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W tym zeszycie • Postępów Biologii Komórki •

Aneksyny tworzą rodzinę cytoplazmatycznych białek wiążących się z aniono
wymi fosfolipidami w obecności mikromolowych stężeń Ca++. W komórce 
aneksyny występują w formie rozpuszczalnej i związanej z błonami. Ich 
biologiczne funkcje są intensywnie badane w wielu laboratoriach (s. 151).

Cytogenetyczne podtypy przewlekłej białaczki szpikowej (CML) omówiono w 
artykule na stronie 169 i 183. Przewlekła białaczka szpikowa z obecnym we 
wszystkich komórkach nowotworowych chromosomem Ph powstałym w wyni
ku translokacji t(9;22)(q34;q11) jest określana jako standardowa albo klasycz
na. Od 10 do 25 procent przypadków CML stanowią odmienne jej postacie: Ph 
ujemna, z obecnością chromosomu Ph jedynie w części komórek nowotwo
rowych oraz z chromosomem Ph powstałym w wyniku innej translokacji niż 
standardowa.

Transformacja nowotworowa nabłonka jelita grubego jest uwarunkowana mu
tacjami o charakterze dziedzicznym i somatycznym. W komórkach są groma
dzone mutacje genów przeciwnowotworowych aktywujących protoonkogeny i 
zaangażowanych w naprawę DNA. Mutacje prowadzą do zmiany funkcji 
produktów białkowych tych genów. Artykuł na stronie 279 warto porównać z 
informacjami artykułów PBK nr 20, 1993, s. 311 i nr 21 1994 s.243.

Określenie udziału układu immunologicznego w zwalczaniu chorób nowotwo
rowych jest ważnym problemem w onkologii. Swoiste oddziaływanie limfocy
tów T zależy od konfiguracji receptora limfocytów T (TCR). Limfocyty T 
naciekające nowotwór stanowią nieliczne klony komorek. Przyjmuje się to za 
dowód na selektywny udział limfocytów T w odpowiedzi na nowotwór (s. 197).

W artykule na stronie 221 omówiono cztery główne klasy receptorów powierz
chni komórek. Funkcje innego rodzaju receptora -  receptora elastynowego 
omówiono na stronie 243. Receptor elastynowy bierze udział w powstawaniu 
włókien sprężystych oraz w procesach chemotaksji i migracji komórek zacho
dzących w prawidłowym rozwoju i w procesach patologicznych, takich jak: 
reakcje zapalne, miażdżyca, rozsiew komórek nowotworowych.

Receptory jądrowe hormonu tarczycy, kwasów retinowych i witaminy D3 
omówiono w artkule na stronie 261.

Prawdopodobny udział zjawiska apoptozy i jego zaburzeń w patogenezie 
chorób układu nerwowego został omówiony na stronie 299. Autorzy nawiązują 
do wcześniejszych artykułów w PBK na temat apoptozy (PBK nr 21 1994 s. 
303 i nr 22 1995 s. 247). Warto porównać informacje zawarte w tym artykule 
z informacjami o p53 w artykule na str. 279.
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WSPOMNIENIE POŚMIERTNE 
o Profesorze dr hab. n. med. dr h.c. 
KAZIMIERZU STOJAŁOWSKIM 

(01.10.1903-21.12.1995)
Profesor Kazimierz Stojałowski urodził się w Toruniu w 1903 r. w rodzinie 

robotniczej, jako najstarszy z czworga rodzeństwa. Uczęszczał kolejno: do Szkoły 
Podstawowej na M okrem (1910-1914) i Szkoły Wydziałowej w Toruniu (1914- 
1917). M aturę uzyskał w Gimnazjum M ęskim w Toruniu w 1922 r.

Studia lekarskie odbył w latach 1922-1928 na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu 
Poznańskiego uzyskując dyplom doktora Wszech Nauk 
Lekarskich dnia 16.06.1928 r.

Po dwuletniej pracy w Sanatorium dla Płucno-Cho- 
rych w Kowanówku całe swoje życie związał z anatomią 
patologiczną. Za swego nauczyciela uważał Prof. Lu
dwika Skubiszewskiego.

W  Zakładzie Anatomii Patologicznej w Poznaniu 
pracował na stanowisku adiunkta z przerwą od 1932 r. 
aż do 1947 r. Równolegle w latach 1933-1938 pracował 
jako wolontariusz na Oddziale Wewnętrznym w Szpita
lu Elżbietanek w Poznaniu, uzyskując tytuł specjalisty 
chorób wewnętrznych. Został zweryfikowany w 1952 r. 
jako specjalista II0. W 1935-1937 r. pracował w Pogo
towiu Ratunkowym. W  1938 r. na własny koszt przeby
wał przez 3 miesiące we Francji i Niemczech zapoznając 
się z pracą anatomopatologiczną w Institut du Cancer i w Institut Pasteur w Paryżu, a 
także z ośrodkami anatomii patologicznej w Bordeaux, Tuluzie, Lyonie, Berlinie, 
Dreźnie, M onachium, Lipsku, Tybundze, Stuttgarcie i Frankfurcie nad Renem.

Brał udział w wojnie polsko-bolszewickiej w 1920 r. jako szeregowiec 18 Pułku 
Ułanów Pomorskich i w 1939 r. w obronie Warszawy jako lekarz batalionowy.

W czasie II W ojny Światowej wysiedlony do Gorlic pracował w Ubezpieczalni 
Społecznej, zorganizował i kierował Polskim Komitetem Opiekuńczym w powiatach 
Gorlice i Jasło.
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148 W SPOM NIENIE O PROF. K. STOJAŁOWSKIM

Po wojnie po krótkiej pracy w Toruniu jako naczelny lekarz Ubezpieczalni 
Społecznej powrócił do Poznania. Zorganizował ponownie Zakład Anatomii Patolo
gicznej, aby już w kwietniu 1945 r. rozpocząć pracę dydaktyczną. W lipcu 1945 r. 
habilitował się na podstawie pracy "Morfologiczne badania porównawcze nad rolą 
układu mezenchymalnego, a w szczególności w zapaleniu hiperergicznym i gośćco
wym". Praca ta została nagrodzona w 1947 r. przez Polską Akademię Umiejętności. 
W latach 1945-1947 był delegatem docentów w Radzie W ydziału Lekarskiego 
Uniwersytetu Poznańskiego i Dyrektorem Studium Lekarsko-dentystycznego. W 
latach 1947-1948 jest adiunktem w Zakładzie Medycyny Sądowej. Przez cały powo
jenny okres pobytu w Poznaniu dodatkowo pracuje w redakcji "Nowiny Lekarskie" i 
sekretariacie Poznańskiego Towarzystwa Przyjaciół Nauk.

We wrześniu 1948 r. zostaje powołany do Szczecina jako kierownik Katedry 
Anatomii Patologicznej Pomorskiej Akademii Medycznej z równoczesnym m iano
waniem na profesora nadzwyczajnego. Zakład Anatomii Patologicznej organizuje od 
podstaw, przekształcając go w nowoczesną placówkę naukowo-dydaktyczną i usłu
gową, organizując ukierunkowane pracownie naukowo-dydaktyczne. Powstała pla
cówka m iała już w latach sześćdziesiątych charakter instytutu patologii z mikroskopią 
elektronową, onkologią, cyto- i histochemią, cytobiologią i cytometrią .

Tytuł profesora zwyczajnego Prof. K. Stojałowski otrzymał w 1957 r. Oprócz tego 
w latach 1948-1951 kieruje nieobsadzoną Katedrą Medycyny Sądowej, wykonując 
wszystkie związane z tym stanowiskiem obowiązki. W tym czasie prowadzi również 
wykłady z Patofizjologii. Kierownikiem Zakładu Anatomii Patologicznej pozostawał 
do 1974 r. Był doskonałym wykładowcą, wychowawcą i nauczycielem wielu pokoleń 
młodzieży akademickiej. Po latach powiedział o sobie "...widocznie należę lub nale
żałem do lekarzy dość bystrych, skoro niejedno cenne ziarno wiedzy, które uzupełniło 
moje wiadomości pochodzi od Was i wielu pokoleń moich uczniów".

Umiejętność przekazywania wiedzy i humanistycznych wartości medycyny za
warł w podręczniku "Anatomia patologiczna w zarysie". Znalazło się tam miejsce dla 
historii anatomii patologicznej i wielu pouczających sentencji np. "hic est locus, ubi 
mors gaudet seccurrere vitae". Profesor K. Stojałowski zostawił liczne grono anato
mopatologów. Czterech patologów, samodzielnych pracowników naukowych, któ
rych osiągnięcia naukowe dobrze reprezentują stworzone przez Niego dzieło, a 
warsztat pracy naukowej nadal się rozwija i dominuje w kraju w wielu dziedzinach. 
Zostawił 16 doktorów medycyny, 15 specjalistów II0 w patomorfologii i trudną do 
ustalenia liczbę lekarzy, którzy pracowali w Zakładzie i dzięki pomocy Profesora 
uzyskali stopnie naukowe w innych zakładach i klinikach. Pięciu kolegów klinicystów 
osiągnęło tytuły profesorskie rozpoczynając drogę naukową w Zakładzie Anatomii 
Patologicznej pod opieką Profesora Stojałowskiego.

Naukową szkołę Profesora Stojałowskiego charakteryzowała:
1) aktualność metodyczna,
2) integracja tematyki badawczej,
3) wytyczanie i konsekwentna realizacja kierunków pracy naukowej,
4) użyteczność kliniczna.
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Te cechy widać wyraźnie w pracy Jego uczniów. Profesor napisał 152 publikacje 
naukowe. Ile prac napisali Jego uczniowie tego nie sposób ustalić. Zasadnicza 
problematyka naukowa dotyczyła układu łącznotkankowo-naczyniowego, chorób 
kolagenowych, co w naturalny sposób łączyło Go ze środowiskiem reumatologów.

Poza pracą związaną z kierowaniem katedrą Profesor pełnił szereg ważnych 
funkcji: m.in. od 1948-1973 r. konsultanta regionalnego na województwa: szczeciń
skie, koszalińskie i słupskie. Oryginalną metodą szkolenia i integracji diagnostycznej 
były, organizowane raz w tygodniu, konferencje kliniczno-anatomopatologiczne; 
odbyło się 730 takich konferencji.

Profesor w 1948 r. był współzałożycielem Szczecińskiego Oddziału Polskiego 
Towarzystwa Lekarskiego i jego wieloletnim przewodniczącym. Szczeciński Od
dział Polskiego Towarzystwa Patologów założył w 1954 r. i był jego przewodniczą
cym do 1974 r.

Był współzałożycielem w 1956 r. i wieloletnim prezesem Szczecińskiego Oddziału 
Polskiego Towarzystwa Reumatologów. Z jego inspiracji doszło do otwarcia Oddzia
łu Reumatologicznego w Szpitalu W ojewódzkim i Oddziału Klinicznego Chorób 
Reumatycznych PAM.

Profesor K. Stojałowski -  entuzjasta rozwoju nauki na Pomorzu Zachodnim -  był 
współzałożycielem Szczecińskiego Towarzystwa Naukowego, pełniąc funkcję W ice
prezesa i Prezesa aż do 1982 r. Z tej pozycji działał konsekwentnie na rzecz powstania 
Uniwersytetu Szczecińskiego i był zwolennikiem połączenia Pomorskiej Akademii 
Medycznej z Uniwersytetem, na wzór sprawdzonych przedwojennych wzorów orga
nizacyjnych. Starania zakończyły się połowicznym sukcesem. Powstał Uniwersytet, 
do integracji nie doszło. Powstanie Uniwersytetu jest największą Jego spuścizną 
organizacyjną, jaką pozostawił Szczecinowi.

Profesor Stojałowski był członkiem redakcji wielu czasopism naukowych, wielo
letnim członkiem Rady Naukowej przy Ministrze Zdrowia, Przewodniczącym Rady 
Naukowej Instytutu Reumatologicznego w Warszawie. Profesorowi przyznano hono
rowe członkostwo Polskiego Towarzystwa Lekarskiego, Polskiego Towarzystwa 
Reumatologicznego, Polskiego Towarzystwa Patologów, Polskiego Towarzystwa 
Histochemików i Cytochemików, Szczecińskiego Towarzystwa Naukowego oraz 
Doktorat Honoris Causa Pomorskiej Akademii Medycznej. Zasługi Profesora Stoja- 
łowskiego były oceniane wysoko, nie tylko przez środowiska akademickie ale również 
przez władze szczecińskie i ogólnokrajowe. Świadczą dziś o tym liczne odznaczenia 
i nagrody uczelniane, regionalne, resortowe i państwowe:

>- wpis do księgi zasłużonych Ziemi Szczecińskiej,
>- Medal -  Wielkiej Zasłudze Ziemia Szczecińska,
>- Odznaka Gryfa Pomorskiego 

Złoty Krzyż Zasługi
Krzyż Oficerski Orderu Odrodzenia Polski 

>- Order Sztandaru Pracy I klasy 
Zasłużony Nauczyciel RP.

Profesor K. Stojałowski przyniósł do Szczecina głęboką wiedzę lekarską i huma
nistyczną. Był Twórcą Szczecińskiej Szkoły Patologii. Cechowały go:
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-  niewiarygodna pracowitość
-  doskonała organizacja pracy własnej i podległego zespołu
-  wysokie wymagania w stosunku do siebie i do współpracowników
-  realna ocena sytuacji
-  nieustępliwość w dążeniu do celu
-  odwaga cywilna
-  życzliwość i sprawiedliwość.
Nad trumną Profesora Kazimierza Stojałowskiego obok wielu pożegnalnych słów 

powiedziano:
"Urodzony w Toruniu, wykształcony w Poznaniu, żył i pracował dla Szczecina. Był to 
hetman niezależny, po nim już drugiego takiego nie będzie. Kłaniał się prawdzie nigdy 
okolicznościom. Wiele spraw widział daleko dalej, cechowała Go roztropna troska o 
dobro wspólne. Poświęcić swój czas innym, to wielka ofiara i za to najbardziej dziś 
Panu, Profesorze Stojałowski dziękujemy".

Żegnamy Pana słowami Horacjusza: extinctus amabitur idem, co by można 
przetłumaczyć -  zawsze będziesz kochany.

Prof. dr hab. med. W. Parafiniuk
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ROLA ANEKSYN, BIAŁEK WIĄŻĄCYCH Ca2+ 
I FOSFOLIPIDY W KOMÓRCE -  OD FUZJI BŁON 

BIOLOGICZNYCH DO PRZEKAZYWANIA 
INFORMACJI*

R O L E  O F  A N N E X IN S , C a2+ A N D  P H O S P H O L IP ID -B IN D IN G  
P R O T E IN S , W IT H IN  T H E  C E L L  -  F R O M  F U S IO N  

O F B IO L O G IC A L  M E M B R A N E S  T O  S IG N A L  T R A N S D U C T IO N

Joanna BANDOROW ICZ-PIKUŁA

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego
PAN w Warszawie

Streszczenie: Aneksyny tworzą rodzinę cytoplazmatycznych białek wiążących się z anionowymi fosfo
lipidami w obecności mikromolowych stężeń Ca2+ Masa cząsteczkowa większości aneksyn wynosi 
28^10 kDa, z wyjątkiem aneksyn VII i XI (47-56 kDa) oraz VI (67-76 kDa). Wszystkie aneksyny 
charakteryzuje podobna budowa; ich cząsteczki składają się z rejonu rdzeniowego i domeny N-końcowej 
o różnej długości. W obrębie rejonu rdzeniowego zlokalizowane są miejsca wiązania Ca2+ i fosfolipidów. 
W komórce aneksyny występują w dwóch formach: rozpuszczalnej i związanej z błoną. Ich biologiczna 
funkcja nie jest dokładnie poznana i jest intensywnie badana w wielu laboratoriach. Postuluje się, że 
aneksyny biorą udział w przekazywaniu sygnałów i proliferacji komórki, regulacji transportu pęcherzy
kowego, w fuzji błon w procesach egzo- i endocytozy, w oddziaływaniu cytoszkieletu z błoną komór
kową oraz w homeostazie wapnia. Aneksyny mogą również regulować proces krzepnięcia krwi, 
pośredniczyć w antyzapalnym działaniu glukokortykoidów, brać udział w syntezie DNA, tworzyć w 
błonie kanały wapniowe zależne od potencjału błonowego, a także działać jako enzymy.

Słowa kluczowe: aneksyny, rola w komórce, fosfolipidy anionowe, błony 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.

http://rcin.org.pl



152 J. BANDOROW ICZ-PIKUŁA

core and N-terminal domains. Within the core domain Ca2+and phospholipid-binding sites are localized. 
In the 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 
a role 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 of annexins -  proteins with obvious properties but with an 
unknown purpose.

Michael J. Geisow, 1991 [30]

1. WSTĘP -  ANEKSYNY,
BIAŁKA WIĄŻĄCE WAPŃ I FOSFOLIPIDY

Od momentu o d k u c ia  aneksyn w 1977 r. opisano 13 przedstawicieli tej rodziny 
białek wiążących Ca i fosfolipidy (oznacza się je kolejnymi cyframi rzymskimi). 
Określono pierwszorzędową strukturę aneksyn i poznano sekwencję DNA kodujące
go te białka. Kilka aneksyn skrystalizowano i na podstawie analizy krystalograficznej 
wyjaśniono trzeciorzędową strukturę aneksyn V i I [1,42, 64, 68, 85], Rozwój badań 
nad tą grupą białek doprowadził do ustalenia, że w ich cząsteczce występują miejsca 
wiązania Ca , różniące się budową od domen o strukturze EF-hand w białkach 
S-100, takich jak: kalmodulina, parwalbumina lub troponina C [56, 95]. Wśród 
poznanych aneksyn dziesięć (I—VIII, XI i XIII) występuje w komórkach ssaków i 
innych kręgowców, dwie (IX i X) tylko w komórkach owadów (Drosophila melano- 
gaster) i jedna (XII) jam ochłonów (Hydra vulgaris) [6, 26, 50, 82].

Aneksyny są szeroko rozpowszechnione w organizmach ssaków, gdzie stanowią 
około 1% wszystkich białek w komórce (a w łożysku nawet 2% [69]). W yizolowano 
je z fibroblastów, limfocytów, łożyska, rdzenia nadnerczy, mózgu, płuc, wątroby, 
śledziony, trzustki, nerek, soczewek, mięśni szkieletowych i sercowego oraz komórek 
śródbłonkowych jelita. Białka te występują w formie rozpuszczalnej, lokalizowane są 
jednak przede wszystkim na powierzchni błony komórkowej [87], a także mogą być 
związane z białkami cytoszkieletu [33]. Aneksynę IV wykryto w fibroblastach, w 
formie związanej z błonami siateczki śródplazmatycznej (ER), natomiast aneksyny II 
i VI z błoną komórkową [32]. W organie elektrycznym drętwy aneksyny związane są 
z błoną pęcherzyków synaptycznych, a w komórkach chromochłonnych -  z błoną 
pęcherzyków wydzielniczych [6, 32], Obecność aneksyn II, V i XI stwierdzono 
również w jądrze komórkowym [45, 54, 92], zaś w hepatocytach aneksyna VI może
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Aneksyny: I - V,
V III-X , XII i XIII

jn.cz. 28 - 40 kDa

Rys. 1. Schemat budowy cząsteczek aneksyn: w postaci walców przedstawiono powtarzające się domeny 
wiążące Ca i fosfolipidy w cząsteczkach białek oraz pokazano różnice w długości rejonu N-końcowego

[56, 68, 82]

być również związana z wewnętrzną błoną mitochondrialną [66]. Ze względu na masę 
cząsteczkową aneksyny dzieli się na trzy grupy: białka o m. cz. 28-40  kDa (aneksyny 
I V, V III-X  i X II-XIII), 47-56  kDa (aneksyny VII i XI) i 67-76 kDa (aneksyna VI). 
Porównanie sekwencji aminokwasowych tych białek pozwoliło na ustalenie, że 
aneksyny zbudowane są z powtarzających się domen, złożonych z 70-72  reszt 
aminokwasowych. Każda z domen zawiera zachowaną ewolucyjnie sekwencję, tzw. 
endonexin lub annexin fold: K-G-h-G-T-D-E-x-x-L-I-p-I-L-A-p-R, gdzie h oznacza 
hydrofobowy, x, dowolny^zaś p, polarny aminokwas [31]. Sekwencja ta odpowie
dzialna jest za wiązanie Ca i cząsteczek fosfolipidów, przede wszystkim fosfatydy- 
loseryny (PS) i kwasu fosfatydowego (PA). Cząsteczki aneksyn I V i V II-X III 
składają się z czterech takich domen, natomiast aneksyny VI z ośmiu domen (rys. 1). 
Rejon N-końcowy cząsteczki ma zróżnicowaną długość i odpowiada prawdopodob
nie za regulację aktywności biologicznej aneksyn [6, 16, 56, 57, 68].

Aneksyny: VII i XI 
m.cz. 47 - 56 kDa

N

Aneksyna VI 

m.cz. 67 - 76 kDa
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2. UDZIAŁ ANEKSYN W HOMEOSTAZIE Ca2+, 
PRZEKAZYWANIU INFORMACJI 

ORAZ W PROLIFERACJI I RÓŻNICOWANIU KOMÓREK

2.1. ANEKSYNY A HOMEOSTAZA WAPNIA W KOMÓRCE

W apń w formie zjonizowanej jest ważnym wewnątrzkomórkowym przekaźnikiem 
informacji, od komórek bakterii do wyspecjalizowanych komórek nerwowych mózgu 
człowieka. Jego poziom w cytoplazmie, utrzymywany w zakresie stężeń submikro- 
molowych, podlega ścisłej kontroli i regulacji. Podwyższenie stężenia kationu prowa
dzi do śmierci komórki [15, 88]. Działanie wapnia w komórce, biorąc pod uwagę 
szybkość dyfuzji kationu i stężenie białek wiążących Ca2+ w cytoplazmie (300 fiM) 
[3], jest przestrzennie bardzo ograniczone. Szacuje się, że jony wapnia po wniknięciu 
do komórki migrują na odległość 100-500 nm, w czasie nie dłuższym niż 50 m ikro
sekund, aż napotkają cząsteczkę białka wiążącego wapń [3, 15]. Białka te klasyfiko
wane są jako regulatorowe i buforujące. Białka regulatorowe, jak  kalmodulina, wiążąc 
Ca2+ z wysokim powinowactwem, zmieniają swoją konformację i zdolne są do 
modulacji aktywności białek efektorowych: enzymów i białek kanałowych. Białka 
buforujące, jak  kalsekwestryna lub kalretikulina, wiążą Ca z niskim powinowac
twem, ale z dużą wydajnością, np. w sytuacji gdy stężenie kationu wzrasta w 
cytoplazmie lub wewnątrz organelli [5, 39, 53]. Aneksyny stanowią przykład m akro
cząsteczek o właściwościach stawiających je pomiędzy białkami regulatorowymi a 
buforującymi. Powinowactwo do Ca + zbliża aneksyny do białek bufomjących, zaś 
różnorodność funkcjonalna do białek regulatorowych [50, 68, 85],

Analiza właściwości aneksyn IV, V i VII pozwoliła na stwierdzenie, że po zw ią
zaniu C a2+ białka te tworzą w dwuwarstwie lipidowej kanały wapniowe zależne od 
potencjału błonowego (rys. 2) [65, 71, 72]. Kanały utworzone przez aneksynę VII nie 
są wrażliwe na Co2 , Cd2+, a także nifedypinę, związek blokujący aktywność typo
wych kanałów wapniowych. Selektywność wobec Ca + także nie jes t^ e łn a . Przez 
kanał utworzony np. przez aneksynę IV transportowane są również Ba , Sr , Cs , 
Li+ i N a+ [72]. Dodać należy, że w cząsteczkach aneksyn brak jest rejonów homolo
gicznych do znanych białek tworzących kanały [10, 14, 19]. Oprócz zdolności do 
tworzenia kanałów wapniowych, Diaz Muńoz i wsp. [21 ̂  zaobserwowali, że aneksyna 
VI modyfikuje aktywność kanałów uwalniających Ca z błon siateczki sarkopla- 
zmatycznej (SR). M odyfikacja polega na zwiększeniu prawdopodobieństwa i czasu 
otwarcia tych kanałów. Stosując metody immunocytochemiczne stwierdzono, że 
aneksyna VI występuje w formie związanej z błonami SR i błonami innych organelli 
biorących udział w regulacji poziomu Ca + w komórkach mięśniowych i niemięśnio- 
wych [37, 38], Dodatkowo, Rainteau i wsp. [66] odkryli aneksynę VI związaną z 
wewnętrzną błoną mitochondriów wątroby, gdzie jest jedynym  znanym białkiem 
wiążącym wapń. M itochondria odznaczają się wysoką pojemnością w stosunku do 
Ca +, porównywalną z pojemnością cystern ER [52]. Przypuszcza się, że oligomery 
aneksyn mogłyby odgrywać rolę w tworzeniu kanałów wapniowych w błonie mito-
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chondrialnej, a więc w transporcie Ca2+ 
pom iędzy przestrzenią perimitochon- 
drialną a m acierzą [66].

