nie do -E, mogg by¢ intemalizowane do wnetrza komérki i by¢ moze wykorzystywane
sg ponownie podczas stymulowanej redystrybucji receptoréw [69]. Rozpuszczalne
formy selektyn-P sg obecne w osoczu zdrowych osobnikéw [37]. Badania in vitro
dowiodty, ze rozpuszczalne selektyny-P hamujg zalezng od integryn (grupy R2)
adhezje neutrofili stymulowanych TNF-a do spoczynkowego srédbtonka. Selektyny
te, nie hamuja natomiast adhezji spoczynkowych neutrofilii do $rédbtonka zakty-
wowanego cytoking TNF [27]. Selektyny-P, podobnie do selektyn-E i -L rozpoznajg
sjalozylowane laktozoaminoglikanowe determinanty antygenowe sjalo-Le(a) i sjalo-
Le(x) naréznych komdrkach linii mieloblastycznej i niemieloblastycznej [24]. Sele-
ktyna-P wykazuje jednak wyzsze powinowactwo wobec determinanty antygenowej

Rys. 3. Udziat blonowych selektyn stymulowanych komoérek $rddblonka w aktywacji i rekrutacji
spoczynkowych leukocytéw PMN z krgzenia dla diapedezy podczas wczesnej reakcji zapalnej (objas-
nienia w tekscie) [wg 33 za zgoda autora i wydawcy]
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sjalo-Le(a) niz do sjalo-Le(x) [31]. Zdolno$¢ wigzania aktywnych piytek do tych
determinant jest hamowana w réznym stopniu przez siarczanowane glikany.

Srodbtonkowa ekspresja selektyn-P moze by¢ wystarczajgca dla rekrutacji spo-
czynkowych neutrofili zkrwioobiegu iich toczenia po $rédbtonku (rys. 3),jednak nie
jest wystarczajgca dla aktywacji laukocytamych integryn grupy R2. Pojawieniu sie
selektyn-P na powierzchni musi towarzyszy¢ wspotekspresja czynnika PAF, ktéry
wchodzac w bezposredni kontakt z btonowym receptorem na neutrofilach wspétin-
dukuje funkcjonalng odpowiedz adhezyjng tych komérek [50]. Justakrynny sposob
aktywacji (poprzez kontakt) neutrofili sprawia, ze nastepuje przetgczenie integryn
0tLR2 (LFA-1) z form o nieaktywnej konformacji przestrzennej na aktywna LFA-1 **,
zdolng do funkcjonalnej integracji z Srodbtonkowymi adhezynami ICAM-2 (rys. 3).
Oddziatywania komdérek za posrednictwem integryn dostarczajg adhezji wystarcza-
jacej do pokonania przez neutrofile bariery $rodbtonkowej. Przylegajace leukocyty
wysytajg wypustki do zagtebienn powierzchni S$rodbtonka (rys. 3) i dalej realizujg
diapedeze do miejsc lokalnego urazu. Utrzymujacy sie stan zapalny moze wzmagaé
opoOzniong ekspresje Srodbtonkowych selektyn-E oraz ICAM-1, ktore podtrzymujg
aktywny stan S$rédbtonka i przedtuzajg rekrutacje, adhezje i diapedeze leukocytow
(jak przedstawiono wyzej), dzieki kooperatywnemu wspdidziataniu receptorow w
kaskadzie adhezyjnej.

INTEGRYNY

Integryny sg gtdwnymi receptorami adhezyjnymi posredniczacymi w oddziatywa-
niach komadrek ze sktadnikami substancji miedzykomaérkowej (rys. 4). Integryny
przytwierdzajg komorki do wyspecjalizowanej formy ECM, jakg sg btony podstawne
[33, 34, 36], Pozakomdérkowe biatka adhezyjne o budowie mozaikowej [85, 87, 88],
np. fibronektyna, laminina, perlekan, agrekan, kolageny, wszystkie mogg by¢ ligan-
dami dla integryn z r6znych podrodzin, z wyjatkiem R2 (rys. 4). Glikoproteiny ECM,
pozaswag funkcjg mechaniczno-strukturalng, moga realizowac funkcje komorkowe za
posrednictwem integryn. Waznymi zadaniami komo6rkowymi biatek ECM sg miedzy
innymi: wspétudziat w przyczepianiu komorek (cell attachment) do btony podstaw-
nej, w przyleganiu miedzykomorkowym, w modulacji migracji i proliferacji komorek
[33, 36, 85]. Czasami funkcje komdérkowe biatek ECM moga by¢ lokalnie modulo-
wane przez pojawienie sie biatek antyadhezyjnych, np. SPARC (z ang. secreted
protein acidic and rich in cysteine, inaczej osteonektyna) lub trombospondyny czy tez
tenascyny [65]. Ta ostatnia moze byé czasteczka zaréwno adhezyjna, jak i antyadhe-
zyjnga. Biatka tego typu albo moga by¢ konkurencyjnymi ligandami dla integryn, albo
tez oddziatujac z wtasnymireceptorami moga zmienia¢ funkcje adhezyjne receptorow
integrynowych na tej samej komorce.

Integryny wspdtuczestniczg powszechnie w adhezji typu komérka-komérka, co
przedstawiono wczesniej prezentujgc receptory dla adhezyn oraz omawiajac role
selektyn-E w aktywacji leukocytamych integryn. Integryny wystepujg przypuszczal-
nie we wszystkich komorkach, lecz poszczegdlne typy komérek réznig sie miedzy
sobg zestawem integrynowym.
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Rys. 4. Integrynowe posrednictwo oddziatywan komérek z glikoproteinami substancji miedzykomérko-
wej [82, zmodyfikowane]: komérki wykorzystujg receptory integrynowe do interakcji ze specyficznymi
sekwencjami aminokwasowymi rozpoznania adhezyjnego obecnymi na ligandach; poszczegélne gliko-
proteiny ECM zwykle zawierajg réznorodne takie sekwencje na odmiennych modutach, ktére moga by¢
rozpoznawane przez rézne integryny, jak to przedstawiono dla fibronektyny; "rozpostarty" ksztatt
wielopodjednostkowych, mozaikowych ligandéw doskonale jest dopasowany do ich wiasnosci, miano-
wicie prezentacji wielu sekwencji rozpoznania adhezyjnego oraz realizacji wielokrotnych oddziatywan
typu biatko-biatko z integrynami (cho¢ nie tylko); interakcji glikoprotein z integrynami moga towarzy-
szy¢ zmiany w organizacji elementéw cytoszkieletu, np. wewnatrzkomérkowe sktadanie peczkéw
mikrofilamentéw (cienkie linie w cytoplazmie); oddziatywania integryn z glikoproteinowymi ligandami
ECM majg znaczenie w licznych procesach biologicznych, szczegdlnie w kontroli adhezji, migracji oraz
morfologii komérki

Integryny sg heterodimerami-all majgcymi charakterystyczny ksztatt utworzony
przez globulama "gtowe" wspartg na dwéch "szyputach" przechodzacych przez
dwuwarstwe lipidowg bton (rys. 1) [34, 62]. Rejony C-koncowe obu podjednostek
znajduja sie w cytoplazmie, natomiast N-koncowe poza komérka. Dotychczas pozna-
no 14 odmiennych podjednostek-a i 8 podjednostek-B, ktére moga teoretycznie
utworzy¢ ponad 100 heterodimerdéw, jednak dotychczas opisano 21 integryn. Integry-
ny klasyfikuje sie w grupy na podstawie rodzaju podjednostki B, np. Ri, 82, B3 [34],
Niektére podjednostki-a majg N-koniec czgsteczki dtuzszy o dodatkowg domene-I,
ktéra wykazuje homologie do domen wigzacych kolagen, domen czynnika von
Willebranda i domen biatek dopetniacza. Obecno$¢ dodatkowej domeny jest chara-
kterystyczna przede wszystkim dla tych podjednostek-a, ktore wchodzg w interakcje
z podjednostkami-B2 i -RBi. Wiekszo$¢ podjednostek-a ma rejony pozakomorkowe
sktadajace sie zdwoch fragmentdw polipeptydowych potaczonych wigzaniem disiar-
czkowym (rys. 1). Wynika to z postranslacyjnej modyfikacji polipeptydu-a. Podjed-
nostki-B w swych pozakomdrkowych szyputach majg konserwatywne powtdrzenia
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bogate w reszty cysteinowe (cystine-rich repeats), ktére tworzac disiarczkowe wig-
zania utrwalajg czterokrotne skrety polipeptydu charakterystyczne dla tego regionu
wszystkich integryn. Natomiast w upakowanych rejonach N-koricowych obu podjed-
nostek globulamej gtowy znajdujg sie sekwencje tworzgce petle wigzgce jony Ca++.
W rejonach tych, na obu podjednostkach znajduja sie rowniez specyficzne sekwencje
rozpoznania adhezyjnego, zaréwno zalezne jak iniezalezne od RGD, ktére odpowie-
dzialne sa za bezpos$rednie interakcje integryn z ligandami. Zadna z podjednostek
indywidualnie nie oddziatuje z ligandem. Potgczenie obu podjednostek integryno-
wych w heterodimer wymaga obecnosci dwuwarto$ciowych kationdw. Rodzaj od-
dziatujgcego kationu, Ca++, Mg++ lub Mn++ moze modulowaé¢ powinowactwo i
specyficzno$¢ wigzania liganddw przez integryne. Zdolnos$¢ do wigzania ligandow
maja tylko integryny bedace w postaci heterodimerycznej i tylko te o aktywnej
konformacji przestrzennej. Integryny moga wystepowa¢ w dwaéch réznych stanach
funkcjonalnych, mianowicie aktywnym inieaktywnym. Funkcjonalnemu "przetgcze-
niu" zjednej formy na drugg towarzyszy zmiana konformacji przestrzennej integryny
(rys. 5) [34]. Na powierzchni niestymulowanych komdrek integryny sg nieczynne. W
ciaggu kilku minut po stymulacji komérek, np. agonistami lub innymi czynnikami,
integryny zmieniajg swa konformacje przestrzenna izdolne sa przytagczy¢ ligand. Stan
aktywnosci biologicznej integryn jest odwracalny. Ponadto, specyficzne ligandy
oddziatujgc z integryng moga réwniez spowodowaé¢ wiazanie, cho¢ moc wigzania
liganda znacznie wzrasta przy wspoétstymulujgcym dziataniu na komorke innych
czynnikéw [34], Wigzanie liganda z heterodimeryczng integryng moze zatem zacho-
dzi¢ fazowo. Poczatkowo luzno zwigzany z receptorem ligand tworzy z czasem
stabilny kompleks integryna-ligand. Czesto, pojedyncze integryny moga wigzac rézne
ligandy, tak jak i pojedynczy ligand moze by¢ rozpoznawany przez wiele réznych
integryn [33, 34]. Nieznany jest mechanizm uczynniania integryn pod wptywem
wewnatrzkomérkowych sygnatéw. Wykazano, ze ludzkie leukocyty PMN moga
stymulowac¢ witasnosci wigzace swych integryn aivi2 (CDI Ib/CD18) przez przemi-
jajaca indukcje syntezy lipidowego czynnika modulujgcego integryny-1 (IMF-1, z
ang. integrin modulatingfactor-1). IMF-1 dziatajak allosteryczny aktywator leuko-
cytamych integryn [32]. Integryny nie majg aktywnosci kinaz tyrozynowych oraz brak
jestjednoznacznych dowoddw, ze swoiscie tworzg kompleksy z niereceptorowymi,
cytoplazmatycznymi kinazami. Jednoczes$nie jednak zaobserwowano powigzanie
miedzy zmianami w fosforylacji niektorych integryn a ich aktywnos$cia biologiczna.
Przypuszcza sig, ze rejony cytoplazmatyczne obu podjednostek moga posredniczy¢
w regulacji aktywnosci biologicznej integryn. By¢é moze, rejony cytoplazmatyczne
niektdrych integryn asocjuja z biatkami cytoplazmatycznymi m.in. zawierajgcymi
domeny SH2 [81], ktore posrednicza w wewngatrzkomérkowych kontaktach z syste
cytoszkieletem. Rejony cytoplazmatyczne wszystkich podjednostek-8, z wyjatkiem
-4, sg bardzo podobne, natomiast rejony cytoplazmatyczne podjednostek-a przed-
stawiajg niskg homologie. Cytoplazmatyczne rejony podjednostek-a moga by¢ odpo-
wiedzialne za réznicowanie oddziatywan z elementami cytoszkieletu komorki oraz
za odmienne rozmieszczenie integryn w obrebie powierzchni btony komérkowej.
Obecnosé rejondéw cytoplazmatycznych iprzezbtonowych niejest wymagana podczas
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ZMIANY KONFORMACYJINE
INTEGRYN

SYGNALIZACJA
Z ZEWNATRZ DO
WNETRZA

FOSFORYLACJA TYROZYNY
- piytek
- fibroblastow
- kom. nowotworowych

ALKALIZACJA CYTOPLAZMY
- fibroblastéw
- kom. endotelialnych
- ptytek
- limfocytow

AKTYWACJA LIMFOCYTOW

AKTYWACJA SEKRECJI
- fibroblastow
- monocytéw
- neutrofilii

ROZNICOWANIE

- mioblastéw
- keratynocytéw

Rys. 5. Biologiczna sygnalizacja przez receptory integrynowe [wg 34 za zgoda autora i wydawcy]:
integryny wystepuja w co najmniej dwdch przeciwstawnych konformacjach przestrzennych, mianowi-
cie: nieaktywnej (symbol zamkniety) i aktywnej (symbol otwarty); jedynie ten ostatni stan integryny
gwarantuje wigzanie wiekszosci swoistych ligandéw; zmiany konformacyjne integryn umozliwiajg
wysylanie sygnalizacji z wnetrza na zewnatrz komorki oraz odbieranie sygnatéw z zewnatrz

komérki i transdukcji ich do Srédkomoérkowej sygnalizacji

tworzenia form heterodimerycznych i do ujawnienia aktywnej konformacji prze-
strzennej. Formy "kadtubowe" receptoréw integrynowych, ktére pozbawione sg rejo-
néw przezbtonowych i cytoplazmatycznych, tworza heterodimery-all i ujawniaja
ciagta aktywno$¢ biologiczng bez mozliwosci przetaczenia do stanu nieaktywnego
[34]. Podobnie, r6zne zmiany modyfikacyjne w rejonie cytoplazmatycznym podjed-
nostek-a wraz zjego delecja, moga rdwniez prowadzi¢ do ujawnienia ciaggtej aktyw-
nosci przez integryne bez mozliwosci przetaczenia do stanu nieaktywnego. Stato sie
to podstawg przypuszczenia, ze rejony cytoplazmatyczne podjednostek-a moga kon-
trolowac gtéwnie nieaktywny stan integryn.

Integryny sa elementami sygnalizacji miedzykomorkowej [33, 35]. Sygnalizacja
za posrednictwem integryn moze mie¢ dwie formy. Mianowicie jedna, sygnalizacji
wychodzacej z wnetrza komarki na zewnatrz (INSIDE to OUT) wynikajacej z regu-
lacji powinowactwa receptora integrynowego poprzez zmiany jego konformacji prze-
strzennej (rys. 5). Druga forma to sygnalizacja do wnetrza komoérki informacji
naptywajgcych z zewnatrz (OUTSIDE to IN) (rys. 5). Integryny po przytgczeniu
liganda wysytajg wewnatrzkomorkowa sygnalizacje, ktdra zmienia fosforylacje bia-
tek komdrkowych, wewnatrzkomo6rkowe stezeniejondw Ca++, cytoplazmatyczne pH,
przemiane inozytolowg i ostatecznie czynnosci komorki w zakresie adhezji lub
agregacji, sekrecji iproliferacji (rys. 5,6). Obserwowane zmiany we wnetrzu komoérki
moga czasami by¢ podobne do tych, ktére indukowane sg przez czynniki wzrostowe
lub onkogeny. Zmiany aktywnosci receptoréw integrynowych obserwowane sa
gtéwnie w komorkach stymulowanych r6znymi czynnikami, ktére jednoczes$nie od-
dziatujg z innymi receptorami btonowymi m.in. zawierajgcymi kinazy tyrozynowe,
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Rys. 6. Wytwarzanie i odbieranie sygnatow
przez integryny w trzech réznych przykta-
dowych komoérkach [wg 34 za zgoda autora
i wydawcy]: czarng cienka strzatkg zazna-
czono nadawanie sygnatéw przez integryny
lub inne receptory do $rédkomérkowego sy-
stemu wtérnych informatoréw (czarny pro-
stokat); strzatkg o czarnych konturach
zaznaczono aktywacje specyficznych inte-
gryn wzmagajacych adhezje komérek; duza
strzatkg czarngzaznaczono inne odpowiedzi
komérki, np. sekrecja, proliferacja, zmiana
morfologii; ptytki: integryna anbBs wiaze
fibrynogen, aintegryna ot2Riwigze kolagen,
oba ligandy moga zachowywa¢ sie jak ago-
nisci w transdukcji sygnatéw do systemu
wtérnych informatoréw (strzatki 2 i4); syg-
naty te zbiegaja sie z Srédkomoérkowa syg-
nalizacja naptywajaca z innych receptoréw
(strzatki 1i3), ktore wspétdziatajg z integry-
nami; ponadto oba ligandy moga oddziaty-
waé¢ z trombospondyna, ktérej receptor
GPIV/CD36 ma biatkowg kinaze tyrozyno-
wa zasocjowang z domeng cytoplazmatycz-
na (czarne kropki); skupianie (clustering)
powierzchniowych receptoréwjestkoniecz-
ne dla fosforylacji tyrozyn, przypuszczalnie
utatwia interakcje kinaz z substratami; suge-
rujesie, ze konsekwencjag wszystkich sygna-
téw jest aktywacja piytkowych integryn
otiibB3prowadzaca do mocnej adhezji komé-
rek; limfocyty: poszczegélne integryny lim-
focytarne moga dziata¢ wspoétstymulujaco
(dla sygnatéw 3) [wraz z kompleksem re-
ceptorowym komérek T (TCR)/CD3
CD4/CD8 asocjujagcym z kinazami (czarne
kropki)] na aktywacje limfocytéw T ;konse-
kwencja tego jest aktywacja integryn, ktére
gwarantujag mocng adhezje do innych kom6-
rek (strzatka o czarnych konturach) lub do
biatek substancji miedzykomdérkowej
(strzatka o czarnych konturach); aktywacji
limfocytéw towarzysza rowniez inne efekty
komérkowe (duza strzatka czarna); fibrob-
Iasty: glikoproteinowe ligandy substancji
miedzykomdérkowej oddziatujgc z integry-
nami moga stymulowa¢ fosforylacje reszt
tyrozynowych wielu substratéw we wnetrzu
komérki; niektére z nich swe funkcje ko-
moérkowe moga réwniez realizowaé¢ z po-
Srednictwem receptoréw czynnikéw
wzrostowych (druga cienka strzatka t) lub
niereceptorowych kinaz biatkowychtypu
pp6Osrc (cienka strzatka 3); te ostatnie ujaw-
niajg szczegdlnie wysoka aktywnos$¢ w ko-
madrkach transformowanych; zbieganie sie
badz wspoétdziatanie réznych sygnatéw od-
powiedzialnejestzabiologiczng odpowiedzZ
komoérki w formie np. proliferacji; wzrost
zalezny od zakotwiczenia wymaga wspot-
dziatania sygnatéw naptywajacych z adhe-

zyjnych integryn dla biatek ECM utrzymujacych przyleganie
(cienka strzatka 1) z sygnalizacja naptywajaca z receptoréw dla
rozpuszczalnych czynnikéw wzrostowych (cienka strzatka 2);
natomiast zmiana prowadzaca do wzrostu niezaleznego od zako-
twiczenia, np. w komérkach transformowanych wymaga sygna-
lizacji za posrednictwem kinaz src (cienka strzatka 3); wiele
domen réznych glikoprotein ECM moze skupia¢ powierzchnio-
we receptory przyczyniajac sie do wspétzbiegania specyficznych
"wigzek" sygnatéw srédkomoérkowych, ktérych rodzaj bedzie
odpowiadat za ostateczng odpowiedz biologiczng komérki
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sprzezonymi z systemem biatek G lub czynnikéw wzrostowych (rys. 6) [25]. Wysy-
fane przez nie sygnaty zbiegajg sie z wewnatrzkomorkowg sygnalizacjg naptywajacg
z receptoréw integrynowych, ktérg dodatkowo moga wzmacnia¢ (rys. 6). Czesto
obserwowane jest skupianie powierzchniowych receptoréw, byé moze towarzyszy
temu aktywacja miedzyreceptorowa. Mozliwymi tgcznikami miedzy receptorami
integrynowymi a receptorami czynnikéw wzrostowych moga by¢ biatka cytopla-
zmatyczne zawierajace domeny SH2, ktére oddziatujg z elementami cytoszkieletu
[81]. Ostateczne efekty biologiczne sygnalizacji do wnetrza oraz z wnetrza na zew-
natrz komorki z posrednictwem integryn zwykle sa rézne, zaleznie od typu komérki
oraz rodzaju liganda [33, 34, 36], jak przedstawiono przyktadowo na rysunku 6.
Zainteresowanych szczeg6tami sygnalizacji miedzykomdrkowej z udziatem recepto-
réw integrynowych odsytam do wczes$niejszych opracowan polskojezycznych [8,40],
w ktérych omoéwiono ptytkopochodne receptory integrynowe.
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Streszczenie. Liczne rodzaje komdrek tkanki tacznej: leukocyty, miocyty naczyniowe i pewne komorki
nowotworowe produkujg biatko o masie czagsteczkowej 67 kD, odpowiedzialne za wigzanie ich do
elastyny, lamininy i kolagenu typu IV. Biatko to, bedace odmiang nieaktywnej enzymatycznie -gala-
ktozydazy ma réwniez domene lektynowa odpowiedzialng za wigzanie galaktocukréw. Przytgczenie
reszt galaktocukrowych do domeny lektynowej tak zmienia trzeciorzedowg strukture czasteczki recep-
tora, ze domena zdolna do wigzania biatek macierzy zostaje zamaskowana, a samo biatko uwolnione z
powierzchni komdrki. Niniejszy artykut przedstawia znaczenie pojedynczego biatka receptorowego,
ktore reaguje z kilkoma biatkami substancji miedzykomarkowej i ktérego czynnosciowa ekspresja moze
by¢ regulowana przez obecnos¢ zwigzkow zawierajacych reszty galaktocukrowe. Artykut podkresla role
67 kD receptora w powstawaniu wtokien sprezystych oraz w procesach chemotaksji i migracji komér-
kowej zachodzgcych w prawidtowym rozwoju i w procesach patologicznych, takich jak: reakcje zapalne,
miazdzyca, rozsiew nowotworowy.

Stowa kluczowe: receptor elastynowy, wtokna sprezyste, galaktocukry, interleukina 1, migracja komor-
kowa, chemotaksja.

Summary. Numerous cell types, including fibroblasts, vascular smooth muscle cells, chondroblasts,
monocytes, neutrophils, and several tumor cells express the 67 kD galactolectin, homologous to the
alternatively spliced variant of B-galactosidase. The 67 kD protein resides on the cell surfaces and is
capable of interacting with elastin, laminin and collagen type IV. This peripheral membrane protein binds
its matrix ligands but only in the absence of galactosugars, whereas binding of galactosugar- containing
moieties to its lectin site changes its molecular folding which causes discharge of the ligand and release
of the receptor from the cell surface. This review addresses the functional significance of the single
receptor that interacts with multiple matrix proteins and can be shed from cell surfaces by galactosugars.

*Praca finansowana przez Heart and Stroke Foundation of Canada.
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We emphasize the role of the 67-kD protein in divergent cellular processes, such as cell-matrix
attachment, elastic fiber assembly, cellular chemotaxis, and active migration through the vascular walls.

Key words: elastin receptor, elastic fibers, matrix proteins, galactosugars, interleukin 1, cell migration,
chemotaxis.

WSTEP

Praktycznie wszystkie typy komorek na pewnych etapach swojego rozwoju pozo-
staja w kontakcie z substancjg miedzykomdérkowa (extracellular matrix - ECM).
Zar6wno sporadyczne, jak i state kontakty miedzy powierzchnig komoérkowg a ele-
mentami ECM moga decydowaé o przesytaniu sygnatdw do wnetrza komérek i
wywotywaé bedzie to natychmiastowe zmiany czynnosciowe lub dtugotrwate zmia-
ny fenotypowe majgce wptyw na embriogenetyczne formowanie tkanek, gojenie ran,
procesy zapalne, formowanie zmian miazdzycowych i rozsiew nowotworowy [1,22].
Dotychczas zidentyfikowano szereg powierzchniowych biatek wigzacych i recepto-
réw komorkowych, ktére moga oddziatywac z licznymi sktadnikami ECM iw efekcie
koncowym posredniczy¢ w wywotywaniu szerokiej gamy odpowiedzi komorkowych.
Ze wzgledu na podobienistwo strukturalne lub czynnosciowe wiekszo$¢ receptoréw
zaklasyfikowano do kilku podstawowych grup, takichjak: integryny, immunoglobuli-
ny, selektyny i kadheryny [1-4,20]. Receptory te zostaty w wiekszosci dobrze scha-
rakteryzowane, facznie z okre$leniem pierwszo- i drugorzedowej budowy ich miejsc
wigzacych okreslone domeny elementéw ECM [22,24,38]. Wykazano, ze te same
receptory mogg oddziatywac zkilkomardéznymielementami ECM, aten sam sktadnik
substancji miedzykomdrkowej moze wigzaé sie do ré6znych receptoréw wywotujac
rézne efekty biologiczne [28,38,47,48]. Poznanie zawitych zaleznos$ci pomiedzy
wigzaniem elementéw ECM do receptoréw komdrkowych jest jednym z gtéwnych
tematow w aktualnych badaniach nad biologig komérek. Ustalono, ze istotny czyn-
nosciowo kontakt wybranego receptora z okre$long czasteczkg ECM moze mieé
miejsce tylko wtedy, gdy ekspresji tego receptora na powierzchni okreslonej komorki
towarzyszy ekspozycja odpowiedniego fragmentu biatka ECM (domeny), posiadajg-
cego zdolno$¢ reagowania z tym receptorem. Trzeba sobie jednak zdawac sprawe z
faktu, ze w nie uszkodzonej i prawidtowo spolimeryzowanej substancji miedzyko-
morkowej, wiekszo$¢ domen zdolnych do przytaczenia sie do receptorow komorko-
wych pozostaje ukryta w pofatdowaniach polimeréw biatkowo-cukrowcowych.
Domeny te mogty by¢ ujawnione w czasie czeSciowej degradacji enzymatycznej
elementéw ECM lub nagromadzenia si¢ ich niespolimeryzowanych prekursoréw, np.
prokolagenu czy tropoelastyny. Co wiecej enzymy hydrolityczne, rozpuszczalne
produkty rozpadu elementéw ECM iinne czynniki obecne w przestrzeni okotokomar-
kowej (kationy, czynniki redukcyjne, zakotwiczone w btonie proteoglikany) moga
odpowiednio aktywowaé, inaktywowaé lub usuwaé czgsteczke receptoréw z powie-
rzchni komérek [20,21,28,47].
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BIALKO WIAZACE ELASTYNE, LAMININE | KOLAGEN 1V

Biatko wigzace elastyne - EBP (Elastin Binding Protein) wigze rowniez laming i
kolagen IV. Elastyna stanowi gtdwny element strukturalny dojrzatych widkien i bton
sprezystych obecnych w tkance tacznej, a szczeg6lnie licznych w ptucach, skérze i
naczyniach krwionosnych [29,37]. Elastyna nie zawiera domeny o sekwencji argini-
na-glicyna-asparagina (RGD) ani zadnej innej odpowiedzialnej za przytgczanie sie do
powierzchniowych receptoréw integrynowych, ktére wiagzg kolagen, fibronektyne,
laminine, tenascyne, czy fibryline. Wykazanie specyficznej odpowiedzi chemotakty-
cznej ludzkich leukocytéw i fibroblastéw na obecno$¢ tropoelastyny i proteolitycz-
nych fragmentéw nierozpuszczalnej elastyny sugerowato mozliwos¢ istnienia
specyficznego receptora komdrkowego, ktéry przytacza sie do hydrofobowych se-
kwencji tego biatka, takich jak VGVAPG [39,40], Przypuszczenia te zostaty potwier-
dzone przez analize wiazania radioaktywnej elastyny do fibroblastow ligamentum
nuchaeiizolowanych frakcji z ich bton komd6rkowych [46]. Wykazano, ze pojedyncze
komérki majg okoto 2 x 106 miejsc odwracalnie wigzacych elastyne ze stalg wigzania
Kd=8 nM. Chromatografig powinowactwa ekstraktow z bton komdérkowych bydle-
cych chondroblastow i fibroblastow wiezadta karkowego wykazano, ze komérki te
maja biatko powierzchniowe o ciezarze czasteczkowym 67 kD, bezposrednio wigzace
sie do hydrofobowych sekwencji, takich jak: VGVAPG, VGAMPG i VGMAPG,
powtarzajacych sie wiele razy w czasteczkach elastyny. W dalszych badaniach
ujawniono, ze biatko to (Elastin Binding Protein - EBP) w odréznieniu od innych
receptoréw powierzchniowych nie ma domeny przezbtonowej (transmembrane do-
main), a na btonie komorkowej zakotwiczone jest poprzez kontakt zdwoma innymi
biatkami (61 kD i55 kD), z ktorymi tworzy kompleks receptorowy [12,18,26],

Jedna z najbardziej uderzajacych cech EBP jest jego dodatkowa wiasciwosé
wigzania galaktocukrow poprzez oddzielng domene lektynowg. Wtasciwos¢ ta nie
tylko umozliwia ekstrakcje tego biatka z frakcji bton komérkowych bez uzycia
detergentow, ale réwniez utatwia jego oczyszczenie na kolumnach zawierajgcych
R-galaktocukry. Co wiecej wykazano, ze B-galaktocukry, takie jak: galaktoza, gala-
ktozamina i laktoza, wybiérczo wyptukiwaty EBP z kolumn zawierajacych elastyne.
Ta obserwacja pozwolita ustali¢, ze Scisty zwigzek pomiedzy elastyng a EBP moze
by¢ przerwany w momencie przytgczenia sie galaktocukru do miejsca lektynowego
EBP. Przytgczenie galaktocukru powoduje bowiem takg konformacyjng zmiane czg-
steczki EBP, ze jego domena wigzaca hydrofobowe sekwencje elastyny zostaje
ukryta, a wigzanie z elastyng przerwane. Przytgczenie galaktocukru przerywa row-
niez wigzanie EBP do biatek btony komorkowej i powoduje uwolnienie go z powie-
rzchni komérek.