2.2. ANEKSYNY 
A PRZEKAZYWANIE 

INFORMACJI W KOMÓRCE
Fosfolipidy inozytolowe błony ko

m órkowej są prekursoram i wtórnych 
przekaźników  inform acji: 1,2-diacy- 
logliceroli, polifosfoinozytoli (także cy- 
k l ic z n y c h )  i p o c h o d n y c h  k w a su  
arachidonowego, powstających w ko
m órce po stymulacji przez hormony i 
neurotransmitery [7 ,17,63]. Enzymem, 
który reguluje w ew nątrzkom órkow e 
stężenie cyklicznych fosforanów inozy
tolu, jest m. in. 2-fosfohydrolaza 1,2-cy- 
klicznego fosforanu inozytolu (rys. 3). 
Ross i wsp. [74] wykazali, że sekwencja 
am inokwasowa enzymu jest identyczna 
z sekwencją aneksyny III, a jego aktyw
ność jest stymulowana przez te same 
anionowe fosfolipidy, z którymi wiąże 
się aneksyna. Badacze ci sugerują, że- 
także inne aneksyny mogłyby być enzy
m am i b iorącym i udział w regulacji 
stężenia cząsteczek przekaźnikowych w 
komórkach po ich aktywacji [74],

2.3. ANEKSYNY W JĄDRZE 
KOMÓRKOWYM

Rys. 2. Aneksyny jako kanały wapniowe i ich udział 
w homeostazie wapnia w komórce mięśnia poprze
cznie prążkowanego: ze względu na zdolność do 
tworzenia przez aneksyny kanałów wapniowych po
stuluje się, że mogłyby one pełnić rolę w uwalnianiu 
Ca2+ z mitochondriów i innych przedziałów komór
kowych. Stwierdzono również, że aneksyny mogą 
modulować wypływ Ca2+ z cystern siateczki sarko- 
plazmatycznej (SR); CRT -kalretikulina, CS -  kal- 
sekwestryna, DHPR -  receptor dihydropirydyny, 
PMCA -  Ca +-ATPaza z błony komórkowej, RyR -  
receptor rianodynowy, SERCA -  Ca2+-ATPaza z 
błon SR, VDCA -  kanał wapniowy zależny od po
tencjału błonowego (opracowano na podstawie prac 

[15, 19,53,64, 85, 88])W  komórkach normalnych i transfor
mowanych trzustki i wątroby aneksyna 
II występuje w dwóch formach: jako
heterotetram er związana jest z błoną komórkową, podczas gdy w cytoplazmie prze
waża monomeryczna aneksyna II. W jądrze wraz z kinazą 3-fosfoglicerolu tworzy 
białkowy kompleks rozpoznający starter. Kompleks ten stymuluje aktywność polime- 
razy DNA a  [49, 92]. Dodatkowo Sun i wsp. [84] wykazali, że aneksyna V w 
fibroblastach i komórkach nabłonkowych jest zlokalizowana w jąderku, miejscu 
syntezy rybosomalnego RNA, co mogłoby sugerować udział tego białka w organizo
waniu się i transporcie rybosomów. Boyko i wsp. [8] stwierdzili, że aneksyna
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(Sygnał spoza komórki^

Rys. 3. Udział aneksyn w cyklu fosfatydyloinozytolu i wytwarzaniu przekaźników drugiego rzędu, 
polifosfoinozytoli i ich cyklicznych odpowiedników: w wyniku działania specyficznej w stosunku do 
fosfatydyloinozytolu fosfolipazy Ci (PLCi) powstają fosfatydyloinozytolo-4-fosforan (PIP) i fosfastydy- 
loinozytolo-4,5-bisfosforan (PIP2); wymienione związki ulegają przekształceniu do cyklicznych i nie
cyklicznych form polifosfoinozytoli, m. in. 1,2-cyklicznego fosforanu inozytolu; Ross i wsp. [74] 
wykazali, że aneksyna III (zaznaczona na rysunku pogrubioną strzałkąjjest identyczna z 2-fosfohydrolazą 
1,2-cyklicznego fosforanu inozytolu, która katalizuje reakcję rozszczepienia wiązania cyklicznego w 
cząsteczce wymienionego związku, w wyniku czego powstaje inozytolo-4-fosforan; DAG -  diacylogli- 
cerol, Ins (1,4,5)P3 -  inozytolo-l,4,5-trisfosforan, cIns(l,2)P2 -  1,2-cykliczny fosforan inozytolu, 
Ins(4)P -  inozytolo-4-fosforan, PKC -  białkowa kinaza C (opracowano na podstawie [7, 17, 22, 63, 86,

90,91])

II wiąże się z kwasami nukleinowymi i mogłaby pełnić rolę w replikacji DNA i 
przekazywaniu sygnału mitogenicznego.

Z 4. ANEKSYNY JAKO PRZEKAŹNIKI SYGNAŁU MITOGENICZNEGO
Aneksyny biorą prawdopodobnie udział w regulacji wzrostu i transformacji kom ó

rek, działając jako wewnątrzkomórkowy pośrednik dla czynników wzrostu [6, 68]. 
Do wysunięcia takiego przypuszczenia skłoniły badaczy obserwacje, że aneksyny są 
substratami różnych kinaz białkowych. Aneksyna I jest np. jednym  z głównych 
komórkowych substratów białkowej kinazy tyrozynowej receptora naskórkowego 
czynnika wzrostu (EGF), zaś aneksyna II białkowej kinazy tyrozynowej kodowanej 
przez onkogen retrowirusa mięsaka Rousa [6, 55, 61]. W proliferujących ludzkich 
fibroblastach poziom aneksyny I ulega podwyższeniu, a aneksyny V obniżeniu [781. 
W ykazano również, że fosforylacja aneksyny I zwiększa jej powinowactwo do Ca + 
i wrażliwość na proteolizę [77], Niektórzy autorzy sugerują, że w wyniku stymulacji 
komórek EGF i krótkotrwałego wzrostu stężenia Ca + aneksyna I wiąże się z błoną 
komórkową, gdzie ulega fosforylacji. Proteoliza aneksyny mogłaby być odpowie
dzialna za inaktywację ufosforylowanego białka [77]. Fosforylację aneksyny I przez 
kinazę receptora EGF charakteryzuje in vitro bardzo wysokie powinowactwo enzymu

http://rcin.org.pl



FUNKCJA ANEK SYN W KOMÓRCE 157

do substratu. Poziom fosforylacji białka w kulturze diploidalnych fibroblastów zm ie
nia się od <1% w komórkach spoczynkowych do 25% w komórkach po stymulacji 
EGF. W ten sposób aneksyna I mogłaby być włączana w szlaki wewnątrzkomórkowe
go przekazywania sygnałów mitogenicznych [78].

2.5. ANEKSYNY I BIAŁKOWA KINAZA C (PKC)
Schlaepfer i wsp. [79] wykazali, że aneksyna V jest specyficznym inhibitorem 

PKC, w przypadku kiedy substratem kinazy jest aneksyna I. Jednocześnie aneksyna 
V nie wpływa na fosforylację aneksyny I przez kinazę tyrozynową receptora EGF. 
Przypuszcza się, że za hamowanie aktywności PKC odpowiada bezpośrednie oddzia
ływanie cząsteczek aneksyny i kinazy. Raynal i wsp. [67] stwierdzili jednak, że 
podwyższenie stężenia PS znosi hamujący efekt aneksyny V, co przemawiałoby za 
koncepcją regulacji pośredniej.

2.6. ANEKSYNY JAKO SUBSTRATY TRANSGLUTAMINAZY
Transglutaminaza jest enzymem katalizującym reakcję przeniesienia grupy acylo- 

wej z reszty kwasu glutaminowego na grupę (£-aminową lizyny, co prowadzi w 
konsekwencji do sieciowania białek w komórce. Enzym ten bierze udział w różnych 
procesach zależnych od stężenia Ca , m.in. w endocytozie receptorowej i wydziela
niu hormonów, jak również w transformacji komórkowej i różnicowaniu. Niewiele 
dotąd wiadomo jest o endogennych substratach enzymu. Ando i wsp. [4] sugerowali, 
że w linii ludzkich naskórkowych komórek nowotworowych A431 substraktem 
transglutaminazy je^ t aneksyna I. W wyniku pobudzenia komórek A431 EGF i 
wzrostu stężenia Ca następuje translokacja aneksyny I do błony komórkowej, gdzie 
białko wiąże się z fosfolipidami. Następnie, w wyniku działania transglutaminazy 
N-końcowa domena białka ulega sieciowaniu i powstają dimery aneksyny [4]. Dimery 
aneksyny I zaobserwowano także w ludzkim łożysku i keratynocytach [62].

3. ANEKSYNY W TRANSPORCIE PĘCHERZYKOWYM
I W FUZJI BŁON

3.1. ŁĄCZNIKI POMIĘDZY CYTOSZKIELETEM 
A BŁONĄ KOMÓRKOWĄ

Aneksyny in vitro wiążą się w sposób zależny od stężenia Ca2+ z F-aktyną, 
spektryną i odpowiednikami tego białka występującymi w komórkach nieerytrocytar- 
nych i w mózgu, czyli fodryną i kalspektyną [68, 93], Spektryną i aktyna są ważnymi 
elementami szkieletu podbłonowego w erytrocytach, gdzie pełnią rolę m.in. w regu
lacji ruchliwości i rozmieszczenia białek integralnych błony, są odpowiedzialne za 
właściwości mechaniczne błony erytrocytarnej oraz biorą udział w utrzymywaniu 
asymetrycznego rozmieszczenia fosfolipidów [81, 96]. Stan filamentów aktynowych
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kontrolują białka wiążące aktynę, określające poziom polimeryzacji jej cząsteczek i 
oddziaływania pomiędzy filamentami a błoną komórkową. Większość tych białek jest 
wrażliwa na zmiany stężenia Ca2+, które odgrywają również ważną rolę w regulacji 
ruchu komórki, sekrecji i adhezji. Wyniki doświadczeń Ikebuchi i W aismana [43] 
dowodzą, że heterotetramer aneksyny II (p362/p l 12) wiąże się z F-aktyną z wysokim 
powinowactwem i może regulować tworzenie wiązek filamentów aktynowych w 
obecności 5-10  pM  Ca2+. W cząsteczce aneksyny II stwierdzono obecność 9-ami- 
nokwasowej sekwencji podobnej do sekwencji miejsca wiążącego aktynę w cząste
czce miozyny [47]. Badania im munofluorescencyjne, potwierdzające podobne 
rozmieszczenie aneksyn i białek cytoszkieletu w różnych typach komórek, mogą 
przemawiać za koncepcją, że in vivo białka te oddziałują ze sobą [33, 41]. 
Lokalizacja aneksyn pod błoną komórkową dodatkowo sugeruje, że aneksyny mogły
by funkcjonować jako łączniki elementów cytoszkieletu z plazmalemmą [32],

3.2. ANEKSYNY A EGZO- I ENDOCYTOZA
Podczas egzocytozy w wyspecjalizowanych komórkach błona pęcherzyków wy- 

dzielniczych zlewa się z błoną komórkową w drodze fuzji (rys. 4).
Proces ten jest indukowany przez wzrost stężenia Ca w cytoplazmie i dodatkowo 

modulowany przez różne czynniki wewnątrzkomórkowe [94]. Ze względu na zdol
ność aneksyn do oddziaływania z błoną komórkową w zależności od stężenia Ca , 
wydaje się, że białka te mogłyby odgrywać rolę pośredników w egzocytozie [2, 11, 
12, 16, 35,]. Stwierdzono, że wiele aneksyn wywołuje agregację i fuzję liposomów, 
jak  również pęcherzyków wydzielniczych w komórkach chromochłonnych [2, 23, 
60]. Jones i wsp. [46] wysunęli przypuszczenie, że aneksyna VI mogłaby powodować 
wypieranie jonów  wapnia z przestrzeni pomiędzy błoną komórkową a ziarnami 
wydzielniczymi, co prowadziłoby do uwolnienia zawartości ziaren na zewnątrz 
komórki.

Badaniem immunocytochemicznym wykazano, że w komórkach chromochłon
nych po stymulacji błona komórkowa i błona ziaren wydzielniczych połączone są 
strukturami zawierającymi aneksynę II [58,80]. Po stymulacji komórek chromochłon
nych acetylocholiną również zaobserwowano powstawanie podobnych połączeń, co 
sugeruje, że aneksyna II może brać udział w zakotwiczaniu pęcherzyków wydzielni
czych na wstępnym etapie fuzji błon [58]. Sarafian i wsp. [76] stwierdzili dodatkowo, 
że tylko ufosforylowane białko wykazuje aktywność w procesie egzocytozy. Aby 
wyjaśnić mechanizm powstawania wspomnianych połączeń pomiędzy błonami, za
stosowano przeciwciała monoklonalne przeciw aneksynie I -  białku, które także 
wywołuje agregację pęcherzyków wydzielniczych. Stwierdzono, że w cząsteczce 
aneksyny I tylko pierwsza domena wiążąca Ca odpowiedzialna jest za agregację 
błon [25, 40]. Aneksyny mogą również odgrywać istotną rolę w transporcie pęche
rzykowym i fuzji błon w endocytozie (rys. 5). Endocytoza polega na internalizacji 
makrocząsteczek i często przebiega pod kontrolą receptorów błonowych. Jest to ciąg 
wydarzeń zapoczątkowany przez związanie ligandu z białkiem receptorowym i gru
powanie tych białek. W trakcie grupowania receptorów, które zachodzi w wyspecjali-
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Rys. 4. Udział aneksyn w egzocytozie -  aneksyny są szczególnie aktywne w tworzeniu połączeń 
pomiędzy pęcherzykami wydzielniczymi a błoną komórkową, a także w fuzji błon biologicznych [16, 

58, 80]: 1 -  pęcherzyk wydzielniczy, 2 -  cząsteczki aneksyn, 3 -  mikrofilamenty aktynowe

zowanych wgłębieniach błony komórkowej, na cytoplazmatycznej stronie błony pod 
dołkami tymi organizuje się siatka klatrynowa. W wyniku tego procesu dołka rośnie. 
Powstają pęcherzyki opłaszczone klatryną. Po oderwaniu od błony tracą opłaszczenie 
i przekształcają we "wczesne" endosomy. Te zaś w wyniku wzajemnej fuzji, tworzą 
endosomy "dojrzałe" [12, 34, 35, 70]. Badacze zajmujący się endocytozą przypusz
czają, że aneksyny są aktywne na dwóch etapach tego procesu: w czasie odpączko- 
wywania pęcherzyków od błony komórkowej i w fuzji endosomów [12, 35]. Lin i 
wsp. [51] wykazali, że aneksyna VI bierze udział w procesie odpączkowywania, 
spełniając rolę nożyc odcinających pęcherzyk od plazmalemmy. Mechanizm procesu 
nie jest jednak jasny. Badacze sądzą, że polega on na specyficznym oddziaływaniu 
aneksyny z określonymi fosfolipidami. Być może powstawanie trimerów aneksyny 
VI na powierzchni błony mogłoby, na zasadzie mechanicznego zaciągania pętli, 
wywierać nacisk na błonę, która ulegałaby pęknięciu. W przeciwieństwie do opisa
nych obserwacji, Smythe i wsp. [83] nie stwierdzili w komórkach A431 z wprow a
dzonym  genem aneksyny VI różnic w kinetyce procesu endocytozy i obiegu 
receptorów transferyny, w porównaniu z komórkami normalnymi, pozbawionymi 
aneksyny VI. Mimo tej sprzeczności faktem jest, że białko to zidentyfikowano we 
frakcji endosomów wyizolowanych z hepatocytów [44],

Coraz częściej publikowane są wyniki obserwacji świadczące o udziale heterodi- 
meru aneksyny II w fuzji i w transporcie endosomów, np. w komórkach M DCK [36]. 
W ykazano, że po zwiększeniu przepuszczalności błony komórki tracą wiele czynni
ków cytoplazmatycznych związanych z regulacją fuzji błon, m.in. aneksynę II. 
Inkubacja takich komórek z aneksyną II przywracała im zdolność do sekrecji i 
odwrotnie, zdolność tę komórki traciły w obecności przeciwciał przeciw aneksynie
[24],

W cytoplazmie komórek ziarnistych (pneumocyty typu II) wyścielających pęche

http://rcin.org.pl



160 J. BANDOROW ICZ-PIKUŁA

Rys. 5. Rola aneksyn w endocytozie -  aneksyny uczestniczą prawdopodobnie w odpączkowywaniu i w 
agregacji pęcherzyków [36], i w fuzji "wczesnych" endosomów [12, 13, 24]: 1 -  zgrupowanie białek 
receptorowych, 2 -  dołek opłaszczony (ang. coated pit), 3 -  pęcherzyk opłaszczony klatryną, 4 -  
"wczesne" endosomy, 5 -  endosom, CURL (ang. compartment o f uncupling receptor and Ugand), 6 -  

cząsteczki aneksyn, 7 -  filamenty aktynowe

rzyki płucne, obecne są wielopęcherzykowe ciała, w których m agazynowane są 
związki powierzchniowo czynne. Większość tych związków to lipidy (80%), głównie 
dipalmitylofosfatydylocholina, a także białka (10%). Lipidy wydzielane na zewnątrz 
komórki, tworzą monowarstwę na granicy powietrze/woda, dzięki której napięcie 
powierzchniowe ulega obniżeniu, co zapobiega zapadaniu się pęcherzyków w czasie 
oddychania. Okazało się, że z cytoplazmy pneumocytów typu II można wyizolować 
białka wiążące fosfolipidy. Jednym z nich jest aneksyna I, która odgrywając rolę w 
fuzji pęcherzyków ułatwia tworzenie struktur magazynujących fosfolipidy [89].

4. ODDZIAŁYWANIE ANEKSYN Z ANIONOWYMI FOSFOLIPIDAMI

4.1. ANEKSYNY A REGULACJA PROCESÓW ZAPALNYCH
Prostaglandyny i leukotrieny, pochodne kwasu arachidonowego, których poziom 

wzrasta po aktywacji komórek, stymulują procesy zapalne w organizmie [68, 73].
Kwas arachidonowy uwalniany jest z cząsteczek fosfolipidów błonowych w reakcj i 

hydrolizy katalizowanej przez fosfolipazy A2 (PLA2). Ponieważ stwierdzono, że in 
vitro aneksyny I-V I hamują akty wność enzymu [9,55], wysunięto hipotezę, że in vivo 
mogłyby one odgrywać kluczową rolę w regulacji procesów zapalnych (rys. 6).
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Rys. 6. Rola aneksyn w procesach zapalnych: hipotetyczny udział .aneksyn w hamowaniu aktywności 
fosfolipazy A2 (PLA2) i wytwarzaniu wolnego kwasu arachidonowego (20:4), prekursora prostacyklin, 
prostaglandyn, tromboksanów i leukotrienów(szczegółowe wyjaśnienia w tekście, opracowano na

podstawie prac [20, 55, 73])

Najlepiej udokumentowane obserwacje opublikowano w przypadku aneksyny I, która 
hamuje uwalnianie kwasów tłuszczowych z cząsteczek fosfolipidów błon neutrofili, 
makrofagów i E. coli [18]. Proponowano różne mechanizmy hamowania aktywności 
fosfolipaz przez aneksyny, m.in. przez wiązanie aneksyny z cząsteczkami PLA0 [48, 
55]. W ielu badaczy uważa jednak, że hamowanie aktywności PLA2 wynika z wyczer
pania lub zablokowania substratu enzymu (anionowych fosfolipidów) [55]. Traktując 
błonę E. coli jako źródło substratu dla fosfolipazy wykazano, że istotnie aneksyna 
hamuje aktywność PLA2 poprzez wiązanie z fosfolipidami. Dodatkowo stwierdzono, 
że aneksyny, jeśli inkubowano je z PS, nie hamowały aktywności fosfolipazy [55], 
Jeszcze inny model inaktywacji enzymu przez aneksyny powstał przez analogię do 
działania m ellityny. Peptyd ten wywołuje zmiany w strukturze błony komórkowej, w 
wyniku czego cząsteczki fosfolipidów stają się bardziej dostępne dla fosfolipazy. Być 
może aneksyny w taki sposób zmnieniają strukturę błony komórkowej, że wręcz 
przeciwnie lipidy nie ulegają hydrolizie [59].

4.2. ANEKSYNY HAMUJĄ KRZEPNIĘCIE KRWI
Proces krzepnięcia krwi składa się z szeregu reakcji, w tym enzymatycznych 

zachodzących w osoczu, we współdziałaniu z czynnikami uwolnionymi z nabłonka 
wyścielającego naczynia, płytek krwi i erytrocytów. Jednym z końcowych etapów jest 
powstawanie enzymu proteolitycznego, trombiny, który katalizuje reakcję hydrolizy 
rozpuszczalnego białka osocza, fibrynogenu do fibryny. W wyniku polimeryzacji 
tego białka dochodzi do utworzenia skrzepu. Tworzenie trombiny jest uzależnione od 
obecności w błonie płytek krwi PS, wiązania z błoną czynników krzepnięcia krwi: 
Xa, V ila, Va i II, a także obecności Ca2+ [98]. Stwierdzono, że aneksyny II-V I mogą 
działać jako czynniki antykrzepliwe (rys. 7). Wiążąc się z fosfolipidami, blokują
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Rys. 7. Rola aneksyn w procesie krzepnięcia krwi: aneksyny, przez oddziaływanie z obdarzonymi 
ładunkiem ujemnym cząsteczkami fosfatydyloseryny w błonie, mogłyby zapobiegać tworzeniu się 
kompleksu czynników krzepnięcia Vila z X, hamować przekształcanie czynnika X w Xa, aktywację 
trombiny i w końcu przekształcanie fibrynogenu w fibrynę, fibryna bierze zaś udział w wytwarzaniu

skrzepu [27,73, 98]

oddziaływanie czynników krzepnięcia krwi z powierzchnią błony komórkowej płytek 
krwi, co hamuje przekształcanie protrombiny w trombinę [68, 73].

5. UWAGI KOŃCOWE

Jedno na pięćdziesiąt wśród ponad 5000 białek przeciętnej komórki ssaków stano
wi aneksyna. Tylko niewiele innych białek, m.in. aktyna (10-20% ) czy miozyna 
(0,3-35% ), może pod tym względem równać się z aneksynami [17]. Fakt ten musi 
mieć swoje implikacje funkcjonalne. W przypadku aneksyn cechą tych białek stano
wiącą o ich funkcjonalnej jedności jest zdolność do przechodzenia od formy rozpu
szczalnej do formy związanej z błoną komórkową i błonami organelli wewnątrz
kom órkowych, w wyniku zmiany stężenia Ca +. W stanie spoczynku stężenie Ca 
w kom órce wynosi 50-100 nM i może wzrosnąć po jej pobudzeniu do 1-10 pM  [29]. 
Rodzi się zatem pytanie, czy jeśli po pobudzeniu komórki i wzroście stężenia Ca“ , 
m imo wszystko większość miejsc wiążących w cząsteczce białka nie będzie zajęte 
przez C a2+ [85] i aneksyny pozostaną w formie rozpuszczalnej, są one aktywne nadal 
biologicznie? W przypadku kalmoduliny wiązanie Ca + w warunkach fizjologicznych 
jest czynnikiem  wyzwalającym jej aktywność biologiczną [29], ze względu na wyso
kie powinowactwo tego białka do kationu. W przypadku aneksyn cecha ta nie jest 
prawdopodobnie najważniejsza. Jeśli szukać porównań, to raczej do takich białek jak 
izoformy białkowej kinazy C czy fosfolipaza A2, które wiążą się z błonami w sposób 
zależny od stężenia Ca2+, co pozwala na wyrażenie właściwej tym enzymom, specy
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ficznej funkcji [20]. Jaki jest mechanizm działania aneksyn i jakie funkcje pełnią w
komórce, rozstrzygną dopiero przyszłe badania.
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CYTOGENETYKA PRZEWLEKŁEJ BIAŁACZKI 
SZPIKOWEJ. I. PRZEWLEKŁA BIAŁACZKA 

SZPIKOWA Ph-DODATNIA [Ph(+) CML]

C Y T O G E N E T IC S  O F  C H R O N IC  M Y E L O ID  L E U K E M IA  
I. P h -P O S IT IV E  C H R O N IC  M Y E L O ID  L E U K E M IA  [Ph(+) C M L]

Olga HAUS 

Zakład Genetyki AM we Wrocławiu

Streszczenie. Chromosom Filadelfia (Ph), powstały w wyniku translokacji t(9;22)(q34;ql 1), jest pier
wotną aberracją chromosomową w przewlekłej białaczce szpikowej. t(9;22)(q34;ql 1) powoduje fuzję 
zlokalizowanego na chromosomie 9 genu abl z genem ber zlokalizowanym na 22. W zależności od 
punktów złamań w ber gen ber/abl ma różną długość, różne są jego transkrypty oraz produkty białkowe; 
p210 -  występujący głównie w przewlekłej białaczce szpikowej oraz p 190 -  głównie w ostrych 
białaczkach Ph(+). bcr/abl zwiększa proliferację, hamuje apoptozę oraz stymuluje autokrynne wydzie
lanie czynników wzrostu przez komórki białaczkowe. t(9;22)(q34;q 11) powstaje albo jako jedna z wielu 
translokacji w leukemogenezie i ulega następnie pozytywnej selekcji środowiskowej, albo nieprzypad
kowo -  jej powstaniu sprzyjałaby bliskość DNA chromosomów 9 i 22 w interfazie oraz homologia 
sekwencji DNA w pobliżu miejsc złamań ber i abl. Lokalizację punktów złamań ber próbuje się powiązać 
z lepszym lub gorszym rokowaniem w chorobie.

Słowa kluczowe: przewlekła białaczka szpikowa, cytogenetyka, chromosom Ph, translokacja t(9;22), 
fuzja bcr/abl, leukemogeneza.

Summary. Philadelphia chromosome (Ph), resulting from a translocation t(9;22)(q34;ql 1), is a primary 
chromosome aberration in chronic myeloid leukemia. t(9;22)(q34;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 p i90 -  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 układu krwiotwórczego zapoczątkowali w 
1960 r. Noweli i Hungerford, stwierdzając w leukocytach chorego na przewlekłą 
białaczkę szpikową (CML -  chronic myeloid leukemia) obecność małego metacen- 
trycznego chromosomu powstałego w wyniku delecji części długich ramion chrom o
somu grupy G [63]. Od nazwy miasta, w którym został po raz pierwszy opisany, 
nazwano go chromosomem Filadelfia (Ph). W 1973 r. wykazano, że chromosom Ph 
powstaje w wyniku zrównoważonej translokacji wzajemnej między chromosomami 
9 i 22: t(9;22)(q34;ql 1) [77] (rys. 1). Dzięki technikom prążkowym o wysokiej 
rozdzielczości uściślono lokalizację punktów złamań: 9q34.1 i 2 2 q ll.2  [67], zaś 
badania molekularne w pełni udowodniły, że translokacja między chromosomami 9 i 
22 jest translokacją wzajemną, tzn. duży fragment ramion długich chromosomu 22 
zostaje przeniesiony na długie ramiona 9 na wymianę z niewielkim ich fragmentem 
ledwie widocznym w badaniach cytogenetycznych [25].

1. CHROMOSOM Ph JAKO CYTOGENETYCZNY
MARKER CML

Chrom osom  Ph, powszechnie uznawany za marker CML, jest w niej pierwotną 
aberracją chromosomową. Jego obecność w kariotypie komórek białaczkowych 
stwierdza się w większości przypadków od momentu rozpoznania [32]. W yniki badań 
ofiar wybuchów atomowych w Hiroszimie i Nagasaki, u których rozwinęła się CML, 
oraz badań kinetyki cyklu komórkowego w CML wskazują, że Ph pojawia się w 
pojedynczych komórkach macierzystych szpiku średnio na 8 lat przed wystąpieniem 
pierwszych objawów choroby [33]. Po wybuchu atomowym Ph występował wśród 
wielu przypadkowych aberracji, z których tylko nieliczne pozwalały komórkom na 
przetrwanie i proliferację [2,33]. Bezpośredni związek napromieniowania z pow
staniem Ph udowodniono in vitro, otrzymując w wyniku zadziałania promieniami X 
na komórki HL-60 zmiany na poziomie molekularnym odpowiadające temu chrom o
somowi (fuzja genów bcr/abl) [36].

Jako wtórny nowotwór CML rozwija się rzadko, po 3 do 16 latach od rozpoczęcia 
chemio- lub radioterapii poprzedniego nowot woru [7,28,51], Zawodowa ekspozycja 
na m utageny może również przyczynić się do rozwoju CML, nawet po krótkim czasie 
od początku ekspozycji [28]. Z reguły jednak nie udaje się udowodnić związku 
przyczynowo-skutkowego, gdyż CML, tak jak i wiele innych przewlekłych chorób 
nowotworowych, jest najczęściej wynikiem sumowania się działania wielu czynni
ków ryzyka [9]. Rozwojowi CML mogą sprzyjać wrodzone aberracje chromosomów 
lub zaburzenia w strukturze heterochromatyny, będące źródłem niestabilności gene
tycznej [39,42]. Nie udowodniono dotąd zakaźnego podłoża CML, choć analiza 
niektórych przypadków go nie wyklucza [88].
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Rys.l. Translokacja t(9;22)(q34;ql 1): a) schemat, b) przy
kład (materiał własny); "głowy" strzałek wskazują punkty 

złamań chromosomów: 9q34 i 22ql 1

Następstw em  pojawienia się 
Ph w komórkach szpiku są ich 
fenotypow e zmiany; zaburzone 
dojrzewanie, zmniejszone przy
leganie do macierzy szpikowej, 
zw ięk szo n a  p ro life rac ja  oraz 
zm niejszone podleganie zapro
gram ow anej śmierci kom órko
wej, czyli apoptozie, powodujące 
ich przew agę nad kom órkam i 
prawidłowymi [5,11,38,79].

W edług niektórych autorów 
Ph n ie  je s t  jed n ak  pierw otną 
zm ianą genetyczną w CML. Ba
dania inaktywacji polimorficz- 
nych m arkerów sprzężonych z 
chrom osom em  X wskazują, że 
klonalny rozrost komórek istnie
je  już przed pojawieniem się Ph 
[70]. Translokacja t(9;22) byłaby 
więc tylko jednym  z ogniw w 
wielostopniowym  procesie leu-
kem ogenezy, zmianą wtórną do zmian fenotypu, u podłoża których leżą inne klonalne 
zmiany genetyczne [8,89]. Potwierdzeniem takiego poglądu mogą być pojedyncze 
opisane przypadki późnego pojawienia się Ph w przebiegu CML [46].

Obecność chromosomu Ph stwierdza się we wszystkich liniach komórkowych 
układu krwiotwórczego zaangażowanych w proces białaczkowy [73,81]. Do niedaw 
na sądzono, że Ph nie występuje w szeregu limfocytów T, jednak ostatnio opisano 
udział tych limfocytów w procesie białaczkowym, zarówno w fazie przewlekłej CM L 
jak  i w przełomie limfoblastycznym [81,90]. Brak Ph w limfocytach T w większości 
przypadków CML może wynikać z obecności długo żyjących grasiczozależnych 
klonów, które powstały z prawidłowej komórki jeszcze przed zadziałaniem czynnika 
powodującego transformację nowotworową [62]. W przypadkach Ph(+) CM L z 
zajęciem linii limfocytów T transformacja nowotworowa, połączona z nabyciem 
nowej cechy w postaci chromosomu Ph, musiała zajść w komórce, wspólnej dla linii 
granulocytowej, monocytowej, megakarioblastycznej, erytroblastycznej oraz linii 
limfocytów T i B, jeszcze przed ich odłączeniem się od wspólnej linii rozwo- jowej. 
Pogląd ten znajduje potwierdzenie w jednolitości zmian cytogenetycznych we w szy
stkich liniach komórkowych w CML przebiegającej z zaangażowaniem limfocytów 
T [81] oraz w doświadczalnie stwierdzonej multipotencjalności komórek Ph(+) [41].

Obecność chromosomu Ph stwierdza się również w CML typu dorosłych u dzieci, 
w źle rokującej ostrej białaczce limfoblastycznej u dzieci (3-5%  przypadków) i u 
dorosłych (15-30%  przypadków) w ostrej białaczce szpikowej, najczęściej typu M j, 
rzadziej M 2 lub M4 oraz w pojedynczych przypadkach pierwotnej trombocytemii i
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mielofibrozy [1,15,64,82]. W ostrej białaczce dwufenotypowej Ph jest jedną z najczę
ściej występujących aberracji [73]. Pod względem morfologicznym jest to taki sam 
chromosom jak  w CML. Z tego powodu różnicowanie przełomu blastycznego CML 
i ostrej białaczki Ph-dodatniej może sprawiać spore trudności, zwłaszcza gdy obraz 
kliniczny i hematologiczny nie jest jednoznaczny. Z pomocą przychodzą wówczas 
badania molekularne, gdyż molekularnie chromosom Ph występujący w CM L różni 
się w większości przypadków od Ph obecnego w ostrych białaczkach [31].

2. MOLEKULARNE PODŁOŻE TRANSLOKACJI t(9;22)

W prążkach odpowiadających punktom złamań chromosomów 9 i 22 w CML, 
zlokalizowane są dwa protoonkogeny: c-abl -  w 9q34.1 i c-sis w obrębie 22ql2 .3- 
q l3 .1 . c-abl jest komórkowym homologiem genu transformującego wirusa pre-B- 
limfocytowej mysiej białaczki Abelsona, c-sis -  homologiem transformującego genu 
wirusa małpiego mięsaka. Jego prawidłową biologiczną rolą jest kodowanie łańcucha 
B płytkowego czynnika wzrostu (PDGF) [15,25,92].

Stosując hybrydyzację in situ na chromosomach metafazalnych wykazano, że 
c-abl i c-sis są wzajemnie wymieniane w wyniku t(9;22). W trakcie tej translokacji 
abl podlega zmianom strukturalnym powodującym jego aktywację, zaś sis pozostaje 
strukturalnie niezmieniony i nie bierze udziału w patogenezie CML [25].

2.1. Gen abl

Protoonkogen c-abl, zachowany u wszystkich gatunków w trakcie ewolucji w 
prawie nie zmienionej formie, zbudowany jest z około 320 tys. par nukleotydów (kb). 
Na 5 ’ końcu tego genu znajdują się dwa alternatywnie transkrybowane eksony la  i 
lb , oddzielone od siebie bardzo długim intronem liczącym 175 kb. Na 3’końcu abl 
zlokalizowano 10 eksonów: 2-11 [25]. W wyniku transkrypcji genu abl, w zależności 
od alternatywnego udziału w niej eksonu la  albo lb, powstaje m-RNA o długości 6 
albo 7 kb. Produktem translacji protoonkogenu abl jest białko o wielkości 145 kDa i 
słabej aktywności kinazy tyrozynowej należące do zależnego od genu ras systemu 
kontroli proliferacji komórkowej [14]. Aktywność tego białka jest regulowana w 
cyklu komórkowym poprzez specyficzną interakcję z anty onkogenem rb [17]. Zła
mania chromosomu 9, będące podłożem t(9;22) w CML, zachodzą w różnych pun
ktach abl. Najczęściej grupują się w obrębie długiego intronu między eksonami la  i 
lb , rzadziej -  między eksonami la  i 2 lub w kierunku 5 ’ od eksonu lb  [25,92] (rys. 
2). Fuzja abl z ber przerywa prawidłową drogę przewodzenia sygnałów zależną od 
ras i powoduje zaburzenie sygnału proliferacyjnego [14,66].

2.2. Gen ber

W odróżnieniu od punktów złamań chromosomu 9, rozproszonych w obrębie 
ABL, lokalizacja złamań chromosomu 22 w CML jest ściśle ograniczona. Koncen
trują się one w niewielkim obszarze o wielkości 5,8 kb, dawniej nazywanym ber
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Rys. 2. Schematyczny diagram genów: bcr (a), abl (b) oraz genu bcr/abl. w przewlekłej białaczce 
szpikowej -  połączenie b2a2 lub b3a2 (c) i w ostrych białaczkach -  połączenie bla2 (d)

(breakpoint cluster region), obecnie-M -b cr-\ (major breakpoint cluster region) [25]. 
Jest on zawarty w większej sekwencji o długości 90 kb, zbudowanej z 21 eksonów, 
zwanej genem BCR [29] albo phi [6] (rys. 2).

Eksony 12-15 genu bcr leżą w obszarze M -bcr-l i określane są jako jego eksony 
b 1 - b4. One właśnie biorą udział w t(9;22) w CML [29]. W pojedynczych przypadkach 
Ph(+) CML nie stwierdza się jednak typowej rearanżacji bcr, a punkt złamania 
chromosomu 22 leży najczęściej w kierunku 3’ od M -bcr-\ [61]. Alternatywnymi 
transkryptami genu bcr są, zależnie od transkrypcji różnego zestawu eksonów, 
mRNA o różnej długości: głównie 4,5 kb i 7,0 kb. Kodują one fosfoproteiny o 
aktywności kinaz treoninowych i serynowych. Najczęściej spotykany 4,5 kb mRNA 
koduje białko 160 kDa złożone z 1271 aminokwasów o aktywności GTP-azowej oraz 
kinazy serynowo-treoninowej [15,20,49]. Białko to tworzy z produktem białkowym 
chimerycznego genu b cr /a b l-  p210 -  kompleksy, które prawdopodobnie odgrywają 
znaczącą rolę w podtrzymywaniu białaczkowego potencjału komórek CML [10,49],

2.3. Fuzja genów bcr i abl w przewlekłej białaczce szpikowej
Efektem t(9;22) w CML jest fuzja genów bcr i abl [92]. Jeden hybrydowy gen -  

bcr/abl -  lokalizuje się na chromosomie Ph w locus bcr, drugi -  abl/bcr -  na 
chromosom ie 9q+ w locus abl. Złamania w bcr zachodzą w 70% przypadków między 
eksonem  b2 i b3 regionu M -bcr-\, w 30% -  między b3 i b4. W pierwszym przypadku 
w obręb genu bcr/abl wchodzą eksony b l i b2, w drugim -  eksony b l-b3  [25,29]. 
Pochodzący z abl ekson la  (i 1 b, jeśli jest obecny w bcr/abl) jest eliminowany podczas 
potranskrypcyjnego dojrzewania mRNA. Niezależnie od punktu złamania abl w obręb 
mRNA genu bcr/abl wchodzą więc tylko eksony a 2 -a ll ,  tworząc połączenia typu 
b2a2 lub b3a2 [25] (rys. 2). mRNA obu typów może być równocześnie znajdowane 
w tych samych koloniach komórek CML[37]. We wczesnych komórkach progenito- 
rowych mających gen bcr/abl można natomiast nie stwierdzić ich obecności [4].
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Gen bcr/abl zbudowany jest w taki sposób, że transkrypty fragmentu genu ber i 
fragmentu pochodzącego z abl mają jednakową fazę odczytu, dzięki czemu może 
zachodzić proces translacji całego chimerycznego mRNA o długości 8,5 kb. W  jej 
wyniku powstaje zupełnie nowe białko o ciężarze 210 kDa (p210) i o znacznie 
zwiększonej aktywności kinazy tyrozynowej w porównaniu z prawidłowym produ
ktem abl. Kinaza ta ma zdolność do autostymulacji, za którą odpowiedzialny jest 
ekson 1 genu ber [86]. Zmieniona jest lokalizacja tego białka: o ile produkt słabo 
aktywnego genu abl znajduje się w jądrze komórkowym, produkt bcr/abl występuje, 
podobnie jak  kinaza tyrozynowa kodowana przez wirusowy abl, głównie w cytopla- 
zmie [19]. Być może obie te cechy: zwiększona aktywność enzymatyczna i inna 
lokalizacja białka wpływają na rozwój CML w początkowych fazach transformacji 
nowotworowej [25].

Ekspresję genu hybrydowego bcr/abl reguluje prawdopodobnie onkogen c-myb 
zlokalizowany w 6q23. Zadziałanie oligonukleotydami anty sensowymi dla c-myb na 
hodowle komórek CML powoduje znikanie komórek: bcr/abl (+) [71,72,86].

Fuzja ber z abl pozwala komórkom białaczkowym na uniezależnienie się od 
zewnątrzkomórkowych czynników wzrostu poprzez uruchomienie autokrynnego me
chanizmu ich wydzielania [85]. Gen bcr/abl może hamować apoptozę [5,87] oraz 
transformować zwierzęce komórki in vitro i in vivo, w czym pośredniczy praw dopo
dobnie gen bel-2 [53,78]. Transfekcja mysich komórek szpiku genem bcr/abl powo
duje z reguły rozwój choroby podobnej do CML [16]. Jednak czasami obraz choroby 
przypomina nowotwory limfoidalne, co może świadczyć o wbudowaniu bcr/abl w 
obręb pierwotnej komórki pnia, wspólnej dla linii limfo- i mieloidalnej [24].

Ostatnio podkreśla się również rolę zlokalizowanego na chromosomie 9 hybrydo
wego genu abl/bcr, który uważano za gen nieaktywny. Stwierdzono, że jest on, tak 
jak  i bcr/abl, aktywny w CML [54]. Przypuszczalnie oba geny -  bcr/abl i abl/bcr, a 
nie tylko bcr/abl są zaangażowane w proces leukemogenezy [3],

Zadziałanie oligonukleotydami antysensowymi dla bcr/abl, które znajdują się już 
w fazie prób klinicznych, na komórki białaczkowe powoduje z reguły zahamowanie 
procesu białaczkowego [5,37,50,86]. W ycinanie swoistymi rybozymami transkryptu 
b3a2 bcr/abl powoduje zahamowanie proliferacji komórek CML [44].

2.4. Geneza translokacji t(9;22) i zjawisko imprintingu genowego
Translokacja t(9;22) jest specyficzna dla nowotworów hematologicznych; nie 

znaleziono jej dotąd w innych nowotworach mimo występujących w nich różnorod
nych aberracji [79].

Geneza t(9;22) nie jest w pełni wyjaśniona. Na podstawie cytogenetycznej analizy 
polimorfizmu chromosomów 9 i 22 Haas i wsp. stwierdzili, że w tę translokację 
zaangażowane jest zjawisko imprintingu; chromosom 9q+ jest zawsze pochodzenia 
ojcowskiego, Ph -  matczynego [27], Hipotezę tę potwierdza fakt, że ekspresja 
prawidłowego abl zachodzi w całkowicie androgenetycznej tkance zaśniadu grania
stego i kosmówczaka złośliwego, w których nie stwierdza się ekspresji ber [30,65]. 
Natomiast na podstawie różnorodnych badań molekularnych wykazano, że ani ABL, 
ani ber nie ulegają zjawisku imprintingu; w prawidłowych leukocytach zachodzi
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ekspresja i ojcowskich, i matczynych alleli tych genów [55,56,74], W yniki innych 
badań molekularnych, prowadzonych na małej grupie pacjentów, były zbieżne z 
wynikami Haasa i wsp., choć wskazywały na ojcowskie, a nie matczyne pochodzenie 
zaangażowanego w translokację genu ber [47,48]. Rozbieżności te mogą wynikać ze 
znacznej częstości homologicznych rekombinacji somatycznych pomiędzy polimor- 
ficznymi regionami chromosomów 9 i 22 [47,55,56] oraz odmiennych kryteriów 
doboru pacjentów do badań cytogenetycznych i molekularnych [26], Za ideą imprin- 
tingu przem awia fakt odmiennej mety lacji prawidłowych alleli ber i abl w porównaniu 
z hybrydowym  genem bcr/abl, nie podważa jej natomiast zjawisko biallelicznej 
ekspresji genów ber i abl, gdyż wiele napiętnowanych genów ma w jednych tkankach 
ekspresję bialleliczną, podczas gdy w innych -  monoalleliczną [18,26].

W ystąpienie translokacji właśnie pomiędzy chromosomami 9 i 22 próbowano 
wytłum aczyć ich bliskim sąsiedztwem w obrębie płytki metafazalnej, a więc prawdo
podobnie i w interfazie [91]. Rowley uważa, że translokacji t(9;22) sprzyjają dwa 
czynniki: bliskość pomiędzy 9 i 22 w jądrze interfazalnym oraz homologia regionów 
wymiany w tych chromosomach [77].

Obecnie najbardziej prawdopodobne wydają się dwie hipotezy:
1)Hipoteza tłumacząca wystąpienie t(9;22) w CML jako jednej z wielu różnorod

nych przypadkowych mutacji powstałych wskutek zaburzeń mechanizmów naprawy 
DNA z następową pozytywną selekcją środowiskową zmian korzystnych. Komórki 
hem atopoetyczne z t(9;22), jako mające największy potencjał "nowotworowy", prze
żywałyby dając początek klonom komórkowym Ph-dodatnim, a komórki z innymi 
translokacjami ginęłyby w wyniku selekcji [22].