Wykorzystujgc spektrofluorometrie potagczong z videomikroskopig wykazano, ze
przytaczenie rozpuszczalnych fragmentéw elastyny lub peptydow VGVAPG do
miocytéw naczyniowych powoduje gwattowny wzrost poziomu wolnego wapnia
wewnatrz tych komorek. Usuniecie za§ EBP z powierzchni komorkowych przy
pomocy galaktocukrow (galaktozy i laktozy) znosi zalezny od elastyny naptyw
wapnia.
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To zjawisko sugeruje, ze EBP nie tylko wigze komérki do elastyny, ale petni
réwniez role receptora, ktéry posredniczy w indukowaniu zmian wewnatrzkomaérko-
wych w odpowiedzi na kontakt z elastyng lub produktamijej rozpadu zawierajgcymi
peptydy VGVAPG. Szczeg6towy mechanizm wewngtrzkomérkowego przewodnic-
twa indukowanego przy wspétudziale EBP jest tematem obecnych badan w naszym
laboratorium.

W dalszych pracach nad EBP wykazano, ze moze ono rowniez wigza¢ laminine ze
stata powinowactwa zblizong do elastyny [27,28]. Co wiecej udato sie nam wykaza¢,
ze 67 kD EBP jest identyczne z 67 kD receptorem lamininowym obecnym na wielu
komérkach nowotworowych, wyizolowanym przez inng grupe badawczg [25]. Oba
biatka majg identyczny ciezar czgsteczkowy, sktad aminokwasowy ikrzyzowo reagu-
ja z przeciwciatami przeciwko ludzkiemu 67 kD receptorowi lamininy i 67 kD
bydlecemu EBP. Mapowaniem miejsca wigzacego na lamininie wykazano, ze 67 kD
biatko wyizolowane z ludzkich komoérek nowotworowych reaguje z hydrofobowa
sekwencjg LGTIPG obecng na domenie V B pierwszego taricucha lamininy. Co
wiecej, wykazano, ze drugorzedowa budowa lamininowego peptydu LGTIPG jest
identyczna z hydrofobowym heksapeptydem VGV APG, ktory powtarza sie kilka razy
w czasteczce elastyny i odpowiedzialny jest za jej wigzanie do EBP. W nastepnych
badaniach wykazano, ze oczyszczony receptor elastynowy wigze sie do kolumny
zawierajgcej laminine, a oczyszczony receptor lamininowy do kolumny zawierajgcej
elastyne. Biatko 67 kD moze by¢ nastepnie wyptukane z obu kolumn zaréwno przy
uzyciu wysokich stezen rozpuszczalnych peptydéw LGTIPG pochodzacych z lami-
niny, VGV APG peptyddéw elastynowych, jak iprzy pomocy laktozy. Wigzanie 67 kD
biatka do elastyny lub lamininy moze by¢ zablokowane przez przeciwciato monoklo-
nalne (BA-4) powstate po immunizacji syntetycznym peptydem o sekwencji
VGVAPG. Przeciwciato to rozpoznaje bowiem obie podobne strukturalnie, cho¢ nie
identyczne sekwencje hydrofobowe na obu biatkach, ktére sa odpowiedzialne za
wigzanie 67 kD receptora. Fakt wigzania sie lamininy i elastyny do tego samego
receptora powierzchniowego zostat dodatkowo potwierdzony przez dane uzyskane po
zastosowaniu techniki videomikroskopowej, ktéraumozliwia prze$ledzenie wigzania
czastek ztota koloidalnego pokrytych lamining i elastyng do tych samych miejsc na
powierzchni zywych miocytéw naczyniowych. Przytgczanie obu znakowanych zto-
tem ligandow do powierzchni komérek byto zniesione po zastosowaniu wstepnej
inkubacji komdrek z laktozg, a rozpuszczalna laminina blokowata wigzanie optasz-
czonychelastyngczgstekztotakoloidalnegoi viceversa [30]. Sugerowano, ze to samo
biatko 67 kD majace wiasciwosci galaktolektynowe moze wigzac si¢ z elastyng i
lamining. Podkresli¢ jednak nalezy, ze 67 kD EBP rozni sie od innego receptora
lamininowego o tym samym ciezarze czasteczkowym, ktory reaguje z innym frag-
mentem lamininy ijestchimeryczng czgsteczkg powstatg w wyniku postranslacyjnego
zwigzku pomiedzy dwoma réznymi biatkami o ciezarze czgsteczkowym 37 kD i
32 kD [7].

Po stwierdzeniu, ze EBP moze reagowaé z podobnymi drugorzedowo, lecz nie
identycznymi w liniowej sekwencji peptydami elastyny i lamininy, wykazano naste-
pnie, ze podobna strukturalnie domena mogaca przytgczaé sie do 67 kD EBP jest
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rébwniez obecna w kolagenie typu IV. Wstepna inkubacja ludzkich neutrofiléw z
elastynowymi peptydami VGV APG, ktore nasycajg EBP lub z laktoza, ktéra usuwa
to biatko z powierzchni komorek, znosito catkowicie chemotaksje ludzkich neutrofi-
I6w do poddanego trawieniu pepsyn kolagenu 1V ijego fragmentéw 7S [41,42],

Szczeg6towym badaniem struktury EBP przy uzyciu metod biologii molekularnej
wykazano, ze biatko to jest kodowane przez mRNA powstaty w wyniku alternatyw-
nego sktadania (alternative splicing) pierwotnego produktu transkrypcji genu kodu-
jacego p-galaktozydaze. Wyizolowany mRNA kodujacy 67-kD wariant rézni sie
znacznie od mMRNA kodujacego 64-kD lizosomalng galaktozydaze [32]. Utracit on
egzony kodujgce aktywno$¢ enzymatyczng i domene wigzgcg do receptora fosfo-
mannozowego, a zyskat nowg domene (kodowang przez frame shift) zdolng do
wiazania elastyny i lamininy [16].

W dalszych badaniach nad powinowactwem tropoelastyny do syntetycznych
peptydéw odzwierciedlajgcych rézne sekwencje 67-kD odmiany ludzkiej R-galakto-
zydazy ustalono, ze sekwencja (VVGSPSAQDASPL) obecna w unikalnym odcinku
kodowanym przezframe shiftjest odpowiedzialna za wigzanie elastyny i lamininy.

EBP - CZYNNIK KONTROLUJACY WYDZIELANIE
TROPOELASTYNY | FORMOWANIE
WEOKIEN SPREZYSTYCH

Na diugo przed izolacjg i scharakteryzowaniem EBP zauwazono, Ze agaroza
(polimer laktozy) i wolne galaktocukry (galaktoza i galaktozamina) przeszkadzajg w
formowaniu widkien sprezystych w hodowlach i przeszczepach chondroblastéw
pochodzacych z chrzastki sprezystej i miocytéw aortalnych [11]. Mechanizm tego
zjawiska pozostawat nie wyjasniony az do czasu, kiedy wykazano, ze wolne galakto-
cukry lub zawierajgce N-acetyl-galaktozamine glikozaminoglikany, takie jak: siar-
czan chondroityny (CS) i siarczan dermatanu (DS), przytgczajac sie do miejsca
lektynowego EBP moga powodowac¢ dysocjacje jego kompleksu z tropoelastyn i
usuwa¢ EBP z powierzchni komdrek [12,13]. Sugerowano, ze obecno$¢ EBP na
powierzchni komarek jest niezbedna dla prawidtowego tworzenia sie wtokien spre-
zystych. Zatozenie to potwierdzito sie w doSwiadczeniach, kiedy bezposrednie zablo-
kowanie EBP przeciwciatem skierowanym do jego domen wigzgcych elastyne
catkowicie znosito formowanie wtokien sprezystych w hodowli miocytéw aortalnych,
nie zaburzajgc przy tym syntezy samej tropoelastyny.

Nastepnie wykazano, ze proces zewnatrzkomorkowego formowania sie wtdkien
sprezystych zalezy od precyzyjnego uwalniania tropoelastyny z kompleksu z EBP i
przytgczaniatego prekursoranierozpuszczalnej elastyny do uprzednio uformowanych
10-12 nm mikrowtdékienek (microfibrils) stanowigcych szkielet wtdkien sprezystych.
Ustalono, ze EBP wykorzystuje swa domene lektynowa do dokowania kompleksu
EBP-tropoelastyna do reszt galaktocukréw rozmieszczonych regularnie na czastecz-
kach fibryliny [10] (glikoproteidu stanowigcego jeden z gtéwnych sktadnikow mikro-
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Rys. 1. EBP ma trzy odrebne domeny: 1- mogacg wigza¢ elastyne, lamining lub kolagen 1V, 2 -
lektynowg zdolng do przytaczenia zwigzkéw zawierajacych galaktocukry i 3 - odpowiedzialng za
wigzanie biatek btony komérkowej (61-kD i 55-kD); wigzanie elastyny, lamininy lub kolagenu IV do
EBP zachodzi tylko pod nieobecno$¢ galaktocukrow; przytgczenie reszt galaktocukrowych do domeny
lektynowej tak zmienia trzeciorzedowa strukture czasteczek receptora, ze miejsce wigzania biatek ECM
zostaje zamaskowane, a samo EBP zostaje uwolnione z powierzchni komorki; przytaczenie elastyny,
lamininy lub kolagenu IV do obecnego na powierzchni komérek EBP powoduje szybki wzrost poziomu
wolnego wapnia wewnatrz komérek; usuniecie EBP z powierzchni komérkowych przy pomocy gala-
ktocukroéw znosi powstanie sygnatu wewnatrzkomaérkowego

wiokienek), a ich kontakt z miejscem lektynowym EBP prowadzi do uwolnienia
czasteczek tropoelastyny z kompleksu [13,17,18],

Uwolniona tropoelastyna zostaje zakotwiczona do nastepnego sktadnika heteropo-
limeru mikrowtokienkowego zwanego MAGP (Microfibrils Associated Glycoprote-
in) dzieki obecnosci cysteiny na jej konicu karboksylowym. Takie uporzgdkowane
(zalezne od tworzenia wigzan cystynowych) unieruchomienie czasteczek tropoela-
styny na szkielecie mikrowtdkienkowym pozwala na réwnolegte utozenie wielu
czasteczek tropoelastyny wzgledem siebie i wzajemne zblizenie reszt lizylowych
obecnych we fragmentach czgsteczki tworzacych a-helise. Tak doktadne "dopasowa-
nie" reszt lizylowych utatwia formowanie trwatych wigzan desmozynowych (powsta-
jacych po oksydatywnej deaminacji 3 lub 4 lizyn) i polimeryzacje czgsteczek
tropoelastyny pod wptywem dziatania oksydazy lizylowej [29,37].

Proces systematycznego odktadania tropoelastyny moze jednak ulec dezorganiza-
cji lub przerwaniu w przypadku pojawienia sie w przestrzeni okotokomoérkowej
wolnych glikozaminoglikanéw zawierajgcych galaktocukry (CS, DS). Zwiazki te
przytaczajac sie do miejsca lektynowego EBP moga powodowac przedwczesne
usuniecie kompleksu EBP-tropoelastyna z powierzchni komorek i nieskoordynowane
uwolnienie tropoelastyny. Zjawisko to zaobserwowane we wspomnianych poprze-
dnio doswiadczeniach in vitro i w przeszczepach izolowanych elastoblastéw moze
wskazywacé na istnienie unikalnego mechanizmu, w ktérym komorki poprzez produ-
kcje galaktozaminoglikan6w moga miejscowo kontrolowac tworzenie wdkien i bton
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sprezystych zaréwno w czasie prawidtowego rozwoju embrionalnego, jak i w czasie
gojenia sie ran, procesach patologicznego widknienia czy tworzenia zmian miazdzy-
cowych.

Mechanizm prowadzacy do poporodowego zamykania sie przewodu tetniczego
Oductus arteriosus), ktéry w zyciu ptodowym #aczy aorte z tetnicg ptucng zachodzi w
wyniku intensywnej migracji miocytéw z btony Srodkowej (tunica media) do btony
wewnetrznej (tunica intima) tego naczynia. Tworzgce sie pogrubienia btony wewne-
trznej (intimal cushions) przypominaja szybko rosngce zmiany miazdzycowe, dopro-
wadzajagce do zamkniecia tetnic [13]. Zmienione fenotypowo miocyty obecne w
poduszeczkach btony wewnetrznej produkujg zmieniong substancje miedzykomar-
kowa, ktéra swoim sktadem iorganizacjg przypomina ptytki miazdzycowe.

Miocyty te w odréznieniu od komoérek innych tetnic ptodowych, produkujg wiecej
kolagenu typu I, fibronektyny i proteoglikanéw bogatych w siarczan chondroityny i
siarczan dermatanu, ale nie sg zdolne do prawidtowego tworzenia bton i witdkien
sprezystych [50]. WykazaliSmy, ze jedng z przyczyn braku powstawania wtékien
sprezystych w tunica intima ductus arteriosus jest fakt, ze miocyty migrujace do btony
wewnetrznej produkuja niepetnowarto$ciowgq tropoelastyne o ciezarze czasteczko-
wym 52-kD, ktéra ulegata szybkiej, czeSciowej degradacji proteolitycznej i tracita
swoéj koniec karboksylowy odpowiedzialny za przytgczanie nienaruszonych czaste-
czek tropoelastyny do szkieletu mikrofibrylarnego widkien sprezystych [15]. Te
czeSciowg degradacje czasteczek tropoelastyny wigzalisSmy z faktem, ze miocyty
ductus arteriosus majg znacznie mniej EBP niz ich odpowiedniki obecne w aorcie i
innych duzych tetnicach typu sprezystego [13]. Kojarzac te dwa fakty z dodatkowg
obserwacja, ze w miocytach aorty EBP moze by¢ kolokalizowane immunohisto-
chemicznie z wewngtrzkomadrkowg tropoelastyng, zasugerowaliSmy, ze EBP moze
wigzac sie réwniez z tym prekursorem elastyny oraz ze brak takiego wigzania moze
mie¢ zwigzek z wewnatrzkomérkowym, proteolitycznym rozpadem tropoelastyny.
To zatozenie zostato potwierdzone w dalszych badaniach, w ktérych ustalono, ze EBP
i tropoelastyna moga rzeczywiscie tworzy¢ wewnatrzkomérkowy kompleks o cigza-
rze czasteczkowym 140-kD i ze tworzenie komplekséw z EBP jest niezbedne do
prawidtowego wydzielania nieglikozylowanych i wysoce hydrofobowych czgsteczek
elastyny [17]. Wykazano, ze stymulowanagalaktocukrami doswiadczalnadysocjacja
komplekséw EBP z tropoelastyn obecnych w lizatach miocytéw aorty powoduje
stopniowy rozktad swiezo zsyntetyzowanej tropoelastyny przez endogenne proteina-
zy serynowe. W zrozumieniu mechanizmu, jakim EBP moze ochrania¢ elastyne przed
atakiem proteinaz serynowych, pomogt nam fakt, ze domena EBP odpowiedzialna za
wigzanie tego biatka do elastyny(VVGSPSAQDASPL) wykazuje wysoki stopien
podobiefAstwa do domen obecnych na koricach aminowych szeregu proteinaz seryno-
wych [16].

Homologia ta sugerowata, ze EBP i elastazy serynowe majgc podobne domeny
wigzace elastyne moga konkurowac ze sobg o wigzanie tego substratu. To zatozenie
zostato potwierdzone doSwiadczalnie, kiedy ustaliliSmy, ze wstepna inkubacja zaro6w-
no tropoelastyny, jak i spolimeryzowanej, nierozpuszczalnej elastyny z oczyszczo-
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Rys. 2. Transport wewnatrzkomdrkowy i wydzielanie tropoelastyny (grube strzatki) zalezy od sprawnej

recyrkulacji EBP (cienkie strzatki); pierwsze kompleksy EBP z tropoelastyng powstajg zaraz po syntezie

obu biatek; kompleksy te sa nastepnie transportowane do aparatu Golgiego i wydzielane z komorki; po

zewnatrzkomadrkowej dysocjacji komplekséw i uwolnieniu tropoelastyny, wiekszo$¢ czasteczek EBP

powraca do kanatéw endosomalnych komorki, aby zwigza¢ tam nowe czasteczki tropoelastyny i
przetransportowac je do przestrzeni zewnatrzkomorkowej

nym EBP, moze konkurencyjnie hamowaé wigzanie szeregu proteinaz serynowych
do tego substratu i w konsekwencji hamowac jego rozktad proteolityczny [17].

Nastepnie udato sie wykazaé, ze kilkuminutowa inkubacja miocytéw aortalnych z
laktoza, ktéra powoduje rozszczepienie wewnatrzkomoérkowych komplekséw EBP z
tropoelastyna, jest przyczyna wewnatrzkomdérkowej agregacji czasteczek tropoela-
styny. Tworzenie sie wieloczasteczkowych agregatéw tropoelastyny zupetnie unie-
mozliwiato wydzielenie tego prekursora i przyspieszato jego proteolityczny rozpad.
Sugerowano wiec, ze 67-kD EBP wigze tropoelastyne na wczesnych etapach trans-
portu wewnatrzkomdrkowego petnigc role molekularnego przewodnika "moleculear
chaperone”, ktéry ochrania ten hydrofobowy, nieglikozylowany prekursor elastyny,
podobnie jak robig to biatka szoku termicznego {heat shock proteins, HSP), ktore
eskortujg inne hydrofobowe proteidy przeznaczone do wydzielenia z komaérki [33].
W przypadku popularnego Hsp-70 uwolnienie biatka eskortowanego wymaga stymu-
lacji endogennej ATP-azy, podczas gdy tropoelastyng moze by¢ uwolniona z kom-
pleksu z EBP pod wptywem galaktocukrdw, przytaczajacych sie do jego domeny
lektynowej.

Poniewaz niektére z czasteczek EBP zostajg na state wcielone do wiokien sprezys-
tych ipozostajgjako ich integralny sktadnik wykrywalny immunohistochemicznie w
wiele lat po zakoriczeniu elastogenezy, podejrzewamy, ze EBP moze rowniez ochra-
nia¢ nierozpuszczalng elastyne przed proteolizag. Obecnos$¢ tego biatka we widknach
sprezystych moze czesciowo ttumaczyé wyjatkowa trwatos$¢ tych elementéw substan-
cji miedzykomadrkowej, ktore w przeciwienstwie do kolagenu, fibronektyny czy
proteoglikan6w moga egzystowaé w tkankach przez dziesigtki lat.
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Rys. 3. Proces zewnatrzkomdrkowego formowania ZaW"Y‘m"klmaf‘fkszvzyf:yfgfwa"ia
sie wiokien sprezystych zalezy od precyzyjnego
uwalniania tropoelastyny z kompleksu z EBP i przy-
taczania do mikrowtokienkowego szkieletu wiokien
sprezystych; wykorzystujac swa domene lektynowa
EBP dokuje do reszt galaktocukréw rozmieszczo-
nych regularnie na czgsteczkach fibryliny; kontakt z
resztami galaktocukréw prowadzi do uwolnienia
czasteczek tropoelastyny z kompleksu; uwolnione
czasteczki tropoelastyny zostaja zakotwiczone do
MAGP; formowanie sie¢ dezmozynowych wigzan
krzyzowych pomiedzy czasteczkami tropoelastyny
powoduje ich polimeryzacje do nierozpuszczalnej
elastyny

Pewnym problemem w pelnym zrozumieniu proponowanego mechanizmu mole-
kularnego ochraniania tropoelastyny przez EBP byt fakt, ze produkcja tropoelastyny
przez miocyty naczyniowe przewyzsza ilosciowo produkcje EBP. ZatozyliSmy wiec
dodatkowo, ze pewna ilo$¢ czasteczek EBP po uwolnieniu eskortowanej elastyny (po
kontakcie z galakto-glikolizowanymi biatkami mikrowtokienek) moze powréci¢ do
wnetrza komérki i by¢é ponownie uzyta jako no$nik dla nowych czasteczek tropoela-
styny.

Znakujac czasteczki EBP obecne na powierzchni hodowanych miocytéw aortal-
nych udato sie nam wykazaé, ze wiele znich moze powrdcié¢ do wnetrza komérki, aby
po przejSciu przez system endosomoOw (sorting endosome, recycling endosome) i
przez kanaly trans-aparatu Golgiego powrdéci¢ w ciggu 45-60 min na powierzchnie
btony komodrkowej [19]. Uzywajac chlorochiny i bafilomycyny Al (zwigzkéw, ktére
blokujac transport protonow przez btony alkalizujg rézne fragmenty systemu endoso-
malnego) wykazaliSmy, ze moga one blokowa¢ normalng recyrkulacje EBP, a w
konsekwencji rowniez wydzielanie tropoelastyny i powstawanie widkien sprezystych
w hodowlach miocytéw naczyniowych.

Wyniki przytoczone powyzej sugerujg, ze EBP jest gtownym czynnikiem regulu-
jacym efektywne wydzielanie i odktadanie tropoelastyny oraz ze procesy te zalezg od
sprawnej recyrkulacji tego wahadtowego przewodnika molekularnego (shuttle mole-
cular chaperone) zdolnego do wielokrotnego przenoszenia czgsteczek hydrofobowe-
go i nieglikozylowanego prekursora elastyny poprzez aparat wydzielniczy
elastoblastow.

EBP - CZYNNIK KONTROLUJACY MIGRACJE
MIOCYTOW NACZYNIOWYCH

Zaréwno pogrubienie btony wewnetrznej embrionalnego przewodu tetniczego, jak
i patologiczne formowanie sie neointimy w chorobach naczyn (miazdzyca, nadcisnie-
nie systemowe i ptucne) jest zwigzane z czynng migracjg komo6rek mieéni gtadkich
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wywodzacych sie z btony Srodkowej naczyn krwionosnych [5,20,35,43]. Sugerowano
istnienie kilku czynnikédw stymulujagcych migracje miocytéw naczyniowych (np.
zmiany sktadu ECM, wzrost ilosciowy odtozonej fibronektyny i glikozaminoglika-
néw, nadprodukcja czynnikéw wzrostu, takich jak: bFGF, PDGF i TGF-B-
[5,8,9,20,23,31,34,45,50], ale nadal nieznany jest czynnik inicjujgcy odrywanie sie
komérek miesni gtadkich od bton i widkien sprezystych obecnych w tunica meclia.
Nie do konca wiadomo, co decyduje o ukierunkowaniu migracji miocytéw medial-
nych w strone btony wewnetrznej tetnic. W naszych badaniach nad tym problemem,
jako modelu doswiadczalnego uzywaliSmy miocytow wyizolowanych z poduszeczek
btony wewnetrznej ductus arteriosus pobranego z 280-dniowych ptodéw owczych
(czyli tuz przed porodem). Poniewaz wykazalismy, ze komorki te zawierajg znacznie
mniej EBP niz miocyty btony $rodkowej aorty, zasugerowalismy, ze istnieje Scista
zalezno$¢ pomiedzy niedoborem EBP w tych komérkach a ich odrywaniem sie od
elastyny inastepujgca po tym migracjg w kierunku intimy [14]. W badaniach in vitro
obserwowalismy, ze komorki ductus arteriosus nie przylegaja do ptytek hodowla-
nych pokrytych elastyng, tak jak robig to miocyty aorty bogate w EBP. Dodanie
siarczanu chondroityny, ktéry usuwa EBP z powierzchni hodowanych miocytow
aorty, hamowato przyleganie tych komérek do powierzchni pokrytych elastyna.
Stopien uposledzenia przylegania miocytéw aortalnych do elastyny byt zalezny od
dawki siarczanu chondroityny i mégt by¢ catkowicie zniesiony, jezeli dodatkowo
traktowano komarki cykloheksimidem, monenzyng lub azydkiem sodu, ktére hamo-
waty produkcje i wydzielanie nowych czgsteczek EBP (zastepujacych te usuniete z
powierzchni komorkowej przez siarczan chondroityny). Specyficzne zaangazowanie
sie EBP w zjawisko przylegania miocytéw do elastyny potwierdzit fakt, ze wstepna
inkubacja komdrek aorty z pochodzacymi z elastyny peptydami VGVAPG (ktore
nasycaty ich powierzchniowy receptor EBP) konkurencyjnie blokowata wigzanie sie
tych komérek do powierzchni pokrytych elastyng.

W nastepnej serii doswiadczen badaliSmy czynnosciowe zalezno$ci pomiedzy
przyleganiem miocytow aortalnych do elastyny a ich mozliwoSciami migracji przez
tréjwymiarowa sie¢ bton elastynowych (otrzymanych po wygotowaniu aort owczych
i bydlecych w IN NaOH).Okazato sie, ze miocyty aortalne (posiadajgce duzo czgste-
czek EBP) posadzone napowierzchni tych bton przylegaty do najbardziej powierzch-
niowej btony sprezystej i pozostawaty unieruchomione przez caly czas trwania
eksperymentu (7 dni). W odréznieniu od nich ubogie w EBP komoérki ductus arterio-
sus nie przylegaty do bton elastynowych, ale migrowaty przez ich tréjwymiarowsg siec.
Dodanie siarczanu chondroityny (usuwajgcego EBP z powierzchni komé6rkowych)
powodowato odklejenie sie miocytow aortalnych od btony sprezystej iich nastepowa
gteboka migracje do wnetrza siatki elastynowej. Przytoczone wyzej wyniki sugeruja,
ze indukowane siarczanem chondroityny, a wiec nieproteolityczne, usuniecie EBP z
powierzchni miocytdw naczyniowych moze by¢ bezposrednio odpowiedzialne za
odszczepianie sie tych komérek od bton elastynowych obecnych w btonach $rodko-
wych tetnic. Utrata za$ kontaktu fizycznego zpodtozem moze by¢jednym z gtdwnych
mechanizmdéw inicjujgcych migracje miocytow w chorobach naczyniowych.
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Rys. 4. EBP zlokalizowane w hezposredniej bliskosci receptoréw dla 1L-1 typu | moze zapobiegaé

wigzaniu IL-Ib do jej receptoréw; usuniecie EBP z powierzchni komérek (zalezne od zwigzania

galaktocukréw lub produktéw rozpadu elastyny) pozwala na swobodny dostep IL-1b do swego receptora

i w konsekwencji na inicjacje sygnatu prowadzacego do zwiekszonej produkcji fibronektyny, ktéra
utatwia migracje miocytdw naczyniowych

Nasze niedawno wykonane eksperymenty wykazaty, ze zalezne od siarczanu
chondroityny usuniecie EBP z powierzchni komérkowych powoduje réwniez stymu-
lacje syntezy fibronektyny w hodowlach miocytow naczyn wiencowych, w stopniu
podobnym do tego, ktoéry uzyskuje sie po ich stymulacji interleuking-1b (IL-1b) [8,9].

Dodatkowo wykazano, ze nasycenie obecnego na powierzchni komérek EBP przy
pomocy peptydéw elastynowych (produktéw proteolitycznego rozpadu elastyny)
prowadzi do szybkiej endocytozy tego receptora, a to rowniez podwyzsza synteze
fibronektyny. Zaskoczeniem byt natomiast wynik wskazujacy, ze stymulowana siar-
czanem chondroityny czy peptydami elastynowymi nadprodukcja fibronektyny mog-
ta by¢ zniesiona w obecnosci rozpuszczalnego antagonisty receptora IL-1. Wynik ten
sugerowat, ze usuniecie EBP z powierzchni komdrek jest tylko stymulujagcym ogni-
wem w reakcji tancuchowej, a wtasciwy sygnat do zwiekszenia produkcji fibronekty-
ny zalezy od receptora dla interleukiny [21]. Immunohistochemicznie wykazano, ze
EBP i receptory typu I, ktore wigza IL-1b, lokalizujg sie bardzo blisko siebie na
niepobudzonych miocytach naczyn wiefcowych. Miocyty te poddane dziataniu siar-
czanu chondroityny, ktéry powodowat utrate EBP, przytgczaty znacznie wiecej
znakowanej jodem IL-1b niz komérki kontrolne.
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Na podstawie tych wynikéw zasugerowaliSmy, ze bezposrednia bliskos¢ EBP i
receptorow IL-1 moze zapobiega¢ wigzaniu krazacej cytokiny do spoczynkowych
miocytdw naczyniowych. Usuniecie za§ EBP stwarza sytuacje swobodnego dostepu
IL-Ib do swego receptora typu pierwszego, a w konsekwencji inicjacje sygnatu
aktywujacego miocyty spoczynkowe. Postulujemy, zejednym z pierwszych objawéw
aktywacji poprzez IL-1b jest odpowiedZ komérkowa prowadzaca do zwiekszonej
produkcji fibronektyny, ktdra utatwia (sliding paths) migracje miocytdw naczynio-
wych ileukocytow penetrujgcych $ciany naczyniowe. Wydaje sie, ze usuniecie EBP
zpowierzchni miocytow moze byc¢jednym z pierwszych etapdw mechanizmu prowa-
dzgcego do rozwoju rozsianych zmian miazdzycopodobnych i zamykania tetnic
wieAcowych po przeszczepach serca [20,21],

EBP - RECEPTOR POSREDNICZACY W ODPOWIEDZI
CHEMOTAKTYCZNEJ

Badaniem immunohistochemicznym przy uzyciu przeciwciata monoklonalnego
rozpoznajacego 67-kD EBP wykazano, ze biatko to wystepuje réwniez na powierz-
chniach komérek, ktore nie produkujg elastyny i nie pozostajg w statym kontakcie z
widknami sprezystymi. EBP obecne jest na powierzchni makrofagéw tkankowych,
dojrzatych monocytow, neutrofilow i pobudzonych limfocytdw. Ekspresja 67-kD
EBP na powierzchni leukocytéw jest zalezna od ich stopnia zréznicowania i aktywa-
cji. WykazaliSmy, ze niezréznicowane leukocyty biataczkowe linii komo6rkowej
HL-60 nie majg na swej powierzchni EBP i w testach in vitro nie przytgczajg sie do
powierzchni pokrytych elastyng, laminina lub kolagenem typu IV. Te same komorki
poddane wcze$niej dziataniu estrow forbolowych lub DMSO, ktére powodujg ich
réznicowanie w kierunku dojrzatych neutrofiléw, przylegajg do tych biatek dzigki
pojawieniu sie EBP naich powierzchni [41,42]. Immunochemiczne wykrywanie EBP
potgczone z cytometrig przeptywowa moze stuzyc¢jakojeszczejedna metoda do oceny
efektow terapeutycznych w niektorych chorobach szpiku. Wydaje sie, ze obecnos¢
EBP napowierzchniach dojrzatych neutrofiléw imonocytoéw moze by¢ odpowiedzial-
na za ich szybka chemotaksje w kierunku uszkodzonych tkanek, w ktérych doszto do
czesciowej proteolizy elementéw substancji miedzykomdrkowej i uwolnienia rozpu-
szczalnych produktéw degradacji elastyny, lamininy lub kolagenu 1V. Jednoczesnie
migracje przez btony podstawne.

Migracja dojrzatych neutrofilow poprzez tkanke objetg reakcja zapalng moze
zachodzié¢ skokowo w wyniku nastepujacych po sobie: zaleznego od EBP przylegania
do elementéw ECM i odrywania sie od podtoza w wyniku usuniecia powierzchnio-
wego EBP pod wptywem galakto-glikozaminoglikandw lub wolnych galaktocukrow,
uwolnionych ze zniszczonych proteoglikanéw [5,35 ].

EBP wykryto rowniez na powierzchni komérek linii wywodzacych sie z ludzkiego
czerniaka, raka ptuc iraka sutka [6,49], Sugeruje sie, ze biatko to moze by¢ odpowie-
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Rys. 5. A - przyleganie réznych typéw komoérek do ptytek hodowlanych pokrytych elastyna; komérki
inkubowano w normalnej pozywce MEM (zamkniete symbole) lub w pozywce zawierajgcej siarczan
chondroityny (otwarte symbole); wiekszo$¢ ludzkich neutrofiléw i komoérek A2058 wywodzacych sie
ze ztosliwego czerniaka, ktére majg na swej powierzchni EBP, przylegato do elastyny podczas pier-
wszych 2-4 godzin inkubacji; dodanie 10 pg/ml siarczanu chondroityny (ktéry usuwa EBP z powierzchni
komérek) wyraznie zmniejszato przyleganie tych komoérek do elastyny; komorki ludzkiej biataczki
HL-60, ktére nie majag EBP na swej powierzchni, nie przylegaty do elastyny; B - normalna odpowiedz
chemotaktyczna ludzkich neutrofilow na pochodzace z elastyny peptydy VGVAPG, pochodzace z
lamininy peptydy LGTIPG i 7S fragmenty kolagenu typy IV (zamkniete symbole) zostata zupetnie
zniesiona, kiedy komérki preinkubowano w pozywce zawierajacej 10 mM laktozy (otwarte symbole);
stopien odpowiedzi chemotaktycznej na wymienione peptydy mierzono liczbg komorek
migrujacych z gérnej do dolnej komory Boydena zawierajacej chemoatraktanty

dzialne za chemotaksje komérek nowotworowych w kierunku elastyny i lamininy.
Chemotaksja komorek czerniaka czy komadrek raka sutka w kierunku tropoelastyny,
lamininy lub peptydéw VGVAPG i LGTIPG moze byé zablokowana przez wstepng
inkubacje z laktozg czy galaktoza (ale nie glukozg czy fukozg), ktére usuwajg EBP z
powierzchni komdrek [18,26,27].

Galaktocukry nie zmieniajgjednak migracji wspomnianych komdrek nowotworo-
wych w kierunku ptytkowego czynnika wzrostowego (PDGF), modulowanej przez
inny swoisty receptor powierzchniowy. Wyniki te sugerujg, ze ekspresja EBP na
powierzchni uwolnionych z ogniska pierwotnego komorek nowotworowych (czer-
niak, rak sutka) moze by¢ odpowiedzialna za wybidrcze przerzuty tych komérek do
ptuc i innych tkanek bogatych w elastyne. Wydaje sie, ze komo6rki nowotworowe i
towarzyszace im leukocyty moga przylega¢ do widkien sprezystych obecnych w
zrebie ptucnym, niszczac elastyne, uwalniaé rozpuszczalne produkty rozpadu tego
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biatka, ktdre z kolei moga stymulowac chemotaksje kragzagcych komorek nowotworo-
wych [6,49]. Mozliwo$¢ usuniecia EBP z powierzchni kragzacych komdérek nowotwo-
rowych przez nietoksyczne galaktocukry, ktére znosza odpowiedz chemotaktyczng i
nastepujace po niej zjawisko przylegania do zrebu bogatego w elastyne, moze otwo-
rzy¢ dodatkowy kierunek terapeutyczny w pewnych nowotworach dajacych przerzuty
do ptuc.

ZAKONCZENIE

67-kD EBP jest przyktadem wieloczynnosciowego biatka, ktére moze by¢ réwniez
powierzchniowym receptorem komérkowym. Biatko to r6zni sie budowg i funkcjami
od innych czasteczek adhezyjnych. Nie jest ono integralnym biatkiem btony komor-
kowej, tak jak integryny lub kadheryny. Moze by¢ unieruchomione na powierzchni
komarki przez potaczenie z innymi biatkami trwale zwigzanymi ze strukturg btony
komérkowej. Biatko to wyeksponowane na powierzchni komorki moze posredniczy¢
we wzajemnych relacjach pomiedzy komdrka a substancja podstawowg w
mechanizmie niezaleznym od obecnosci kationdw wapnia. Co wiecej, w odréznieniu
od wiekszosci integryn, ktére rozpoznajg identyczne liniowe sekwencje (RGD) obe-
cne w kolagenie, fibronektynie czy vitronektynie, EBP rozpoznaje rdzne sekwencje
pierwszorzedowe elastyny, lamininy i kolagenu IV w momencie, gdy formuja one
podobng drugorzedowag konfiguracje. Podobnie jak selektyny, EBP ma witasciwosci
lektynowe zpreferencjami wigzania galaktocukrow. Jednakze przytaczanie zwigzkow
zawierajacych galaktocukry powoduje takie konformacyjne zmiany EBP, ze biatko
to traci powinowactwo do ligandéw substancji miedzykomaérkowej (elastyny, lami-
niny i kolagenu 1V) i powinowactwo do wigzacych je biatek btony komorkowej.
Istnienie biatka, ktére moze oddziatywac z kilkoma biatkami substancji podstawowej
i moze by¢ usuniete z powierzchni komorki przez kontakt z galakto-cukrowcami,
stwarza wiele mozliwos$ci regulacji takich procesdw, jak: migracja komdrek miesni
gtadkich w czasie pogrubiania Sciany naczyniowej, przerzuty nowotworowe, nacie-
kanie tkanek przez leukocyty, ktére zalezg od kontaktow zachodzacych pomiedzy
komorkag a ECM. Komdrki zapalne lub komdrki nowotworowe, ktére naciekajg
tkanki, mogg uzywac tego receptora, by przylgnat do elastyny, lamininy lub kolagenu
typu IV, podczas gdy ich oderwanie od tych elementéw ECM (umozliwiajace dalsza
migracje) zachodzi po ich kontakcie z galaktocukrami. Wydaje sie, ze dalsze badania
nad relacjami pomiedzy cukrowcami a czasteczkami adhezyjnymi mogg nie tylko
poszerzy¢ nasze rozumienie mechanizmdw interakcji pomiedzy komdrkami a ECM,
ale takze otworzyé nowe terapeutyczne mozliwosci wptywu na te relacje w wielu
sytuacjach patologicznych.
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INTERAKCJE RECEPTOROW HORMONU
TARCZYCY | POCHODNYCH WITAMIN A I D
Z DNA

THYROID HORMONE RECEPTORS AND VITAMIN A AND D
DERIVATIVES RECEPTORS: INTERACTIONS WITH DNA

Piotr CZEKAJ

Il Katedra Histologii i Embriologii, Slaska Akademia Medyczna, Katowice

Streszczenie: Receptory jadrowe wykazujg podobiefAstwo strukturalne i stanowig grupe czynnikéw
transkrypcyjnych aktywowanych przez ligand, ktére regulujg ekspresje genéw docelowych wigzac sie
ze specyficznymi sekwencjami HRE jako homodimery, lub heterodimery z receptorem retinoidu X.
Receptory hormonu tarczycy, kwaséw retinowych i witaminy D3 aktywujg transkrypcje poprzez
elementy odpowiedzi bedgce modyfikacjami konsensusowej sekwencji AGGTCA. Orientacja sekwencji
tworzacych HRE, ich sktad nukleotydowy oraz dtugos¢ przerywnika nukleotydowego oddzielajgcego
je, determinujg selektywnos¢ efektdw transkrypcyjnych kazdego z receptoréw. Specyficzno$¢ wigzania
HRE przez homo- i heterodimery uzalezniona jest od domeny wigzacej DNA receptoréw, oraz -
czesciowo - od domeny wigzacej ligand. Sygnalizacja komorkowa z udziatem niektérych receptoréw
jadrowych podlega autoregulacji droga dodatnich i ujemnych sprzezen zwrotnych. Charakterystyka
biologicznego dziatania heterodimerdw jest istotna dla zrozumienia molekularnych podstaw wzaje-
mnych interakcji hormonu tarczycy i pochodnych witaminy A i D.

Stowa kluczowe: receptory jadrowe, homodimery, heterodimery, elementy odpowiedzi hormonalnej.

Summmary: All nuclear receptors are structured in a similar way and are ligand-activated transcription
factors which regulate the expression of target genes by binding to specific HRE sequences as homodi-
mers or as heterodimers with retinoid X receptors. Thyroid hormone, retinoic acid and vitamin D3
receptors activate transcription through response elements containing degenerated copies of the consen-
sus half-site AGGTCA. The orientation, sequence and spacing of the half-sites appear to dictate selective
transcriptional effects by each ofthe receptor. The binding site specifities ofboth homo- and heterodimers
is determined by their DNA binding domains and - in part- by the ligand binding domains. Some nuclear
receptors signaling appears to be the subject of autoregulation by positive and negative feedback
mechanisms. The potential biological actions of heterodimers make their functional characterization
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important for an understanding of the molecular basis of retinoic acid, thyroid hormone and vitamin D3
interactions.

Key words: nuclear receptors, homodimers, heterodimers, hormone response elements.

Wykaz skrétéw: TR - receptor tréjjodotyroniny; RAR-receptor kwasu retinowego; RXR - receptor
retinoidu X; VDR - receptor 1,25(0H)203; HRE - regulatorowe sekwencje DNA wigzace receptory
jadrowe - odpowiednio dla poszczegdlnych receptoréw: TRE, RARE, RXRE, VDRE; ER - receptor
estrogenéw; NAP - jadrowe biatka pomocnicze; T3 - tr6jjodotyronina; 9cRA - izomer 9cis kwasu
retinowego; atRA - izomer all-trans kwasu retinowego; RA - kwas retinowy; VD - witamina D3; DR
- proste (bezposrednie) powtdrzenie; P - palindrom; IP - odwrotny palindrom; TF - czynnik transkry-
pcji; RBP - biatko wigzace retinol; CRBP - cytoplazmatyczne biatko wigzace retinol; CRABP -
cytoplazmatyczne biatko wigzace kwas retinowy.

1. RECEPTORY JADROWE

Lipofilne zwiazki o budowie pierScieniowej, takie jak hormony sterydowe, tréj-
jodotyronina, witamina D3, czy retinowe pochodne witaminy A, kontrolujg szereg
podstawowych proceséw zyciowych na zasadzie mechanistycznie podobnego sposo-
bu uruchamiania lub hamowania ekspresji genu. Sa one inicjatorem transdukcji
sygnatowej, w ktérej role posrednika, a zarazem czynnika transkrypcji odgrywa
specyficzny, aktywowany przez ligand receptor jadrowy [3, 8, 27]. Wszystkie recep-
tory jadrowe reprezentuja jedng wspdlng nadrodzine genowg, wyodrebniong na
podstawie porownania sekwencji cDNA oraz struktury samych biatek [21, 40, 42],

Przedstawiciele nadrodziny majg podobng budowe domenowga. Za wigzanie z
ligandem odpowiada zrédznicowana pod wzgledem sekwencji aminokwaséw domena
E, zlokalizowana w koricu karboksylowym receptora. Potgczenie z DNA odbywa sie
dzieki dwum "palcom cynkowym™ konserwatywnej domeny C, rozpoznajgcym od-
cinki regulatorowe genu - HRE (hormone response elements). Domena E wraz z
N-terminalng domeng A-B uczestniczy w aktywacji transkrypcji, natomiast wspoélnie
zdomengC bierze udziat w dimeryzacji. Dokonanie wymiany odpowiadajgcych sobie
domen pomiedzy receptoramijgdrowymi nie powoduje utraty funkcji czynnika trans-
krypcji [3,8,12, 27, 40, 42],

Receptory hormonu tarczycy, kwaséw retinowych i witaminy D3,
okreslane jako "mate", wykazujg szereg dalszych podobienstw (tab. 1). Sg zbudowane
z mniejszej liczby aminokwaséw niz receptory hormonow sterydowych; w postaci
wolnej, nie zwigzanej z ligandem identyfikuje sie je wytacznie w jadrze komérko-
wym; nie tworzg kompleksdw z biatkami szoku termicznego uniemozliwiajgcymi
rozpoznawanie specyficznych sekwencji DNA, w zwigzku z czym mogg wchodzi¢ w
interakcje z sekwencjami regulatorowymi gendéw bez obecnos$ci hormonu i powodo-
wac ich represje [8, 14, 21, 23, 35].

Interakcje matych receptoréw jadrowych z sekwencjami regulatorowymi DNA
sprowadzajg sie do charakterystycznych subregionéw palcdw cynkowych ich domen
C, bardzo podobnych w TR, RAR, RXR i VDR (oraz w ER) [21]. Dlatego wszystkie
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TABELA 1 Poréwnanie budowy matych receptoréw jagdrowych; podano liczbe aminokwaséw w kaz-
dej z domen oraz % homologii domen wigzacych ligand (E) oraz DNA (C) w stosunku do RAR

Receptor A-B C Stopien D E Stopien F
homologii homologii
C[%] E [%]

RARa 88 66 100 46 220 100 42

RXRa 140 65 61 25 237 27 -

TRR 102 67 62 63 224 35 -

VDR 24 65 47 111 227 27 -

receptory tej grupy aktywujga transkrypcje taczac sie zpodobnymi sekwencjami DNA,
okreslanymi odpowiednio jako: TRE, RARE, RXRE i VDRE, rozréznianymi przy
udziale specyficznego regionu drugiego palca cynkowego [21,42]. W zwigzku z tym,
wiele gendw np. T3-zaleznych jest obiektem kontroli retinoidéw. Taka wspotregula-
cja odgrywa zasadniczg role w funkcji omawianych hormonow w rozwoju irdznico-
waniu, a takze powoduje funkcjonalne podobieristwo [37]. R6znorodnos¢ efektow
biologicznych wywotywanych przez poszczeg6lne hormony zapewnia orientacja
heksanukleotydowych potowek motywu wigzacego receptor, liczba par zasad oddzie-
lajacych potowki (przerywnik) oraz niewielkie réznice w sekwencji nukleotydowej
potdwek motywu wigzgcego HRE [10, 13].

2. RECEPTOR RETINOIDU X

Przytaczanie z wysokim powinowactwem matych receptoréw do ich sekwencji
regulatorowych DNA jest stabilizowane przez koregulatory - jadrowe biatka pomoc-
nicze NAP (nuclear auxiliary proteins), kontaktujgce sie z danym receptorem po-
przez konserwatywne sekwencje C-terminalne, ktére funkcjonuja jako miejsca
dimeryzacji [30, 35, 46]. Biatka te sg szeroko rozpowszechnione i charakteryzujg sie
réznymi ciezarami czasteczkowymi, w réznych typach komorek. W wiekszosci
przypadkéw, NAP sg identyfikowane jako zdolne do tworzenia heterodimerdw recep-
tory retinoidu X [1, 37, 46].

U ludzi (i kregowcow) zidentyfikowano 3 geny RXR (a,B,y). U myszy zlokalizo-
wano je w chromosomie 2, 17 i 1. Mysi RXRy generuje dwie pochodne biatkowe (yl
i y2) r6znigce sie dtugoscig domeny A-B [14, 24, 26]. Transkrypty RXRot i 8 ulegaja
powszechnej ekspresji zarbwno w czasie rozwoju, jak i w tkankach osobnikow
dorostych, natomiast ekspresja RXRy zachodzi w kilku okreslonych miejscach [6,16,
18]. W okresie ptodowym RXRy pojawia sie wraz zRXRa w nabtonkach wielowar-
stwowych (naskérek, jama ustna), a niezaleznie w liniach komorek miogennych, tj.
w miotomach iich pochodnych (pierwotne miesnie tutowia, konczyn i ogona) oraz w
niektdrych czesciach ptodowego osrodkowego uktadu nerwowego (miedzymozgo-
wie, kresomézgowie, rdzen kregowy) [6]. W tkankach dojrzatych stwierdzono eks-
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presje mMRNA RXRa przede wszystkim w: watrobie, nerkach, ptucach, naskérku,
$ledzionie, miesniach i skorze; z kolei mRNA dla RXRy wykryto w: watrobie,
nerkach, ptucach, naskérku, nadnerczach i mézgu. Transkrypty RXRR wystepujg w
wiekszos$ci badanych tkanek [14].

RXR, opisany poczatkowo jako receptor sierocy, okazat sie byé aktywowany przez
wykryty w nerkach i watrobie izomer 9-cis kwasu retinowego (9cRA), ktéry wiagze i
aktywuje wszystkie podtypy RXR w stezeniach fizjologicznych [15]. 9cRA jest
wspolnym ligandem dla RXR i RAR, chociaz RXR reprezentuje inng podrodzine
receptorow jadrowych powstatg niezaleznie w ewolucji [1, 14, 21]. 9cRA wigze sie z
RXR z mniejszym powinowactwem i przy wyzszych stezeniach (> 10" M) niz z
RAR przez co jest silniejszym stymulatorem transkrypcji poprzez RARR czy RARy
niz przez ktéry$ z RXR. Poza 9cRA ligandem dla RAR jest izomer all-trans kwasu
retinowego (atRA) a dla RXR - nieretinoidowe eikozanoidy [1, 6, 14, 44]. 9cRA i
atRA wigzg sie z RAR z poréwnywalng sitg i oba moga by¢ naturalnymi hormonami
retinoidowymi regulujacymi szlaki RAR-zalezne [1].

RXR rozni sie istotnie od RAR: strukturg pierwszorzedowa, powinowactwem do
naturalnych i syntetycznych retinoidéw oraz sposobem regulacji genow docelowych
[1, 14, 20]. Poniewaz RXR, w odrdéznieniu od RAR wykryto u bezkregowcow
przypuszcza sig, ze szlak sygnatowy 9cRA/RXR mogt wyprzedza¢ atRA/RAR w
czasie ewolucji. Przynalezno$¢ RXR i RAR do réznych podrodzin, aktywowanie
przez r6zne naturalne ligandy i tagczenie sie zréznymi HRE wskazujg, ze oba te szlaki
sygnalizacji retinoidowej ewoluowaty niezaleznie i spetniajgrézne role fizjologiczne,
przy czym RXR spetnia podwdjng funkcje: jako niezalezny receptor dla 9cisRA ijako
partner heterodimeryczny w réznych szlakach metabolicznych [14, 46]. Pomimo
wielu réznic, dzieki heterodimerom sygnaty przekazywane przez receptory retinoi-
déw moga by¢ zbiezne [10, 25].