2) H ipoteza somatycznej rekombinacji pomiędzy chromosomami 9 i 22 w pierwot
nych komórkach pnia, negująca przypadkowość pojawienia się t(9;22) w CML i 
chorobach pokrewnych [22,52], Nieprzypadkowość tej rekombinacji może wynikać 
z podobieństwa genów ber i abl pod względem funkcjonowania (np. ich produkty 
obecne są we wszystkich komórkach) i struktury (np. obydwa zawierają długie introny 
na 5 ’ końcach) [25]. Dzięki wspólnym cechom sekwencj i DNA geny te mogą stanowić 
"gorące punkty" (hot-spots), mogą więc być podatne na powtarzające się złamania i 
wzajemne wymiany [22]. T ak im i"hot-spots" w obrębie ber i abl mogą być sekwencje 
Alu, obserwowane po obu stronach w pobliżu miejsca złamania i połączenia ber i abl. 
Inwersja Alu i nieprawidłowe sparowanie pętli utworzonych z takich odwróconych 
sekwencji mogłyby być odpowiedzialne za powstanie t(9;22) [13,22],

2.5. Chromosom Ph w ostrych białaczkach (AL)
Analizując problem identyczności chromosomu Ph w AL i w CML postawiono 

hipotezę, że ostre białaczki Ph(+) i ostra faza Ph(+) CML stanowią różne postaci tej 
samej choroby. W tym ujęciu ostre białaczki Ph(+) byłyby jedynie ostrą fazą CML 
nie rozpoznanej w fazie przewlekłej [12,75], Pogląd ten znajdował potwierdzenie w 
przypadkach przełomu blastycznego, błędnie rozpoznanych jako AL. Jednakże prze
łomy blastyczne w CML mają w 75% charakter mieloblastyczny, natomiast chrom o
som Ph występuje z większą częstością w ostrej białaczce limfatycznej (ALL=acute
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lymphoblastic leukemia) niż w ostrej białaczce szpikowej (AM L=acute myeloblastic 
leukemia) [15]. Ponadto w AL Ph występuje często jedynie w pewnym odsetku 
komórek, natomiast w ostrej fazie Ph(+) CML z reguły wszystkie komórki są Ph-do- 
datnie. W remisji AL chromosom Ph znika, podczas gdy po skutecznej terapii 
przełomu blastycznego CML znikają inne, wtórne aberracje, natomiast Ph pozostaje

t23l-
Na poziomie badania cytogenetycznego chromosom Ph z CML nie różni się od Ph 

z AL. W obu przypadkach występują te same punkty złamań chromosomów 9 i 22
[25]. Na poziomie molekularnym mogą jednak występować różnice. W 50% przy
padków ALL dorosłych złamania chromosomu 22 lokalizują się w obrębie M -bcr-\ 
[43], w pozostałych 50% oraz w ok. 90% przypadków ALL u dzieci złamania 
wy stępują poza M -bcr-\, w obrębie tzw. m-bcr (minor breakpoint cluster region) (rys.
2) [13,31]. Ta heterogenność molekularna odzwierciedla się również w heterogenno- 
ści linii komórkowych w ALL [83], W Ph(+) AML, która stanowi ok. 1% wszystkich 
przypadków AML, złamania lokalizują się w M -bcr-1 albo w m-bcr [31].

W wyniku transkrypcji hybrydowego genu, w którym połączenie nastąpiło pom ię
dzy eksonem 1 ber a eksonem 2 ab /(b la2 ), powstaje 7kb mRNA kodujący białko 190 
kD a(pl90). Oba białka p l9 0  i, jak w CML, p210 są równolegle znajdowane w AL 
[41]. Opisano przypadek Ph(+) ALL, w którym ber/abl nie zawierał eksonu a2 abl 
(fuzja b3a3 -  białko 203 kD), co dowodzi, że obecność tego eksonu nie jest niezbędna 
do inicjacji procesu białaczkowego [35], Nie znaleziono dotąd różnic między 8kb 
transkryptami ber/abl ani między jego produktami białkowymi p210, pochodzącymi 
z AL i z CML [86], Natomiast w pojedynczych przypadkach przełomu blastycznego 
CM L opisywano występowanie charakterystycznego dla AL białka p l 90. Pojawienie 
się go w trakcie fazy przewlekłej CML mogłoby być zwiastunem ostrej fazy choroby 
[76],

p 190 i p 2 10 indukują podobne typy białaczek u zwierząt doświadczalnych, jednak 
w przypadku p l9 0  choroba ma bardziej agresywny przebieg, co wskazuje, że typ 
białka BCR/ABL nie wpływa na rodzaj choroby, ale na siłę sygnału onkogennego 
[40], Białka te wiążą się prawdopodobnie z różnymi komórkami pierwotnymi: p l9 0  
-  z ukierunkowaną limfopoetycznie, p210 -  z pluripotencjalną [15].

2.6. Rokownicze znaczenie lokalizacji złamań w obrębie M-BCR-1
W wielu badaniach próbowano powiązać określoną lokalizację punktów złamań w 

obrębie M -bcr-1 z poszczególnymi cechami klinicznymi i hematologicznymi oraz z 
rokowaniem w CML [34,80]. W 1987 r. Schaefer-Rego i wsp. wykazali, że pacjenci 
w fazie przełomu blastycznego mają punkty złamań w pobliżu 3 ’końca M -bcr-1 [80], 
W późniejszych pracach stwierdzono krótszy czas trwania fazy przewlekłej i krótszy 
całkowity czas przeżycia w grupie pacjentów z punktami złamań w pobliżu 3’końca 
M -bcr (mRNA typu b3a2), w porównaniu z grupą ze złamaniami w pobliżu końca 5’ 
(mRNA typu b2a2) oraz większe ryzyko nawrotu choroby po allogenicznym prze
szczepie szpiku u tych pacjentów [45,58].
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W pływ lokalizacji punktów złamań na różnice w przebiegu klinicznym CML 
próbuje się tłumaczyć zmianami długości transkryptu oraz zmianami fazy jego 
odczytu zależnymi od charakteru odcinka genu M -bcr-\ wchodzącego w skład 
chimery ber/abl [60]. Mogłyby one wpłynąć na powstanie białka BCR/ABL o 
typowym ciężarze (210 kDa), lecz innych właściwościach fizykochemicznych i o 
zm ienionym  działaniu [6]. Określony typ białka musiałby być jednak obecny u danego 
pacjenta przez cały czas trwania choroby; nie stwierdzono bowiem dotychczas zmian 
lokalizacji punktów złamań przy przejściu fazy przewlekłej w fazę ostrą CML [6,58].

W yniki badań innych ośrodków nie potwierdzają związku między lokalizacją 
złamań a przebiegiem CML [20,59,68,69,84]. Rozbieżności w wynikach mogą zale
żeć od fazy choroby, w której pacjenci zgłaszali się na badanie, stosowanego leczenia 
oraz różnic w charakterystyce grup pacjentów [6,57]. Rozstrzygnięcie problemu 
pozwoliłoby na wykorzystanie badań molekularnych w ustalaniu rokowania co do 
przebiegu i czasu trwania choroby.
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CYTOGENETYKA PRZEWLEKŁEJ BIAŁACZKI 
SZPIKOWEJ. II. CYTOGENETYCZNE PODTYPY 

PRZEWLEKŁEJ BIAŁACZKI SZPIKOWEJ (CML); 
Ph-UJEMNA CML, MOZAIKOWATOŚĆ Ph, 

WARIANTY TRANSLOKACYJNE Ph

CYTOGENETICS OF CHRONIC MYELOID LEUKEMIA
II.CYTOGENETIC SUBTYPES OF CHRONIC MYELOID 

LEUKEMIA (CML); Ph-NEGATIVE CML, Ph MOSAICISM, 
VARIANT Ph TRANSLOCATIONS

Olga HAUS 

Zakład Genetyki AM we Wrocławiu

Streszczenie.Do niestandardowych postaci przewlekłej białaczki szpikowej (CML) należą: CML Ph- 
ujemna, o kariotypie Ph(+)/Ph(-) oraz z wariantami translokacyjnymi Ph. Wśród przyczyn rozpoznawa
nia CML jako Ph-ujemnej występują: "maskowanie" Ph przez kolejne translokacje z punktem złamania 
22ql 1 i rearanżacje ber bez fuzji bcr/abl [Ph(-)6cr(+)CML]. Brak rearanżacji ber [Ph(-)6cr(-) CML] 
występuje w nietypowej CML, która różni się od klasycznej obrazem hematologicznym i klinicznym. 
Mozaikowatość Ph(+)/Ph(-) przy rozpoznaniu odzwierciedla czas trwania choroby albo zależy od 
wtórnego zaburzenia proliferacyjnej pętli regulacyjnej. Warianty Ph powstają w wyniku złożonej 
translokacji obejmującej, oprócz 9 i 22, również inne chromosomy. Jej mechanizm jest albo wielosto
pniowy: po prostej translokacji t(9;22) wymienione fragmenty ulegają dalszym translokacjom, albo 
jednostopniowy; w wyniku zadziałania jednego czynnika sprawczego zachodzą jednoczesne złamania 
wielu chromosomów, a następnie błędne łączenie ich fragmentów z powodu homologii sekwencji DNA 
w pobliżu punktów złamania na różnych chromosomach.

Słowa kluczowe: cytogenetyka, Ph-ujemna przewlekła białaczka szpikowa, nietypowa przewlekła biała
czka szpikowa, mozaikowatość 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.

Przewlekła białaczka szpikowa Ph-dodatnia z obecnym w 100% komórek chromo
somem Ph, powstałym w wyniku standardowej translokacji t(9;22)(q34;ql 1), okre
ślana bywa jako standardowa lub klasyczna CML [5]. Około 10-25%  przypadków 
CML stanowią odmienne jej postacie: Ph-ujemna CML, CML z obecnością chrom o
somu Ph jedynie w części komórek oraz CML, w której chromosom Ph powstał w 
wyniku translokacji innej niż standardowa [37,58].

1. Przewlekła białaczka szpikowa bez obecności chromosomu 
Filadelfia (Ph-ujemna CML)

W badaniach wcześniejszych w około 15% przypadków CML nie stwierdzano 
obecności chromosomu Ph. Uważano, że ta grupa cechuje się krótszym czasem 
przeżycia (14-17 miesięcy wobec 35-56 miesięcy) oraz cięższym przebiegiem klini
cznym niż grupa Ph(+). Ph-ujemna CML [(Ph(-) CML] została uznana za odrębny 
podtyp CML, a brak Ph -  za czynnik niekorzystny rokowniczo. W dalszym ciągu w 
badaniach wykonywanych na poziomie chromosomowym ta prawidłowość potwier
dza się [25,36,38]. Kliniczna i morfologiczna weryfikacja przypadków opisanych 
wcześniej jako Ph(-) CML spowodowała u połowy pacjentów zmianę rozpoznania 
[66] najczęściej na przewlekłą białaczkę mielomonocytową(CM M L) lub inne zespoły 
mielodysplastyczne, inne niż CML zespoły mieloproliferacyjne lub nietypową AML 
[9,13,19,66]. Do Ph-ujemnych postaci CML należy również młodzieńcza CML 
(JCML), która jednak ze względu na zupełnie odmienny obraz choroby i występowa
nie głównie u małych dzieci, była łatwa do odróżnienia [58]. Cytogenetyczna weryfi
kacja pozostałych przypadków Ph(-) CML wykazała, że przyczyną niewykrycia 
chromosomu Ph w niektórych z nich była niedoskonałość technik cytogenetycznych. 
Po wprowadzeniu technik o wysokiej rozdzielczości prążków w przypadkach tych 
rozpoznano standardowy albo "zamaskowany", powstały w wyniku złożonej translo
kacji chromosom Ph [8,67]. Badania molekularne pozostałych przypadków wykazały 
w 25-100%  z nich obecność charakterystycznej dla Ph(+)CM L fuzji genów bcr/abl 
lub typowej rearanżacji genu ber [2,10,19]. Takie przypadki określa się jako Ph(- 
)bcr/abl(+) lub, lepiej, Ph(-)bcr(+), ponieważ zmiany strukturalne genu ber są częściej 
rozpoznawane niż fuzja genów bcr/abl [12,13].
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1.1. Patomechanizm Ph-ujemnej CML
Różnorodne są przyczyny prowadzące do rozpoznania CML jako Ph-ujemnej 

(tab .l). Ph(-)bcr(+) CML może powstać w wyniku podwójnej t(9;22), w której 
pierwszym  etapem byłaby translokacja standardowa, z punktami złamań 9q34 i 
2 2 q l l ,  a drugim -  t(9;22) o innych punktach złamań, "maskująca" tę pierwszą 
[19,32,52]. Innym mechanizmem "maskowania" chromosomu Ph mogą być złożone 
translokacje zachodzące wielostopniowo, w których pierwszym etapem byłaby rów
nież translokacja t(9;22). Gen bcr/abl może pozostać na chromosomie 22 lub być 
przeniesiony na inny [10,32,53], Niewidoczne na poziomie chromosomowym połą
czenie eksonu b2 łub b3 M -bcr-\ z eksonem a2 abl, typowe dla Ph(+)CML, może 
również powstać w wyniku insercji fragmentu 3 'abl w obręb ber bez wymiany 
dłuższych odcinków chromosomów 9 i 22 [19,52,57]. Analiza obecności fuzji bcr/abl 
jedynie na poziomie mRNA może również się nie powieść; we wczesnych komórkach 
progenitorowych CML nie znajdowano bcr/abl mRNA mimo fuzji genów bcr/abl 
[4,11].

W niewielkiej liczbie przypadków Ph(-)bcr(+) CML nie stwierdzono fuzji bcr/abl. 
Przypuszcza się, że molekularnym podłożem CML w tych przypadkach jest interakcja 
genu ber  z innym, nie zidentyfikowanym dotąd genem [1,12,66].

Przypadki pozornie Ph-ujemnej, a ber-dodatniej CML niewiele się różnią pod 
względem klinicznym i hematologicznym od "klasycznej" Ph(+) CML [45,66]. Do
wodzi to, że fuzja bcr/abl albo tylko zmiany strukturalne genu ber są momentem 
kluczowym  w patogenezie CML -  choroby o ściśle określonej charakterystyce w 
m om encie diagnozy i o charakterystycznym przebiegu [12].

W części przypadków Ph(-) CML o przebiegu podobnym do Ph(+) CML nie 
stwierdza się typowej rearanżacji ber [27,66]. Podłożem choroby mogą w nich być 
zmiany strukturalne tego genu o nietypowej lokalizacji -  w obrębie albo poza M -bcr-1 
[10,46], przez co nie są obejmowane przez sondy DNA najczęściej stosowane do 
analizy ber [12,66]. W innych przypadkach przyczyną niewykrycia re- aranżacji ber 
może być delecja zmienionego fragmentu, delecja całego bcr/abl (84, 129) albo brak 
ekspresji tego genu [4,11,27,46]. Analogiczne do wszystkich wymienionych, zmiany 
m ogą zachodzić nawet w CML Ph-dodatniej na poziomie chromosomowym [46,54],

1.2. Nietypowa CML
Pozostaje jeszcze sporo przypadków, w których w ogóle nie stwierdza się zmian 

w obrębie ber. Co prawda, w niektórych badaniach wszyscy Ph-ujemni pacjenci 
wykazywali obecność rearanżacji ber, wyniki takie mogły być jednak efektem nie
przypadkowego doboru grupy badanych lub błędnej, nie uwzględniającej zjawiska 
polimorfizmu fragmentów restrykcyjnych, interpretacji wyników hybrydyzacji DNA, 
dokonanej przy użyciu tylko jednego enzymu restrykcyjnego [12,13,66], W innych 
badaniach pacjenci Ph(-)bcr{-) stanowili 1-6% wszystkich przypadków CML [2,51]. 
Grupa ta charakteryzowała się typowym dla CML obrazem hematologicznym i 
klinicznym  przy rozpoznaniu, lecz innym przebiegiem choroby oraz krótszym śred
nim czasem  przeżycia [15,19,42].
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TABELA 1. Przyczyny prowadzące do rozpoznania przewlekłej białaczki szpikowej 
jako Ph - ujemnej

Mechanizm Referencje

Fuzja bcr/abl
molekularnie Ph(+) CML
a. zamaskowany chromosom Ph wynik podwójnej Bartram i Carbonnell 1985 [2]
t(9;22) o różnych punktach złamania albo konwersji Inazawa i wsp. 1989 [32]
od standardowej do złożonej translokacji Ph Morris i wsp. 1990 [52]

Morris i wsp. 1991 [53]
b. insercja 3’ abl do ber Dewald i wsp. 1993 [10]

Rassool i wsp. 1990 [57]

Zmiany strukturalne ber bez widocznej fuzji bcrfabl
a. w obrębie 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 i wsp. 1988 [27]

Późno pojawiający się chromosom Ph Lisker i wsp. 1982 [44]
zniknięcie chromosomu Ph Hagemeijer i wsp. 1979 [24]
mozaicyzm Ph(+)/Ph(-) rozpoznany jako Ph(-)- Chen i wsp. 1993 [8]
z powodu niedostatecznej liczby Dewald i wsp. 1993 [10]
przebadanych komórek Holena i wsp. 1993 [28]

Pacjenci Ph(-)bcr(-) są na ogół starsi niż Ph(+) [51]. Poza tą cechą Ph(~)bcr (-) 
CM L nie różni się przy rozpoznaniu od Ph(+) CML [42]. W trakcie choroby stwierdza 
się natomiast duże różnice między tymi postaciami w badaniach laboratoryjnych [brak 
bazofilii, większa monocytoza, niższa liczba erytrocytów i megakariocytów, cechy 
mielodysplazji w Ph(-)bcr(-)CM L] [5,9,35,38] i w obrazie klinicznym (większa 
tendencja do organomegalii, nacieków pozaszpikowych i osteomielofibrozy) [ 19,42]. 
W przebiegu choroby nie występuje klasyczny przełom blastyczny (odsetek mielob- 
lastów i promielocytów wynosi 10-20%), nasilają się natomiast cechy mielodysp- 
lastyczne [5,42,47], W yparcie układu czerwonokrwinkowego i płytkotwórczego oraz 
oporność na leczenie powodują, że średni czas przeżycia tych pacjentów (21 mies.) 
jest znacząco krótszy niż pacjentów z Ph(+) CML (39 mies.) [19,42,51],

Biorąc pod uwagę odrębną charakterystykę genetyczną, morfologiczną i kliniczną 
Ph(-)Z?cr(-) CML, wydzielono ją  jako nietypową CML (at-CML) [5,19,21]. Znaczna 
mielodysplazja i monocytoza oraz częste w bcr(-) CML rearanżacje onkogenu ras, 
typowe dla przewlekłej białaczki mielomonocytowej -  CMML, skłaniają niektórych 
autorów do zaliczenia at-CML do zespołów mielodysplastycznych, jako podtypu 
CM M L [39,48], Przypadki znajdowania analogicznych aberracji chromosomów w 
at-CM L oraz w CM M L świadczyć mogą również o bliskim "pokrewieństwie" tych 
dwóch jednostek chorobowych [69]. Jednak, mimo wielu podobieństw, różnią się one
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zarówno pod względem parametrów hematologicznych, jak  i obrazu klinicznego 
[21,48], W 1994 r. na podstawie analizy wielowariantowej grupa Francusko-Amery- 
kańsko-Brytyjska (FAB) określiła parametry hematologiczne wyraźnie odgranicza
jące te dwie jednostki od siebie, a także od klasycznej Ph(+)frcr(+) CML [5].

Ponieważ w chwili rozpoznania obraz at-CML jest taki sam jak klasycznej CML 
lecz w jej przebiegu nie występuje faza blastyczna, wysunięto hipotezę, że fuzja 
bert abl lub rearanżacja ber niezbędne są jedynie do zainicjowania ostrej fazy choroby, 
zaś przewlekła, czyli podstawowy proces chorobowy, inicjowana jest przez różne 
alternatywne mechanizmy molekularne, angażujące geny ber i abl albo zupełnie 
inne, nie poznane dotąd geny [15,33,42].

Nietypowa CML przebiega z reguły bez zmian w kariotypie. W około 10% 
przypadków w okresie zaostrzenia towarzyszą jej jednak aberracje chromosomów, z 
których część analogiczna jest do zmian występujących w Ph(+) CML [5]. Próba 
znalezienia powiązań między obrazem klinicznym i hematologicznym w at-CML a 
występowaniem określonych aberracji, np. t(8;9) -  z punktem złamania 8 p ll czy 
trisom ią 14, nie powiodła się ze względu na zbyt małą liczbę dotychczas przeanalizo
wanych przypadków [35,47].

W szystkie dotychczas znane fakty o biologii i klinice Ph(-) CML podkreślają 
konieczność wykonywania badań cytogenetycznych i molekularnych przy rozpozna
niu CM L -  zarówno w celach poznawczych, jak i klinicznych. Dotychczas brak pełnej 
analizy zjawisk leżących u podłoża Ph(-) CML, m.in. jej związków z ekspozycją na 
czynniki mutagenne w porównaniu z Ph(+) CML, choć w pojedynczych pracach 
wykazano, że narażenie na działanie mutagenów przed zachorowaniem na CML 
wiąże się z częstszym występowaniem Ph-ujemnej postaci choroby [25].

2. Mozaikowatość Ph(+)/Ph(-)

W 15-54%  przypadków CML chromosom Ph występuje jedynie w części komórek 
szpiku, czemu odpowiada z reguły proporcjonalnie niska ekspresja bcr/abl mRNA 
[43]. Zjawisko to może być odzwierciedleniem czasu, jaki upłynął od początku 
choroby, i stopniowego przejmowania dominacji przez klon Ph(+) [20]. U każdego 
pacjenta z Ph(+) CM L istnieją najprawdopodobniej przetrwałe klony prawidłowych 
komórek Ph(-), które nie ujawniają się z powodu zahamowania ich rozwoju w wyniku 
działania regulacyjnej pętli ujemnego sprzężenia zwrotnego [16,49]. Komórki Ph(+), 
niepodatne na tę regulację, uzyskują proliferacyjną przewagę i tylko one dostępne są 
rutynowemu badaniu cytogenetycznemu w stadium metafazy [20]. Być może u 
pacjentów "mozaikowych" pętla regulacyjna działa mniej sprawnie i również komórki 
Ph(-) dochodzą w dużej ilości do stadium mitozy [16]. Jednak nawet w przypadkach 
rozpoznanych cytogenetycznie jako całkowicie Ph(+) można wykryć komórki Ph(-) 
w długoterminowych hodowlach szpiku prowadzonych w specjalnych warunkach 
[28] albo poprzez analizę dużej liczby (2(XM00) mitoz pochodzących z rutynowej 
hodowli [10,58].
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W m iarę progresji choroby u pacjentów wyjściowo Ph(+)/Ph(-) komórki Ph(-) 
stopniowo zanikają. Natomiast w przebiegu choroby mogą one ujawniać się zarówno 
u pacjentów wyjściowo Ph(+), jak  i Ph(+)/Ph(-) po terapii np. busulfanem [6,62], 
interferonem, obniżającym potencjał proliferacyjny komórek bcr/abl(+) [68] lub po 
splenektomii czy napromienieniu śledziony [23,64]. Faza mozaikowatości po lecze
niu trwa często tylko kilka miesięcy, potem ponownie komórki Ph(+) uzyskują 
proliferacyjną przewagę [40,55]. Obecne metody leczenia interferonem pozwalają w 
części przypadków na uzyskanie długotrwałej remisji cytogenetycznej połączonej z 
remisją hematologiczną i kliniczną. Najlepszą metodą kontroli remisji jest cytogene- 
tyczna ocena odsetka komórek z chromosomem Ph -  ściślej skorelowanego ze stanem 
klinicznym chorych niż ekspresja ber/abl, gdyż badanie cy togenetyczne wykonywane 
jest na komórkach żywych i dzielących się, natomiast obecność bcr/abl mogą wyka
zywać również komórki martwe albo niezdolne do podziału [29,37,64,68].

Otwartym zagadnieniem jest rokownicze znaczenie wstępnej mozaikowatości Ph, 
przez niektórych autorów uważanej za czynnik korzystny rokowniczo [25,61], co 
wobec znajdowania komórek Ph(-) w długoterminowych hodowlach w każdym 
przypadku Ph(+) CML podawane jest w wątpliwość [28,49]. Istnieje wiele opisów 
długoletniego przeżycia pacjentów z mozaikowatością Ph. Część z nich dotyczy 
jednak przypadków, w których badanie cytogenetyczne wykonywano dopiero po 
kilkunastu latach trwania choroby, nie wiadomo więc, jaki był wyjściowy kariotyp 
białaczkowy tych chorych [6,61]. Opisy spontanicznej konwersji kariotypu w prze
biegu choroby albo mozaikowatości występującej na tle hipoplazji pobusulfanowej 
również nie mogą być brane pod uwagę jako wyjściowy czynnik prognostyczny 
[61,62]. W analizie dużych grup pacjentów z CML nie stwierdza się z reguły związku 
między wyjściową mozaikowatością i wielkością odsetka komórek Ph(-) a długością 
czasu przeżycia [65], a więc problem rokowniczego znaczenia wyjściowej mozai
kowatości wciąż jeszcze czeka na rozstrzygnięcie.