3. DIMERY RECEPTOROWE

Warunkiem efektywnej ekspresji genu docelowego jest dimeryzacja receptoréw.
VDR, RXR, RAR i TR sg zdolne do homodimeryzacji, jak i heterodimeryzacji we
wszystkich mozliwych kombinacjach [38], Transakty wacji sprzyjataczenie sie recep-
torow matych w heterodimery, pomiedzy sobg lub (najczesciej) zreceptorem retinoidu
X [1, 14, 22, 25, 37, 46]. Sygnalizacja jadrowa z udziatem receptoréw matych moze
wiec by¢ zalezna od RXR (heterodimery z RXR, homodimery RXR), badZ niezalezna
od RXR iodbywac sie przez:

1) tworzenie odpowiednich homodimerdw, o innych niz heterodimery RXR wia-
sciwosciach wigzania DNA [13, 37, 38,];

2) tworzenie heterodimeréw miedzy soba, tzn. bez RXR, co powoduje naktadanie
sie sygnatdw hormonalnych pochodzacych od odpowiednich ligandéw. Skiadniki
heterodimerdw nie zawierajgcych RXR, nie spetniajg wzgledem siebie funkcji biatek
NAP, np. TR in vivo nie zwieksza wigzania RAR do sekwencji, takich jak RARE,
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poniewaz w wigkszosci komdrek nie ulegajg koekspresji w wystarczajgcych ilosciach
[38,39, 46],

Generalnie, heterodimery podwyzszaja powinowactwo receptoréw do DNA, bar-
dziej nizhomodimery, ale w r6zny sposéb wzgledem poszczegélnych HRE. Zaréwno
w przypadku homo-, jak i heterodimeréw do aktywacji czesto wystarcza pojedyncza
czasteczka ligandu, chociaz zwigkszenie powinowactwa do DNA i funkcjonalnej
aktywnosci heterodimerdw (np. RXR-TR, RXR-VDR, RXR-RAR) moze wymagac
obu specyficznych dla danych receptoréow ligandéw [14, 37, 38], Heterodimer staje
sie wtedy miejscem bezposredniej interakcji funkcjonalnej pomiedzy hormonami co
istotnie zwieksza r6znorodnos$¢ sygnalizacji hormonalnej [37], Heterodimeryzacja
spetnia wiec podstawowa role w modulacji transkrypcji genéw docelowych zaleznej
od ligandu i wskazuje na kluczowg role RXR (i 9cRA) w T3 -, RA- i VD-zaleznych
szlakach sygnalizacji hormonalnej, ktory preferencyjnie zwieksza wigzanie RAR, TR
i VDR do specyficznych dla nich HRE [46]. Transkrypcyjne naktadanie sie r6znych
szlakow sygnalizacyjnych z udziatem receptoréw jgdrowych moze wynika¢ z kom-
petencji do ograniczonej liczby RXR (np. hamowanie przez TR zaleznej od RA
indukcji promotora RARR2). Jednak w obecnosci samego 9cisRA preferowanym
potaczeniem wydaje sie homodimer RXR-RXR, poniewaz pod wptywem tego ligandu
RXR oddysocjowuje z kazdego z mozliwych heterodimeréw i formuje homodimery,
natomiast wczesniej utworzone homodimery RXR koegzystujg z réznymi heterodi-
merami RXR nie powodujgc wymiany ich biatkowego partnera [14],

Heterodimery, poza zwiekszaniem wydajnosci wigzania DNA, zmieniaja repertuar
miejsc wiazacych homodimery RAR, RXR, TR jako, ze wyhor orientacji potowek
motywu wigzgcego wraz z przerywnikiem moze zaleze¢ od kontaktéw biatko-biatko
zachodzgcych w dimerach [13,25, 37]. Kooperacja odpowiednio przestrzennie dopa-
sowanych powierzchni dimeryzacyjnych zwieksza powinowactwo dimeru receptoro-
wego do okre$lonego HRE. Domeny odpowiedzialne za dimeryzacje i wigzanie DNA
(C i E) wydaja si¢ by¢ gtdbwnymi determinantami wigzania receptora do elementéw
HRE zawierajgcych powtdrzone motywy o rdznej orientacji z przerywnikiem o
zmiennej dtugosci [25], cho¢ mozna tez przyjaé, ze rézne powierzchnie dimeryzacyj-
ne biorg udziat w stabilizacji wigzania do réznych elementéw odpowiedzi [37].
Wspétdziatanie domeny C i E jest mozliwe dzieki wystepowaniu bardzo gietkiego
potaczenia zawiasowego (domena D). Uwaza sig, ze zarbwno w homo-jak i hetero-
dimerach RAR, TR i RXR, domena C jest odpowiedzialna za selekcje elementéw
wigzacych (rys. 1), podczas gdy powierzchnie dimeryzacyjne w rejonie E sg odpo-
wiedzialne za site wigzania niezaleznie od elementu wigzacego, tj. niespecyficznie.
Brak powierzchni homodimeryzacyjnej w domenie C TR i RAR sprzyja ich funkcjo-
nowaniu przede wszystkim w postaci heterodimeréw z RXR, uzalezniajac stopien
odpowiedzi na dany hormon od zawarto$Sci RXR w komérce [16, 25].

Domena C rozpoznaje sekwencje DNA wrazliwe na mate receptory za pomocg
pierwszego (region P-box) i drugiego (region D-box) palca cynkowego. Wsréd
aminokwasow P-box ludzkiego TR zasadniczo rozpoznajagcych TRE-specyficzne
fragmenty DNA (pierwsza reszta aminokwasowa P-box) czesciowo zlokalizowany
jest potencjat transaktywacyjny: drugi aminokwas P-box nie uczestniczy bezposred-
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R1 R2
o TRE-Pal palindrom
AGGTCA TGACCT syntetyczny
i naturalny
b.
DR-5 RARE
AGGTCA CTGTC AGGTCA syntetyczny
DR-5 RARE
GGTTCA CCGAA AGGTCA naturalny
proste
powtérzenie
c- C
DR-3 VDRE
GGTTCA CGAGGTTCA naturalny
d. S w DR-4 TRE
AGGTAA CCTG AGGCTG syntetyczny
IP-8 TRE odwrotny
TGACCC TTTTTAACC AGGTCA syntetyczny - palindrom
i naturalny

Rys. 1 Zmienno$¢ konfiguracyjna receptoréw tworzacych heterodimer wynikajaca z asymetrii domeny

C i zawiasowego dziatania domeny D, umozliwiajgca rozpoznanie motywow wigzacych o réznej

orientacji potowek HRE (strzatki) i dtugosci przerywnika (kropki): RI, R2 - domeny C receptorow

tworzacych heterodimer: cze$¢ jasna to region A/T domeny C potozony poza palcami cynkowymi,

powodujacy jej asymetrig; cze$¢ ciemna zawiera "palce cynkowe"; SiW - odpowiednio "silne" i "stabe"
potéwki HRE, o r6znej sekwencji nukleotydéw i réznej sile wigzania receptorow

nio w wigzaniu DNA, lecz jest kluczowym czynnikiem w aktywacji transkrypcyjnej
[32]. W RXRoc 8-aminokwasowa helisa potozona za drugim palcem cynkowym
stanowi powierzchnie interakcji biatko-biatko i moze decydowacd strukturalnie o
selektywnosci dimeryzacyjnej RXR [25, 37]. Aminokwasy kodowane w regionach
A- i T-box, potozonych poza palcami cynkowymi wptywajg tez na specyficznag
receptorawo asymetrie domeny C. Obro6t asymetrycznej domeny C wokot zawiasu w
postaci domeny D stwarza mozliwos¢ kontaktu réznych powierzchni domen wigzg-
cych DNA receptoréw tworzacych dimer, zmienia odlegto$¢ dzielgcg ich palce
cynkowe, a tym samym, nie wptywajac na przebieg dimeryzacji zudziatem domeny
E, pozwala rozpoznawac roznie zorientowane motywy HRE z przerywnikiem o
réznej dtugosci (rys. 1). Na tej zasadzie RXR moga uzywac¢ odmiennych powierzchni
kontaktu do interakcji z RAR, TR czy VDR, a odpowiednie heterodimery bedg
odczytywac rézne HRE.
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Funkcja dimeryzacyjna, ktora jest zlokalizowana w domenie E stabilizuje, lecz
zasadniczo nie zmienia repertuaru ustalonego przez odpowiednig domene C. W
niektorych przypadkach powierzchnie homo- lub heterodimeryzacyjne zwigzane z
domeng E moga odgrywac role w definiowaniu selektywnosci HRE [25]. Istotne w
dimeryzacji wydajg sie by¢ konserwatywne odcinki domeny C-terminalnej, podobne
do "suwaka" leucynowego uczestniczacego w interakcjach biatko-biatko czynnikéw
transkrypcji. Podstawowe dla heterodimeryzacji ludzkiego VDR na VDRE sg reszty
aminokwasowe miedzy lizyng-382 iargining-402, a szczeg6lnie lizyna-382, metioni-
na-383, glutamina-385 ileucyna-390. Niezbedna w heterodimeryzacji VDR jest takze
leucyna-332, zamykajgca inny konserwatywny region miedzy aminokwasem 325 i
332. Trzeci wazny region dimeryzacyjny domeny E stanowi 20 aminokwaséw
odpowiadajgcych resztom 224-263 ludzkiego VDR, z dominujgcg rolg leucyn: 254 i
262. Region ten jest pordwnywalny z konserwatywng domeng receptora glukokorty-
koidéw niezbedng do wigzania biatek szoku termicznego HSP90. Wszystkie trzy
konserwatywne regiony dimeryzacyjne domeny E przypominajg analogiczne w TR i
RAR. W TRRB, ktéry podobnie jak inne receptory mate nie tgczy sie z biatkami HSP,
region trzeci uczestniczy w homodimeryzacji [11, 30]. Domenie E przypisuje sie
homokooperatywne wiazanie RXR do wiekszo$ci HRE oraz RAR i TR do wszystkich
elementow, do ktérych sie one przytaczaja. Silniejsze interakcje pomiedzy powierzch-
niami heterodimeryzacyjnymi RAR i RXR zlokalizowanymi w domenie E w porow-
naniu z homo-interakcjami powierzchni dimeryzacyjnych RXR powodujg, ze
heterodimery RXR-RAR wigzg sie¢ silniej z okreslonymi HRE niz homodimery RXR
[25],

4. INTERAKCJE RECEPTOR-HRE

Zwigzanie ligandu z receptorem aktywuje kompleks ligand(y)-dimer-HRE, ktéry
wplywa na szybko$¢ transkrypcji genowej. Efektem jest zazwyczaj stymulacja, lecz
moze nim by¢ takze inhibicja, jak to ma miejsce w ujemnym sprzezeniu zwrotnym z
udziatem TSH wydzielanego w przysadce mozgowej. Skutek uzalezniony jest od
rodzaju HRE powigzanego z okre$lonym promotorem [28, 29,46]. In vivo lub in vitro
homo- i heterodimery mogg oddziatywaé¢ z HRE r6znigcymi sie:

(1) orientacjg potdéwek motywu wigzacego (rys. la, Ib-d, le);

(2) liczbg par zasad w przerywniku oddzielajgcym potéwki HRE (rys. 1lb—e);

(3) dtugoscig sekwencji nukleotydowych potdwek;

(4) obu sekwencjami wigzacymi dimer;

(5) sekwencjami kazdej z potéwek w obrebie danego HRE (rys. 1d).

Mozliwa asymetria motywow wigzacych (np. pkt 1 i 5) wraz ze strukturalna
polamoscia tandemu receptorowego wystepujaca w heterodimerach moze by¢ istot-
nym parametrem w transaktywacji specyficznej promotorowo [29]. Konfiguracja
sekwencji nukleotydowej potowek motywu wigzacego decyduje nie tylko o specyfi-
cznosci, ale takze o sile dziatania HRE. Zmiennos$¢ konfiguracji HRE zwieksza
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réznorodnos$¢ szlakéw sygnalizacyjnych zaleznych od receptoréw matych, bedaca
wynikiem kombinacji ligandéw, receptorow i elementéw odpowiedzi.

TR, RAR, RXR i VDR (oraz ER) modulujg transkrypcje poprzez konsensusowe
sekwencje regulatorowe zawierajgce dwie lub wiecej kopii statego motywu heksanu-
kleotydowego: (A/G)G(G/T)T(C/A)A [46], RARE z potowka motywu GGTTCA lub
AGGTCA sg silniejsze niz RARE z innymi motywami. Motyw AGGTCA jest
rozpoznawany preferencyjnie w stosunku do sekwencji AGTTCA [25]. Poniewaz
jednak nukleotydy ograniczajgce konce 5 i 3’ sekwencji AGGT(C/A)A maja zdol-
no$¢ zmieniania wiazania TR, ER i RAR poprzez silng, kilkunastokrotng zmiane
aktywnosci HRE oraz determinowania specyficznosci HRE, niewykluczone, ze po-
téwki HRE mogg mie¢ dtugo$é odpowiadajgcg nawet 10-11 nukleotydom [10].

Palindromowy uktad motywu zasadniczego: AGGTCA TGACCT (TRE-pal), wa-
runkuje odpowiedz transkrypcyjng na TR, RAR i RXRot. Ukiad sktadajagcy sie z
prostych powtorzen (DR): AGGTCA(n)XAGGTCA, inicjuje specyficzne odpowiedzi
transkrypcyjne w zaleznos$ci od dtugosci przerywnika (n) potozonego miedzy jego
potéwkami. I tak, przerywniki 1-, 3-, 4- i 5-nukleotydowe naturalnych i sztucznych
HRE, zapewniajg specyficzng transaktywacje odpowiednio dla RXRcc, VDR, TR i
RAR, podczas gdy przerywnik podwdéjny moze powodowaé negatywna regulacje
przez TR [13,14,30,37,45,46]. Nie oznaczatojednak $cistej specyficznosci, bowiem
poszczegblne RAR moga taczy¢ sie z HRE zawierajagcymi proste powtorzenia roz-
dzielone przez 1, 2, 3, 4 lub 5 par zasad oraz odwrotny palindrom (IP) GGTCA z 8
parami zasad , podczas gdy RXR wigzg sie z motywami DR rozdzielonymi przez 1,
2 i 5 par zasad [10, 14, 22]. Z powyzszego zestawienia widaé, ze niekt6re receptory
moga rozpoznawac ten sam HRE, ale ze skutkiem przeciwnym. Wigzac sie zokreslong
sekwencja DNA receptor moze dziata¢ jako represor, negatywny regulator dziatania
innych hormonéw poprzez kompetencyjne blokowanie wsp6lnego HRE. W ten
sposOb np. receptor sierocy COUP-TF hamuje dziatanie RA poprzez DR-1 RARE, a
RAR powoduje represje RXR zaleznej aktywacji transkrypcji poprzez DR-1 RXRE
genu CRBP-I11 [14].

Sekwencja potdwek HRE determinuje rodzaj przytgczanego receptora, a tym
samym moze decydowaé o charakterze tworzonego na DNA tandemu receptorowego.
Przykiadowo, sekwencja AGGTCA reprezentuje elementy rozpoznajace dla hetero-
dimerdw, poniewaz wigzanie in vitro do DR AGGTCA odpowiednich receptoréw
wymaga obecnosci RXR [13]. Sekwencje takiejak DR-3 AGTTCA mogadziata¢jako
miejsca o wysokim powinowactwie dla ludzkiego VDR w nieobecnosci RXR
(przytaczajace monomery i homodimery). Heterodimer VDR-RXR takze wigze sie
silnie z tym motywem, ale z nieco nizszym powinowactwem niz dla AGGTCA DR-3.
Tak wiec, heterodimer wigze sie do obu elementéw odpowiedzi DR-3 (AGGTCA i
AGTTCA), a homodimer tylko do AGTTCA. Prawdopodobnie, za réznice w powi-
nowactwie odpowiada para zasad (T/A) w trzeciej pozycji, krytyczna w homodime-
rycznym (ale nie w heterodimerycznym) rozpoznawaniu VDR. Wskazuje to na
mozliwo$¢ wystepowania dwoch réznych klas VDRE in vivo i dw6ch funkcjonalnie
waznych odmian VDR: homo- i VDR-RXR heterodimerycznej.
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Stopien aktywacji transkrypcyjnej zalezny od receptoréow jadrowych wynika takze
z molekularnych interakcji na innym poziomie niz wigzanie DNA i moze obejmowac
bezposrednie wspétdziatanie z czynnikami transkrypcji TF. Receptory mate, takie jak
VDR, TR-B, czy sierocy COUP-TF1 asocjujg z TFIIB, podstawowym czynnikiem
limitujagcym szybko$é formowania kompleksu przedinicjacyjnego. Interakcja ta jest
konieczna dla zaleznej od ligandu aktywacji transkrypcji i in vivo jest dodatkowo
modulowana przez komorkowo-specyficzny(e) czynnik(i) towarzyszacy(e). LudzKi
VDR oddziatuje fizycznie z TFIIB poprzezjego C-terminalny region, natomiast TR -
wymaga zaréwno N-, jak i C-terminalnej domeny TFIIB. Interakcja TFIIB z czynni-
kami specyficznymi, in vitro odbywa sie przez inne domeny niz te, ktore tgczg sie z
czynnikami podstawowymi, np. z RNA polimerazg Il. W interakcji VDR-TFIIB, ze
strony receptora uczestniczy cze$¢ proksymalna domeny wigzacej ligand (E) i pra-
wdopodobnie domena wigzaca DNA. Interakcje receptorow matych z TFIIB przypo-
minajg oddziatywania in vitro opisane dla receptora progesteronowego [4].

4.1. INTERAKCJE Z UDZIALEM RXR

4.1.1. Heterodimery z RXR

RXR odgrywajg istotng role w szlakach sygnatowych poprzez tworzenie heterodi-
merdw z receptorami atRA, hormonu tarczycy ijego onkogennej pochodnej v-erb A,
receptorem witaminy D3 lub niektérymi receptorami sierocymi oraz homodimerow
RXR/RXR [1,6,14,22]. Potagczenie zRXR wptywa na powinowactwo i, w niektérych
przypadkach na selektywno$¢ wybieranych przez heterodimery sekwencji DNA [13].
Jest on absolutnie niezbedny do wigzania z wysokim powinowactwem RAR do DNA
in vitro i nieznacznie zwiekszajg indukcje transaktywacji przez RAR in vivo [14].
Modyfikujac wigzanie receptoréw do DNA ufatwia spetnianie pozytywnych funkcji
transkrypcyjnych tym z nich, ktére w danym typie komorek sg obecne w niewielkiej
liczbie (np. RAR wystepuje czesto ponizej 1000-5000 czasteczek) [46]. Populacja
RXR wystepuje w konformacji odpowiedniej dla tworzenia dimeréw i wigzania sie z
HRE takze podczas nieobecnosci ligandu, ajego przytagczenie powoduje tylko dalsze
przesuniecie rownowagi konformacyjnej w tym kierunku [22, 35].

Heterodimery z RXR funkcjonujg poprzez wszystkie trzy konfiguracje HRE:
proste powtdrzenie, palindrom i odwrotny palindrom (rys. 1, tab. 2). W przypadku
TR-RXR i RAR-RXR najbardziej specyficznymi HRE sg odwrotne palindromy z
przerywnikiem odpowiednio 5,6 lub 7,8 [14,37]. Invivo potwierdzono wystepowanie
IP HRE dla TR w genie lizozymu kurczat oraz dla RAR w mysim genie yF-krystaliny
[37], Heterodimery te wykazujg takze maksymalng transaktywacje i in vitro wigzanie
DNA, kiedy motywem wigzacym jest DR oddzielone przez odpowiednio 1, 2, 4, lub
2, 5 nukleotydéw badz palindrom (TRE-pal). Heterodimery RXR/RAR wigzg sie do
DR-1 RXRE genu CRBP-II jako represory [14, 37, 45]. Powinowactwo heterodime-
row RXR-RAR do prostego powtoérzenia zalezy od jego sekwencji nukleotydowej,
powinowactwo do palindromu takiej zaleznosci nie wykazuje. Przyktadowo, dla
uktadu GTTCA hierarchia doboru DR przedstawia sie nastepujgco: DR-5>DR-2>DR-
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TABELA 2. Przyktady HRE dla homo- i heterodimeréw receptoréw hormonu tarczycy i pochodnych
witaminy A i D (skréty jak w tekscie); mozliwe sg interakcje dimerdw z HRE przypisanymi w tabeli
innym dimerom, np. RXR-RXR z DR-2, czy RXR-RAR z DR-1

HRE DIMER Orientacja potéwek HRE Przyktady genéw zaleznych
i dlugo$¢ przerywnika
RXRE RXR-RXR DR-1 CRBP II, CRABP 1
RARE RXR-RAR DR-2 CRBP |, CRABP I
DR-5 RAR (a,R)y) - zalezne
IP-8 yF-krystalina
VDRE RXR-VDR DR-3 ludzka i szczurza osteokalcyna

mysia osteopontyna
szczurza kalbindyna

VDR-VDR DR-6 ludzka osteokalcyna
VDR-RAR
VDR-TR
VDR-TR DR-3 mysia osteopontyna
szczurza kalbindyna
DR-4 mysia kalbindyna
TRE RXR-TR DR-4 geny TR-zalezne

4»DR-3>DR-1;natomiastdla motywu GGTCA: DR-5=DR-4>DR-2>DR-I>DR-3.
W obu przypadkach obserwowano brak wigzania do DR-0. Wigzanie heterodimeréw
RXR-TR jest najsilniejsze do DR-4 niezaleznie od sekwencji potéwki motywu
wigzacego. Odrdznia to wymienione typy heterodimeréw od odpowiednich homodi-
merow [25].

Heterodimery VDR-RXR moga wigzac si¢ z optymalnym powinowactwem do
HRE sktadajacych sie z DR dwéch heksamerycznych potéwek GGGTGA, AGGTCA
lub AGTTCA motywu wigzacego oddzielonych 3-nukleotydowym przerywnikiem
(VDRE DR-3) [13, 30]. Funkcjonalna aktywno$¢ heterodimeréw VDR-RXR wydaje
sie wymagac obu specyficznych ligandéw, sugerujac bezposrednig interakcje pomie-
dzy VD i9-cisRA [38]. Sekwencje DNA VDRE zidentyfikowano in vivo w rejonach
promotorowych gendw kodujgcych niekolagenowe biatka kosci (osteokalcyna, osteo-
pontyna) oraz wigzace waph (kalbindyna) (tab. 2, rys. 1) [13, 30, 38, 39].

Sekwencyjna asymetria motywu DR, r6znigca go od palindromu, sugerowata
wystepowanie polarnosci w interakcjach biatko-DNA i/lub pomiedzy powierzchnia-
mi dimeryzacyjnymi biatek receptorowych w odniesieniu do heterodimerdw recep-
tor-RXR. Eksperymentalnie potwierdzono, ze biatka receptorowe wigzg sie z
sekwencjg DR jako asymetryczny tandem (head-to-tail). RXR okupuje potéwke 5’ (a
RAR - 3’) zarowno w DR-2 ,jak i DR-5 RARE w heterodimerach RAR-RXR, oraz
w DR-4 TRE (a TR - 3’) w heterodimerach TR-RXR [13, 14, 22, 25].

Na przyktadzie RXR-TR wykazano istotno$¢ niewielkich réznic w sekwencjach
dwéch potéwek motywu wigzgcego DR HRE, ktdre przez to w roznym stopniu mogg
by¢ odpowiedzialne za site wigzania receptorow do DNA i transaktywacje przy
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udziale z natury swej asymetrycznych heterodimeréw. Na tej podstawie w motywie
wigzacym TRE dokonano rozréznienia potowki "silnej" (S - typowa: AGGTAA) i
"stabej" (W - o zmienionej sekwencji) réznigcych sie powinowactwem do monome-
row a-TR i B-TR (rys. 1) [10]. Liczba i kolejnos¢ silnych istabych miejsc wigzacych
TR do DR-4 TRE determinuje czy posSredniczy ono w zaleznej od ligandu (T3i9cRA),
czy niezaleznej aktywacji transkrypcji (bgdz hamowaniu), wptywa na specyficzno$é
wigzania homodimeréw TR oraz heterodimeréw NAP-TR i TR-RXRy. Powinowac-
two podjednostki TR heterodimeru TR-RXR do potéwki 3°, ktéra jest silna (S)
determinuje maksymalng transakty wacje. Homodimery tgczg sie przede wszystkim z
TRE utworzonymi z 5°-S i 3’-W (SW) i odwrotnym (WS) uktadem potéwek. Hete-
rodimery TR-RXRYy-z SW lepiej nizzWS; heterodimery TR-NAP- zWS niz z SW.
W sumie, heterodimery TR-NAP t3cza sie z motywami wigzacymi w kolejnoSci
SS>WS>SW; heterodimery TR-RXR: SS>SW>WS.

4.1.2. Homodimery RXR

Wigzanie 9cRA przez RXR powoduje strukturalng zmiane biatka receptorowego,
ktora faworyzuje konfiguracje receptora kompetentng dla homodimeryzacji, a naste-
pnie do wigzania kompleksow homodimerycznych RXR z DNA oraz okre$la warunki
aktywacji transkrypcyjnej komplekséw RXR zwigzanych z HRE zlokalizowanym w
regionie promotorowym gendéw zaleznych od 9cRA. Przemiana strukturalna pod
wptywem wigzania ligandu dotyczy znacznego regionu biatka receptorowego i moze
prowadzi¢ do zmiany réznych funkcji domeny E RXR. Region ten w RXRa myszy
konczy sie na Ser-229 potozonej w obrebie domeny D. In vitro 9cRA nasila formo-
wanie homodimeréw RXR w nieobecno$ci DNA. W obecnosci specyficznych HRE
zwieksza sie stabilno$¢ homodimerow RXR, prawdopodobnie poprzez formowanie
bardziej stabilnego potréjnego kompleksu ligand-homodimer RXR-HRE [22].

9cRA powoduje formowanie i wigzanie homodimeréw RXR z kilkoma HRE o
réznej orientacji co sugeruje, ze odmienne powierzchnie dimeryzacyjne mogga ucze-
stniczy¢ w kazdym z tych przypadkéw, a interakcje biatko-biatko zachodzace w czasie
formowania homodimeru moga by¢ inne niz odpowiednie interakcje heterodimery-
czne (np. z TR) [1, 14]. Homodimery RXR wykazujg znaczng preferencje wigzania
sie z DR-1 (tab. 2) [25], ale wigzg sie takze silnie z DR-2, z syntetycznym TRE-pal,
z RRARE, z DR-5 RARE. Helisa zlokalizowana za drugim palcem cynkowym
posredniczy zaréwno w interakcji biatko-biatko, jak i biatko-DNA niezbednej do
kooperacyjnego homodimerycznego wigzania domeny C RXR do DR-1 RXRE [14].

Naktadajace sie wystepowanie réznych typdw RXR w niektorych tkankach sprzyja
tworzeniu dimeréw pomiedzy nimi [6], Bedg to wiec r6zne homodimery RXR,
podobnie jak r6zne RXR mogg uczestniczy¢ w formowaniu heterodimeréw z okre-
$lonym partnerem biatkowym [14], R6znice tego typu mogga determinowac specyfi-
cznos$¢ tkankowga dziatania retinoidéw przy powszechnym wystepowaniu ich
receptorow w tkankach.
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4.2. Interakcje bez udziatlu RXR

Homodimery wigzg sie mniej wydajnie do ich HRE niz odpowiednie heterodime-
ry, co wynika z mniejszej stabilnosci homodimerycznych komplekséw na DNA. In
vitro, heterodimery tworzg si¢ na potéwkach HRE w warunkach, w ktérych odpo-
wiednie homodimery nie mogtyby sie zwigzac. Z drugiej strony homodimery RXR
nie tgczg sie z potdwkami HRE, nawet w wysokich stezeniach biatka, w ktérych inne
homodimery wigza sie z DNA, co $wiadczy, ze powinowactwo homodimeréw RXR
do niektdrych motywéw HRE (np. G(G/T)TCA) jest nizsze niz homodimeréw RAR
lub TR [25],

Homodimery wykazujg tez czeSciowo odmienng specyficznosé wigzania DNA w
stosunku do ich heterodimeréw z RXR (tab. 2, rys. 2). Optymalny przerywnik dla
TR-TR i RAR-RAR wynosi odpowiednio 4 i 5nukleotydéw w prostym powtoérzeniu,
0 w palindromie i odpowiednio 8 i 10 dla odrotnego palindromu. Oznacza to, ze
wymienione homodimery rdznig sie od heterodimeréw w odniesieniu do IP [37],

Homodimery VDR preferujg VDRE DR-6, np. w VDRE ludzkiej osteokalcyny,
oraz sztuczne VDRE utworzone przez palindromy bez przerywnika (PO) lub odwrot-
ne palindromy z 12-nukleotydowym przerywnikiem (1P-12) [38]. Ludzki VDR wiaze
sie tez silnie z VDRE pochodzacym z genu mysiej osteopontyny (GGTTCA DR-3)
lub z pokrewnym, syntetycznym AGTTCA DR-3. Invitro, ludzki VDR wystepujacy
w roztworze jako monomer moze wigzac sie z motywem DR-3 zar6wno jako dimer,
jak imonomer (podobnie do niektérych receptoréw sierocych) (tab. 2) [13].

Sposrdod heterodimerdw powstajagcych bez udziatu RXR mozna wymieni¢ VDR-
RAR, powstajacy na VDRE DR-6 ludzkiej osteokalcyny iwymagajgcy do maksymal-
nej aktywnos$ci obu specyficznych ligandéw, oraz VDR-TR wykazujacy aktywno$¢
funkcjonalng zaréwno na VDRE ludzkiej osteokalcyny, jak i na VDRE DR-3 mysiej
osteopontyny, jednak z roznym skutkiem. W pierwszym przypadku nastepuje efekt
addytywny VDR i TR w stosunku do transaktywacji, w drugim - indukcja ekspresji
genu pod wptywem TR [38]. W genie biatka wigzacego wapn - kalbindyny, HRE dla
heterodimeréw VD jest DR-3 (u szczura) lub DR-4 (u myszy) (tab. 2). Wsréd
motywow wigzgcych o orientacji odwrotnego palindromu wykazano maksymalne
powinowactwo heterodimeréw VDR-TR do IP-7 [39].

Heterodimer VDR-TR wykazuje polamos$¢ wigzania do motywu VDRE DR-3
odmienng niz dla DR-4. W DR-3, TR tgczy sie z potéwkag 5° (VDR z 3’), natomiast
w DR-4 - z 3’ (VDR z 57°). Takg samg polarno$¢ obserwowano w odwrotnych
palindromach (z natury swej symetrycznych), w ktérych asymetrie zapewnialy od-
mienne nukleotydy sasiadujace z kazda z potéwek. Potozenie VDR w pozycji 3’
zapewniato wiekszg wrazliwo$é¢ heterodimeru naVD juz w niskich stezeniach, dlatego
m.in. uwaza sie, ze aktywnos$¢ transkrypcyjng w heterodimerach kontroluje ligand
rozpoznawany przez receptor 3’ [39].
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Rys. 2. Wewnatrzkomorkowa autoregulacja ekspresji genow zaleznych od receptoréw jadrowych, na

przyktadzie receptoréw kwasow retinowych: (+) - stymulacja; (-) - hamowanie; ROL - retinol; RAL -

retinal; RBP-biatko wigzgce retinol; R-RBP-receptor RBP; ROL DH-aza-dehydrogenaza retinolowa;

RAL DH-aza - dehydrogenaza retinalowa; czarny prostokat - drugi promotor, specyficzny dla danego
genu RAR; pozostate skréty jak w tekscie

5. AUTOREGULACJA SYGNALOWA
ZALEZNA OD LIGANDU

Analiza mechanizmu dziatania receptorbw matych wskazuje, ze istnieje caly
szereg czynnikéw determinujgcych efektywng interakcje aktywowanego przez ligand
receptora z wybranym HRE [1] nie tylko na poziomie jadra komorkowego, ale takze
w obrebie cytoplazmy komorkowej i we krwi (rys. 2). Po pierwsze, zasieg wystepo-
wania czgsteczek hormonu musi pokrywac sie z dystrybucjg ustrojowg biatek recep-
torowych, aby ligand mogt by¢ osiggalny dla receptora. Pojawienie sie hormonu w
danej komaérce powoduje selekcje okreslonego receptora, powstanie homo- lub hete-
rodimeru, a w koncu wybor HRE sprzezonego z konkretnym promotorem genu
strukturalnego. W stosunku do heterodimerdw waznym czynnikiem moze by¢ réw-
noczesne pojawienie sie w jadrze dwoch réznych ligandow.
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Po drugie, interakcja z okreslonym HRE uzalezniona jest od wspdtdziatania
receptoréw z biatkami NAP, ktdre moga wykazywac rdzne wiasciwosci dla poszcze-
go6lnych typow i podtypdéw receptoréw, oraz z czynnikami transkrypcji TE.

Po trzecie, w komorkach (i we krwi) funkcjonujg specyficzne, nie-receptorowe
biatka, ktére uczestniczag w przemieszczaniu sie¢ hormonéw do jadra komérki docelo-
wej i mogg determinowaé efektywne stezenie ligandéw utatwiajgc lub utrudniajac
dostep ligandu do receptora [1, 2, 5, 14, 34]. Ligandy dla RXR, ktéry odgrywa
centralngrole w heterodimeryzacji, oraz dla RAR sgpochodnymi witaminy A powsta-
jacymi juz na terenie komérki docelowej. W transdukcji sygnatowej z udziatem
biologicznie czynnych retinoidéw uczestniczg mate (ok. 15 kDA) biatka wiazace,
transportujgce i metabolizujgce ligandy hydrofobowe: CRBP 1 i Il (cellular retinol
binding protein) oraz CRABPI i Il (cellular retinoic acid binding protein) [9, 19, 20,
33]. Biatka te u myszy, szczurédw, kréw i ludzi s zlokalizowane w cytoplazmie
komérek, nie wykazuja homologii z receptorami jadrowymi i nie sag mediatorami
dziatania retinoidow na poziomie transkrypcyjnym. 9cRA i atRA, autokrynowo
stymulujg synteze biatek CRBP i CRBAP, i w ten sposob regulujg wiasng synteze z
retinolu. Autoregulacyjne dziatanie biologicznie czynnych retinoidéw opiera sie na
zasadzie dodatnich i ujemnych sprzezen zwrotnych podobnie jak to ma miejsce w
przypadku innych hormondéw (ryc. 2) [1,14, 31, 34, 36].

Po czwarte, niezaleznie od funkcji aktywacji receptora inicjujgcej transkrypcje,
ligand moze sam regulowac poziom ekspresji genu wiasnego receptora atym samym
wptywaé najego podaz komdérkowg (ryc. 2). Wigze sie to bezposrednio zdostepnoscig
ligandu w jadrze komé6rkowym. | tak, pochodne retinolu, a takze aktywny metabolit
witaminy D3 - 1,25(0H)2D 3, pobudzajg synteze swoich wiasnych receptoréw zwie-
kszajac ich liczbe [1, 14, 34, 36, 43]. Mechanistycznie oznacza to, ze ligand ijego
receptor dziatajg na poziomie transkrypcji genu receptora powodujgc pozytywne
autoregulacyjne sprzezenie zwrotne, oraz na etapie posttranskrypcyjnym stabilizujac
biatko receptorowe. W przypadku 1,25(OH)2D3 mechanizm ten jest podobny u
ssakow i drozdzy, co Swiadczy o jego konserwatywnym charakterze. Regulacja za
pomocg ligandu dotyczy tylko specyficznego receptora i pozostaje bez wptywu na
ekspresje innych biatek receptorowych (np. ER) [36]. Nie jest ani promotorowo, ani
tkankowo specyficzna.

Autoregulacyjne dziatanie 9cRA jest stabiej zbadane niz atRA. Nie znamy jeszcze
szlaku metabolicznego prowadzacego do syntezy 9cRA. Wymaga wyjasnienia czy
jego wystepowanie jest ograniczone do metabolizujgcych komdrek czy jest takze
transportowany z krwig [1, 2, 5], By¢ moze ligand dla RXR powstaje w czasie
wytwarzania atRA dzieki specyficznej izomerazie. Poza tym dziatanie 9cRA jest
niezalezne od biatek CRABP, zktérymi nie tgczy sie, lub zachodzi przy udziale innych
biatek [14]. Je$li 9cRA nie wspotpracuje z komoérkowymi biatkami wigzagcymi moze
byé bardziej dostepny dla jadrowych receptoréw retinoidéw [1]. Udzial 9cRA w
autoregulacji transdukcji sygnatowej polega na kontrolowaniu ekspresji genu
CRABP-II na poziomie transkrypcyjnym i posttranskrypcyjnym [1, 14, 34].

Znacznie wiecej mozna powiedzieé na temat transdukcji sygnatowe;j ijej autore-
gulacji zaleznej od atRA. Po wniknieciu do komorki docelowej retinol tgczy sie z
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CRBP I (w jelicie cienkim z CRBPII), ktdry chroni go przed oksydacyjnym dziata-
niem niespecyficznych dehydrogenaz mikrosomalnych i cytoplazmatycznych oraz
bierze udziat w przemianie do atRA przy udziale specyficznych dehydrogenaz (ryc.
2). atRA moze:

(1) opusci¢ komarke jako czynnik parakrynowy;

(2) uczestniczy¢ w autokrynowej regulacji ekspresji genéw RAR-zaleznych; lub

(3) taczy¢ sie z CRABP | zapobiegajacym przedostawaniu sie¢ atRA do jadra
komdrkowego i interakcji z receptorem, a nastepnie ulec katabolicznej przemianie do
bardziej polarnych metabolitéw [1,9, 14, 19, 20, 31].

CRABP I nie jest syntetyzowany we wszystkich komorkach znajdujacych sie pod
kontrolg retinoidéw. Te komorki, w ktérych nie wystepuje wykazujg wiekszg wrazli-
wos¢ na atRA, poniewaz ligand jest bardziej osiggalny dla receptora jadrowego [1].

atRA dostajacy sie do jadra komdrkowego powoduje aktywacje genow CRBP-I
oraz silng autoindukcje ekspresji RAR (wszystkie trzy geny RAR zawieraja RARE w
jednym ze swoich dwoch promotoréw) [14, 41, 43]. W pierwszym przypadku skut-
kiem bedzie wzrost syntezy atRA, w drugim - jego receptoréw; w obu przypadkach
przez sprzezenie zwrotne dodatnie. Promotor genu CRABP-II, ktéry zawierazar6wno
RXRE (DR-1) jak i RARE (DR-2), jest takze obiektem regulacji atRA-zaleznej (ryc.
2) [14, 34]. Nie wiadomo, czy CRABP Il spetnia podobna funkcje jak CRABP I, ale
jesli regulacja syntezy CRABP | odbywa sie podobnie, to indukcja ekspresji genow
CRABP przez atRA stanowi przyktad ujemnego sprzezenia zwrotnego.

O istnieniu systemu ujemnego sprzezenia zwrotnego uczestniczgcego w regulacji
gendéw zaleznych od kwaséw retinowych $wiadczy dziatanie receptora sierocego
COUP-TF1, ktérego homolog wystepujacy u Drosophila uczestniczy w tworzeniu
oka i oSrodkowego uktadu nerwowego. COUP-TF1 ulega indukcji pod wptywem
pochodnych retinolu w komérkach P19, formuje heterodimery z RXR i powoduje
represje aktywacji genowej zaleznej od RXR, na przyktad CRBP-11 RARE regulowa-
nego przez homodimery RXR [18]. Z drugiej jednak strony promotor RARR2, ktéry
zawiera RARE ijest aktywowany przez heterodimery RAR/RXR, jest stosunkowo
niewrazliwy na COUP-TF1.

Przebieg autoregulacji w sygnalizacji retinoidowej uzalezniony jest od interakcji
dimeréw receptorowych z DNA. Z kolei rodzaj dimerow efektywnych w aktywacji
transkrypcji wynika z dostepnosci do konkretnego ligandu. W obecnosci 9cRA, RXR
odgrywa role niezaleznego receptora tworzacego tandemy RXR-RXR, w obecnosci
atRA -kofaktoradla RAR. Zaré6wno homodimery RXR,jak iheterodimery RXR/RAR
wigzg sie silnie z CRBP-II DR-1 RXRE z tym, ze RXR-RXR doprowadza do
aktywacji transkrypcyji, podczas gdy wigzanie heterodimeru moze powodowacé re-
presje transkrypcji. Dziatanie heterodimeru RAR-RXR wydaje sie¢ specyficzne ge-
nowo, poniewaz ten sam kompleks aktywuje transkrypcje wigzac sie z RXRE DR-1
mysiego promotora CRABP Il [7, 17]. Ktéry ze szlakéw retinoidowych zostanie
uruchomiony, zalezy od stezenia atRA i 9cRA, poprzez kontrole szybkosci formowa-
nia komplekséw homo- i heterodimerycznych pomiedzy RAR i RXR (rys. 2) [14,
46].
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GENETYCZNE PODSTAWY TRANSFORMACIJI
NOWOTWOROWEJJELITA GRUBEGO*

GENETIC BACKGROUND OF COLORECTAL CARCINOGENESIS
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Streszczenie. W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat zmian w aparacie genetycznym
komorki lezacych u podstaw karcynogenezy jelita grubego. Transformacja nowotworowa prawidtowego
nabtonka jelita grubego uwarunkowana jest przez mutacje zaréwno o charakterze dziedzicznym, jak i
somatycznym. Nowotwory jelita grubego sa wynikiem akumulacji efektow inaktywacji genow prze-
ciwnowotworowych, aktywacji protoonkogenéw oraz mutacji gendw zaangazowanych w poreplikacyjna
naprawe DNA. W transformacji nowotworowej jelita grubego szczeg6lng role wydaja sie odgrywac
mutacje gendw APC, DCC, MCC, p53, ras, hMSH2, hMLHI, hPMSI i hPMS2 prowadzace do zmiany
struktury i funkcji ich produktéw biatkowych.

Stowa kluczowe: karcynogeneza jelita grubego; geny przeciwnowotworowe: APC, DCC, MCC, p53;
protoonkogeny: ras; geny naprawy poreplikacyjnej: hMSH2, hMLHI, hPMSI, hPMS2.

Summary. This review presents the contemporary knowledge on molecular events that underline the
initiation and progression of colorectal carcinogenesis. Both inherited and somatic genetic alterations
contribute to the transition of normal colonic epithelium to a carcinoma. Colorectal carcinomas appear
to arise as a result of the inactivation of tumor suppressor genes and the activation of protooncogenes,
as well as the mutation of the genes involved in maintaining DNA fidelity during replication. Current
data suggest the particular role of APC, DCC, MCC, p53, ras, hMSH2, hMLHI, hPMSI, hPMS2 genes
and their protein product alterations in colorectal cancer development.

Key words: colorectal carcinogenesis; tumor suppressor genes: APC, DCC, MCC,p53; protooncogenes:
ras; mismatch repair genes: hMSH2, hMLHI, hPMSI, hPMS2.

1. WSTEP

Rak jelita grubego jestjednym z najczestszych nowotworow ztosliwych cztowie-
ka i doskonatym modelem ztozonego i wielostopniowego procesu karcynogenezy. W

*Praca dofinansowana w ramach badan wasnych UL, projekt badawczy nr 505/652
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trakcie przemian komérki prawidtowej w nowotworowa nabywa ona wielu nowych
cech, takich jak: nieograniczona proliferacja, nieSmiertelno$¢ (immortalizacja), inwa-
zyjnos$¢ czy zdolno$¢ do dawania przerzutow. Kazda z tych cech wigze sie ze
zwiekszeniem potencjatu zto$liwosci, czyli przejsciem komdrek prawidtowych do
stadium gruczolaka {adenoma), a nastepnie gruczolakoraka {adenocarcinoma). Sta-
dium gruczolaka rozpoczyna sie od tagodnej formy nowotworowej zwanej gruczola-
kiem typu cewkowego {adenoma tubulare), kosmkowego {adenoma villosum) lub
cewkowo-kosmkowego {adenoma tubulovillosum), w ktérym stopniowo narastajg
zmiany histologiczne, takie jak: zaburzenie architektoniki tkanki, atypia komd6rkowa,
wzrost wskaznikajadrowo-cytoplazmatycznego, zwiekszenie masy guza, a nastepnie
przekroczenie btony podstawnej izajecie regionalnych weztéw chtonnych charaktery-
styczne dla postaci ztosliwej. Najwieksze ryzyko zachorowania na raka obserwuje sie
w przypadku gruezolakow kosmkowych (50-60%).

Rak jelita grubego powstaje na podtozu dziedzicznych predyspozycji genetycz-
nych lub czesciej, spontanicznie jako wynik przypadkowych mutacji somatycznych
genomu nabtonka btony $luzowej. Zaobserwowano réwniez, ze wiele czynnikow
Srodowiskowych, dieta, a takze pewne choroby o poditozu autoimmunologicznym
{colitis ulcerosa) mogg przyspiesza¢ nabywanie ztoSliwosci przez komorki jelita
grubego.

2. WRODZONE PREDYSPOZYCJE DO ROZWOJU
NOWOTWOROW ZtOSLIWYCH JELITA GRUBEGO

Wyrézniono wiele zespotdw chorobowych dziedziczgcych sie jako cechy mend-
lowskie autosomalne, ktore sg podtozem dla nowotworzenia w obrebiejelita grubego.
Mozna je podzieli¢ na trzy grupy, mianowicie:

1° zespoty, ktére predysponujg do powstawania bardzo duzej ilosci polipdw
zwiekszajacych znacznie ryzyko powstania raka jelita grubego,

2° zespoty nie zwiazane z powstawaniem duzej ilosci polipéw, ale w ktérych
gruczolaki majg znaczny potencjat zto$liwosci,

3° zespoty, w ktdrych punktem wyjScia przemiany zto$liwej sg polipy hamartoma-
tyczne wywodzace sie z komdrek embrionalnych [7].

Przyktadem z pierwszej grupy jest gruczolakowa polipowato$¢ rodzinna - FAP
{ang.familialadenomatouspolyposis) bedgca zespotem klinicznym objawiajgcym sie
wystepowaniem setek lub tysiecy polipéw w btonie $luzowej jelita. Prowadzi ona
praktycznie w 100% przypadk6éw do raka gruczotowego, najczesciej umiejscowione-
go w dystalnej czesci okreznicy. Odmiang FAP jest zesjpot Gardnera, w ktérym
gruczolakom jelita grubego towarzyszg zmiany pozajelitem typowe dla zespotu FAP,
a ponadto torbiele gruczotdw tojowych skoéry, kostniaki, guzy tkanki tgcznej oraz
zesp6t Turcota charakteryzujacy sie wspotistnieniem gruczolakow okreznicy iguzoéw
neuroektodermalnych.
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Waznym zespotem z drugiej grupy, predysponujgcym do raka gruczotowego jest
zespOt dziedzicznego raka niepolipowatego jelita grubego - HNPCC (ang. hereditary
nonpolyposis colorectal cancer). Wystepuje on w dwdch podstawowych postaciach:
w pierwszej nowotwar dotyczy tylko btony Sluzowej jelita (zesp6t Lynch 1), w drugiej
natomiast guz jelita wspotistnieje z rakiem gruczotowym endometrium; jajnika,
uktadETmoczowego, zotgdka, trzustki lub drég zo6tciowych (zespdt Lynch I1). Innym
zespotem klinicznym w tej grupie jest gruczolakowa polipowato$¢ rodzinna o matej
ilosci polipéw - AAPC (ang. attenuated adenomatous polyposis coli) bedaca postacig
poronna_FAP.

Zmiany hamartomatyczne powstaja na podtozu zaburzen réznicowania komorek
w rozwoju embrionalnym. Nowotwory zto$liwe w grupie zespotéw hamartomatycz-
nych pojawiajg sie bardzo rzadko. Zespoty kliniczne predysponujgce do powstania
nowotwordw jelita grubego przedstawiono w tabeli 1.

3. ZMIANY GENETYCZNE W KARCYNOGENEZIE
JELITA GRUBEGO

Analiza cytogenetyczna spontanicznych gruczolakorakdw jelita grubego wykaza-
ta istnienie aberracji dotyczacych zaréwno liczby, jak i struktury chromosomow.
Aneuploidie obserwuje sie najczesciej w przypadku chromosomoéw 7, 13, 14, 15, 18,
20 i Y. Zmiany struktury dotyczg natomiast gtéwnie chromosomoéw 1, 7, 8, 13 i 17
(31

Nowoczesnymi technikami biologii molekularnej mozna identyfikowaé mutacje w
locus okre$lonych gen6éw. Stwierdzono, ze w neoplazmatycznej przemianie nabtonka
btony S$luzowej jelita grubego dochodzi od trzech do siedmiu mutacji w obrebie
réznych gendw, tj. genéw przeciwnowotworowych, onkogendw oraz genéw odpo-
wiedzialnych za naprawe DNA. Szczeg6lInie czesto delecje alleli zaobserwowano w
regionach 5q, 17p oraz 18q zawierajgcych loci odpowiednio dla genu APC (ang.
adenomatouspolyposis coli), MCC (ang. mutated in colorectal cancer),p53o0raz DCC
(ang. deleted in colorectal cancer), a mutacje punktowe w obrebie chromosomu 12p
w locus protoonkogenu K-ras [7, 15, 37, 70]. Wykazano, ze zmiany w genomie
komérki w czasie transformacji nowotworowej sg Scisle zlokalizowane w czasie i
skorelowane z przeksztatceniem polip-gruczolak-rak. Na tej podstawie Fearon i
Vogelstein [19] zaproponowali model sekwencji zmian genetycznych towarzysza-
cych powstawaniu gruczolakoraka jelita grubego (rys. 1). W modelu tym pojawienie
sie zmian w obrebie prawidtowej btony Sluzowej jelita grubego predysponujgcych do
powstania raka zwigzane jest z dziedzicznymi i somatycznymi mutacjami w genie
APC. Kolejne mutacje w obrebie genu MCC, a takze obnizenie poziomu metylacji
DNA, stanowigce czynnik epigenetyczny, wydaja sie by¢ odpowiedzialne za powsta-
wanie gruczolakéw. Wzrostowi wielkosci i dysplazji gruczolakéw towarzyszg muta-
cje w genach K-ras i DCC, a ostatecznemu przeksztatceniu w raka gruczotowego
zmiana w obrebie genu p53.
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TABELA 1 Dziedziczne zespoty* predysponujgce do raka jelita grubego (wg [7], zmienione)

Zmiany w obrebie jelita grubego

Predyspozycja do duzej ilosci polipow

 gruczolakowa polipowatos$¢ rodzinna (FAP)
setki lub tysiace gruczolakéw prowadzacych
do raka gruczotowego

¢ zespdt Gardnera
jw.

« zespot Turcota

rézna liczba gruczolakéw, moze by¢ mniej
niz 100

Predyspozycja do malej ilosci polipéw

egruczolakowa polipowato$¢ rodzinna
o matej ilosci polipéw (AAPC)
rézna ilo$¢ gruczolakdw od pieciu do kilkuset

* zesp6t dziedzicznych ptasko
naciekajacych (niepolipowatych) gruczolakow
rézna ilos¢ gruczolakéw, zwykle mniej niz 100

« zesp6t dziedzicznego raka
niepolipowatego (HNPCC)

kilka gruczolakéw prowadzacych
do raka gruczotowego

+zesp6t Lynch |
+zesp6t Lynch I

ezespot Muir-Torrea

Predyspozycje do polipéw hamartomatycznych

* zespot Peutz-Jegersa
epolip miodzienczy

*zespot Gorlina
kilka polipéw mtodziericzych

 zespot Cowdena,
polipy mtodziericze i gruczolaki,

Zmiany poza jelitem

polipy dwunastnicy, tagodne hypertroficzne polipy
dna zotadka, gruczolaki zotadka, wrodzony przerost
nabtonka siatkdwki, rak tarczycy (u kobiet), astrocy-
toma, medulloblastoma, hepatoblastoma

jak w przypadku FAP oraz torbiele gruczotow tojo-
wych skory, kostniaki, guzy tkanki tacznej

jak w przypadku FAP oraz guzy neuroektoder-
malne

polipy gruczotéw dna zotagdka

mozliwe r6zne ogniska neoplastyczne

brak

rak endometrium, ukfadu moczowego, jajnika, zo-
tadka, trzustki i drég z6tciowych

jak w przypadku zespotu Lynch Il oraz guzy gruczo-
téw tojowych, rak podstawnokomdrkowy i kolczy-
stokomorkowy skéry

hiperpigmentacja jamy ustnej, rak sutka, macicy,
jajnikow, jader

microcephalia, niedorozwdéj umystowy, drozny
uchytek Meckela

rak podstawnokomorkowy,
znamiona barwnikowe, zwapnienia patologiczne,
wady zeber

brodawczakowato$¢ $luzéwki jamy ustnej, widknia-
ki, thuszczaki, naczyniaki, wady ukfadu nerwowego,
rozrosty tagodne i ztosliwe tarczycy oraz sutka

* Wszystkie zespoty dziedziczg si¢~autosomalnie"dominujgco z wyjatkiem zespotu Turcota, ktory

dziedziczy sie w sposdb autosomalny recesywny.
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Chromosom /gen/ czesto$¢ mutacii

5q / APC / 60-70% nablonek

5q / MCC / - 15% prawickowy

2p IMMSH2/ ~50%

3p IhMLHt/ ~30%

2q /hPMS1/ -5% stan spadek poziomu
70 hPMS2/ -5% przedrakowy metylacji DNA

gruczolak
stopien |

12p/ K-ras/ - 50% F----- > ir

gruczolak
stopien I

18q/ DCC / 50-80% |  » \T

gruczolak
stopien Il

17p / p53 [/ 60-90%
gruczolakorak

12p / K-ras / %

przerzuty
odlegte

Rys. 1 Molekularne podstawy transformacji nowotworowej jelita grubego (wg [19], zmienione)

W nowotworach spontanicznych, w tym réwniez nowotworach, ktérych rozwdj
nie jest uwarunkowany wystepowaniem zmian polipowatych, szczeg6lngrole petnia-
mutacje genéw naprawy poreplikacyjnej btednie sparowanych zasad (ang. mismatch
repair genes), bedgcych homologami uktadéw naprawczych typu mutS i mutL bakte-
rii. Loci dla tych genoéw zlokalizowano na chromosomach 2p, 2q, 3p i 7p [4, 67].

Biorac pod uwage zmiany cytogenetyczne sugeruje sie podziat rakéw jelita grube-
go na trzy typy:

10 MT (ang. monosomic type) charakteryzujacy sie duzg iloscia delecji chromoso-
mowych oraz zaburzen strukturalnych chromosomoéw, endoreplikacjg, obnizong eks-
presja genu i obnizona aktywnoS$cig syntazy tymidytanowej, lokalizacjg guza
najczesciej w dystalnym odcinku okreznicy (70% przypadkéw),

2° TT (ang. trisomic type), w ktérym wystepuje mniejsza ilo§¢ zmian cytogenety-
cznych, brak endoreplikacji, wysoka ekspresja genu i wysoka aktywnos$¢ syntazy
tymidytanowej, przewaga lokalizacji w proksymalnym odcinku okreznicy (20-25%
przypadkéw),
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3° NT (ang. normal type) majacy prawidtowy kariotyp oraz wysoka ekspresje genu
i wysokg aktywno$¢ syntazy tymidytanowej, w wigkszos$ci lokalizacje w proksymal-
nym odcinku okreznicy (7% przypadkow). W przypadku typow TT i NT obserwuje
sie wystepowanie niestabilnosci sekwencji mikrosatelitamych zwigzanych z btedami
replikacji DNA (fenotyp RER, ang. replication errors). Fakt ten moze sugerowac, ze
istniejg co najmniej dwa sposoby inicjacji przemian nowotworowych, tj.uszkodzenie
chromosomoéw i/lub zaburzenie naprawy poreplikacyjnej [53].