Pozostaje również nie rozwiązany problem charakteru komórek Ph(-). U pacjenta 
z długim czasem przeżycia ich prawidłowy charakter udowodniony zostaje ex iuvan- 
tibus. Natomiast komórki Ph(-) u pacjentów w ostrej fazie CML mogą być komórkami 
białaczkowymi, w których transformacja nowotworowa wyindukowana została de 
novo przez inny mechanizm niż fuzja bcr/abl [46].

3. Chromosom Ph powstający w wyniku wariantów 
translokacyjnych

W 2-10%  (średnio: 4,3%) przypadków CML chromosom Ph powstaje w wyniku 
translokacji innych od klasycznej t(9;22) [50,59], Częstość występowania wariantów 
jest różna w różnych grupach etnicznych, socjo-ekonomicznych i środowiskowych 
[34], Tradycyjnie rozróżniano dwa typy wariantów translokacyjnych: prosty i złożo
ny. W prostych miałyby brać udział jedynie dwa chromosomy: 22 i chromosom inny 
niż 9 (90% przypadków) albo chromosom 9 i inny niż 22 (10%) [ 10,67]. W  niektórych
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przypadkach wariantów prostych oprócz wymienionej translokacji znajdowano rów
nież pozornie niezależnie występujące translokacje pomiędzy chromosomem 9 (albo 
22) a innym chromosomem [10,59]. Natomiast w złożonych wariantach biorą udział 
co najmniej trzy chromosomy, włącznie z 9 i 22 [30,60]. Obecnie nie stosuje się już 
rozgraniczenia na warianty proste i złożone. Warianty proste są w istocie złożonymi, 
w których bierze zawsze udział zarówno prążek 9q34 jak i 22ql 1 [10,30,59,60]. We 
wszystkich wariantach powstają więc złamania w punktach 9q34 i 22ql 1, powodujące 
fuzję genów ber i abl, przy czym w obręb genu chimerycznego, częściej niż w 
translokacji standardowej, wchodzi również ekson b3 regionu M -bcr-\ [22,41,60]. 
Rearanżacja genów ber i abl wydaje się podobna do rearanżacji w translokacji 
standardowej [14], niemniej jednak opinie na ten temat są podzielone [50]. Gen 
bcr/abl lokalizuje się w dowolnym miejscu genomu, najczęściej w obrębie chrom o
somu 22 i jest możliwy do wykrycia metodami biologii molekularnej niezależnie od 
stopnia złożoności translokacji [8,10,17].

W wariantach, w których chromosom 22 jest pozornie niezmieniony, podejrzewa 
się zawsze istnienie "zamaskowanego" chromosomu Ph, czyli obecność zmian mole
kularnych bez widocznych zmian cytogenetycznych [10,67]. "Zamaskowany" Ph 
powstaje prawdopodobnie w procesie co najmniej dwustopniowym, którego ostat
nim etapem jest translokacja na chromosom 22 fragmentu innego chromosomu, 
wielkością i ułożeniem prążków odpowiadającego utraconym odcinkom chromosomu 
22 [ 13]. Pozorne niewciągnięcie chromosomu 9 w translokację wariantową może być 
wynikiem podobnego zjawiska albo utraty zmienionego i duplikacji niezmienionego, 
również pod względem molekularnym, chromosomu 9 [15,30].

W przypadkach pozornie niezależnych translokacji: 9 z innym niż 22 chrom oso
mem oraz 22 -  z innym niż 9, udowodniono istnienie translokacji złożonych, obejm u
jących wszystkie te chromosomy jednocześnie, oraz obecność fuzji bcr/abl [30], 
Jednak gdy nie ma możliwości molekularnej weryfikacji takich zmian, opisywane są 
one nadal jako proste warianty translokacyjne [3],

W wariantach Ph stwierdzono udział wszystkich chromosomów z wyjątkiem Y. 
Najczęściej występuje w nich chromosom 17, szczególnie tam, gdzie chromosom 9 
p o zo sta je  cy togenetyczn ie  n iezm ieniony, najrzadzie j zaś -  ch rom osom  X 
[3,10,17,59].

Rozkład punktów złamań w wariantach Ph nie jest przypadkowy. Ograniczają się 
one do kilkudziesięciu prążków chromosomowych, zaangażowanych z różną często
ścią w różnych populacjach. Statystycznie najczęściej występującymi punktami zła
mań (p < 0 ,0 0 1 )są :3 p 2 1 ,3 q 2 1 ,4 q 2 3 ,5 q l3 ,6 p 2 1 ,9 p 2 4 ,11 q 13,12p 1 3 ,14q32 ,17p 13, 
17q21, 17q25 [30,31,50,59]. Sugerowano brak korelacji między punktami złamań w 
wariantach Ph a lokalizacją onkogenów lub miejsc łamliwych [58]. Jednak warianto
we punkty złamań zlokalizowane są w 85% w obrębie jasnych prążków G, czyli w 
tych miejscach genomu, gdzie z reguły znajdują się miejsca łamliwe lub onkogeny. 
Ponadto takie miejsca jak 3p21,6p21,12p 13 i 17p 13 znane są jako loci anty onkogenów 
lub jako punkty złamań w nowotworach z uprzednią ekspozycją na karcinogen 
[26,31,58,63].
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3.1. Mechanizm powstawania wariantów translokacyjnych
Powstawanie wariantów Ph próbuje się wyjaśnić dwiema hipotezami. W edług 

pierwszej z nich proces powstawania większości złożonych translokacji Ph jest co 
najmniej dwustopniowy: w pierwszym etapie powstaje standardowa translokacja 
t(9;22), w następnych dochodzi do wymiany uprzednio już przemieszczonych frag
mentów między 9, 22 a innymi chromosomami. W tym etapie chromosom 9 uczest
niczy częściej niż 22, prawdopodobnie z powodu niekompletnego upakowania DNA 
w pobliżu punktu złamania 9q34. W ystąpieniu drugiego etapu z zaangażowaniem 
nieprzypadkowych punktów złamań sprzyjać może homologia sekwencji DNA chro
mosomów innych niż 9 i 22 z sekwencjami flankującymi 3 ’bcr lub 5 ’abl, takimi jak 
sekwencje heptamer-nonamer czy sekwencje Alu [7,30].

Translokacje złożone byłyby więc wynikiem klonalnej ewolucji translokacji stan
dardowej. Same też mogłyby podlegać dalszej ewolucji, tworząc coraz bardziej 
złożone translokacje, które cytogenetycznie mogłyby wyglądać na translokację stand
ardową albo proste warianty translokacyjne. Dowodem na poparcie tej koncepcji są 
przypadki współistnienia translokacji standardowych i złożonych oraz obserwacje 
wzrastania stopnia złożoności translokacji u danego pacjenta w miarę postępu choroby 
[18,58].

Druga hipoteza zakłada, że większość translokacji wariantowych powstaje w 
wyniku przypadkowego zadziałania pojedynczego czynnika sprawczego (np. promie
niowania) powodującego jednoczesne złamanie kilku upakowanych blisko siebie 
chromosomów. Nieprzypadkowe byłyby punkty złamań tych chromosomów, obej
mujące sekwencje homologiczne, np. Alu. Po zadziałaniu aparatu naprawczego 
mogłoby wskutek homologii punktów złamań nastąpić błędne łączenie fragmentów 
należących do różnych chromosomów [17,18]. Argumentem przemawiającym za tą 
hipotezą jest względna rzadkość występowania mozaiki typu standard/wariant oraz 
mniejsze prawdopodobieństwo wystąpienia po sobie kilku kolejnych zmian angażu
jących te same chromosomy, w porównaniu ze zmianą jednostopniową, nawet gdy 
dotyczy ona wielu chromosomów jednocześnie [17]. Znajdowanie w 100% komórek 
badanego pacjenta translokacji wariantowej wraz z jednolitymi dodatkowymi aberra
cjami strukturalnymi, nie mającymi związku z translokacją Ph świadczy, że wszys
tkie te zmiany zaszły w tym samym momencie prawdopodobnie w wyniku zadziałania 
tego samego czynnika sprawczego [59]. Jednak w dalszym ciągu zagadnienie jedno- 
albo wielostopniowego powstawania wariantów Ph pozostaje nierozstrzygnięte [50].

3.2. Znaczenie rokownicze wariantów translokacyjnych
Zasadniczy molekularny skutek wariantów translokacyjnych (fuzja bcr/abl) jest 

prawdopodobnie taki sam, jak standardowej translokacji t(9;22) [15,50]. Natomiast u 
pacjentów z wariantami Ph znamiennie częściej stwierdza się przy rozpoznaniu 
obecność dodatkowych aberracji strukturalnych nie wpływających na roko- wanie. 
Ich powstawaniu sprzyja prawdopodobnie mechanizm tworzenia wariantu Ph [59]. 
Dane kliniczne i hematologiczne nie różnią się znacząco pomiędzy grupą pacjentów 
z translokacją standardową i grupą z wariantami Ph [17,59]. Jedynie w pojedynczych
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przypadkach warianty translokacyjne kojarzyły się z krótszym czasem przeżycia, 
szybszym występowaniem przełomu blastycznego, większym ryzykiem nawrotu czy 
niekorzystnymi zmianami hematologicznymi [56]. Obserwacje te, sugerujące zw ią
zek między odmiennym od standardowego początkowym kariotypem a określonym 
przebiegiem choroby, mogłyby być dowodem na słuszność hipotezy jednostopniowe- 
go tworzenia wariantów Ph [17].

Nieprzypadkowa w wariantach Ph lokalizacja punktów złamań w loci genów 
istotnych dla rozwoju procesu nowotworowego sugeruje możliwość większej złożo
ności obrazu molekularnego, jak i poważniejszych implikacji klinicznych w porów 
naniu z translokacją standardową [63]. Niektóre zmiany molekularne mogą wpływać 
korzystnie na przebieg choroby, inne -  niekorzystnie, jeszcze inne mogą w ogóle nie 
mieć związku z rozwojem klonu białaczkowego. Sumarycznie daje to obraz braku 
różnic fenotypowych pomiędzy wariantami a standardową translokacją Ph [59]. 
Odrębna analiza wariantów przebiegających z zaangażowaniem różnych punktów 
złamań mogłaby jednak pozwolić na określenie fenotypu choroby i ustalenie pro
gnozy dla każdego wariantu oddzielnie [30,50].
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ANALIZA RÓŻNORODNOŚCI RECEPTORÓW 
LIMFOCYTÓW T WIĄŻĄCYCH ANTYGEN 

W GUZACH LITYCH*

ANALYSIS OF THE T-CELL RECEPTOR REPERTUAR 
IN SOLID TUMORS

Dariusz KOW ALCZYK 

Zakład Genetyki Człowieka, Polska Akademia Nauk, Poznań

Streszczenie. Określenie roli układu immunologicznego w zwalczniu chorób nowotworowych jest nadal 
poważnym problemem współczesnej immunologii. Swoistość limfocytów T jest zdefiniowana przez 
konfigurację receptora wiążącego antygen (TCR), z tego względu podjęto szereg prób w celu określenia 
różnorodności TCR limfocytów naciekających guzy nowotworowe (Tumor Infiltrating Lymphocytes -  
TIL), co pozwoliłoby na lepsze poznanie specyficzności odpowiedzi przeciwnowotworowej, jak również 
rozmiaru zróżnicowania antygenowego komórek nowotworowych. Analizą TCR komórek naciekają
cych guzy nowotworowe wykazano selektywny udział limfocytów T w odpowiedzi na nowotwór, co 
sugeruje oligoklonalny charakter TIL. Koniecznym elementem warunkującym skuteczną odpowiedź 
wydaje się być równowaga cytokin w otaczającym mikrośrodowisku. W pracy przedstawiono także zarys 
metodyki analizy TCR w zmianach nowotworowych oraz podsumowano i zinterpretowano ostatnie 
osiągnięcia w tej dziedzinie.

Słowa kluczowe: receptor limfocytów T wiążący antygen (TCR), limfocyty naciekające 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

* Artykuł 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 skrótów: TCR (ang. T-cell receptor) -  receptor limfocytów T wiążący antygen, TIL 
(ang. tumor infiltrating lymphocytes)- limfocyty naciekające guz, V (ang. variable) -  część zmienna 
łańcucha TCR, D (ang. diversity) -  część warunkująca różnorodność łańcucha TCR, J  (ang. joining) -  
-  część łącząca łańcucha TCR, C (ang. constant)- część stała łańcucha TCR, P C R - reakcja łańcuchowa 
polimerazy, TNF -  czynnik martwicy nowotworów, INF -  interferon, IL -  interleukina

1. WSTĘP 

Naciek leukocytarny -  przejaw odpowiedzi immunologicznej
Obecność nacieku leukocytamego w guzach nowotworowych, zarówno u ludzi jak 

i u zwierząt, została zauważona już przeszło sto lat temu przez Ehrlicha [19]. W  1922 
roku M acCarty wysunął sugestię, że występowanie komórek limfoidalnych w guzach 
nowotworowych jest oznaką obrony organizmu [35]. Sugestia ta była poparta obser
wacjami raka rdzeniastego piersi o względnie dobrym rokowaniu, który często odzna
cza się znacznym naciekiem limfocytamym [41]. Jednakże Richardson wykazał, że 
guzy rdzeniaste mają lepszą prognozę nawet w tych przypadkach, gdy brak jest 
nacieku limfocytamego lub jest on bardzo mały. Dobre rokowanie w tych przypad
kach jest uwarunkowane osłabioną zdolnością do tworzenia podścieliska i obniżoną 
zdolnością tworzenia przerzutów [48]. Black i następnie Berg wysunęli tezę, że 
występowanie komórek leukocytamych w innych typach raka piersi ma związek z 
dłuższym przeżyciem i przedstawia element obrony organizmu [6,8]. Do podobnych 
sugestii prowadzą także obserwacje nowotworów, takich jak: czerniak złośliwy 
[14,16], choroba Hodgkina [34,50], rak żołądka [9], nasieniaki [17], rak kosmówki 
[20], glejaki [49], gdzie wielkość nacieku limfocytamego wydaje się mieć znaczenie 
prognostyczne.

2. LIMFOCYTY T -  GŁÓWNY CZYNNIK ODPOWIEDZI

W czesne badania skupiały się na stwierdzaniu obecności lub braku limfocytów w 
guzie nowotworowym, w odniesieniu do długości przeżycia. Późniejsze obserwacje 
pozwoliły stwierdzić, które komórki układu immunologicznego są szczególnie zaan
gażowane w odpowiedzi przeciwnowotworowej.

Badania wykorzystujące zdolność limfocytów T do tworzenia rozetek z erytrocy
tami baranimi wykazały, że limfocyty T są głównym składnikiem nacieku leukocy
tam ego [21,22]. Zastosowanie swoistych przeciwciał monoklonalnych pozwoliło na 
dalszą charakterystykę powierzchniowego immunofenotypu limfocytów naciekają
cych guz nowotworowy. Szereg wyników badań wykazuje, że naciek ten składa się 
głównie z limfocytów T, niewielkiej liczby limfocytów B oraz różnej ilości makrofa-
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gów i komórek NK [3,7,26,27,30,63]. Powyższe obserwacje wydają się wskazywać, 
że limfocyty T stanowią główny element odpowiedzi organizmu na nowotwór.

3. GENY KODUJĄCE TCR -  ŹRÓDŁO ZMIENNOŚCI
I SWOISTOŚCI

Limfocyty T rozpoznają antygeny związane z cząsteczkami MHC obecnymi na 
powierzchni komórek prezentujących antygen [64]. Rozpoznanie to następuje przez 
limfocyty T, mające na swojej powierzchni specyficzny receptor wiążący antygen -  
TCR (ang. T celi receptor). Receptor ten jest heterodimerem składającym się z 
łańcuchów a  i ß lub y  i 8 [13,15]. Najczęściej występującą formą obejmującą około 
90% limfocytów krwi obwodowej jest receptor złożony z łańcuchów a  i ß, natom iast 
limfocyty z receptorem typu yb stanowią 1-10% [10,13,15], Oba receptory połączone 
są z kompleksem CD3, który bierze udział w przekazywaniu sygnału przez błonę 
komórkową. Każdy łańcuch receptora składa się z części stałej zakotwiczonej w 
błonie komórkowej oraz części zmiennej określającej jego swoistość. Zróżnicowanie 
części zmiennej łańcucha TCR i tym samym możliwość odpowiedzi na wiele różno
rodnych antygenów warunkowana jest mozaikową budową genów kodujących TCR 
i przegrupowaniami segmentów genu TCR, polegającymi na zbliżaniu się i łączeniu 
poszczególnych sekwencji kodujących odpowiednie części łańcucha (rys. 1) [13].

Część zmienna TCR powstaje z segmentów genowych oznaczonych V, D, J 
oddalonych od siebie o kilkadziesiąt tysięcy par zasad, które w czasie różnicowania 
limfocytów T w grasicy ulegają zbliżeniu i połączeniu. W czasie somatycznej rearan- 
żacji w wyniku nieprecyzyjnego łączenia się dodawane są lub usuwane nukleotydy w 
miejscach łączących segmenty V-J lub V-D-J, co prowadzi do powstania jeszcze 
większej zmienności. Geny części stałej TCR dołączane są do regionu zmiennego na 
etapie dojrzewania pierwotnego transkryptu mRNA [13]. Po związaniu antygenu

Rys. 1. Organizacja genów kodujących TCR (opis w tekście)
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limfocyt T mający specyficzny receptor zostaje pobudzony, namnaża się, co prowadzi 
do powstania klonalnej populacji komórek mających dokładnie to samo przegrupo
wanie genów TCR [13].

Badania zjawisk autoimmunizacyjnych i odrzucania przeszczepów allogenicznych 
wykazały, że geny TCR komórek efektorowych używane są w stosunkowo wąskim 
zakresie prowadząc tym samym do powstania odpowiedzi ograniczonej do limfocy
tów o określonym przegrupowaniu genów dla TCR [5,12,39]. Nasuwa się pytanie, 
czy podobna odpowiedź występuje też w reakcji przeciw komórkom nowotworo
wym.

4. STRATEGIE ANALIZY RÓŻNORODNOŚCI TCR

Analiza różnorodności TCR może zostać dokonana metodami wykorzystującymi 
przeciwciała monoklonalne, transfer Southema i typu northern, klonowanie komórek 
in vitro oraz PCR. W szystkie metody mają swoje ograniczenia, które w pewnym 
stopniu m ogą wpływać na końcowy rezultat przeprowadzonych badań.

4.1. Cytometria przepływowa w badaniach różnorodności TCR
Zastosowanie przeciwciał monoklonalnych w połączeniu z cytometrią przepływo

wą charakteryzuje się stosunkowo dużą czułością, prostotą wykonania i możliwością 
ilościowej oceny poszczególnych populacji komórek. Badanie polega na inkubacji 
zawiesiny komórek z przeciwciałami monoklonalnymi skierowanymi przeciw czę
ściom zm iennym TCR limfocytów T znakowanymi fluorochromami (np. fluoresceiną 
lub fikoerytryną) i analizie na cytometrze przepływowym, który um ożliwia szybką i 
zautomatyzowaną ocenę immunofenotypu dużej liczby komórek.

Analiza różnorodności TCR różni się od typowej analizy immunofenotypu, opartej 
na ogół na znacznej różnicy ilościowej między poszczególnymi populacjami bada
nych komórek. Nie stanowi problemu oznaczenie wzajemnego stosunku limfocytów 
T CD4+ i CD8+, których jest dużo w badanej próbce, a wszelkie zmiany ich 
wzajemnej proporcji są łatwo uchwytne. W przypadku analizy poszczególnych regio
nów V TCR limfocytów T, we krwi lub guzie najwyższa spodziewana wartość mieści 
się w zakresie 5-10% , a badanie zmian w tak małej populacji może w znacznym 
stopniu zależeć od sposobu analizy. Pomijając technikę analizy, najpoważniejszym 
ograniczeniem tej metody jest brak przeciwciał specyficznych dla wszystkich regio
nów zmiennych TCR , który uniemożliwia ich pełną analizę.

4.2. Hybrydyzacja Southerna w badaniach przegrupowań genów
TCR

Zasada analizy repertuaru TCR za pomocą hybrydyzacji Southem a polega na 
enzymatycznej fragmentacji izolowanego DNA przy pomocy enzymów restrykcyj
nych (najczęściej BamH I, Hind III, EcoR I), następnie elektroforezy otrzymanych 
fragmentów w żelu agarozowym, transferze na filtr nylonowy lub nitrocelulozowy,
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Rys. 2. Schemat analizy repertuaru genów TCR przy pomocy hybrydyzacji Southema

hybrydyzacji z wyznakowaną radioaktywnym izotopem sondą specyficzną dla ge
nów TCR (na ogół jest nim segment Cß lub Jy) i autoradiografii (rys. 2). Efektem 
tych wszystkich zabiegów jest pojawienie się prążków na kliszy fotograficznej, 
których położenie uwarunkowane jest miejscem wiązania radioaktywnej sondy do 
fragmentu DNA o określonej wielkości. Rozkład fragmentów V, D, J i C w nieprze- 
grupowanym DNA jest stały -  odpowiada konfiguracji linii zarodkowej i występuje 
we wszystkich komórkach somatycznych z wyjątkiem limfocytów T. Przegrupowania 
genów w czasie rozwoju limfocytów T prowadzą do zmiany wielkości fragmentów 
restrykcyjnych, czego efektem jest występowanie sygnałów hybrydyzacyjnych w 
innym miejscu niż w przypadku komórek linii zarodkowej. M ożliwe jest przy tym 
odróżnienie populacji monoklonalnej limfocytów T, dającej pojedynczy sygnał na 
kliszy, od populacji oligoklonalnej dającej kilka, najczęściej 2-4  prążków oraz poli- 
klonalnej, która uwidacznia się w tej metodzie w postaci rozciągniętej smugi [4].

4.3. Hybrydyzacja typu northern w badaniach ekspresji TCR
Northern biot jest techniką umożliwiającą analizę ekspresji genów na poziomie 

mRNA. M etoda ta generalnie przypomina hybrydyzację Southema, polega na izolacji 
RNA, jego elektroforezie w żelu agarozowym, transferze na filtr i hybrydyzacji z 
odpowiednią sondą (rys. 3). Po autoradiografii widoczne są prążki wielkości 1,3-1,7 
kb odpowiadające mRNA TCR. W przypadku analizy TCR stosuje się sondy specy
ficzne dla regionów V TCR, co pozwala na identyfikację poszczególnych klonów 
limfocytów T. Ograniczeniem metod opartych na hybrydyzacji jest ich niska rozdziel
czość i stosunkowo mała czułość, co powoduje, że metody te mają znaczenie m argi
nalne. N iem niej, m ając na uwadze niebezpieczeństw o zafałszow ania wyniku 
rozrostem klonów niereprezentatywnych [23], możliwe jest zastosowanie ich do 
analizy TCR limfocytów 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 przegrupowań i ekspresji genów TCR
Z uwagi na ograniczenia metod opartych na przeciwciałach monoklonalnych, 

hybrydyzację Southem a i hybrydyzację typu northern, obecnie najszerzej rozpo
wszechnioną metodą badania różnorodności receptora limfocytów T wiążącego anty
gen jest PCR. M etoda ta pozwala na bardzo dokładną charakterystykę TCR na 
poziomie DNA [32] lub powstałego z mRNA cDNA [42,43,45,62]. Jej główne zalety 
to ogromna czułość -  w odpowiednich warunkach możliwe jest wykrycie jednej 
komórki z charakterystyczną sekwencją (będzie nią np. sekwencja TCR) pośród 
miliona innych [1], dostępność starterów oparta na znajomości genów kodujących 
TCR, a także możliwość analizy nieznanych regionów V.

Gdy używa się cDNA jako matrycy w reakcji PCR, strategia postępowania oparta 
jest na specyficznych starterach dla genów części zmiennych V i stałej C. Gdy badanie 
przeprowadzane jest na poziomie genomowego DNA, zamiast starterów dla części 
stałej używa się zwykle starterów dla części łączącej J [32], M ożliwa jest również 
analiza sekwencji TCR bez wstępnego określenia końca 5 ’ (regionu V) pozwalająca 
na badanie nieznanych regionów V [36,55].

4.4.1. Wersja rodzinna reakcji PCR w badaniach TCR

Najszerzej stosowaną techniką PCR dla charakterystyki TCR limfocytów obe
cnych w guzie nowotworowym jest tzw. rodzinna reakcja PCR (ang. fam ily PCR) 
wykorzystująca startery specyficzne dla znanych regionów V i regionu stałego C (rys. 
4A). Półilościowa analiza poszczególnych segmentów V może zostać dokonana na 
podstawie oceny ilości zamplifikowanego produktu PCR [29]. Ocenę ilościową 
dokonuje się zwykle po hybrydyzacji produktu PCR z wyznakowaną sondą lub po 
dodaniu do mieszaniny reakcyjnej znakowanych izotopem starterów lub nukleoty-
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dów. Po autoradiografii powstałe zaczernienie może być analizowane densytometry- 
cznie [24,28]. M ożliwa jest także bezpośrednia ocena radioaktywności produktów 
PCR przy pomocy skannera lub licznika scyntylacyjnego [51,62]. W celu uzyskania 
pełniejszych danych i powtarzalności wyników stosowany jest tzw. wewnętrzny 
standard, do którego porównywane są uzyskane wyniki. Takim standardem jest 
najczęściej fragment łańcucha stałego (C) TCR, który amplifikowany jest z wszy
stkich limfocytów T i tym samym może być wartością referencyjną równą 100% [62].

Klonowanie produktów PCR pozwala nie tylko na późniejsze sekwencjonowanie 
i pełną charakterystykę TCR, ale licząc klony o tej samej sekwencji można dokonać 
analizy ilościowej [36]. Ograniczeniem tej metody jest możliwość przeoczenia komó
rek mających nieznane regiony V, które wykrywa się dzięki 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 i użyciu 
starterów dla części stałej TCR działających w odwrotnych kierunkach (rys. 4C). 
Zastosowanie tylko jednej pary starterów dla wspólnego regionu C, zamiast całego 
ich zestawu dla poszczególnych części zmiennych, pozwala na jednoczesną amplifi- 
kację wszystkich klonów w jednej probówce, w jednakowych warunkach. Zapewnie
nie identycznych warunków reakcji pozwala na późniejszą półilościową analizę 
różnorodności TCR. Niezwykle istotną cechą tej metody jest możliwość analizy 
klonów limfocytów T z nieznanymi regionami V, co czyni ją  szczególnie użyteczną. 
Podobnej analizy można jedynie dokonać stosując tzw. zakotwiczoną reakcję PCR 
(ang. single-sided, lub anchored), w którym korzysta się ze wspólnego startera poliC

Rys. 4. Metody analizy repertuaru TCR na podstawie reakcji PCR: A -  rodzinna reakcja PCR: para 
starterów V i C amplifikuje cDNA wybranej grupy TCR; dla każdej grupy przeprowadza się osobną 
reakcję z oddzielnym, specyficznym starterem V; B -  zakotwiczona reakcja PCR: primer poliC 
"zakotwicza" się po stronie 3’ cDNA; dzięki specyficznemu starterowi dla segmentu stałego TCR, 
amplifikacji ulegają tylko geny kodujące TCR; C -  odwrotna reakcja PCR: cDNA ulega najpierw 
cyrkulizacji, następnie przeprowadza się reakcję PCR ze starterami specyficznymi dla segmentu C 
działającymi w odwrotnych kierunkach; dalsza analiza w pkt. B i C odbywa się poprzez hybrydyzację 
produktu PCR z sondami specyficznymi dla poszczególnych segmentów V lub przez sekwencjonowanie

po uprzednim sklonowaniu
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zamiast zestawu dla wszystkich części zmiennych (rys. 4B). Analiza użycia części 
zmiennych V w obu przypadkach dokonywana jest przez hybrydyzację z oligonukleo- 
tydami lub przez sekwencjonowanie sklonowanych produktów PCR [36,60], W  celu 
uzyskania reprezentatywnego obrazu konieczne jest jednak sekwencjonowanie wielu 
klonów.

4.4.3. Reakcja PCR typu "ru n off' w badaniach TCR

Konieczność przeprowadzenia analizy wielu klonów w znaczący sposób utrudnia 
badanie różnorodności TCR limfocytów. W ykorzystując aparaty do automatycznego 
sekwencjonowania możliwe jest ilościowe porównanie poszczególnych klonów ko
mórkowych w sposób stosunkowo szybki, prosty i zautomatyzowany. Produkt PCR 
poddaje się dodatkowej reakcji z fluorescencyjnie wyznakowanymi starterami dla 
poszczególnych części łączących J w tzw. "runoff" PCR. Powstałe, wyznakowane 
produkty rozdziela się elektroforetycznie w aparacie do automatycznego sekwen- 
cjonowania, uzyskując w efekcie wykresy częstości poszczególnych klonów [24,47].

5. Oligoklonalna natura TIL
Gervois i wsp. [25] stosując hybrydyzację Southema, przy pomocy sond dla TCR 

Y i ß wykazał, że limfocyty naciekające guz po hodowli in vitro mają charakter 
klonalny. Nitta [42] stosując rodzinną reakcję PCR zaobserwował dominację TCR 
V a7  wśród świeżych, niehodowanych TIL w czerniaku. Napodstawie półilościowego 
PCR Weidmann [62] stwierdził, że limfocyty obecne w guzie raka wątroby cechują 
się inną różnorodnością TCR ß w porównaniu z krwią obwodową. Analiza sekwencji 
wykazała klonalny charakter populacji limfocytów mających TCR Vß3 i V ß l. Co 
więcej, porównując różnorodność TCR limfocytów krwi obwodowej osób cierpią
cych na raka wątroby z limfocytami osób zdrowych zauważono, że ekspansja niektó
rych klonów limfocytów T nie ogranicza się tylko do miejsca, w którym znajduje się 
nowotwór, ale może dotyczyć także krwi obwodowej. Sugeruje to ogólnoustrojową 
odpowiedź na antygeny związane z nowotworem. Mathouli i wsp. badając raki piersi 
nie wykazał ograniczenia użycia receptorów limfocytów T i różnicy w różnorodności 
genów TCR w limfocytach krwi obwodowej i TIL [37]. Jednak zdecydowana wię
kszość prac sugeruje lub potwierdza oligoklonalny charakter limfocytów T w guzie 
nowotworowym lub dominację komórek o danym typie TCR. Są to obserwacje 
dotyczące różnych nowotworów, takich jak: czerniak złośliwy [4,46,53,54,55,61], 
rak płuc [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 odpowiedź immunologiczna

Zastosowanie techniki PCR umożliwia analizę repertuaru TCR limfocytów nacie
kających guz nowotworowy. Wprawdzie dokładna interpretacja ilościow ajest trudna, 
większość danych wskazuje na oligoklonalny charakter limfocytów T w miejscu
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nowotworzenia, wskazując na ich selektywną ekspansję. Podstawowym pytaniem 
jest, czy selektywne nagromadzenie limfocytów T jest wynikiem lokalnej aktywacji 
poprzez antygeny nowotworowe. Zmiany w obrębie tkanki, takie jak: zakażenie, stan 
zapalny, szybki wzrost czy martwica, mogą prowadzić do różnic antygenowych ze 
zdrową tkanką i wpływać na repertuar TCR [ 12,39]. Tym samym selektywna ekspan
sja nie jest wystarczającym dowodem na specyficzne rozpoznawanie komórek nowo
tw orow ych przez lim focyty T. W prawdzie jednoczesna analiza klonalności i 
właściwości cytotoksycznych TIL wykazała, że badane limfocyty są cytotoksyczne 
wobec komórek autologicznych nowotworów [7], ale nie zawsze efekt ten był wy
wierany przez klon dominujący in vivo [45,59].

Obserwuje się także, że zróżnicowanie repertuaru TCR jest wysoce heterogenne. 
Różnice TCR pojawiają się nie tylko między pacjentami, ale także u tych samych 
chorych między guzem pierwotnym a powstałymi przerzutami [50,60].

Repertuar TCR limfocytów biorących udział w odpowiedzi na nowotwór może 
wynikać z zaangażowania wielu regionów V skierowanych przeciw pojedynczej 
determinancie antygenowej, ale także może być odzwierciedleniem ilości antygenów 
nowotworowych prezentowanych przez pojedynczą komórkę nowotworową. Ta 
ostatnia sugestia wydaje się być potwierdzona badaniami van den Eyde [58], który 
wykazał, że linia komórkowa czerniaka złośliwego prezentuje 6 różnych antygenów 
rozpoznawanych przez autologiczne CTL.

W ażnym czynnikiem determinującym różnorodność TCR w guzie jest restrykcja 
MHC. Dalsze badania powinny obejmować analizę TCR w szerokiej populacji 
pacjentów dobranych pod kątem HLA, aby szukać ewentualnych podobieństw w 
ekspresji TCR a  lub ß. Jak do tej pory nie wykazano, aby osoby majace zbliżony 
haplotyp wykazywały podobny wzór użycia TCR [18,51,54,55], co może odzwier
ciedlać różnorodność antygenów nowotworowych. Zbyt mała ilość tego typu donie
sień uniemożliwia wyciągnięcie szerszych wniosków.

Scholler i wsp. [51] zaobserwował ilościowe, jak i jakościowe różnice TCR 
limfocytów pochodzących z guzów pierwotnych i przerzutów. Obserwowane różnice 
mogą być pośrednim dowodem na zmianę antygenowości komórek nowotworowych 
i w pewnym stopniu tłumaczyć przyczyny niepowodzeń terapii przy użyciu TIL.

Równie ciekawym problemem jest analiza funkcjonalna poszczególnych klonów 
limfocytów T obecnych w guzie nowotworowym. Kurt i wsp. [33] porównał limfocyty 
izolowane z guzów nowotworowych ulegających progresji z limfocytami izolowany
mi z guzów z oznakami regresji. Badanie, które obejmowało analizę różnorodności 
TCR, aktywność cytotoksyczną i profil cytokinowy, wykazało, że w obu guzach 
występują limfocyty mające identyczne TCR oraz w obu przypadkach dominowały 
te same klony mające TCR V ßl i Vß8. Limfocyty izolowane z nowotworu w trakcie 
progresji nie wykazywały aktywności cytotoksycznej i wykazywały zwiększoną 
ekspresję TGF-ß w porównaniu z limfocytami z guza ulegającego regresji. Te ostatnie 
natomiast, posiadały aktywność cytotoksyczną oraz zwiększoną ekspresję IFN-y, 
T N F -a i IL-10.
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W ang i Taniguchi [60] wykazali, że dominujący klon może mieć negatywny wpływ 
na efektorowe limfocyty T  w TIL, wzmacniając złośliwy charakter nowotworu i 
przyspieszając jego rozwój.

Obserwacje te sugerują, że funkcje efektorowe komórek nie zależą od typu recep
tora rozpoznającego antygen, co więcej sama obecność limfocytów T w guzie nie jest 
wystarczająca do odrzucenia nowotworu. Koniecznym elementem wydaje się być 
odpowiednia równowaga cytokin w mikrośrodowisku nowotworowym, która może 
doprowadzić do powstania pożądanych funkcji efektorowych limfocytów. Ponadto z 
uwagi na funkcje regulatorowe, w tym funkcje supresorowe, jakie mogą pełnić 
limfocyty, dominujące klony nie muszą przyczyniać się do eliminacji nowotworu.

Wyniki badań różnorodności TCR limfocytów T naciekających guzy nowotworo
we są kolejnymi danymi sugerującymi obecność specyficznej reakcji im munologicz
nej przeciw komórkom nowotworowym w warunkach in vivo. Lepsze poznanie 
biologii limfocytów odpowiadających na nowotworzenie może dostarczyć wielu 
cennych informacji dla skutecznej immunoterapii nowotworów oraz wyjaśnić przy
czyny jej sukcesów, jak i niepowodzeń.
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STRUKTURA PLEMNIKOWEGO DNA SSAKÓW

STRUCTURE OF MAMMALIAN SPERM DNA

Monika SZCZYGIEŁ, Maciej KURPISZ 

Zespół Biologii Rozrodu, Zakład Genetyki Człowieka PAN, Poznań

Streszczenie. W pracy przedstawiono model struktury DNA występującego w plemnikach ssaków. 
Omówiono hipotetyczny mechanizm przemiany DNA o konformacji typu somatycznego w DNA 
charakterystyczny dla dojrzałych męskich komórek rozrodczych. Przedyskutowano wzajemną zależność 
struktury genomu plemnikowego i funkcji gamet. Zwrócono uwagę na niejasności związane z obecnością 
i rolą histonów w plemnikach.

Słowa kluczowe: struktura DNA, protaminy, chromatyna plemnikowa, macierz jądrowa, białka wiążące 
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 tó 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. WSTĘP
Od czasu odkrycia podwójnej helisy DNA przez W atsona i Cricka [32], wiedza 

dotycząca struktury nośnika informacji genetycznej i mechanizmu przekazu tej infor
macji stale się pogłębia. Intensywnie bada się charakterystyczne uorganizowanie 
chromatyny, a zwłaszcza specyficzne interakcje pomiędzy DNA a białkami struktu
ralnymi obecnymi w jądrze.

Ostatnio coraz więcej uwagi poświęca się strukturze IV-rzędowej, którą DNA 
przyjmuje w trakcie procesu upakowywania chromatyny. Dowiedziono, że uporząd
kowana struktura wyższego rzędu jest równie ważna dla funkcji DNA jak podwójna 
helisa. IV-rzędowa struktura DNA jest dowodem, że genom może w określonych 
warunkach podlegać procesom dalszej adaptacji i może przybierać różne formy 
organizacyjne. W zależności od cyklu życiowego komórki, DNA może być repliko
wany, transkrybowany, skondensowany w postaci chromosomów 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. Sposób upakowania jest zróżnicowany tkankowo -  poszczególne fragmenty 
genomu przejawiają aktywność w określonych typach komórek. W przypadku komó
rek somatycznych podstawową funkcją genomu jest replikacja DNA i transkrypcja 
genów. W plemnikach procesy replikacji i transkrypcji nie zachodzą [23], ale konfor
m acja DNA pozostaje bardzo specyficzna.

M imo trwających od wielu lat intensywnych badań, sposób upakowania DNA w 
komórkach plemników nie został jednoznacznie określony. Wiadomo, że w plem ni
kach cały genom jest uorganizowany w nieaktywny, bardziej niż w przypadku 
chromosomów mitotycznych skondensowany stan. Ścisłe upakowanie dużej ilości 
materiału genetycznego w postać jak najbardziej skondensowaną umożliwia funkcję, 
jaką plemniki odgrywają w procesie zapłodnienia, tj. transportują one (i ochraniają) 
kompletny zestaw informacji genetycznej, warunkujący całkowity rozwój osobniczy.

W ażną cechą odróżniającą genom komórek somatycznych od genomu plemniko
wego jest superhelikalność, związana z rodzajem obecnych w jądrze białek stabilizu
jących DNA. W iadomo, że DNA plemnikowy, w przeciwieństwie do DNA komórek 
somatycznych nie jest superhelikalnie skręcony lub skręcenie to występuje w niewiel
kim stopniu [18, 21, 30].

Specyficzną dla plemników konformację DNA trudno oceniać, nie przyjmując za 
układ odniesienia struktury genomu somatycznego. Plemniki wywodzą się z komórek 
gametogenicznych, w których występuje DNA typu somatycznego. W związku z tym 
konformacja, którą DNA plemnikowy przyjmuje, rozwija się ze stosunkowo dobrze 
poznanej struktury DNA somatycznego. Istnieje ścisły związek konformacji DNA 
typu somatycznego i konformacji DNA typu plemnikowego, wyrażający się zdolno
ścią do dwukierunkowej przemiany obu typów strukturalnych DNA. W pierwszym 
przypadku -  w trakcie spermiogenezy -  obserwuje się zjawisko stopniowej konde
nsacji materiału genetycznego, co możliwe jest po gruntownej przebudowie kom ple
ksów DNA-białko (zastąpienie histonów przez protam iny i konsekwencje tej 
przemiany). W drugim przypadku -  po fuzji komórki jajowej z plemnikiem -  ma 
miejsce proces odwrotny. Genom ulega stopniowej dekondensacji i DNA zostaje 
upakowany w sposób typowy dla komórek somatycznych. Zainteresowanie autorów 
niniejszej pracy skupia się na przemianie DNA typu somatycznego w DNA chara
kterystyczny dla dojrzałych męskich komórek rozrodczych oraz wzajemnej zależno
ści struktury genomu plemnikowego i funkcji gamet.

2. STRUKTURA DNA PLEMNIKOWEGO

2.1. Podwójna helisa
Informacja genetyczna zapisana jest na 1-niciowym DNA linearnym kodem skła

dającym się z 4 podstawowych elementów. Komplementamość drugiej nici DNA 
pozwala na powielenie zawartej w DNA informacji i powstanie idealnej kopii całego 
genomu podczas podziału komórki [32]. Na tym poziomie struktura DNA plem niko
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wego nie odbiega od struktury występującej w komórkach somatycznych (rys. 1A-E). 
W gametach męskich zaobserwowano jedynie wydłużenie telomerów oraz zwiększe
nie stopnia metylacji DNA.

2.2. Kompleksy DNA-protaminy
W komórkach somatycznych, odcinki DNA o długości około 200 par zasad ^ą 

dwukrotnie owinięte dookoła oktameru histonowego tworząc 10 nm nukleosomy. 
uwidaczniające się na obrazie mikroskopowym jako "paciorki na nici" (rys. IB). W 
plemnikach odpowiednikiem nukleosomów są kompleksy DNA-protaniny (rys. 1F). 
Protaminy to małe białka o zdolności wiązania się z DNA, masie cząsteczkowej 
prawie o połowę mniejszej niż masa histonów i dwukrotnie wyższej zawartości 
zasadowych aminokwasów (50-70%  aminokwasów w protaminach stanowi argini- 
na), w porównaniu z białkami histonowymi [6], Protaminy plemników ssaków mają 
długie, wyeksponowane na zewnątrz cząsteczki, reszty argininy i cysteiny. W iążą się 
z DNA na całej jego długości, wzdłuż wąskiego rowka, w taki sposób, że dodatnio 
naładowana reszta argininy neutralizuje ujemny ładunek szkieletu fosfodiestrowego 
DNA [2,20], Powoduje to, że polianionowy DNA ulega przekształceniu w neutralny 
polimer. Reszty cysteiny tworzą natomiast (u ssaków) wewnątrzcząsteczkowe mostki 
siarczkowe, zapewniając znaczny stopień stabilności nieaktywnej chromatyny ple
mnikowej [4], Neutralne kompleksy DNA-protaminy wiążą się ze sobą siłami van der 
W aalsa. Stwierdzono, że kompleksy DNA-protaminy nie są skręcone superhelikal- 
nie lub skręcenie to występuje w niewielkim stopniu [18, 21,30 ]. Funkcjonalne 
znaczenie tego faktu może być związane z brakiem aktywności plemnikowego DNA 
w procesach replikacji i transkrypcji. Podstawową funkcją protamin jest skondenso
wanie plemnikowego genomu do ściśle upakowanego, zabezpieczonego maksymal
nie stanu. W przeciwieństwie do histonów protaminy nie wydają się skracać długości 
DNA [27], Kompleksy DNA-protaminy są nierozpuszczalne w buforach o fizjologi
cznej sile jonowej i są odporne na trawienie enzymatyczne.

2.3. Struktura obwarzanka
Somatyczny DNA w postaci nukleosomów jest upakowany w włókno o średnicy 

około 30 nm. Najczęściej uznawanym modelem tego upakowania jest konfiguracja 
solenoidu. 6 nukleosomów owiniętych jeden obok drugiego tworzy skręt. Z kolejnych 
skrętów zbudowane jest włókno solenoidu (rys. 1C). W edług modelu W arda [27,28], 
kompleksy DNA-protaminy w plemnikach najprawdopodobniej są upakowane w 
postaci szerokich, koncentrycznych, nakładających się na siebie okręgów. Jest to 
forma zbliżona wyglądem do szpulki nici (rys. IG). Zwinięte w postaci szpulki nici 
kompleksy DNA-protaminy ulegają silnej kondensacji, w wyniku której poszczególne 
okręgi zbliżają się do siebie i ostatecznie powstaje tzw. struktura obwarzanka (rys. 
1H). Forma ta ma średnicę zewnętrzną równą ok. 65 nm, średnicę wewnętrzną -  ok. 
32,5 nm, wysokość -  ok. 25 nm. Nie jest to jednak struktura idealnie cylindryczna, 
ponieważ okręgi DNA-protaminy kondensują niejednolicie. Obrazy mikroskopowe
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Rys. 1. Porównanie sposobów upakowania i konfiguracji DNA w komórkach somatycznych i w 
plemnikach: [A -D ]: podwójna helisa DNA (A) jest dwukrotnie owinięta dookoła oktameru histonowego 
tworząc 10 nm nukleosom (B), który następnie jest upakowany w włókno o średnicy 30 nm i konfiguracji 
solenoidu (C); włókna solenoidu w postaci charakterystycznych pętli (domen) zostają związane w 
macierzy jądrowej (D); [E-H]: do podwójnej helisy DNA (E), na całej jej długości i wzdłuż jednego 
rowka, wiążą się protaminy, które całkowicie neutralizują ujemny ładunek szkieletu fosfodiestrowego 
DNA (F), kompleksy DNA-protaminy przyjmują formę spiralnych okręgów, mogących wiązać się ze 
sobą siłami van der Waalsa i przypominających z wyglądu szpulkę nici (G); następnie DNA związany 
z protaminami ulega silnej kondensacji, w wyniku której poszczególne okręgi zbliżają się do siebie i 
powstaje struktura obwarzanka (H), ulegająca następnie związaniu w postaci

domeny w macierzy jądrowej

pozbawionych otoczki jądrowej plemników buhaja i myszy oraz częściowo zdekon- 
densowanej chromatyny plemników myszy potwierdziły, że DNA nie jest uorganizo- 
wany w długie wiązki włókien (solenoid), ale w twory kuliste przypominające 
wyglądem koraliki [1], Podobny obraz uzyskano w przeprowadzonych badaniach 
plemników szczura [17]. Dokładniejsze analizy pozwoliły na opisanie złożonego 
kompleksu DNA-protaminy jako 90 nm pierścienia zawierającego ok. 60 kb DNA 
[14].