4. MUTACJE GENOW PRZECIWNOWOTWOROWYCH

APC

W zespole gruczolakowej polipowatosci rodzinnej FAP predysponujagcym do
powstawania rakajelita grubego zaobserwowano wystepowanie delecji w chromoso-
mie 5921. W locus tym zidentyfikowano gen APC, ktérego zmiany stwierdzono nie
tylko w nowotworach okreznicy rozwijajgcych sie na podtozu zmian dziedzicznych
(zesp6t FAP, Gardnera, Turcota, AAPC), ale réwniez nowotworéw spontanicznych.
Fakt wystepowania mutacji w genie APC z podobng czestoscig w przypadku gruczo-
takow (63%) i gruczolakorakéw (60-77%) wskazuje na udziat tego genu we wczes-
nych etapach transformacji nowotworowej komaérek [26, 36, 39, 47].

Gen APC zbudowany jest z 15 eksonow, w ktorym eksony 1-14 obejmujg okoto
2000 par zasad, a ekson ostatni - okoto 6500 par zasad. Region kodujacy po stronie
5 ’ genu zawiera niekodujgce sekwencje, ktérych alternatywne sktadanie odpowie-
dzialne jest za istnienie odmiennych transkryptéw [26, 34, 39, 66].

Przypuszcza sie, ze produkt biatkowy genu APC zaangazowany jest w prolifera-
cje komorek, ajego funkcja zwigzana jest z rolg eytoszkieletu w tym procesie. Gen
APC koduje hydrofobowe biatko 0 masie czgsteczkowej ponad 300 000 zawierajgce
2843 aminokwasy (rys."TJ.AYjego obrebie stwierdzono wystepowanie wielu poten-
cjalnych miejsc glikozylacji, fosforylacji i mirystylacji. Za pomocg technik immu-
nologicznych stwierdzono, ze biatko APC zlokalizowane jest w cytoplazmie. Analizg
komputerowg cDNA genu APC i sekwencji produktu biatkowego wykazano, ze

20-aminokwasowe

sekwencje powtorzone domena
zasadowa
1000 2843 AA
oligomeryzajca wigzanie 8 kateniny wigzanie mikrotubul

Rys. 2. Strukturalne i funkcjonalne domeny biatka APC (wg [54], zmienione)
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koniec 5\ aminowy zawiera krotkie, okoto 20-aminokwasowe odcinki homologiczne
do biatek strukturalnych typu miozyna, keratyna, wimentyna, czy biatka neurofila-
mentéw. W regionie N-terminalnym zidentyfikowano ponadto wystepowanie Kilku
powtarzajgcych sie 7-aminokwasowych sekwencji aminokwas apolamy-XX-amino-
kwas apolamy-XXX zdolnych do tworzenia amfipatycznych a-heliksow umozliwia-
jacych tworzenie homo- i heterooligomeréw. Domena $rodkowa zawiera natomiast
7-krotnie powtérzone 20-aminokwasowe odcinki o sekwencji F-X-VE-X-TP-X-
CFSR-X-SSLSSLS. W domenie tej znajdujg sie réwniez trzy 15-aminokwasowe
sekwencje powtorzone (kodony 1020-1169) stanowigce miejsce interakcji z R-kate-
tiing, biatkiem cytoplazmatycznym wigzgcym sie z kadherynami zaangazowanymi w
oddziatywania miedzykomorkowe. Ostatnio wykazano, ze biatko APC i E-kadheryna
asocjujg z kateninami tworzgc podobne, ale niezalezne kompleksy. Stwierdzono
réwniez, ze biatko APC wigze sie invivo z mikrotubulami [26, 54, 61].

Najczestszymi mutacjami w obrebie genu APC sg delecje jednego lub dwdéch
nukleotydéw oraz insercje o charakterze mutacji nonsensownych i mutacji miejsc
sktadania prowadzace do zmiany ramki odczytu i powstania skréconego produktu
biatkowego. Wiekszo$¢ mutacji (ponad 90%) zlokalizowana jest po stronie 5’ genu
(kodony 1-1597). W klasycznym zespole polipowatos$ci rodzinnej FAP oraz 50-60%
nowotworéw spontanicznych mutacje wystepuja przede wszystkim po stronie 5’
eksonu 15 (kodony 713-1597). W zespole klinicznym AAPC charakteryzujgcym sie
tagodniejszym przebiegiem (chociaz ryzyko zachorowania na raka jest wyzsze)
zmiany genu APC dotyczag gtéwnie eksonéw 174 [16, 26, 47, 49, 52, 61, 63].
Zroznicowane fenotypowe efekty zmutowanego genu APC wydaja sie by¢ wynikiem
stopnia skrdcenia produktu biatkowego, manifestujgc sie zmiang jego zdolnosci do
oligomeryzacji i tworzenia komplekséw z biatkami cytoszkieletu [27]. Mutacje genu
APC zaobserwowano nie tylko w nowotworach jelita grubego, ale rowniez w nowo-
tworach przetyku, zotadka, jelita cienkiego, kosci, skory, czy uktadu nerwowego, co
wskazuje, ze ekspresja tego genu ma miejsce w wielu tkankach prawidtowych i
sugeruje uniwersalng role jego produktu biatkowego.

DCC

Alleliczne delecje lub mutacje punktowe na ramieniu dtugim chromosomu 18
pojawiajg sie w okoto 50% gruczolakéw oraz 70-80% gruczolakorakow jelita gru-
bego. W regionie 18g21 Fearon i wsp. [20] zlokalizowali gen DCC . Stwierdzono, ze
utrata heterozygotycznosci (LOH -ang. loss of heterozigosity)) lub/i brak produktu
biatkowego tego genu towarzyszg nie tylko nowotworom jelita grubego, ale takze
nowotworom przetyku, zotgdka, trzustki, prostaty, uktadu krwiotwdérczego, endome-
trium, komorek zarodkowych czy glejakdw. Transfekcja genu DCC do ludzkich
komorek epitelialnych o fenotypie nowotworowym hamuje ich zdolno$¢ do wzrostu
i tworzenia guzow [40].

Gen DCC ma wielko$¢ 1,4 megapar zasad i sktada sie z 29 ekson6éw, co pozwala
sklasyfikowaé go jako jeden z najwiekszych zidentyfikowanych dotychczas genéw
przeciwnowotworowych. Mutacje somatyczne tego genu zwigzane sg z delecjg konca
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5’ w obu allelach lub mutacjg punktowg czy insercja DNA w obrebie jednego z
intronéw. Gen DCC koduje polipeptyd zbudowany z 1447 aminokwas6w o charakte-
rze biatka btonowego wykazujgcego sekwencyjng homologie z czasteczkami adhe-
zyjnymi komorek nerwowych (N-CAMs, ang. neural cell adhesion molecules) i
odpowiadajgcych im glikoprotein powierzchniowych zaangazowanych prawdopo-
dobnie w interakcje komorek i transmisje sygnatow komoérkowych. W strukturze
pierwszorzedowej domeny zewngtrzkomdrkowej biatka, odpowiadajgcej okoto 1100
aminokwasom, zidentyfikowano 25-aminokwasowg sekwencje sygnatowg typowg
dla biatek zwigzanych z btong komorkowg, 328-aminokwasowg sekwencje zawiera-
jacg cztery regiony homologiczne do domeny C2 immunoglobulin oraz sze$¢ powto-
rzonych regionéw o charakterze fibronektyny typu Ill. Poprzez hydrofobowy
25-aminokwasowy odcinek transbtonowy domena zewngtrzkomdrkowa tgczy sie z
325-aminokwasowg domeng cytoplazmatyczng. Masa czagsteczkowa biatka DCC
waha sie w granicach 153 000-170 0005 zalezy prawdopodobnie od glikozylacji
domeny zewnatrzkomdrkowej na grupach aminowych asparaginy.

Ekspresje genu DCC zaobserwowano w wielu zrdznicowanych iniedzielgcych sie
komdrkach prawidtowych. Przypuszczasie, ze obnizenie lub brak ekspresji genuDCC
prowadzi do zaburzen kontroli wzrostu i r6znicowania komaérek. Analiza zaleznosci
pomiedzy utratg ekspresji genu DCC i poziomu zrdéznicowania komérek nabtonka
jelita grubego wykazata, ze nowotworom charakteryzujgcym sie brakiem zréznico-
wania komérek nabtonka jelita grubego towarzyszy utrata genu DCC. Natomiast w
przypadku nowotworéw S$luzotwdérczych czesto$¢ mutacji genu DCC jest bardzo
niska. Pozwala to sugerowaé istnienie co najmniej dwoch szlak6éw karcynogenezy
jelita grubego - jeden zwigzany z utratg genu DCC i anaplazjg komorek btony
$luzowej oraz drugi nie zwigzany z zaburzeniami genetycznymi w genie DCC [32].

MCC

Gen MCC zlokalizowany jest na chromosomie 5921 w odlegtosci 150 000-
300 000 par zasad od genu APC [38]. Mutacje genu MCC obserwuje sie w okoto 15%
nowotworéw jelita grubego, przy czym pojawiajg sie one z czesto$cig znaczacg
statystycznie w nowotworach spontanicznych, a rzadziej wystepuja w polipowatosci
rodzinnej. Sa to najczesciej mutacje punktowe zmiany sensu.

Gen MCC ulega ekspresji w wielu tkankach prawidtowych kodujac biatko o
dtugosci 829 aminokwas6w i masie czasteczkowej okoto 93 000. W obrebie biatka
MCC zidentyfikowano region (aminokwasy 220-248) o sekwencji zblizonej do
regionu cholinergicznego receptora muskarynowego m3mACHR (ang. m3 muscarine
acetylcholine receptor; aminokwasy 249-277) regulujacego specyficzno$¢ wigzania
biatek G. Wydaje sie to interesujgce w Swietle wczesSniejszych badan wskazujgcych
na role biatkowych produktéw onkogendw ras nalezacych do rodziny biatek G czy
produktu genu przeciwnowotworowego NF1 (ang. neurofibromatosis type 1) ziden-
tyfikowanego w nerwiakowtdkniakowatosci (choroba Recklinghaussena), reguluja-
cego aktywnos$¢ GTP-azowg biatek Ras w procesie karcynogenezy. Nie mozna
rowniez wykluczyé udziatu biatka MCC w transmisji sygnatu poprzez biatka G w
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wyniku wzajemnych oddziatywan z biatkiem APC. Jednak dotychczas nie udato sie
ustali¢ funkcji produktu genu MCC. Mutacje tego genu przeciwnowotworowego
pojawiajg cie bardzo wcze$nie w procesie nowotworzenia, tj. na etapie przejscia
nabtonka prawidtowego w stadium gruczolaka. Wystepowanie mutacji w genie MCC
gtdwnie w przypadku nowotworéw spontanicznych, podczas gdy w genie APC
obserwuje sie mutacje zarbwno dziedziczne, jak i somatyczne, moze sugerowac z
jednej strony rézny udziat obu genéw w rédznych nowotworach, z drugiej natomiast,
ze mutacja w tylko jednym z tych gendéw jest wystarczajgca dla spowodowania
podobnego efektu fenotypowego [39,47].

p53

Gen p53 nalezy do genéw hamujacych transformacje nowotworowa, a utratajego
funkcji przebiega dwuetapowo:

1° inaktywacja produktu ekspresji genu na skutek mutacji punktowej jednego
allela, prowadzgca w niektérych przypadkach do przeksztatcenia genup53 w aktywny
onkogen (ang. dominant-negative mutation),

2° utrata drugiego allela.

Locus genu p53 cztowieka znaleziono na chromosomie 17p (17pl3.1). Gen ten
obejmujacy okoto 20 000 par zasad jest zbudowany z 11 eksonéw, ktdére kodujg
produkt biatkowy dtugosci 393 aminokwaséw. Gen p53 charakteryzuje sie znaczng
konserwatywnoS$cig ewolucyjng. Analiza poréwnawcza gendw réznych zwierzat po-
zwolitana wyodrebnienie pieciu regionéw o wysokiej konserwatywnosci-HCD (ang.
highly conservative domain), obejmujgcych nastepujace kodony: 13-19 (HCD I),
117-132 (HCD Il), 171-181 (HCD IIl), 234-258 (HCD 1V) i 270-286 (HCD V).

Produktem ekspresji genu przeciwnowotworowegop53 jest fosfoproteina o masie
czasteczkowej 53 000. Na koncu aminowym biatka przewazajg aminokwasy kwasne,
a koniec karboksylowy zawiera liczne aminokwasy zasadowe. W tym tez rejonie
znajduje sie sekwencja NLS (ang. nuclear localization signal) odpowiedzialna za
transport biatka p53 do jadra komorkowego. Funkcjonalng postacig biatka p53 jest
struktura tetrameryczna, ktéra wystepuje tylko na obszarze jadra komorkowego.
Okres potowicznego rozpadu prawidtowego biatka p53 wynosi okoto 20 minut,
natomiast zmutowane biatko moze pozostawa¢ w komorce do 12 godzin. Biatko
zmutowane moze tworzyc¢ heterodimery z biatkiem prawidtowym, co wydtuza okres
potrwania tego ostatniego. Biatko p53 wykazuje zdolno$¢ wigzania sie z innymi
biatkami komorkowymi, takimijak: TBP (ang. TATA-boxbindingprotein), RPA (ang.
eukaryotic replication protein A), HSC70 (ang. heat shock cognate protein), czy z
biatkiem MDM2 (ang. mouse double minute protein) bedacym fizjologicznym ina-
ktywatorem biatka p53. Ma ono takze zdolno$¢ wigzania produktéw biatkowych
wiruséw onkogennych, co stanowi dmgi po mutacjach mechanizm inaktywacji pra-
widtowej funkcji biatka p53. Biatko p53 zaliczane do czynnikéw transkrypcyjnych
moze tgczy¢ sie niespecyficznie z dwuniciowym ijednoniciowym DNA oraz z RNA
poprzez domene znajdujacg sie na C-koncu, jak réwniez oddziatywac ze specyficz-
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Rys. 3. Strukturalne i funkcjonalne domeny biatka p53 (wg [65], zmienione): cyfry rzymskie - regiony

konserwatywne ewolucyjnie; liczby arabskie i oznaczenie pionowe - czesto$¢ i lokalizacja mutacji; NLS

- sygnat lokalizacji jadrowej; Ad E1B - biatko E1B adenowirusa; SV40Tag - antygen T wirusa SV40;

HPV Es - biatko Ee wirusa brodawczaka ludzkiego; TBP - biatko wigzace sie z sekwencja TATA-box;

MDM2 - hiatko transformujace o aktywnosci inhibitora p53; RPA - biatko A replikacji komérek
eukariotycznych; HSC70 - biatko typu szoku termicznego

nymi sekwencjami DNA poprzez domene obejmujgcg aminokwasy od 100 do 300
(rys. 3) [5, 28, 35, 51, 56, 62, 65, 68].

Prawidtowe biatko p53 regulujac transkrypcje szeregu genéw w wyniku oddziaty-
wania z DNA (aktywacja genéw hamujacych wzrost) lub innymi czynnikami trans-
krypcyjnymi (represja genéw stymulujgcych wzrost) oddziatuje na cykl komorkowy.
Jako czynnik transkrypcyjny biatko p53 aktywuje transkrypcje genu WAF1 (ang.
wild-type p53-activatedfragment 1) [16]. Gen ten koduje biatko p21, ktére tgczac sie
z kinazami zaleznymi od cyklin, hamuje ich funkcje i w konsekwencji uniemozliwia
wejscie komérki w faze S i przejécie z fazy G2do M, co z kolei daje czas enzymom
naprawiajgcym uszkodzenia nici DNA na reperacje ewentualnych btedéw. Jezeli
naprawa jest nieskuteczna, biatko p53 moze skierowa¢ komdrke na tor zaprogra-
mowanej $mierci (apoptozy). Zaobserwowano, ze wysoki poziom tego biatka powo-
duje przesuniecie rownowagi produktéw ekspresji rodziny gendw bel na korzys¢
biatka Bax poprzez obnizenie aktywnos$ci biatka Bcl-2. Biatko Bcl-2 uwaza sie za
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Rys. 4. Schemat ilustrujacy udziat biatka p53 w regulacji cyklu komérkowego i apoptozy

czynnik przezycia komorki, natomiast biatko Bax odpowiada za ukierunkowang
$mieré komorki. Obydwa te biatka tworzg aktywne dimery (Bax-Bax, Bax-Bcl-2,
Bcl-2-Bcl-2), a zaburzenie rGwnowagi miedzy ich stezeniami kieruje komdérke na
droge $Smierci lub przezycia (rys. 4) [28, 55, 59,72].

Biatko p53 jest jednym z najwazniejszych dotychczas poznanych regulatoréw
transkrypcji, cyklu komérkowego, reperacji DNA oraz ukierunkowanej $mierci ko-
morki, co upowaznia do uznania go za gtéwny czynnik hamujacy procesy nowotwo-
rzenia kazdej tkanki [10].

Mutacje w obrebie genu p53 sg najczestszym defektem genetycznym towarzysza-
cym nowotworom wszystkich typéw. Rozktad mutacji w obrebie genu jest nieréwno-
mierny. Znaleziono okoto 300 r6znych mutacji punktowych w genie p53, z ktérych
wiekszo$é (98%) zlokalizowana jest w eksonach od pigtego do 6smego (kodony od
110 do 307). W tym obszarze wystepujg cztery z pieciu regionéw konserwatywnych
(HCD 11-V), przez co mutacje najprawdopodobniej indukujg zmiany konformacyjne
biatkowego produktu ekspresji genu prowadzace do zmniejszenia obrotu metabo-
licznego biatka p53 w komodrce. Poréwnujac czestos¢ i lokalizacje mutacji w genie
p53 wyodrebniono pieé¢ tak zwanych miejsc gorgcych HSR (ang. hot spot region).
Obejmuja one kodony: 132-143 (HSR A), 151-159 (HSR A’), 172-179 (HSR B),
237-249 (HSR C) i272-286 (HSR D). W tych miejscach zaobserwowano ponad 70%
wszelkich mutacji genu p53 [4, 14,33].

W przemianie neoplastycznej jelita grubego mutacje genu p53 powoduja przejscie
gruczolaka do stadium nowotworu zto$liwego i wystepujg w 60-90% rakéw jelita
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niezaleznie od typu klinicznego nowotworu. Niska zachorowalno$¢ na raka jelita
grubego w przypadku zespotu Li-Fraumeni (dziedziczne defekty genu p53), jak
réwniez brak akumulacji biatka w przypadkach tzw. ognisk zmienionych krypt
jelitowych - ACF (ang. aberrant cryptfoci) stanowigcych potencjalne zmiany pre-
neoplastyczne, potwierdza hipoteze, ze mutacje genu p53 nie sg konieczne we
wczesnych etapach transformacji nowotworowej [48,75]. Pojawiajg sie przede wszy-
stkim mutacje punktowe typu zmiany sensu i rzadko delecje, insercje oraz mutacje
miejsc sktadania (splicingu) genu. W okoto 80% mutacji sg to tranzycje GC->AT
i wiekszos$¢ z nich dotyczy sekwencji dwunukleotydowych CG. Ponad potowa tych
tranzycji wystepuje w trzech dwunukleotydowych miejscach gorgcych w obrebie
kodonow 175,248 i273. Mutacje tych trzech kodonéw powodujg zmianeg argininy na
inny aminokwas. W kodonie 175 dochodzi do tranzycji CGC (Arg) na CAC (His), w
kodonie 248 - CGG (Arg) naCAG (Gin) lub TGG (Trp) i w kodonie 273 -CGT (Arg)
na CAT (His) lub TGT (Cys). Rzadko w miejscach tych pojawiajg sie transwersje.
Mutacje miejsc goracych sg nieréwnocenne dla procesu karcynogenezy. Stwierdzono
na przyktad, ze biatko p53 zmutowane w kodonie 175 wykazuje od 3 do 10 razy
wiekszg aktywnos¢ w kierunku transformacji nowotworowej niz wtedy, gdy mutacja
dotyczy kodonu 273 [1, 6, 13, 57, 76].

5. MUTACJE PROTOONKOGENOW

Ras

Wykazano, ze mutacje protoonkogenu ras mogg pojawia¢ sie nawet w bardzo
wczesnym etapie transformacji nowotworowej jelita grubego. Rodzina genéw ras
(H-ras, K-ras oraz N-ras) nalezy do najczesciej mutujgcych protoonkogenéw w
nowotworach wszystkich typéw. Produkt biatkowy genéw ras o dtugosci 189 amino-
kwasow i masie czgsteczkowej okoto 21 000 wykazuje strukturalne i biochemiczne
podobienistwo do podjednostki a biatek G o aktywnosci GTP-azy uczestniczacych w
przekazywaniu sygnatéw z btony komérkowej do wnetrza komdrki [2, 25, 71].
W strukturze pierwszorzedowej biatek Ras wyodrebnia sie trzy regiony, tj. niezmien-
ny region obejmujacy 86 N-korncowych aminokwasow, wysoce konserwatywny
(85%) region zawierajgcy reszty 87-165 oraz zmienny, poza czterema terminalnymi
aminokwasami, region C-koncowy odpowiadajagcy pozycjom 165-189. Okreslone
domeny odgrywajg role w subkomdrkowej lokalizacji i funkcji biatek Ras. Cztery
aminokwasy C-terminalne (reszty 186—189) reprezentujace sekwencje C-aminokwas
alifatyczny-aminokwas alifatyczny-X (CAAX-box) zaangazowane sg w modyfika-
cje potranslacyjne biatka warunkujgce jego lokalizacje w btonie komdrkowej. Zwig-
zanie cytoplazmatycznej formy biatka Ras z btong komdérkowajest wynikiem kolejno
po sobie nastepujagcych modyfikacji polegajacych na przytgczeniu reszty farnezylu do
cysteiny 186, odtgczeniu trzech terminalnych aminokwaséw (pozycje 187-189),
metylacji uwolnionej grupy a-karboksylowej cysteiny 186 i ostatecznie przytgczeniu
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jednej lub dwéch reszt kwasu palmitynowego do cysteiny 181 i/lub 184. W wigzaniu
GDP i GTP wydaja sie bra¢ udziat dwa wysoce konserwatywne regiony obejmujgce
aminokwasy 116-119 i 145-147 odpowiedzialne za oddzialtywanie z guaning oraz
aminokwasy 12-20, 32-35 i 60 odpowiedzialne za oddziatywanie z grupami fosfo-
ranowymi. Z kolei biatko.GAP regulujgce aktywno$é GTP-azowgq biatka Ras (ang.
GTP-ase activating protein) oddziatuje z tzw. domeng efektorowa obejmujgcg ami-
nokwasy 32-40.

Przeksztatcenie protoonkogenu ras w onkogen jest najczesciej wynikiem mutacji
punktowej pojawiajgcej sie w kodonach 12, 13 lub 61. Mutacja punktowa powoduje
utrate aktywnosci GTP-azy przez biatko Ras na skutek zmiany konformacji w rejonie
odpowiedzialnym za hydrolize GTP niezbedna dla inakty wacji biatek G w warunkach
prawidtowych. Nowotworom jelita grubego towarzyszg mutacje genu K-ras zlokali-
zowanego na chromosomie 12p, ktére w 84% dotycza kodondw 12 i 13. W kodonie
dwunastym GGT(GIlu) dochodzi najczesciej do tranzycji G—>A lub transwersji G—T
i G—C, natomiast w kodonie trzynastym GGC(Gly) czesto ma miejsce tranzycja
G—A [8, 23, 24, 29, 60].

Zmiany w genie K-ras pojawiaja sie w okoto 50% nowotwordéw ztosliwych jelita
grubego oraz z podobng czestoscig w gruczolakach o $rednicy wiekszej niz lcm. W
gruczolakach o $rednicy mniejszej niz Icm mutacje te wystepuja w okoto 10%
przypadkow. Dane te sktaniajg do wnioskéw, ze mutacje onkogenu K-ras prawdo-
podobnie wptywajg naprogresje masy i potencjatu ztosliwosci gruczolaka. Jednoczes-
nie poréwnujac zmiany w genie K-ras (kodon 12) we wczesnych etapach
nowotworzenia jelita grubego stwierdzono wyzsza czesto$¢ mutacji w przypadku
nowotworéw rosngcych w postaci polipéw w poréwnaniu z nowotworami piasko
naciekajagcymi wskazujgc na istnienie korelacji miedzy wystepowaniem mutacji ge-
néw ras i morfologicznymi oraz klinicznymi cechami powstajagcego nowotworu [31,
73, 76]. Wykazanie istnienia mutacji genu K-ras (kodon 12) w prawidtowej btonie
$luzowej u okoto 20% chorych ze spontanicznym nowotworem jelita grubego, jak
réwniez w przypadku 58-73% ognisk zmienionych krypt jelitowych ACF pozwala
sugerowac, ze molekularne mechanizmy zaangazowane we wczesne etapy nowotwo-
rzenia jelita grubego moga by¢ rézne [44, 74]. Mutacje kodonu 12 genu K-ras
zaohserwowano réwniez w przerzutach raka gruczotowego jelita grubego, nawet w
przypadkach, gdy w komdérkach ogniska pierwotnego nie znaleziono zmian w obrebie
tego genu, co sugemje jego potencjalng role w procesie metastazy [7].

6. SEKWENCJE MIKROSATELITARNE
I GENY NAPRAWY DNA

Mutacje powstate w wyniku btedéw w procesie replikacji DNA, ktdre nie zostang
usuniete dzieki aktywnosci 3’—5’ egzonukleazowej jednej z polimeraz DNA mogg
podlega¢ naprawie biednie sparowanych zasad - naprawie poreplikacyjnej (ang.
mismatch repair) przed rekombinacjg czy podczas rekombinacji DNA. Mechanizm



292 W. M. KRAJEWSKA, W. MLYNARSKI, M. WOJCIK

takiej naprawy zostat wykryty u bakterii Escherichia coli, u ktérych zaobserwowano
niestabilno$¢ mikrosatelitamych, powtarzajgcych sie sekwencji DNA (tandemy CA).
Niestabilno$¢ te powiazano z mutacjami szeregu genéw nazwanych mutatorowymi.
Naleza do nich takie geny jak mutH, mutL, mutS, mutT, oraz uvrD (mutU). Stwier-
dzono, ze produkty biatkowe tych gendéw tworza kompleks o wtasciwosciach repera-
cyjnych btednie sparowanych zasad. Kompleks ten rozpoznaje niewtasciwe zasady
poprzez poréwnywanie stopnia metylacji adeniny w sekwencjach GATC obu nici
DNA, przy czym nie znany jest mechanizm samej naprawy btedu. Kompleks o
podobnych witasciwosciach wykryto takze u drozdzy Saccharomyces cerevisiae. W
ostatnich latach udato sie znalez¢, homologiczne do bakteryjnych i drozdzowych,
geny mutatorowe w genomie cziowieka, ktérych mutacje odpowiedzialne sg za
akumulacje bteddéw replikacji DNA [45].

Niestabilno$¢ sekwencji CA obserwuje sie w okoto 90% przypadkéw przemiany
ztosliwej powstajacej na podtozu zespotu HNPCC (Lynch I'i Lynch Il) oraz 15-20%
nowotwordw spontanicznych jelita grubego [11]. Analiza DNA z komérek nowoto-
rowych pozwolita na identyfikacje na chromosomie 2p 16 jednego z gendw naprawy
poreplikacyjnej DNA cztowieka -hMSH2 (ang. human MutS homologue), ktérego
mutacje stwierdza sie w 50% przypadkdw HNPCC. Jest on homologiczny w okoto
50% do genu MSH2 drozdzy, obejmuje 16 eksonow i koduje biatko o dtugosci okoto
900 aminokwas6w. W genie tym wykryto liczne mutacje typu nonsensownego oraz
zmiany ramki odczytu. NajczesSciej sg to tranzycje C—T lub T—C oraz delecje
prowadzgce w efekcie do skrdcenia produktu ekspresji genu. Zaobserwowano, ze
mutacje eksonu 12 typu nonsensownego towarzyszg takze zespotowi Muir-Torrea
bedgcego klinicznym wariantem HNPCC [21, 22, 43, 69].