2.4. Domeny
Zarówno włókna solenoidów komórek somatycznych, jak  i struktury obwarzanka 

występujące w plemnikach są uorganizowane w postaci tzw. domen i pozostają 
związane z macierzą jądrow ą [24] w specyficznych miejscach (rys. 1D-H). Związanie 
to jest możliwe dzięki charakterystycznym sekwencjom DNA występującym na 
końcach pętli solenoidu i w odpowiadających im topologicznie określonych miej
scach w obrębie struktury obwarzanka. U chomika, średnia wielkość domen w
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plem nikach wynosi 47 kb, podczas gdy średnia wielkość domen w komórkach 
som atycznych -  77 kb [30]. W ielkość domen jest specyficzna gatunkowo. U tego 
samego gatunku stosunek wielkości domen w plemnikach do wielkości domen w 
kom órkach somatycznych kształtuje się jak 1:2, przy czym owo zmniejszenie wiel
kości nie wydaje się być związane z haploidalnością genomu plemników. W czasie 
spermiogenezy liczba miejsc wiązania na macierzy jądrowej wzrasta wraz ze zmniej
szeniem średniej wielkości domeny [9,30], Plemnikowa macierz jądrow a ulega także 
pewnej kondensacji, przystosowując się do kondensującej chromatyny [28]. Domeny 
występują we wszystkich typach komórek eukariotycznych i na różnych etapach ich 
cyklu: w jądrach interfazowych [7, 26], w chromosomach mitotycznych [8, 31], w 
plem nikach [3, 16, 29, 30]. Są strukturami dynamicznymi zmieniającymi się wraz z 
funkcjonalnymi zmianami w jądrze, takimi jak: replikacja [26, 27], transkrypcja [22] 
lub długość replikonu [10, 15]. Stwierdzono specyficzność gatunkową wielkości 
domen i długości replikonów [5]. Wykazano, że w różnych typach komórek tego 
samego organizmu, na DNA związanym w domenach, znajdują się różne geny [12, 
22]. Uważa się także za prawdopodobne, że specyficzne uorganizowanie DNA w 
macierzy jądrowej odgrywa znaczącą rolę w różnicowaniu komórki. Ponieważ sposób 
związania domen z macierzą ściśle koreluje z funkcją DNA, to znaczy, że organizacja 
tych domen może być najbardziej fundamentalnym aspektem struktury eukariotycznej 
chromatyny.

2.5. Chromosomy mitotyczne
Chromosomy mitotyczne to ostatni stopień kondensacji pętli solenoidowych 

DNA somatycznego. W jaki dokładnie sposób dochodzi do ich wykształcenia, pozo
staje niejasne. Plemniki są komórkami, w których nie zachodzi mitoza. Nie wydaje 
się więc prawdopodobne, aby istniały w nich struktury odpowiadające chromosomom 
mitotycznym. Z drugiej jednak strony, plemniki są ostatnim produktem podziału 
mejotycznego, możliwe jest więc, że obecne są w nich ślady struktur właściwych 
komórkom, w których zachodzą procesy mitotyczne. Udowodniono, że w pełni 
skondensowana chromatyna plemnikowa zachowuje pewną ilość specyficznych bia
łek centromerowych, naturalnie występujących w komórkach somatycznych [13].

3. MECHANIZM PRZEMIANY

Plemniki różnicują się z komórek gametogenicznych nabłonka plemnikotwórcze- 
go, które mają strukturę DNA typu somatycznego. Jak to się dzieje, że w czasie 
procesu spermiogenezy złożona struktura DNA komórek somatycznych zostaje prze
kształcona w całkowicie inną formę? Aby przemiana taka mogła nastąpić, powinny 
zostać spełnione dwa warunki. Po pierwsze -  należałoby przyjąć powszechnie uznany 
model struktury DNA występującego w komórkach somatycznych jako formę wyj
ściową. Po drugie -  hierarchia struktury plemnikowego DNA musiałaby pokrywać 
się z hierarchią struktury DNA komórek somatycznych.
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Na poziomie podwójnej helisy nie obserwuje się znaczących różnic w komórkach 
somatycznych i plemnikowych. Pierwszym etapem przemiany jest więc zastąpienie 
nukleosomalnych histomów przez protaminy. Ponieważ protaminy wiążą się z DNA 
linearnie, wzdłuż jego długości, najkorzystniejszym sposobem upakowania jest stru
ktura kolista. Na jeden obrót solenoidu w komórkach somatycznych przypada 13 
superskrętów helisy DNA, po 2 na każdy z 6 nukleosomów i 1 na sam solenoid. W 
czasie przekształcania się struktury DNA typu somatycznego w plemnikowy możliwa 
jest następująca sytuacja: 11 z 12 nukleosomalnych superskrętów zostaje usuniętych 
drogą enzymatycznej działalności topoizomerazy (obecność topoizomeraz stwierdzo
no we wszystkich typach komórek pojawiających się w toku spermatogenezy z 
wyjątkiem dojrzałych plemników [19]). Po rozwinięciu DNA, histony zostają zastą
pione protaminami. Po tym procesie, DNA 1 obrotu solenoidu przyjmuje formę 2 
spiralnych okręgów kompleksu DNA-protaminy. Tak uorganizowane okręgi DNA 
łatwo mogą związać się ze sobą siłami van der W aalsa i powstaje struktura szpulki 
nici. Po procesie kondensacji, który jest procesem złożonym i wymagającym prawdo
podobnie obecności wielu białek przejściowych, powstaje struktura obwarzanka [28].

Opisana przemiana struktury DNA typu somatycznego w DNA typu plemnikowe
go jest całkowicie zgodna z uznanym modelem konformacji cząsteczki 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 formą przejściową), a związanie DNA w postaci domen zostaje zachowane. 
M odel wyjaśnia także podstawową właściwość plemników, jaką jest skondensowanie 
materiału genetycznego w nich zawartego około 6 razy bardziej niż w komórkach 
somatycznych [2, 20, 33] oraz przeniesienie ojcowskiego genomu do zygoty w 
zorganizowanej, skondensowanej, nieaktywnej formie zwiększającej szanse na to, że 
nie ulegnie on uszkodzeniu i zostanie doprowadzony do miejsca przeznaczenia w 
postaci nienaruszonej.

4. DALSZE PYTANIA

Jedną z niejasności towarzyszących badaniom genomu plemnikowego jest wystę
powanie w nim białek histonowych. Podczas spermiogenezy DNA ulega kondensacji 
w związaną, transkrypcyjnie nieaktywną masę. Mechanizmy, które kierują kondensa
cją DNA, wydają się być zróżnicowane, ponieważ nie zawsze te same typy białek 
ulegają związaniu z chromatyną plemnikową. W plemnikach większości gatunków 
histony są zastępowane częściowo lub całkowicie przez protaminy. Są doniesienia, 
że te dwa typy białek podstawowych mogą wiązać się preferencyjnie do różnych 
sekwencji DNA [35]. Stwierdzono, że ludzkie plemniki zawierają około 15% histo- 
nów i 85% protamin [9], a więc występujący w nich DNA jest upakowany zarówno 
w kompleksy protamino we, jak i histonowe.

Jaka je s t rola histonów, które pozostają w genomie plemnikowym obok protamin ?
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Biologiczne znaczenie obecności kompleksów DNA-histony w plemnikach jest 
nieznane. Są doniesienia, że dwa typy białek podstawowych: histony i protaminy 
m ogą wiązać się preferencyjnie do różnych sekwencji DNA [11]. Przeważająca 
większość DNA, kondensowana i stabilizowana przez protaminy, jest nieaktywna. 
Pozostała jego część jest połączona z histonami, w sposób pozwalający na zachowanie 
aktywności tego regionu. Tak uorganizowany DNA mógłby ulegać transkrypcji w 
końcowych etapach spermatogenezy bądź we wczesnych stadiach rozwoju embrio
nalnego. M ożliwe jest, że kompleks histon-DNA, warunkujący aktywność danego 
regionu DNA, oddziałuje na miejsca inicjacji dekondensacji chromatyny. Istnieje 
także inna hipoteza mówiąca, że DNA szczytu pętli solenoidowych uorganizowanych 
w postaci domen w macierzy jądrowej pozostaje związany z histonami, co powoduje, 
że wnętrze struktur obwarzanka jest wypełnione nukleosomami. DNA związany z 
macierzą jądrow ą i ukształtowany w postaci nukleosomów charakteryzuje się zwięk
szoną zdolnością do poddawania zginaniu [27],

5. PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy przedstawiono model struktury DNA występującego w plem ni
kach. Dojrzałe męskie komórki rozrodcze charakteryzują się specyficznymi cechami, 
odróżniającymi je  od innych komórek organizmu, takimi jak: haploidalność materiału 
genetycznego, jego maksymalne skondensowanie czy zdolność komórki do aktywne
go ruchu.

W szystkie te cechy są ściśle związane z rolą, jaką plemniki odgrywają w procesie 
zapłodnienia, co znajduje swe odbicie w strukturze DNA.

Przedstawiony model, opracowany szczegółowo przez W arda [27, 28, 29], wyjaś
nia wzajemne korelacje pomiędzy strukturą DNA i funkcją plemników i stanowi 
pewien logiczny fragment w pełnym luk i kontrowersji obszarze wiedzy, jakim  jest 
proces rozrodu.

LITERATURA

[1] ALLEN MJ, POGANY G, SIEKHAUS WJ, BALHORN R. Atomie force microscopy studies 
of mammalian sperm chromatin. J Cell Biol 1990: 111: 110 /abstract 613/.

[2] BALHORN R. A model for the structure of chromatin in mammalian sperm. J Cell Biol 
1982: 93: 298-305.

[3] BARONE JG, de LARA J, CUMMINGS KB, WARD WS. DNA organization in human 
spermatozoa. J  Androl 1994: 15: 139-144.

[4] BEDFORD JM, CALVIN HI. The occurrence and possible functional significance of -S-S 
crosslinks in sperm heads, with particular reference to eutherian mammals. J Exp Zool 1974: 
188: 137-155.

http://rcin.org.pl



218 M. SZCZYGIEŁ, M. KURPISZ

[5] BUONGIORNO-NARDELLI M, MICHELI G, CARRI MT, MARRILLEY M. A relationship 
between replicon size and supercoiled loop domains in the eucaryotic genome. Nature 1982: 
298: 100-102.

[6] COELINGH JP, ROZIJN TH, MONFOORT CH. Isolation and partial characterization 
of a basic protein from bovine sperm heads. Biochem Biophys Acta 1969: 188: 353-356.

[7] COOK PR, BRAZELL JA, JOST E. Characterization of nuclear structures containing su
perhelical DNA. J  Cell Sei 1976: 22: 303-324.

[8] EARNSHAW WC, LAEMMLI UK. Architecture of metaphase chromosomes and chro
mosomes scaffolds. J Cell Biol 1983: 96: 84-93.

[9] FAWCETT DW. A comparative view of sperm ultrastructure. Biol Reprod 1970: 2 /suppi./: 
90-127.

[10] FLICKINGER RA, GIVENS R, PINE S, SEPANIK P. Factors controlling the size of 
DNA loops in frog embryos and Friend erythroleukemia cells. Cell Differ 1986: 19: 59-71.

[11] GATEWOOD JM, COOK GR, BRADBURY EM, SCHMID CW. Sequence-specific pa
ckaging of DNA in human sperm chromatin. Science 1987: 236: 962-964.

[12] GETZENBERG RH, PIENTA KJ, WARD WS, COFFEY DS. Nuclear structure and three- 
dimensional organization of DNA, J Cell Biochem  1991: 46: 1-11.

[13] HAAF T, GRUNENBERG H, SCHMID M. Parried arrangement of nonhomologous cen
tromeres during vertebrate spermiogenesis. Exp Cell Res 1990: 187: 157-161.

[14] HUD NV, ALLEN MJ, DOWNING KM, LEE J, BALHORN R. Identification of the 
elemental packing unit of the DNA in mammalian sperm cells by force microscopy. Biochem 
Biophys Res Commun 1993: 193: 1347-1354.

[15] HYODO M, FLICKINGER RA. Replicon growth rates during DNA replication in developing 
frog embryos. Biophys Acta 1973: 299: 29-33.

[16] KALANADZE AG, BUSHARA SA, VASSETZKY YS JR., RAZIN SV. Characterization 
of DNA pattern in the site of permanent attachement to the nuclear matrix in the vicinity 
of replication origin. Biochem Biophys Res Commun 1990: 168: 9-15.

[17] KOEHLER JK, WURSCHMIDT U, LARSEN MP. Nuclear and chromatin structure in 
rat spermatozoa. Garnet Res 1983: 8: 357-370.

[18] de LARA J, WYDNER KL, HYLAND KM, WARD WS. Fluorescent in situ hybridization 
of the telomere repeat sequence in hamster sperm nuclear structures. J Cell Biochem  1991: 
53: 213-221.

[19] MORSE-GAUDIO M, RISLEY MS. Topoisomerase expression during spermatogenesis. 
J Cell Biochem 1991: 115: 50 /abstract 286/.

[20] POGANY GC, COHETT M, WESTON S, BALHORN R. DNA and protein content of 
mouse sperm. Exp Cell Res 1981: 136: 127-136.

[21] RISLEY MS, EINHEB ER S, BUMCROT DA. Changes in DNA topology during sper
matogenesis. Chromosoma 1986: 94: 217-227.

[22] ROBINSON SI. NELKIN BD, VOGELSTEIN B. The ovaalbumin gene is associated with 
the nuclear matrix of chicken oviduct cells. Cell 1982: 28: 99-106.

[23] STEWART TA, BELLVE AR, LEDER P. Transcription and promoter usage of the myc 
gene in normal somatic and spermatogenic cells. Science 1984: 226: 707-710.

[24] SZYMCZYK P, KILIAŃSKA Z. Matriks jądrowa. II. Skład białkowy: Specyficzność białek 
matriks jądrowej. Post Biol Kom 1994: 21: 133-164.

[25] Van der VELDEN HMW, Van WILLIGEN G. WETZELS RHW, WANKA F. Attachement 
of origins of replication to the nuclear matrix and the chromosomal scaffold. FEBS Lett 
1984: 171: 13-16.

[26] VOGELSTEIN B, PARDOLL DM, COFFEY DS. Supercoiled loops and eucaryotic DNA 
replication. Cell 1980: 22: 79-85.

[27] WARD WS. Deoxyribonucleic acid loop domain tertiary structure in mammalian spermatozoa. 
Biol Reprod 1993: 48: 1193-1201.

http://rcin.org.pl



STRUKTURA PLEMNIKOWEGO D NA SSAKÓW 219

[28] WARD WS, The structure of the sleeping genome: Implications of sperm DNA organization 
for somatic cells. J Cell Biochem 1994: 55: 77-82.

[29] WARD WS, COFFEY DS. Specific organization of genes in relation to the sperm nuclear 
matrix. Biochem Biophys Res Commun 1990: 173: 20-25.

[30] WARD WS, PARTIN AW, COFFEY DS. DNA loop domains in mammalian spermatozoa. 
Chromosoma 1989: 98: 153-159.

[31] WARREN AC, COOK PR. Supercoiling of DNA and nuclear conformation during the 
cell cycle. J Cell Sei 1978: 30: 211-226.

[32] WATSON JD, CRICK FHC. Molecular structure of nucleic acids. Nature 1953: 171: 
737-738.

[33] WYROBEK AJ, MEISTRICH ML, FURRER R, BRUCE WR. Physical characteristics 
of mouse sperm nuclei. Biophys J  1976: 16: 811-825.

Otrzymano: 19.09.1995 r.
Przyjęto: 12.12.1995 r.
Adres autora: Zespół Biologii Rozrodu, Zakład Genetyki PAN
60-479 Poznań, ul. Strzeszyńska 32

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 23, NR 2, 1996 (221-242)

RECEPTORY ADHEZYJNE

ADHESION RECEPTORS

Iwona ŻAK

Katedra i Zakład Biochemii i Chemii Śl. Akademii Medycznej

Streszczenie. W  p r z e g lą d z ie  o m ó w io n o  c z te r y  g łó w n e  k la s y  r e c e p t o r ó w  a d h e z y j n y c h  p o w ie r z c h n i  

k o m ó r k o w e j :  k a d h e r y n y , a d h e z y n y ,  s e le k t y n y  i in t e g r y n y , e k s p o n u ją c  g łó w n e  ic h  w ła s n o ś c i  b io lo g ic z n e .

Słowa kluczowe: k a d h e r y n y , a d h e z y n y ,  n a d r o d z in a  im m u n o g lo b u l in ,  s e le k t y n y ,  in te g r y n y

Summary. F o u r  m a jo r  c l a s s e s  o f  c e l l  s u r fa c e  a d h e s io n  r e c e p to r s :  c a d h e r in s ,  a d h e s in s ,  s e le c t in s  an d  

in t e g r in s  w e r e  d is c u s s e d  in  th e  r e v ie w ,  e x p o s in g  th e ir  m a in  b io lo g ic a l  p r o p e r tie s .

Key words', c a d h e r in s ,  a d h e s in s ,  th e  im m u n o g lo b u l in  s u p e r fa m ily ,  s e le c t in s ,  in te g r in s

Wykaz stosowanych skrótów: CCP (complement control protein) -  białka dopełniacza, CD ( cluster o f 
differentiation) -  antygeny różnicowania leukocytów, CLA (cutaneous lymphocyte-associated antygen) 
-  skórny antygen wiążący limfocyty, CRD (carbohydrate recognition domain) -  domeny rozpoznające 
węglowodany, ECM (extracellular matrix) -  substancja międzykomórkowa, EGF -  epidermalny 
czynnik wzrostowy, ELAM-1 (endothelial-leukocyte adhesion molecule-1) -  cząsteczka adhezyjna 
leukocytarno-endotelialna-1 = selektyna-E, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating 
factor) -  cyznnik wzrostowy stymulujący wzrost kolonii granulocyto-makrofagowych, GMP-140 
(,granule membrane protein-140) -  białko błonowe ziarnistości-140, HEY (high endothelial venule) -  
żyłki o wysokim śródbłonku (naczyń pozawłośniczkowych), Homing receptor (lymphnode homing 
receptor) -  receptor naprowadzający do węzłów chłonnych = selektyna-L, ICAMM; -2; -3 (intercellular 
adhesion molecule-1, -2, -3) -  międzykomórkowa cząsteczka adhezyjna-1; -2; -3, Ig -podobne -  
immunoglobulinopodobne, IL -  interleukina, LAM-1 {lectin-likeadhesion molecule-1) -  lektynopodob- 
na cząsteczka adhezyjna, LECAM-1 = LEC.CAM-1 (lectin-like cell adhesion molecule-1) -  lektynopo- 
dobna cząsteczka adhezji komórkowej-1 = selektyna L, Le(x) -  antygen x układu grupowego Lewis, 
LFA-1 (leukocyte function-associated antigen-1) -  integryna a i$2- CDI la/CDl, Mac-1 -  integryna 

CDllb/CD18, NCAM (neural cell adhesion molecules) -  cząsteczka adhezyjna komórek 
nerwowych, PADGEMl (platelet alpha-granule membrane protein) -  białka błonowe ziarnistości alfa 
płytek, PAF {platelet activating factor) -  naczyniowy czynnik aktywujący płytki, PECAM-1 {plate- 
let/endothelial cell adhesion molecule-1) -  cząsteczka adhezyjna komórek endotelialnych i płytek, PMN 
(polymorphonuclear leukocytes) -  leukocyty o różnokształtnych jądrach komórkowych, RGD -  Arg-
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Gly-Asp, SH2 domeny (src homology domain) -  domena homologiczna do obecnej w białku src, 
sjalo-Le(a) -  węglowodanowa determinanta antygenowa układu grupowego Lewis: (Neu- 
Aca2.3Glßl.3(Fucod.4)GlcNAc), sjalo-Le(x) -  węglowodanowa determinanta antygenowa układu 
grupowego Lewis: (NeuAccc2.3Galßl.4(Fucal.3)GlcNAcßl.3), SPARC (secreted protein acidic and 
rich in cysteine) -  osteonektyna, SSEA-1 (stage specific embrionie antigen 1) -  specyficzny antygen 
embrionalny-1, T G F -ß- transformujący czynnik wzrostowy-ß, TNF (tumor necrosis factor) -  czynnik 
martwicy nowotworu, VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) -  cząsteczka adhezyjna komórek 
naczyniowych-1, VLA-4 {very late antigen-4) -  bardzo późny antygen-4, integryna cctßi: CD49d/CD29.

WSTĘP

Receptory adhezyjne są integralnymi glikoproteinami błonowymi, które pośred
niczą w interakcjach typu białko-białko, choć interakcje typu białko-węglowodan 
mogą mieć również miejsce, ale tylko za pośrednictwem selektyn. M ają znaczenie w 
agregacji komórkowej, przyleganiu komórek do pozakomórkowej substancji (ECM) 
i w migracji komórek po ECM. Realizując swe własności adhezyjne m ogą mieć 
wpływ na aktywność biologiczną komórek, niezależnie czy adhezja komórka-komór- 
ka jest fizjologicznie sporadyczna, czy raczej ciągła. Jednocześnie zdolne są do 
specyficznego rozpoznawania komórek, przeprowadzenia ich segregacj i oraz kontroli 
morfologii komórkowej. Komórki ujawniają na powierzchniach błon wiele różnych 
receptorów adhezyjnych, których zestaw jest odmienny w zależności od typu kom ór
ki, etapu rozwoju oraz stanu funkcjonalnego dojrzałej komórki. Zmiana "repertuaru" 
receptorowego może wynikać zarówno z pobudzenia ich syntezy de novo, uwalniania 
z rezerwuarów komórkowych bądź odwracalnego "przełączania" form konformacyj- 
nie nieaktywnych w receptory aktywne. Pełny zestaw receptorowy danej komórki 
może decydować o jej biologicznym zachowaniu oraz determinuje różnice między 
odmiennymi typami komórek. Przypuszczalnie współdziałanie między wszystkimi 
receptorami adhezyjnymi obecnymi w zestawie komórkowym sprawia, że jedne 
komórki mogą ciągle pozostawać w danym miejscu utrzymując adhezję komórka-ko- 
mórka, podczas gdy inne uwalniają się z przylegania międzykomórkowego, przem ie
szczają się, a po dotarciu do właściwych im miejsc przeznaczenia ponownie ujawniają 
zdolności do międzykomórkowej agregacji. Genetycznie kontrolowane ujawnianie 
różnorodnych błonowych zestawów receptorów adhezyjnych może determinować 
zachowanie indywidualnych komórek w zespołach tkankowych, niezależnie czy ma 
to miejsce podczas rozwoju, czy w dojrzałym organizmie. Kontrolowana ekspresja 
różnych zestawów receptorów adhezyjnych ma znaczenie w wielu fizjologicznych 
procesach, również pozarozwojowych, np. w hemostazie, recyrkulacji leukocytów lub 
gojeniu ran. Natomiast nieoczekiwana zmiana repertuaru, zarówno pod względem  
ilościowym jak również jakościowym, powierzchniowych receptorów adhezyjnych 
często bywa podłożem patologii w takich stanach, jak: inwazja i przerzuty now otw o
rowe, remodelowanie tkanek, zakrzepica, chroniczne zapalenie i inne.
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Błonowe receptory adhezyjne klasyfikuje się na podstawie własności struktural- 
no-funkcjonalnych w 4 klasy główne, mianowicie: kadheryny, adhezyny, selektyny i 
integryny (rys. 1).