Na chromosomie 3p21 zlokalizowano natomiast gen hMLHI (ang. human MutL
homologue) homologiczny do genu mutL bakterii, ktéry koduje biatko o dtugosci 756
aminokwasoéw wykazujgce 41 % homologii z produktem genu yMLHI u drozdzy (13
aminokwasow C-koAcowych jest identycznych). Mutacje tego genu identyfikowane
w 30% przypadkéw HNPCC dotyczg przede wszystkim domen konserwatywnych i
majg charakter delecji, insercji oraz transwersji i tranzycji [9, 50]. Dodatkowe homo-
logi prokariotycznego mutL, okreslone jako hPMSJ i hPMS2, zidentyfikowano odpo-
wiednio na chromosomach 29q31-33 i 7p22. Produktem ekspresji genu hPMSI jest
biatko o diugosci 932 aminokwasow, a genu hPMS2 - biatko zawierajgce 862
aminokwasy. Biatka te wykazujg 30-42% homologii z N-koAcowym fragmentem i
22"-7% homologii z C-koricowym fragmentem drozdzowego biatkayPMS 1. Mutacje
genéw hPMSI i hPMS2 obserwowane w komorkach nowotworowych jelita grubego
w wiekszo$ci powoduja skrocenie biatkowego produktu ekspresji i obserwuje sie je
w 10% przypadkéw HNPCC [46].

Znalezione w genach naprawy poreplikacyjnej btednie sparowanych zasad muta-
cje potwierdzajg hipoteze, ze mogg by¢ one odpowiedzialne za powstanie fenotypu
zespotu dziedzicznego niepolipowatego raka jelita grubego - HNPCC stanowigcego
6-15% nowotworéw okreznicy, jak réwniez za 15-20% nowotwordw spontanicz-
nych. Jednakze w pewnym procencie nowotworow jelita grubego, szczegdlnie o
charakterze spontanicznym, nie obserwuje sie zmian w genach naprawy poreplika-
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cyjnej, mimo wystepowaniau nich niestabilnosci sekwencji mikrosatelitamych. Przy-
puszcza sie, ze w tych przypadkach niestabilno$¢ sekwencji mikrosatelitamych jest
zwigzana z mutacjami w innych genach zaangazowanych w replikacje DNA, takich
jak na przyktad gen fosforybozylotransferazy hipoksantynowej hprt(ang. hypoxanthi-
ne phosphoribosyl transferase) [18].

7. UWAGI KONCOWE

Obecnie nie ulegajuz watpliwosci, ze u podstaw transformacji nowotworowej lezg
zmiany w aparacie genetycznym o charakterze dziedzicznym czy somatycznym, a ich
akumulacja w komdrce odpowiedzialnajest za przeksztatcenie komarki prawidtowej
w nowotworowg [12, 30, 41, 58, 64], Sekwencja akumulacji w komorce kolejnych
mutacji wydaje sie by¢ natomiast odpowiedzialna za zréznicowanie fenotypowe
powstajagcych nowotwordw przejawiajgce sie odmiennym typem wzrostu i stopniem
anaplazji komorek. W komdrkach nowotworowych jelita grubego obserwuje sie wiele
zaburzeA chromosomowych oraz niestabilnosci sekwencji mikrosatelitamych. Na
podstawie dotychczasowych badan na poziomie genéw wydaje sie, ze model zapro-
ponowany przez gmpe Vogelsteina nie oddaje w catosci ztozonosci molekularnego
mechanizmu karcynogenezy jelita grubego. Ponadto badania epidemiologiczne i
histologiczne wskazuja na istnienie obok przedstawionego mechanizmu okre$lanego
jako adenoma - carcinoma innego, blizej niewyjasnionego mechanizmu zwanego de
novo carcinoma, w ktérym nie stwierdza sie wystepowania formy gruczolaka [42].
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ZJAWISKO APOPTOZY W UKELADZIE NERWOWYM

PHENOMENON OF APOPTOSIS IN THE NERVOUS SYSTEM

Jerzy SLOWINSKI*1, Marzena HARABIN-SEOW INSKA**, Jozef KALUZA***

* Klinika Neurochirurgii i Neurotraumatologii w Bytomiu, Slagska Akademia Medy-
czna w Katowicach, ** | Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii w Zabrzu, Sla-
ska Akademia Medyczna w Katowicach, *** Zaktad Neuropatologii Instytutu
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Streszczenie. Przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat apoptozy, czyli programowanej $mierci
komorkowej ze szczegdlnym uwzglednieniem roli tego zjawiska w fizjologii i patologii uktadu nerwo-
wego. Zestawiono dane dotyczace cech morfologicznych apoptozy, metod jej identyfikacji w tkankach
oraz mechanizméw molekularnych regulujacych jej przebieg. Zwrécono uwage na prawdopodobny
udziat zjawiska apoptozy ijego zaburzen w patogenezie choréb uktadu nerwowego. Omoéwiono perspe-
ktywy terapii ukierunkowanej na przywrocenie homeostazy zaburzonego cyklu komérkowego.

Stowa kluczowe: apoptoza, programowana $mier¢ komorki, uktad nerwowy

Summary. The up-to-date state of knowledge concerning apoptosis i. e. programmed cell death with a
special regard to its role in the nervous system is presented. Data with reference to the morphological
features of apoptosis, methods of its identification in tissues as well as molecular mechanisms regulating
this process are collected. Authors paid attention to probable contribution of apoptosis and its disorders
to the pathogenesis of neurological diseases. The perspectives of therapy directed to restoration of
disturbed cell cycle homeostasis are discussed.

Key words: apoptosis, programmed cell, death, the nervous system

WSTEP

Termin apoptoza zostat wprowadzony przez Kerra i wsp. w 1972 r. [17]. Zostat on
zaproponowany dlanazwaniaobrazu morfologicznego mechanizmoéw kontrolujgcych
fizjologiczng eliminacje komorek. W literaturze czesto stosuje sie jako synonim

1Czasowo w Zaktadzie Neuropatologii
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termin programowanej $mierci komoérki (programmed cel death-PCD). OkreSlenie
PCD wprowadzili w 1965 r. Lockshin iWilliams dla opisania rozwojowo regulowanej
$§mierci $cisle okreslonych grup mies$ni przeobrazajacej sie larwy ¢émy [48]. Apoptoza
jest pojeciem wezszym, jedna, ale nie jedyng z form PCD [38,53], charakteryzujacg
sie okreslonymi zjawiskami biochemicznymi i morfologicznymi determinowanymi
ekspresjg odpowiednich gendéw. W niniejszej pracy okreslenia te stosowane sg za-
miennie, za wyjatkiem sporadycznych przypadkéw wymagajacych rozdzielenia tych
terminéw. Fizjologiczna $mier¢ komdrkowa jest filogenetycznie starym procesem,
spotykanym juz u bezkregowcow. Klasycznym juz modelem do badan nad apoptozg
sg postacie larwalne nicienia Caenorhabditis elegans oraz motyla nocnego Manduca
sexta [44,59]. Przyktadem, gdzie Smieré komorki jest zdeterminowana fizjologicznie
i odbywa sie drogg apoptozy jest m.in.: tworzenie keratynocytéw, ztuszczanie na-
btonka jelitowego, eliminacja autoreaktywnych limfocytéw T, inwolucja komérek
pozbawionych koniecznych czynnikéw wzrostu, morfogenetyczna $mieré¢ komadrek
podczas rozwoju embrionalnego, badz eliminacja komérek docelowych dla limfocy-
tow T lub komérek NK [4,7].

ZMIANY MORFOLOGICZNE W PROCESIE SMIERCI
KOMORKI

W tkankach kregowcéw opisano dwie formy S$mierci komérkowej- martwice i
apoptoze [7].

Martwica (necrosis) odnosi sie do obrazu obserwowanego w przypadku ciezkiego
i nagtego urazu takiego jak ischemia, przedtuzona hipertermia, czy uraz chemiczny.
Nalezy podkreslié, ze te same bodzce, ktére wywotujg martwice, dziatajac w mniej-
szym natezeniu mogg indukowaé apoptoze [40,53]. W martwicy wczes$nie dochodzi
do obrzeku mitochondriow i zaburzen ich funkcji, komdrka szybko przestaje by¢
zdolna do utrzymania homeostazy. Pierwszym miejscem uszkodzenia zwykle sg
btony cytoplazmatyczne, tracgace zdolno$¢ regulacji ciSnienia osmotycznego, w efe-
kcie czego dochodzi do obrzeku komorki ijej rozerwania. Zawarto$¢ obumartej w ten
spos6b komorki zostaje wyrzucona do otaczajgcej tkanki powodujgc odpowiedz
zapalng, wtornie uszkadzajacg otaczajgcg tkanke [48].

W apoptozie, w przeciwienstwie do martwicy dominuja zmiany w obrebie jadra
komdérkowego, aczkolwiek pierwszg zauwazalng zmiang morfologicznajest pofatdo-
wanie btony komérkowej i wytworzenie najej powierzchni wielu drobnych uwypu-
klen, okreslane terminem zeiosis [7]. W dalszej kolejnosci komorka ulega ob-
kurczeniu, a badaniem w mikroskopie elektronowym (ME) wykazano ekstremalne
zageszczenie cytoplazmy z prawidtowymi organellami. Zjawisko to ttumaczy sie
utratg wody, najpewniej w drodze izoosmozy [7,11,17]. W jadrze komdrkowym
dochodzi do znacznego zageszczenia chromatyny, wytworzenia tzw. potksiezyca
umiejscowionego przy btonie jadrowej w Scistym z nig kontakcie. Ostatecznie chro-
matyna najczesciej tworzy pojedynczg, gestg, kulistg mase [17]. Na poziomie mole-



APOPTOZA W UKLADZIE NERWOWYM 301

kulamym tym procesom odpowiada fragmentacja DNA poprzez jego rozszczepienie
w miejscach nukleosomo6w na regularne podjednostki liczagce ok. 180 par zasad lub
ich wielokrotnos$¢, odbywajaca sie przy udziale endogennej wapniowozaleznej endo-
nukleazy [31,48,55]. W kazdej komo6rce moze dojs¢ do ponad miliona rozerwan
struktury DNA dajgcych w efekcie tzw. drabine DNA (DNA ladder), widoczng w
czasie elektroforezy w zelu agarowym [54,55]. Dla porownania, w przypadku mar-
twicy przypadkowe, nieregularne rozszczepienia DNA dajg w elektroforezie obraz
tzw. rozmazu DNA (DNA smear) [37]. W dalszej kolejnosci dochodzi do sekwestracji
komorki wskutek zerwania potagczen miedzykomaérkowych, a nastepnie do jej frag-
mentacji i uwalniania do przestrzeni miedzykomérkowej tzw. ciatek apoptotycznych,
obserwowanych w ME, a widocznych w mikroskopie $wietlnym, jezeli tworza
skupiska w przestrzeni miedzykomérkowej i zawieraja resztkijadra [17]. Charaktery-
styczne dla nich jest to, ze zawierajg dobrze zachowane organella komérkowe. Btony
plazmatyczne otaczajace ciatka apoptotyczne zachowujg zdolnos$¢ usuwania barwni-
kéw, takich jak: biekit trypanu czy nigrozyna [59], a wiec majg cechy, ktdérych
komérki w procesie martwicy pozbawione sgjuz we wczesnych etapach [37]. Usu-
wanie ciatek apoptotycznych z przestrzeni miedzykomorkowej poprzedzone jest
zmianamiw budowie molekularnej otaczajacych je bton, utatwiajagcymiich pézniejsza
fagocytoze przez uktad makrofagdw [38], Proces usuwania ciatek apoptotycznych
przez uktad fagocytéw jest zwykle bardzo intensywny, co powoduje, ze w obrazie
mikroskopowym widuje sie je prawie wytacznie w obrebie komaérek zernych [46].
Fagocytoza komdrek apoptotycznych wyprzedza w czasie utrate integralnosci ich
bton plazmatycznych, co zapobiega wyptywowi sktadnikdw cytoplazmy do otoczenia
[40]. Sprawiato, ze proces apoptozy nie wywotuje reakcji zapalnej, tak jak to sie dzieje
w przypadku martwicy, powodujgc tym samym minimalne zaktdcenia struktury
tkanki [59].

Niejasna jest rolajonéw wapnia w procesie apoptozy. Powszechnie uwaza sie, ze
naptyw tych jonéw do wnetrza komorki jest mechanizmem inicjujgcym apoptoze
poprzez aktywacje enzymoéw, gtéwnie endonukleazy [4], Nowsze badania wskazujg
na bardziej ztozong role jonow wapnia w PCD. Mozna sie spotka¢ z opinig, ze
wewnatrzkomorkowy wzrost stezenia wapnia jest zjawiskiem wtérnym w PCD, czy
tez ztwierdzeniem, ze w trakcie PCD dochodzi wrecz do spadku stezenia wapnia [53].
Coraz wiecej uwagi poSwieca sie zaburzeniom wewnatrzkomoérkowej homeostazy i
kompartmentacji wapnia w procesie apoptozy. Nasuwajg one pewne skojarzenia ze
zjawiskiem stresu oksydacyjnego w komérkach nerwowych, gdzie po aktywacji
receptora NMDA i wzroécie stezenia wapnia wraz ze zmiang jego dystrybucji w
komdrce dochodzi do generowania wolnych rodnikéw, tlenku azotu, peroksydacji
lipidéw ico najistotniejsze, uszkodzenia DNA [3,10,53]. Enokido i Hatanaka hodujac
neurony hipokampa szczura w atmosferze 50% tlenu stwierdzili w nich biochemiczne
cechy apoptozy hamowanej w $rodowisku NGF i bFGF. Autorzy wnioskowali, ze
zaburzenia metabolizmu tlenu mogg w neuronach indukowa¢ PCD [10]. Podobnie
obserwowano apoptoze neuronéw kory szczura poddawanych bezposredniemu dzia-
taniu nadtlenku wodoru [57]. W najnowszych pracach donosza rdwniez o mozliwym
udziale wolnych rodnikéw jako czynnika wyzwalajagcego apoptoze w stanach fizjo-
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logii i patologii [58]. Na mozliwe powigzania apoptozy ze stresem oksydacyjnym
wskazujg tez posrednio m.in: fakt zapobiegania apoptozie przez antyoksydanty,
hamowanie peroksydacji lipiddw przy nadmiernej ekspresji bcl-2 [3] czy tezoméwio-
ny w dalszej czesci tekstu udziat apoptozy w niedokrwieniu mézgu.

IDENTYFIKACJA ZJAWISKA APOPTOZY W TKANKACH

Uwaza sie, ze skondensowane, piknotyczne jadra widoczne w tkance mogg odpo-
wiadaé¢ komorkom apoptotycznym [52],jednak niejest to pewne kryterium, albowiem
podobne cechy majg m.in. limfocyty czy dzielgce sie komorki w stadium telofazy [31].
Iwanowski [16] zwro6cit uwage na trudnosci, jakie napotyka odréznienie w mikrosko-
pie Swietlnym neurondw apoptotycznych od tzw. ciemnych neuron6éw (dark neurons),
sugerujac na podstawie wiasnych obserwacji z uzyciem ME, ze te drugie moga
odpowiada¢ wczesnej fazie apoptozy. Identyfikacje zjawiska apoptozy utrudnia do-
datkowo brak cech odczynu zapalnego w otaczajgcej tkance, stosunkowo krdtki czas
trwania samego procesu oraz szybkie usuwanie komoérek apoptotycznych przez
komoérki zerne [31,59]. Szacuje sie, ze potowiczny czas, w ktérym apoptotyczna
komaérka pozostaje widoczna w mikroskopie Swietinym, wynosi ponizej 9 h [59]. Brak
jednoznacznych cech morfologicznych komorek ulegajgcych apoptozie pozwalaja-
cych na ich pewne rozpoznanie w mikroskopie Swietlnym jest powodem ciggtych
poszukiwan swoistych, powtarzalnych metod ich identyfikacji.

Fakt rozerwaniatancucha DNA w komdrkach apoptotycznych dat podstawy do ich
rozpoznawania dzieki mozliwosci znakowania in situ korncowych fragmentéw prze-
rwanych tancuchdw DNA z uzyciem znanych nukleotydéw w $rodowisku odpowied-
nich enzymoéw (tzw. metoda ISEL) [47], W rozwijajacym sie m6zdzku myszy przy
uzyciu tej metody rozpoznano 6-krotnie wiekszg liczbe komorek apoptotycznych niz
w badaniu histologicznym [31]. Rozbiezno$¢ ta przypisuje sie zdolnosci wykrywania
wczesnych stadiow fragmentacji DNA poprzedzajgcych pojawienie sie kondensacji
chromatyny. Przy interpretacji badan z uzyciem techniki ISEL nalezy jednak pamie-
ta¢, ze moze ona uwidacznia¢ fragmentacje DNA nie zwigzang z apoptoza, np. w
polach martwicy i poSmiertnej autolizy, dlatego tez za apoptotyczne uwaza sie tylko
izolowane komdrki, a nie ich skupiska [31]. Za immunohistochemiczny marker
apoptozy uwazany jest m.in. antygen Le(Y). Jest to determinanta cukrowa biorgca
udziat w glikozylacji biatek, majgcej miejsce m.in. w procesach rozwoju, réznicowa-
nia i onkogenezy [14].

Inng metodg uwidaczniania komaorek ulegajacych apoptozie jest barwienie oran-
zem akrydyny, w ktérym jadra tych komérek dajg pomarariczowg fluorescencje,
podobnie jak RNA lub DNA o pojedynczym tancuchu, aprzeciwnie do prawidtowego
DNA, ktore daje fluorescencje zielong [47]. Ormerod [36] w celu iloSciowego
okres$lenia apoptozy wykorzystat cytometrie przeptywowga po znakowaniu komadrek
barwnikami fluorescencyjnymi, wykorzystujac opisane wyzej witasciwosci fluoro-
chromowe réznych form kwaséw nukleinowych.
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Inna metoda badania apoptozy w cytometrii polega na okre$leniu odsetka komaérek
z hipodiploidalnym DNA [37]. Fakt znacznej utraty wody i tym samym wzrostu
ciezaru witasciwego komadrek apoptotycznych umozliwia ich izolacje w gradiencie
gestosci [13].

MECHANIZMY REGULUJACE APOPTOZE
I ICH ZABURZENIA

Sygnat inicjujacy proces apoptozy pochodzi najczesciej ze Srodowiska komorki,
jestnim np. zmiana stezenia hormonu lub czynnika wzrostu, tak wiec los pojedynczej
komorki zalezy od czynnos$ci innych. Wyjatkowymi pod tym wzgledem wiasciwo-
Sciami wsrod komdrek ssakéw odznaczajg sie blastomery, sg to prawdopodobnie
jedyne komérki zdolne do przezycia i podziatéw bez sygnatéw ze $rodowiska zew-
netrznego [40]. Nawybidrczy zwigzek apoptozy z aktywnos$cig niektérych hormonéw
wskazujg m.in. obserwacje Slovitera [50]. Wykazat on wptyw adrenalektomii szczu-
réow na wybidrczag Smier¢ komorek warstwy ziarnistej zakretu zebatego hipokampa
majgcg w ME wszystkie cechy apoptozy. Znanymi induktorami apoptozy sg: TNF-a,
TGF-Rj, leki cytostatyczne, promieniowanie jonizujace, niska lub wysoka tempera-
tura [13],

Programowana $mieré komorkowa jest procesem aktywnym, wymagajacym eks-
presji genéw, syntezy biatek oraz RNA [20,27]. Biatka biorgce udziat w apoptozie w
normalnych warunkach nie znajdujg sie w komorce i muszg by¢ syntetyzowane de
novo [10]. Genowag regulacje apoptozy poznano najlepiej u nicienia Caenorhabditis
elegans, u ktérego okreslono czynno$¢ 10 gendw tzw. uktadu ced (cell death abnor-
mal). Geny ced-3 i ced-4 inicjujg PCD (killers), ced-9 zapobiega PCD, a pozostate
moga mie¢ wielokierunkowe dziatanie [44,53]. Jak dotad nie udato sie wykry¢ u
ssakow kompletnego zespotu genéw zawiadujacych apoptoza, odpowiadajgcemu
uktadowi ced u nicieni, jednak badania poréwnawcze wykazuja pewne analogie, m.in.
gen ced-9 uznaje sie za homologiczny z bcl-2 u ssakéw [53]. Ludzki gen bcl-2
przeniesiony do komérki nicienia wywotuje w niej supresje PCD [40]. Dowodzi to,
ze samo zjawisko PCD, jak i niektére mechanizmy kontrolujgce go zachowaty sie w
ewolucji juz od prymitywnych form istnienia. Cze$¢ genéw modulujgcych przebieg
cyklu komérkowego, np. protoonkogen c-myc moze odgrywac role w wyborze
pomiedzy apoptoza a proliferacjg zaleznie od wzajemnych proporcji ekspresji tego
genu i stezenia czynnikéw wzrostu [13]. Wymieniony wyzej protoonkogen bcl-2
(B-cell leukemiaMymphoma) nalezy do grupy gendw zapobiegajgcych naturalnej
Smierci komarki [48]. Czesto obserwuje sie jego nadmierng ekspresje w ludzkich
chtoniakach z komorek B [7,18,21]. Gen bcl-2 odgrywa prawdopodobnie znaczacg
role w fizjologicznej regulacji procesow odpornosciowych z udziatem limfocytéw T
utrzymujac homeostaze tych komorek po aktywacji uktadu immunologicznego [1].
Zagadnienie wptywu gendw z rodziny bel na regulacje cyklu komérkowego, w tym
na procesy PCD zostato szerzej omdwione w pracy Rozynkowej [44].
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Bardzo intensywnie badanym genem zwigzanym z regulacja cyklu komdrkowego
jest anty-onkogen p53. Gen ten nazywany obrazowo straznikiem genomu bierze
udziat w indukowaniu apoptozy, a takze w zatrzymywaniu komérek w fazie Gj,
inicjacji naprawy DNA oraz w promocji roznicowania komdrkowego [15,25]. Przy
braku p53 typu dzikiego komorki nowotworowe nie reagujg apoptoza na radio- czy
chemioterapie [25,44]. Dziatanie genu p53 t3aczy sie z jego zdolno$cig wigzania
antygenu T SV40 niezbednego do zapoczatkowania replikacji DNA [22], ponadto
wigzac sie ze swoistymi sekwencjami DNA dziata on jako czynnik regulujgcy
transkrypcje biatek hamujgcych proliferacje komorek [15,25,30]. Mutacje genu p53
stwierdzono w wielu nowotworach pierwotnych mozgu, przede wszystkim w
gwiazdziakach i rdzeniaku ptodowym, jednak ich znaczenie diagnostyczne i progno-
styczne w tych guzach nie jest jeszcze jednoznacznie okre$lone [25]. Wykazano, ze
gen p53 jest czynnosciowo zwigzany uktadem ujemnego sprzezenia zwrotnego z
onkoproteing MDM2, i tak, w przypadkach nowotworow bez mutacji p53 obserwuje
sie nadmierng ekspresje MDM?2 i odwrotnie [15,30]. Amplifikacje i nadmierng eks-
presje genu MDM2 opisano m.in. w glejakach [30].

W ostatnim czasie w centrum zainteresowania znajduje sie grupa genow, tzw.
clEGs (cellularimmediate-early genes), aws$rdd niej gtéwnie geny c-fos i c-jun. Grupa
genow clEGs koduje czynniki transkrypcyjne uznawane za tzw. jgdrowy trzeci
przekaznik [6]. Chen i wsp. [6] wykazali u transgenicznych myszy wzmozenie
ekspresji c-fos w rozwijajagcym sie uktadzie nerwowym, w przebiegu dtugotrwatego
pobudzenia receptora NMDA, jak rdwniez w chorobach zwyrodnieniowych OUN. W
przypadkach tych ekspresja c-fos poprzedzata lub wystepowata réwnolegle z PCD,
jednak pozostaje pytanie, czy odpowiedz clEG indukuje apoptoze, jest tylko epifeno-
menem, czy tez reakcjg stresowq przeciwdziatajagcq procesom prowadzgcym do
Smierci neuronow.

W procesie inicjowania apoptozy biorg rowniez udziat powierzchniowe czastki
komodrkowe, ktérych rola w regulacji zjawisk zwigzanych ze wzrostem byta juz
wczesniej znana [55]. Spos$réd nich najlepiej poznane jest biatko Fas (zwane tez
APO-1) o masie 52 kD. Trauth i wsp. wykazali ze za pomoca przeciwciata skierowa-
nego przeciw tej proteinie btonowej moznaw liniach komorkowych zaréwno ludzkich
limfoblastow, jak i nowotworowych limfocytéw zaindukowa¢ apoptoze [55]. Fasjest
powierzchniowym biatkiem receptorowym rodziny NGF/TNF indukujgcym apoptoze
poprzez zwiazanie sie ze swoim ligandem (FasL) [34,48,53]. Fizjologiczna rola
uktadu Fas/FasL polega gtéwnie na wywolywaniu apoptozy w autoreaktywnych
limfocytach T [34]. Znajduje to potwierdzenie w przypadku myszy i szczurow z
mutacjami genéw uktadu Fas/FasL, mianowicie obserwuje sie u nich wystepowanie
choréb autoimmunologicznych [34,53]. Modyfikowanie procesu apoptozy za posred-
nictwem czastek powierzchniowych, takich jak Fas, moze otworzy¢ mozliwoSci
skutecznej terapii choréb nowotoworowych, w tym rowniez uktadu nerwowego.
Barierg przed zastosowaniem juz obecnie tej metody in vivo jest toksyczno$¢ prze-
ciwciat monoklonalnych anty-Fas takze w stosunku do prawidtowych komorek [55],
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ROLA PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMOREK
W ROZWOJU UKLADU NERWOWEGO

Apoptoza jest zjawiskiem charakterystycznym dla rozwoju uktadu nerwowego.
Bierze ona udziat w szeroko rozumianym procesie plastycznosci rozwojowej [20], W
czasie neurogenezy dochodzi do znacznej nadprodukcji neurondw, ktére obumieraig
w okresie embrionalnym i okotonarodzeniowym. Apoptoza danej grupy neuronéw
nastepuje szybko, w okreslonym przedziale czasu. Jest zjawiskiem masowym, ulega
jej 40-80% neurondéw [20,40]. Soriano i wsp. [52] wykorzystali znakowanie bromo-
deoksyurydyng ciezarnych myszy i nastepowe badanie immunocytochemiczne jej
potomstwa do wykazania obecnosci komérek ulegajacych apoptozie w tkance nerwo-
wej. Wykazali oni, ze piknotyczne, BrdU-dodatnie jagdra odpowiadajgce obumieraja-
cym komoérkom w rozwijajacym sie ukiadzie nerwowym myszy w 50% sg
pochodzenia glejowego, a w 20% neuralnego, udowadniajgc zarazem, ze zmiany te
obejmujg zaréwno komorki nerwowe, jak i glejowe. Zjawisko PCD jest procesem
zachodzacym w wiekszosci zbadanych struktur uktadu nerwowego. Jak dotad jedynie
w niewielu okolicach OUN nie obserwowano znaczgcej eliminacji komorek w czasie
rozwoju, sa to m.in. pewne jadra mostu mozgu ptakéw oraz miejsce sinawe ijgdro
czerwienne [8].

Zjawisko apoptozy w ukladzie nerwowym zostato poznane dzieki pionierskim
badaniom prowadzonym w latach 40- i 50-tych przez Hamburgera i Levi-Montalcini
[20,40]. Udokumentowali oni wystepowanie naturalnej $mierci neuronéw w embrio-
nach kurzych, odkrywajac przy tym czynnik wzrostu nerwu (NGF). Smieré¢ czesci
neurondw w czasie rozwoju uktadu nerwowego wynikajgcq z braku struktury doce-
lowej lub tez braku substancji troficznych wydzielanych przez te struktury nazwano
dopasowaniem ilosciowym [20], Z pewnym uproszczeniem mozna powiedzie¢, ze
S$mier¢ neuronéw jest mechanizmem dopasowujgcym rozmiary poszczeg6lnych po-
pulacji komoérkowych do wielkos$ci ich pola projekcyjnego, a $cislej do czynnoscio-
wych potrzeb tego pola [8]. Badania wykonywane w laboratorium Cowana wykazaty
ponadto, ze mechanizm PCD stuzy takze eliminowaniu niewtasSciwie powstatych
potaczen neuronalnych. Na przykiadzie siatkdwki oka szczura wykazano zanikanie
komorek, ktére wczesnie w rozwoju wysytajg aksony w niewtasciwe miejsca wzgor-
kow gornych [8],

ZNACZENIE KLINICZNE PROCESU APOPTOZY

Zagadnienie programowanej $mierci komorkowej ijej modyfikacji poprzez eks-
presje pewnych gendw budzi ostatnio bardzo zywe zainteresowanie gtéwnie w
aspekcie proliferacji nowotworowej. Do nowotworzenia moze dojs¢ w drodze wzmo-
zonej proliferacji badz poprzez zahamowanie fizjologicznej $mierci pewnej populacji
komorek [19,39]. Tak zwana Ill kategoria protoonkogenow wyrdzniona przez Kors-
meyera [19] obejmuje geny zwigzane z PCD. | tak np. podjecie funkcji przez gen
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bcl-2, ktory jest blokerem apoptozy, da efekt taki jak utrata funkcji genu p53 , ktéry
apoptoze aktywuje, prowadzgc w obu tych przypadkach do nowotworzenia. Uniknie-
cie przez pewng populacje PCD moze by¢ wydarzeniem kluczowym, doprowadza-
jacym do wzrostu prawdopodobienstwa nabycia dodatkowych defektéw gene-
tycznych w obrebie genow wzrostu i proliferacji [2,19,60]. Ekspresje genu bcl-2
stwierdzono w neuronach, w pierwszej kolejno$ci uktadu wspotczulnego. Ekspery-
menty genetyczne przeprowadzone przez Garcia i wsp. [12] dowiodly, ze sztucznie
uzyskana nadmierna ekspresja bcl-2 zapobiega apoptozie wywotlywanej pozbawie-
niem neuronéw w hodowli czynnika NGF. Skionito to wymienionych badaczy do
przypuszczenia, ze bcl-2 jako mediator wptywu czynnika troficznego na przetrwanie
neuronow moze bra¢ udziat w powstawaniu choréb zwyrodnieniowych OUN. Castle
i wsp. [5] zlokalizowali metodg immunocytochemiczng biatko bcl-2 w 16 spos$rdd 40
badanych przypadkéw neuroblastoma. Stwierdzili oni, ze ekspresja tego genu kore-
luje z amplifikacjg genu N-myc jak i niekorzystnym obrazem histologicznym oraz
przebiegiem klinicznym wnioskujac z tego, ze rozregulowanie PCD w zwigzku z
nadmierngekspresjgbcl-2 przyczynia sie do powstania bgdz progresji neuroblastoma.
Reed i wsp [41] analizowali poziomy biatka bcl-2 w liniach komérkowych nowotwo-
réw uktadu nerwowego stwierdzajac ich podwyzszenie w cze$ci neuroblastoma,
neurofibroma, retinoblastoma, medulloblastoma, atakze w kilku liniach glioblastoma
multiforme pozbawionych markeréw neuronalnych. Autorzy wnioskujg z tego, ze
ekspresja bcl-2 w uktadzie nerwowym nie ogranicza sie tylko do neuronéw.

Immunohistochemiczng lokalizacjg biatka bcl-2 w 140 nowotworach OUN prze-
prowadzong przez Nakasu i wsp. [35] wykazano najczestszg obecnos¢ tego biatka w
nerwiakach iwys$ciétczakach, atakze w prawidtowych ependymocytach i komdrkach
Schwanna. Prawidtowe astrocyty w tym badaniu byty bcl-2-negaty wne, podczas gdy
postacie odczynowe i nowotworowe wykazywaly réznie nasilong, pozytywna reakcje
nabcl-2. W przeciwienstwie do wynikéw uzyskanych przez Castlea i wsp. badajacych
przypadki neuroblastoma Nakasu i wsp. stwierdzili w glejakach odwrotng zaleznos¢
miedzy stopniem ztoSliwosci i ekspresjg biatka bcl-2. Autorzy ci nie potwierdzili
ponadto w swoich obserwacjach opinii o ochronnym wptywie nadmiernej ekspresji
bcl-2 na komorki poddawane radio- i chemioterapii, albowiem nie odnotowali oni
zaleznosci miedzy ekspresjg bcl-2 i czasem przezycia u chorych z nawrotowymi
ztosliwymi gtejakami mozgu.

Schiffer i wsp. [47] stosujgc technike ISEL (in situ end labelling of DNA) stwier-
dzili cechy apoptozy w rozproszonych w obrebie rdzeniakdw tzw. limfocytopodob-
nych jadrach. Te silnie zasadochtonne i piknotyczne jadra uznawane byty zazwyczaj
za wyraz martwicy lub zatrzymania komorki w kofnicowym stadium patologicznej
mitozy. Autorzy sugerujg, ze apoptoza w rdzeniakach ptodowych odzwierciedla
zachowang zdolno$¢ do PCD charakterystyczng dla tkanki embrionalnej.

Mabhalik i wsp. [26] badajac przeszczepy ptodowej substancji czarnej u szczuréw
stwierdzili w nich morfologiczne, biochemiczne i molekularne cechy apoptozy, z
maksimum zmian wyrazonym ok. 14 dnia po transplantacji, a wiec w okresie najin-
tensywniejszego wzrostu akson6w i synaptogenezy. Fakt ten moze odzwierciedlaé
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eliminacje komdrek przeszczepu niezdolnych do potgczenia sie zkomoérkami gospo-
darza.

W rozwoju uktadu nerwowego kregowcow przezycie neuronu wymaga dostarcze-
nia mu czynnikow troficznych, takich jak NGF czy czynnik troficzny pochodzenia
madzgowego (BDNF) [40]. W ostatnich latach zwraca sie uwage na czynniki troficzne
wplywajace na apoptoze wytwarzane oprdcz neuronéw réwniez przez glej oraz na
biatka substancji miedzykomadrkowej [20]. Z coraz wiekszej grupy czynnikow neuro-
troficznych najlepiej poznanym jest NGF. Egzogennie podany NGF zmniejsza obu-
mieranie komo6rek w czasie rozwoju uktadu nerwowego [27]. Mechanizm, dzigki
ktéoremu NGF pozwala na przetrwanie zaleznych od niego neuronéw, nie jest jeszcze
poznany. W gre mogg wchodzi¢ tutaj dwie mozliwosci:

1) neurony wymagajg substancji troficznych dla podtrzymania aktywnos$ci meta-
bolicznej,

2) trofiny powstrzymujg apoptoze [27].

Martin i wsp. [27] wykazali, ze podanie do hodowli neuronéw uktadu wspétczul-
nego pozbawionych NGF inhibitoréw syntezy biatek i RNA (cykloheksimid i akty-
nomycyna D) zapobiegato $mierci tych neurondw. Wynik ten posrednio Swiadczy o
tym, ze czynniki troficzne hamujg samobdjcza aktywnos¢ komorek wymagajaca, jak
wiadomo, syntezy RNA i biatek. Badacze ci sformutowali hipoteze, w mysl ktérej
NGF powoduje represje kaskady syntezy nowych biatek znowego mRNA, odpowie-
dzialnych za $mier¢ komérki. Stwierdzenie zjawiska apoptozy neuronéw u dorostych
potgczone z obserwacjg, ze NGF ma dziatanie neurotroficzne rowniez w obrebie
OUN, stwarza teoretyczne przestanki do préb leczenia neurologicznych choréb zwy-
rodnieniowych przy pomocy substancji troficznych.

Terapia choroby Alzheimera, Parkinsona, czy stwardnienia zanikowego bocznego
wymagataby stosowania swoistych dla danych neuronéw czynnikéw troficznych,
ktére do tej pory nie zostaty wyizolowane, po drugie, dlauzyskaniaklinicznego efektu
konieczne bytoby przewlekte i $cisle wybidrcze, miejscowe podawanie tych lekéw
[51]. Na udziat apoptozy w degeneracji neuronéw w chorobie Alzheimera wskazujg
badania Loo [24]. Udowodnit on, ze syntetyczny beta-amyloid uwazany za istotny
czynnik sprawczy tej choroby, w warunkach do$wiadczalnych wywotuje w neuronach
zmiany morfologiczne typowe dla apoptozy. Hipotezy dotyczace potencjalnej roli
apoptozy w chorobach neurodegeneracyjnych nie sg dostatecznie potwierdzone w
badaniach in vivo, a rozbiezne wyniki podawane przez réznych autorbw mogg
wynika¢ ze stosowania réznych metod badawczych i ich interpretacji. | tak np.
Yoshiyama i wsp. [61] doniesli o pozytywnej reakcji immunohistochemicznej na
antygen Le(Y) w neuronach rdzenia kregowego u chorych z SLA, podczas gdy
Migheli i wsp. [31] stosujgc technike ISEL nie stwierdzili obecnos$ci fragmentacji
DNA w zadnej z badanych chordb zwyrodnieniowych OUN. Autorzy [31] przypusz-
czajg, ze za Smier¢ neuronéw w tych jednostkach moga by¢ odpowiedzialne alterna-
tywne, nie-apoptotyczne odmiany programowanej $mierci komoérek, np. autofagowa
badz cytoplazmatyczna PCD. Odrebno$¢ mechanizmu i obrazu morfologicznego
zjawiska PCD w neuronach podkreslajg tez Maslinska i Muzylak [28], sugerujac



308 J. SLOWINSKI, M. HARABIN-SLOW INSKA, J. KALUZA

nawet, ze neurony nie ulegajg apoptozie, lecz programowana $mier¢ zachodzi w nich
w wyniku innych, niepoznanych jeszcze mechanizméw molekularnych.

Moznasie spodziewaé, ze naproblem patogenezy choréb zwyrodnieniowych OUN
nowe S$wiatto rzucg postepy genetyki molekularnej. Przyktadem na to mogg byc¢
badania genetyczne w rdzeniowym zaniku miesni (SMA). Jedna z teorii tej choroby
zaktada jako czynnik sprawczy zaburzenie procesu fizjologicznej inhibicji apoptozy
neuronéw ruchowych {persistence of apoptosis) na pewnym etapie embriogenezy
uktadu nerwowego [43]. Stwierdzono, ze niedawno odkryty gen biatka hamujgcego
neuronalng apoptoze (NAIP) zlokalizowany w regionie SMA nachromosomie 5q 13.1
w przypadku SMA jestaz w 67% zmutowany (delecja dwdch pierwszych kodujgcych
egzonow), w poréwnaniu z 2% w chromosomach ludzi zdrowych [43].

Coraz wiecej uwagi poswieca sie udziatowi apoptozy w ischemicznym uszkodze-
niu moézgu. Badania doSwiadczalne Crumrina i wsp. [9] przeprowadzone na myszach
linii ¢57 wykazaty, ze ostabienie ekspresji genu p53 ma dziatanie neuroprotekcyjne
w ogniskowym niedokrwieniu. Wéréd tzw. dzikiego typu tych myszy obserwowano
znacznie wieksze uszkodzenie po niedokrwieniu niz u myszy transgenicznych pozba-
wionych tego genu. Linnik i wsp. [23] przeprowadzali u szczuréw dokomorowy wlew
cykloheksimidu (inhibitora syntezy biatek), a nastepnie poddawali je ogniskowemu
niedokrwieniu mézgu stwierdzajac przy tym 70% redukcje syntezy protein a wraz z
nig znamienne ograniczenie strefy zawatu. Oczyszczone DNA z obszaru ischemicz-
nego wykazywato przy elektoforetycznym frakcjonowaniu cechy endonukleolity-
cznej degradacji, co moze posrednio Swiadczy¢ oudziale PCD w ischemicznej Smierci
komérek. Powyzsze obserwacje poparte sg takze wynikami pracy Roberts-Lewis i
wsp. [42], ktérzy wykazali ochronny wptyw kwasu aurintréjkarboksylowego (ATA)
na neurony hipokampa poddane ischemii badZ mikroinjekcji NMDA. ATA jest
polimerycznym barwnikiem hamujacym aktywno$é wapniowozaleznej endonukle-
azy. Wéré6d mechanizméw molekularnych mogacych uczestniczy¢ w wyzwalaniu
apoptozy w niedokrwieniu mézgu wymienia sie aktywacje uktadu Fas/FasL. Matsuy-
ama i wsp. [29] stosujac Northern biot stwierdzili wzrost ekspresji Fas mRNA w
mdzgu myszy po przejsciowej globalnej ischemii.

Ze wzgledéw praktycznych najwieksze z wymienionych aspektdw apoptozy zna-
czenie ma jej zwigzek z procesem nowotworzenia. Jesli zalozymy, ze jednym z
mozliwych mechanizméw onkogenezy jest nabycie opornosci na apoptoze [49], to
dziatania terapeutyczne ukierunkowane nareindukcje PCD mogga okazaé sie skutecz-
ng bronig w walce z niektdrymi nowotworami, na marginesie metody lecznicze, takie
jak chemioterapia czy radioterapia, uznane sg za induktory apoptozy [28,32]. Uwaza
sie, ze znajomos$¢ tzw. indeksu apoptotycznego (Al) w nowotworach moze mieé
warto$¢ prognostyczng, a w trakcie leczenia pozwoli na lepszg ocene jego skuteczno-
§ci [31]. Warto dodac, ze apoptoza moze by¢ takze zjawiskiem niekorzystnym
jatrogennego pochodzenia. Dowodem na to mogg by¢ badania Vrdoljaka [56], ktory
wykazat, ze po doswiadczalnym napromieniowaniu hodowli dojrzatych oligodendro-
cytéw dochodzi w nich do apoptozy, co klinicznie moze odpowiada¢ popromiennej
demielinizaciji.
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Potencjalnie reindukcje apoptozy w komérkach nowotworowych mozna uzyskaé
przy pomocy wirusé6w onkolitycznych (uzyskanych metodami inzynierii genetycz-
nej), deaktywacje lub neutralizacje biatka bcl-2, reintrodukcje utraconej informacji z
antyonkogendéw (np. p53) do komérek za pomocg wektoréw czy poprzez aktywacje
enzymow swoistych dla apoptozy [4,49]. Pewne nadzieje mozna takze taczy¢ z
perspektywg syntezy chemioterapeutykéw o mechanizmie dziatania skupionym na
aktywacji apoptozy [49]. Rozwazajagc mozliwosci manipulacji zjawiskiem apoptozy
w chorobach nowotoworowych warto nadmienié¢, ze indukowanie jej jest prawdopo-
dobnie spontanicznym, cho¢ nie zawsze skutecznym sposobem walki organizmu z
komorkami guza. Sarraf [45] badajgc u gryzoni kinetyke miesakéw zauwazyt, ze ze
wzrostem masy guza stopniowo rosta w nim ilos¢ komorek apoptotycznych, jednak
po osiggnieciu pewnej masy krytycznej ilos¢ ta gwattownie spadata i utrzymywata sie
dalej na statym poziomie. Moze to odzwierciedla¢ dazenie do autoregulacji wielkosci
guza, ktdra ostatecznie zawodzi. W badaniu tym wykazano, ze apoptoza odpowiadata
za 7% catkowitej utraty komorek w miesaku.

Nowsze badania wskazujg na mozliwo$¢ odwrotnego zjawiska tzn. nadmiernej
indukcji PCD w patogenezie niektérych choréb, jak np. AIDS. Wedlug Ameisena [2]
wiekszos¢ immunologicznych ipozaimmunologicznych defektéw w AIDS, wigczajac
w to demencje i zanik mdzgu moze by¢ odniesiona do indukcji procesu samobdjczego
limfocytow CD4 T oraz neuronow, spowodowanych posrednig interferencjg wirusa
HIV z sygnalizacjg $rod- i miedzykomorkowa. Zjawiskiem indukujgcym apoptoze
limfocytow w AIDS jest prawdopodobnie wigzanie sie glikoproteiny gp 120 wirusa
HIV-1 z antygenem CD4 [4,33]. Badania Mullera i wsp. [33] wykazaly, ze meman-
tyna, antagonistareceptora NMDA, zapobiega apoptozie w hodowli neuronéw szczu-
rzych zachodzacej po 12-godzinnej inkubacji z biatkiem gpl20. Dziatanie to mozna
wyttumaczyé hamowaniem przez ten lek NMDA-zaleznego naptywu jonéw wapnia
do neuronéw, ktéry ma fundamentalne znaczenie dla aktywacji enzyméw bioracych
udziat w apoptozie. MyS$lac o sztucznym blokowaniu patologicznej apoptozy w
przypadku AIDS nalezy sie liczy¢ z negatywnymi tego nastepstwami, m.in. przeta-
maniem autotolerancji, dysregulacjg odpowiedzi immunologicznej czy wreszcie in-
dukowaniem wzrostu nowotworow [2].

Z powyzszych faktéw wynika, ze poznanie mechanizmoéw zawiadujacych PCD
moze stworzy¢ nowe mozliwosci leczenia chorob, ktorych istota tgczy sie z szeroko
pojetymi zaburzeniami cyklu komérkowego. Przy planowaniu ingerencji w te procesy
konieczna bedzie ogromna rozwaga i dalekowzrocznos$¢, albowiem dotyczy ona
uktadu, rozregulowanie ktdrego moze przynie$¢ nieobliczalne nastepstwa.
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KOMUNIKATY

VI Ogolnopolska Konferencja Biologii Komorki

po raz kolejny odbedzie sie w dniach 12-14 wrze$nia 1996 r. w Lublinie.

Program naukowy Konferencji stwarza mozliwo$¢ prezentacji najnowszych osigg-
nie¢ teoretycznych i doswiadczalnych z zakresu biologii komérki w ramach 10 nizej
wymienionych sekcji tematycznych:

VBlony biologiczne

> Patologia komaérki

>e Starzenie sie i Smier¢ komorek

>- Biologia rozwoju

>- Ruch i cytoszkielet- Komunikacja miedzykomérkowa
>e Komorka a Srodowisko

>- Wspoétczesne metody w biologii komarki

>- Morfologiczna analiza iloSciowa

> Varia.

Przewiduje sie 40-minutowe wyktady (po 3 w kazdej sekcji) oraz prezentacje prac
w formie plakatéw - w ramach poszczeg6lnych sekcji.

Zgtoszenie checi uczestnictwa w Konferencji powinno nastgpi¢ przed 31 stycznia
1996 roku (z podaniem tytutu zgtaszanej pracy, trzech stow kluczowych oraz sugestia
sekcji tematycznej).

Obrady Konferencji bedg prowadzone w jezyku polskim.

Wszelkich informacji zwigzanych z Konferencjg udziela

dr hab. K. Trebacz

Zaktad Biofizyki Instytutu Biologii UMCS

20-033 Lublin, ul. Akademicka 19

Fax: (81)375102, tel. 375080

E-mail: TREBACZ BIOTOP. UMCS. LUBLIN. PL



Komunikat Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

Zarzad Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczng
nagrode naukowag, w tym réwniez w roku 1995 i 1996, za wyrdzniajacg sie oryginalng
prace z zakresu biologii komorki, indywidualng lub zespotowg, wykonang wytacznie
w krajowej placowce naukowej, opublikowang w ostatnich dwoch latach w czasopi-
$mie figurujagcym w Current Content.

Wysoko$é nagrody w 1995 i 1996 r. wyniesie 60 NZL

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

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

Regulamin
dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

i 1. Raz w roku przyznawana bedzie jedna nagroda za wyrdzniajacg sie,
oryginalng prace z zakresu biologii komérki, indywidualng lub zespotowa,
wykonang wytagcznie w krajowej placéwce naukowe.

i 2. Praca musi by¢ wydrukowana w czasopi$émie naukowym referowanym
w Current Content.

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

n 4. Preferowane beda prace miodych autorow.

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

i 6. Zgtaszac prace do nagrody moze kazdy.

A 7.Prace nalezy zgtasza¢ do Zarzadu Fundacji ul. Marymoncka 99,

01-813 Warszawa, pokoj 314 do 15 pazdziernika kazdego roku.

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

A 9.Decyzja Komisji ogtaszana bedzie w "Postepach Biologii Komaérki".

A 10. Nagroda wreczana bedzie w czasie jednej z konferencji naukowych z
zakresu hiologii komoérki.



W. Mejbaum-Katzenellebogen’s Seminars in Molecular Biology

3. LIPOSOMES IN BIOLOGY AND MEDICINE
Czerwiec 3-5 1996, Wroclaw-Jarnottéwek, Poland

Celem seminarium jest przedstawienie osiagnie¢ oraz wymiana doswiadczei w
dziedzinie konstrukcji liposomdéw.jak i ich zastosowan praktycznych jako nosnikéw lekéw, a takze
modeli bton biologicznych.

W czasie konferencji poruszane beda m.in. nastepujace zagadnienia:
¢ liposomy, techniki preparacji i zamykania lekéw,

e stabilnos$¢ liposomdw ijej regulowanie,

* liposomy w badaniach bton biologicznych,

e technologia liposomowa, od stotu laboratoryjnego do klinik,

e inne systemy przenoszenia lekow.

Wyktadowcy:

T. M. Allen (University of Alberta): Antibody-targeted liposomes in the treatment of cancer

Y. Barenholz (The Hebrew University) tytut do ustalenia

G. V. Betageri (Auburn University): Factors afecting encapsulation of drugs in liposomes.

J. Bouwstra (Leiden/Amsterdam Center for Drug Research): The skin barrier and the transport of
model drugs through this barrier by means of vesicles.

H. Eibl (Max-Planck-Institut fir Biophysikalische Chemie): Novel synthetic phospholipids and
phospholipid analogs as liosomal carriers and potent drugs in the treatmnt of cancer and of
parasitic infections.

. Fichtner (Max-DElbruck-Center for Molecular Medicine): Preparation and pharmacology of
liposomal anticancer agents.

J. de Gier (University of Utrecht): Comparison of liposomal bilayers with biological mmbranes.

G. Gregoriadis (University of London): Enginering liposomes for drug delivery: progress and
problems.

P. Le Conte (Nantes University): tytut doustalenia.

G. Lopez-Berestein (Unversityof Texas): Nucleic acid-based therapeutic: Implications of lipid
carriers in antisense oligonucleotide and gene delivery.

J. Monkkonen (University of Kuopio): Liposomal targeting and anti-inflammatory effects of
bisphosphonates in macrophages.

N. Oku (Shizuoka University): Basic study and application of functional liposomes.

J. G. Riess (University of Nice): Elaboration and specific properties of fluorinated liposomes and
related supramolecular systems.

G. L. Scherphof (University of Groningen): Effect of lipid composition on in vivo behaviour of
liposomes.

M. Sentjurc (University of Ljubjana): Influence of lipid composition and size on the transport
ofliposomes entrapped substances into the skin.

R. Zeisig (Max-Delbruck-Center for Molecular Medicine): Preparation and properties of sterically
stabilized liposomes made from anti neoplastic alkylphosphocholines.

Koszt uczestnictwa do 1.04.96 wynosi 195 PLN, a po 1.04.96 - 280 PLN/uczestnika

krajowego. Prosimy o zgtoszenia faxem na adres Komitetu Organizacyjnego. Drugi i

finalny komunikat zostanie przestany tylko zarejestrowanym uczestnikom.

LIPOSOMES IN BIOLOGY AND MEDICINE
Zaktad Biochemii Genetycznej Instytutu Biochemii Uniwersytet Wroctawski

Przybyszewskiego 63/77,51-148 Wroctaw
tel/tax +71 252930 e-mail:zubik @ angband.microb.uni.wroc.pl
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przeglagdowe z zakresu najnowszych osiggnieé¢ biologii
komérki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadajg za $cisto$¢ podawanych informacji.
Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i
embriologicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga byé bez zgody redakcji
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autoréw o nadsytanie prac bezposrednio do Redaktoréw odpowiedniej
specjalnosci, ado Redakcjiw Warszawie tylkote artykuty, ktére nie Odpowiadajg zadnej zwymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1) artykuty 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 zatagczniki nalezy przesyta¢ w dwdéch egzemplarzach na adres redakcji w Warszawie badz jednego
z Redaktor6éw (adresy na 2 str. oktadki). Maszynopis powinien by¢ pisany jednostronnie na papierze formatu A4 z
podwojng 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
znakoéw). 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 sg tam zawarte.
W tytule i streszczeniu mozna stosowaé¢Jedynie powszechnie przyjete skréty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy
rozpoczgc od nowej strony.W tekscie nie zamieszczac tabel, schematéw lub rysunkéw, ajedynie zaznaczy¢ otéwkiem
na marginesie ich lokalizacje (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystoéci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i
numerowane rozdzialy oraz podrozdziaty. Od nowej strony nalezy podac spis literatury. Skroty nazw czasopism
podawa¢ nalezy wedtug Index Medicus (listy czasopism publikowane sg 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 Nucleohisténes. 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
btyszczacym papierze. Wymiary poszczegdlnych rysunkéw, schematéw i fotografii nie mogg przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zataczniki sa zapozyczone z innych Zrédet, nalezy poda¢, skad zostaty zaczerpniete i
dotgczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materialy te zamieszcza sie w niezmienionej formie.
W szystkie zatgczniki muszg 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 zaméwic odbitki odptatnie.

Redakcja prosi o propozycje do 5 os6b (nazwisko, imie, adres, fax), ktére bytyby odpowiednimi recenzentami
maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, anijego wspétpracownikami.
Redakcja prosi takze gtéwnego Autora o dotaczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

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

tabel irycin. tak nie wystana do innej redakc;ji. tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptujg pracg, tak nie Dotgczono kopie pracy na dyskietce z podaniem nazwy

Jest zgoda o0s6b, ktérych informacje niepubli- pliku i uzytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie

kowane sg zamieszczone w tek$cie artykututak nie Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zal. maszyn, tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w "Postgepach Biologii Komorki* przechodzi na wlasnoé¢ reda-
kcji ijego reprodukcja wymaga zgody redakc;ji. podpis
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