KADHERYNY

Kadheryny są zależnymi od wapnia, błonowymi receptorami adhezyjnymi, które 
pośredniczą w homofilnej adhezji komórka-komórka, czyli w przyleganiu komórek 
za pośrednictwem  interakcji ich kadheryn tego samego typu. Komórki, które ujaw
niają jedynie odmienne kadheryny, oddzielają się od siebie i tworzą odrębne skupienia 
[28, 30, 38, 39, 75, 76]. Kadheryny występują w połączeniach międzykomórkowych 
większości homotypowych zespołów komórek. Narządowe rozmieszczenie kadheryn 
wykazuje specyficzność tkankową. Dotychczas poznano wiele kadheryn. W śród nich 
przynajmniej trzy można uznać za klasyczne, mianowicie kadheryny-E, - Ni - P, gdyż 
są powszechne i najlepiej zbadane. Kadheryna-E, zwana inaczej uwomoruliną, jest 
charakterystycznym  receptorem adhezyjnym komórek nabłonkowych, który odpo
wiedzialny jest za utrzymanie spójności różnych nabłonków [53, 54, 67]. Podobna 
kadheryna-E pośredniczy adhezji komórek w nerwach obwodowych, której obecność 
jest wym agana do prawidłowej mielinizacji [22]. Neutralna kadheryna-N charaktery
styczna jest dla komórek nerwowych, lecz w tkance nerwowej obecnych jest wiele 
innych kadheryn [74] i podobne receptory mogą występować na powierzchni błon 
odmiennych komórek [66]. Kadheryna-P obecna jest w łożysku [44], kadheryna-R w 
siatkówce [35] natomiast kadheryna-VE, choć jest specyficzna dla komórek nabłon
kowych wszystkich typów naczyń krwionośnych [41], to jednak mogą towarzyszyć 
jej inne kadheryny [48]. W szystkie kadheryny mają podobną strukturę, z N-końco- 
wym długim  rejonem znajdującym się poza komórką, krótkim rejonem kotwiczącym 
w błonie i C-końcem w cytoplazmie. Niektóre tylko, np. kadheryna-T, zakotwiczone 
są w błonie za pośrednictwem glikofosfatydyloinozytolu [64]. Cytoplazmatyczny 
C-końcowy rejon łańcucha polipeptydowego większości kadheryn charakteryzuje się 
wysoką konserwatywnością sekwencji. Rejon ten odpowiedzialny jest za oddziały
wanie z białkami łączącymi go z cytoszkieletem oraz za stabilizację całego kompleksu 
łączącego [55]. Białkami łącznikowymi są cytoplazmatyczne kateniny: -a , -ß i 
plakoglobina oraz białka zasocjowane z połączeniem (Junction-associatedproteins), 
np. winkulina. W ymienione białka współuczestniczą w kotwiczeniu kadheryn w 
aktynie korowej cytoszkieletu [38, 42, 78]. Pozakomórkowy fragment polipeptydu 
kadheryn m ożna podzielić na 5 regionów oznaczonych jako EC1 do EC5 [30]. 
Spośród nich wysoką wzajemną homologię wykazują cztery regiony, mianowicie 
EC1 do EC4 i zawierają sekwencje wiążące jony Ca++. W najbardziej dystalnym 
regionie (EC1) znajdują się główne determinanty warunkujące specyficzność wiąza
nia [59]. Region EC5, wykazujący najniższą homologię z pozostałymi, wyróżniany 
jest jako prebłonowa domena (rys. 1)[3].
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Rys. 1. Główne klasy błonowych receptorów adhezyjnych [33]: miejsca odpowiedzialne za wiązanie 
ligandów we wszystkich receptorach zaznaczono jako zaciemnione terminalne obszary; w adhezynach 
dwa zakreślone obszary przedstawiają moduły fibronektynopodobne; w selektynach rejon zakropkowa 

ny odpowiada modułowi EG-F-podobnemu (szczegółowe objaśnienia w tekście)

Kadheryny są receptorami adhezyjnymi pojawiającymi się najwcześniej podczas 
rozwoju embrionalnego [75, 76]. Najwcześniej pojawia się kadheryna-E, gdyż na 
etapie moruli i odpowiada za utrzymanie spójności komórek, adhezji komórka-ko- 
mórka, która ostatecznie prowadzi do polaryzacji komórek wczesnej blastocysty. 
Natomiast kadheryna-N po raz pierwszy pojawia się podczas gastrulacji jedynie na 
powierzchni komórek ektodermy neuralnej, które staną się zawiązkiem przyszłej 
cewki nerwowej [16]. Różnicowa ekspresja kadheryn -E i -N przyczynia się do 
segregacji komórek ektodermalnych, czego dalszym następstwem jest oddzielenie 
cewki nerwowej od ektodermy pokrywowej. Komórki, które utraciły ze swej powie
rzchni kadheryny, uwalniają się z zespołu komórkowego i mogą migrować [33]. W 
procesach migracji istotną rolę spełniają jednak inne receptory adhezyjne, mianowi
cie niektóre integryny (patrz dalej), które m.in. pośredniczą w adhezji komórka-ECM  
[34], Podczas embriogenezy, uwalnianie komórek mezodermalnych z warstwy ekto- 
dermalnej jest przypuszczalnie konsekwencją skorelowanego wytłum iania ekspresji 
powierzchniowych kadheryn z jednoczesnym  pobudzaniem ekspresji funkcjonalnych 
receptorów integrynowych, zdolnych do przeprowadzenia migracji komórek na sub
stancji pozakomórkowej bogatej w białka adhezyjne, takie jak  np. fibronektyna. 
Podobne zjawisko może mieć miejsce podczas inwazji nowotworowej, skoro wyka
zano wyraźny związek przyczynowy pomiędzy utratą kaderyn a nabywaniem inwa
zyjnego fenotypu przez komórki guza [2, 25, 60]. Inwazja i przerzuty są zjawiskami 
złożonymi obejmującymi nie tylko utratę pierwotnej adhezji, lecz także wymagają 
nabycia przez uwolnioną komórkę nowych cech, szczególnie w zakresie repertuaru 
błonowych receptorów adhezyjnych, których ekspresja przyzwoli na ponowną adhe
zję komórek złośliwych w nowym mikrośrodowisku "obcego" ECM i komórek 
heterologiczny ch .

http://rcin.org.pl



RECEPTORY ADHEZYJNE 225

ADHEZYNY

Błonowe receptory adhezyjne nadrodziny immunoglobulin nazywane są adhezy- 
nami (rys. 1) [68, 69]. Jako pierwszy wykryto błonowy receptor adhezyjny komórek 
nerwowych -  NCAM [9]. Podobne receptory są powszechne nie tylko w mózgu [83], 
ale również w komórkach systemu immunologicznego [46,68] i wielu innych komór- 
kachnabłonkowych i śródbłonkowych [33]. Pełnią rolę w rozpoznawaniu i adhezji 
[52] oraz transdukcji do komórki sygnału biologicznego [20]. W spółuczestniczą w 
interakcjach komórka-komórka, które mają znaczenie podczas takich zjawisk, jak  np. 
recyrkulacja limfocytów, diapedeza, odpowiedź immunologiczna i zapalenie. Należą 
do nich takie adhezyny, jak: ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD 102), ICAM-3, VCAM-1 
i PECAM-1 (CD31).

W iele adhezyn pełni funkcje przeciwstawnych-receptorów (counterreceptor) dla 
receptorów integrynowych, dlatego ich działanie jest heterofilne. Inne, szczególnie 
pochodzące z tkanki nerwowej i systemu immunologicznego, działają również w 
sposób homofilny. Mogą pośredniczyć między komórkami tego samego typu w 
agregacji homotypowej oraz między komórkami odmiennego typu w agregacji hete- 
rotypowej [33]. Są receptorami, których powinowactwo do swych ligandów integry
nowych nie wymaga dodatkowej regulacji, poza możliwym zwiększeniem ich ilości 
na powierzchni błon zaktywowanych komórek, w wyniku syntezy de novo.

W szystkie adhezyny utworzone są z pojedynczego łańcucha glikoproteinowego, 
który jest integralnym białkiem błonowym (rys. 1). Niektóre (np. ICAM -1) występują 
również w formach rozpuszczalnych. Charakteryzują się dużą homologią regionów 
pozakomórkowych, natomiast znacznie niższą rejonów przezbłonowych i cytopla- 
zmatycznych. Rejony pozakomórkowe adhezyn mają strukturę białek mozaikowych 
[85], którą tworzy zmienna liczba modułów Ig-podobnych i fibronektynopodobnych 
typu III, Członków nadrodziny immunoglobulin można klasyfikować na podstawie 
liczby powtórzeń modułów Ig-podobnych i w wielu przypadkach na podstawie 
obecności dwóch modułów fibronektynopodobnych. Przykładowo, NCAM zawiera 
cztery moduły Ig-podobne [80], ICAM-1 [70] i ICAM-3 [12, 23] -  po pięć modułów 
Ig-podobnych, nieco więcej PECAM-1, mianowicie 6 [56], VCAM-1 6 lub 7 [10], 
natomiast ICAM -2 jedynie 2 [71]. Struktura przestrzenna modułów Ig-podobnych 
[85] jest doskonałym molekularnym rusztowaniem, na którym mogą być prezentowa
ne niezliczone warianty aminokwasowych sekwencji rozpoznania adhezyjnego [82]. 
Te krótkie sekwencje aminokwasowe tworzą plamki funkcjonalne bezpośrednio 
uczestniczące w rozpoznawaniu biologicznym i w interakcjach [80]. M iejsca wiążące 
ligand zlokalizowane są zwykle w 2 dystalnych modułach immunoglobulinowych 
oraz na trzecim module IG ICAM-1 jest miejsce wiążące Mac-1. W łasności wiążące 
nie są zależne od dwuwartościowych kationów. Obecnie nie są dostatecznie poznane 
funkcje modułów fibronektynopodobnych oraz tandemu modułów Ig-podobnych. 
M ożna przypuszczać, że zwielokrotnienie liczby modułów dostarcza dodatkowych 
miejsc dla wiązania również innych ligandów, tak jak  ma to miejsce w ICAM-1 [17].

Adhezyny różnią się bardziej między sobą rejonami cytoplazmatycznymi swych 
m akrocząsteczek. Strukturalne różnice między wewnątrzkomórkowymi rejonami
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różnych adhezyn leżą u podstaw ich odmienności w rozmieszczeniu komórkowym i 
tkankowym, różnej zdolności do oddziaływania z cytoszkieletem i przekazywania 
sygnałów biologicznych. Tego typu różnice mają miejsce między ICAM-1 i ICAM-3 
[12]. Różnorakie strukturalne modyfikacje w obrębie rejonów cytoplazmatycznych 
mogą modulować powinowactwo indywidualnych adhezyn do wiązania liganda oraz 
sygnalizację międzykomórkową [56, 68]. Ostatnio wykazano [14], że delecja okre
ślonego fragmentu rejonu cytoplazmatycznego może zmienić specyficzność wiązania 
liganda przez PECAM-1 z heterofilnego na homofilne, pozostaje wyjaśnić, na ile 
zjawisko to może być powszechne wśród adhezyn.

Trzy homologiczne adhezyny, jakim i są ICAM-1, ICAM -2 i ICAM-3, mają 
wspólnego liganda, mianowicie główną leukocytamą integrynę LFA-1 = (XLp2 [12, 
23, 71]. ICAM-1 jest przeciwstawnym-receptorem również dla drugiego liganda 
receptorowego, mianowicie integryny Mac-1 = (XMß2, dla którego miejsce wiążące 
znajduje się na trzecim module Ig-podobnym od N-końca tej adhezyny [17]. ICAM-1 
jest również receptorem dla większości rinowirusów ludzkich powodujących przezię
bienie [70]. Omawiane adhezyny różnią się rozmieszczeniem komórkowym i tkan
kowym oraz mechanizmem kontrolującym ich ekspresje.

ICAM-1 występuje w znikomych ilościach na spoczynkowych komórkach. Ilość 
ICAM-1 rośnie po stymulacji komórek cytokinami, osiągając maksymalny poziom w 
ciągu 16-24 godz. W ysoka aktywność ICAM-1 na powierzchni stymulowanych 
komórek jest wynikiem wzmożonej syntezy de novo. Różnorodne stymulowane i 
aktywne komórki, np. śródbłonkowe, nabłonkowe, fibroblasty, makrofagi i limfocy
ty, posiadają ICAM-1 na powierzchni błon [17, 69]. Adhezyna ta pełni rolę w 
odpowiedzi immunologicznej i w zapaleniu, m.in. uczestniczy w homotypowej agre
gacji limfocytów (rys. 2).

ICAM -2 nie jest białkiem indukowanym, lecz konstytutywnie ujawnianym na 
powierzchni komórek śródbłonkowych i różnych hematopoetycznych z wyjątkiem 
neutrofili. Ilość ICAM -2 na błonach komórkowych nie zmienia się po stymulacji 
komórek mediatorami zapalenia [58]. Adhezyna ta pełni rolę w niestymulowanych 
procesach spoczynkowych, wczesnym zapaleniu, m.in. współuczestnicząc w adhezji 
leukocytów do komórek śródbłonkowych wymaganej dla diapedezy leukocytamej 
(tzn. przechodzenie leukocytów przez ścianę naczyniową do przestrzeni pozakomór- 
kowej) (rys. 3).

ICAM-3 jest jedyną z homologicznych adhezyn, która nie występuje na komórkach 
śródbłonkowych. W ysoka jej ekspresja ogranicza się do spoczynkowych komórek 
linii leukocytamej. W znacznych ilościach występuje na spoczynkowych limfocytach, 
monocytach, neutrofilach oraz komórkach organów limfoidalnych [13,15]. Del Pozo 
i wsp. [15] dowodzą, że adhezyna ICAM-3 zdolna jest do przeprowadzenia hom oty
powej agregacji limfocytów dwoma różnymi drogami, mianowicie: zależnej od 
interakcji typu LFA-l/ICAM -1 oraz zależnej od interakcji typu LFA -l/IC A M -3 (rys. 
2). Adhezyna ta pełni rolę współstymulatora spoczynkowych limfocytów T, co może 
mieć szczególnie ważne znaczenie podczas początkowej fazy odpowiedzi im munolo
gicznej (rys. 2).
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Rys. 2. Rola ICAM-3 w aktywacji spoczynkowych limfocytów T podczas wczesnego etapu odpowiedzi 
immunologicznej [wg 15 za zgodą autora i wydawcy]: A -  komórki prezentujące antygen lub komórki 
limfoidalneT i B tuż po aktywującej stymulacji (a) mają na błonach uaktywnione formy integryn LFA-1 *; 
spoczynkowe limfocyty T (b) mają LFA-1 w nieaktywnej konformacji oraz ICAM-3 w ilościach znacznie 
przekraczających poziom 1CAM-1; B -  zjawisko rozpoznawania ICAM-3 przez LFA-1* sprzyja napro
wadzaniu komórek (a) w sąsiedztwo komórek (b); oddziaływaniu komórek (a i b) towarzyszy redystry
bucja ICAM-3 i zmiana morfologii spoczynkowych limfocytów T (b) przez wytworzenie przodującego 
lobopodium (heading uropod) bogatego w ICAM-3; na błonie sąsiedniej komórki (a) następuje redy
strybucja LFA-1 * polegająca na skupianiu (clustering) integryn w obszarze naprzeciwko lobopodium; 
C -  interakcje typu ICAM-3/LFA-1* między spoczynkowym limfocytem T (b) i aktywną komórką (a) 
pobudzają syntezę de novo ICAM-1 w komórkach (b); natomiast na obu komórkach (a i b), stymulują 
zmiany w strukturze przestrzennej integryn do konformacji o pełnej aktywności biologicznej LFA-1** 
i dużej "chciwości" (avidity) na interakcje z ICAM-1; ICAM-3 jest współstymulatorem aktywacji 
limfocytów T; D -  zwiększająca się ilość ICAM-1 na błonach komórek (b) sprawia, że są przejmowane 
przez "chciwe" (na interakcje z ICAM-1), w pełni aktywne formy integryn LFA-1**; przyczynia się to 
do stabilizacji wiązania komórka-komórka w drodze oddziaływań typu ICAM-l/LFA-1**; natomiast 
uwolnione z interakcji cząsteczki ICAM-3 przemieszczają się wzdłuż błony, gromadzą na powierzchni 
przodującego lobopodium zachowując zdolność wiązania nowych komórek (c) przez

oddziaływania typu ICAM-3/LFA-1*
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Naczyniowe receptory adhezyjne, mianowicie VCAM-1 są białkami indukowany
mi, dlatego pojawiają się w zmiennych ilościach na powierzchni komórekśródbłonko- 
wych. W ykazują selektywność wobec jednojądrzastych leukocytów. Endotełium, po 
stymulacji cytokinami zapalenia lub endotoksyną, ujawnia duże ilości V C A M -1, które 
mogą być utrzymywane przez 24 godz. po zaprzestaniu stymulacji [69]. Heterogen- 
ność VCAM-1 może wynikać z alternatywnego składania eksonów do mRNA [10]. 
Dwie formy VCAM-1 różniące się ilością powtórzeń modułów Ig-podobnych mogą 
mieć odmienną lokalizację narządową. Komórki śródbłonkowe ludzkiej żyły pępo
winowej stymulowane IL-1 ujawniają VCAM-1 głównie w postaci cząsteczki z 7 
modułami Ig-podobnymi, podczas gdy jedynie śladowe ilości cząsteczek z 6 modu
łami Ig-podobnymi [10]. Adhezyna ta występuje również na innych komórkach, 
m ianow icie m akrofagach i kom órkach nabłonkowych kanalików nerkowych. 
VCAM-1 jest przeciwstawnym-receptorem dla integryn grupy ß i, które obecne są na 
limfocytach T pamięci immunologicznej, mianowicie VLA-4 ((X4ßl) [21]. Interakcje 
typu VLA-4/VCAM-1 mają znaczenie w wiązaniu limfocytów, monocytów i eozy- 
nofili, lecz nie neutrofili do zaktywowanych ludzkich komórek śródbłonkowych, 
umożliwiając im pokonanie bariery śródbłonkowej. Interakcje tego typu mogą mieć 
szczególne znaczenie w chronicznym zapaleniu [46]. Królicze VCAM jest bardzo 
podobne do ludzkiego i również występuje w dwóch różnych formach. U królików z 
eksperymentalną hipercholesterolemiczną arteriosklerozą wykazano, że VCAM  są 
ujawniane na powierzchni komórek śródbłonkowych w bliskim sąsiedztwie rejonów 
ściany aorty zawierających komórki piankowate i które objęte są zmianami wczesny
mi [11]. Przypuszczalnie VCAM ma znaczenie podczas aterogenezy, gdyż umożliwia 
monocytom diapedezę.

PECAM-1 występuje na powierzchni płytek krwi, leukocytów oraz w międzyko
mórkowych połączeniach komórek śródbłonkowych. Adhezyna ta wraz z VE-kade- 
rynami tworzy połączenia m iędzykom órkow e endotełium oraz pośredniczy w 
transmigracji [56, 69].

SELEKTYNY

Selektyny wyróżniają się spośród innych błonowych receptorów adhezyjnych 
własnościami lektynopodobnymi [4, 18]. M olekularną podstawą tych własności jest 
zdolność białka do rozpoznawania i oddziały wania z jednostkami węglowodanowymi 
znajdującymi się na innych glikokonjugatach, Selektywne wiązanie oligosacharydów 
przez domeny CRD jest szczególnie ważne w takich procesach biologicznych, jak: 
adhezja komórka-komórka, neutralizacja patogenów oraz klirens glikoprotein [19]. 
Oligosacharydy glikoprotein i glikolipidów są ligandami dla lektyn ssaków. Olbrzy
mia różnorodność oligosacharydów glikoprotein jest uwarunkowana genetycznie 
przez kontrolowaną ekspresję specyficznych glikozyłotransferaz uczestniczących w 
ich syntezie, która jest swoista dla każdego typu komórek [86]. Oligosacharydy 
glikoprotein nadają specyficzne piętno powierzchniom komórek. Są rodzajem szyfru
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biologicznego, który jest odmienny u różnych typów komórek, zmiennie kodowany 
podczas rozwoju i stanu funkcjonalnego komórki zróżnicowanej [86]. Charakter 
strukturalny oligosacharydów glikoprotein błonowych oraz względne zmiany ich 
ilości mogą odzwierciedlać patofizjologiczny stan komórki lub tkanki odpowiedzial
nej za ich syntezę [86]. Oligosacharydy glikoprotein są nie tylko biernymi markerami 
czy ligandami, ale również nośnikami informacji w procesach rozpoznania biologi
cznego z pośrednictwem receptorów lektynowych, gdyż same mogą być elementami 
składowymi receptorów zdolnych do sygnalizacji międzykomórkowej. Funkcjonalnie 
zmienny profil oligosacharydów powierzchni komórki sprawia, że interakcje z jedny
mi lektynami mogą być promowane, a z innymi wstrzymywane [86]. Oczywisty jest 
zatem fakt, że w rozważaniach nad mechanizmami kontrolującymi proces adhezji za 
pośrednictwem selektyn należy uwzględniać regulację na poziomie ekspresji ich 
oligosacharydowych ligandów.

Przedstawicielami rodziny selektyn są trzy grupy cząsteczek adhezyjnych, miano
wicie: selektyny-P (CD62P) (płytkopochodne), selektyny-L (CD62L) (leukocytopo- 
chodne) i selektyny-E (CD62E) (endotelialne): symbol literowy przy nazwie wskazuje 
na pierwotną lokalizację, w której zostały wykryte. Wcześniej selektyny opisywano 
różnymi skrótami, mianowicie: selektyny-P GMP-140 lub PADGEM, selektyny-E 
EL A M -1 natomiast selektyny-L LEC. CA M -1, LEC A M -1, LA M -1, homing receptor, 
antygeny limfocytame: Mel-14, Leu-8, TQ1 i DREG56 [5].

Selektyny są błonowymi białkami mozaikowymi [85] z C-końcowym fragmentem 
w cytoplazmie, krótkim rejonem kotwiczącym w błonie i długim N-końcowym 
pozakomórkowym rejonem, który utworzony jest z trzech rodzajów modułów poli- 
peptydowych (rys. 1). N-terminalnie ulokowany jest zawsze wapniozależny moduł 
CRD, podobny do zwierzęcej lektyny typu C, za nim znajduje się moduł podobny do 
EGF, po czym zmienna liczba modułów CCP. Tych ostatnich modułów w selektynie-P 
jest dziewięć, w selektynie-E 6 i w selektynie-L tylko 2 [4,68, 84]. Obecność w 
selekty nach dodatkowych modułów poza lektynopodobnymi może dostarczać miejsc 
dla przypuszczalnych interakcji typu białko-białko. Natomiast glikoproteinowa i 
m ozaikowa budowa sprawiają, że pojedyncza selektyna może uczestniczyć jedno
cześnie w dwóch różnych typach interakcji białko-oligosacharyd. Mianowicie, jednej, 
w której uczestniczy domena lektynopodobna, oraz w drugiej tego typu interakcji, do 
której jednak przekazuje swe jednostki oligosacharydowe zdolne do interakcji z 
domeną lektynopodobną innej cząsteczki. Zatem selektyny z powierzchni jednych 
komórek mogą dostarczać oligosacharydowych ligandów dla selektyn znajdujących 
się na innych komórkach. Tego typu interakcje wykazano między selektyną-L a 
selektynami: -P i E, mianowicie selektyna-L neutrofili dostarcza oligosacharydowego 
liganda dla domeny CRD endotelialnej selektyny-E lub -P [63]. Natomiast nie zostało 
dotychczas udokumentowane, czy domena CRD selektyny-L jednocześnie może 
wiązać oligosacharydy selektyn-P i -E lub innych ligandów.

Selektyny-L są stale obecne na powierzchni różnych leukocytów oraz ich formach 
prekursora wy ch, mianowicie na wszystkich limfocytach, granulocytach, monocytach 
i innych komórkach szpiku kostnego. Po stymulacji tych komórek cytokinami, np. 
GM -CSF lub TNF, następuje szybkie "gubienie" selektyn-L z powierzchni większości
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komórek z wyjątkiem limfocytów [29,46]. Stracie selektyn-L towarzyszy pojawianie 
się aktywnych form integryn grupy ß2 na powierzchni komórek stymulowanych. 
Selektyny-L mogą uczestniczyć w nakierowywaniu limfocytów do właściwych im 
miejsc diapedezy podczas recyrkulacji między krwią a limfą. Na powierzchni komó
rek wyspecjalizowanego śródbłonka HEV naczyń pozawłośniczkowych w obwodo
wych węzłach chłonnych zidentyfikowano siarczanow aną glikoproteinę, która 
"dźwiga" oligosacharydowy ligand dla domeny lektynowej selektyn-L [43]. Gliko- 
proteina ta jest cząsteczką mucynopodobną, która zawiera dwie domeny bogate w 
serynę i\lub treoninę. Ta siarczanowana glikoproteina dostarczając oligosacharydo- 
wych ligandów selektynom-L może pośredniczyć w specyficznej rekrutacji limfocy
tów do obwodowych węzłów chłonnych. W ykazano również, że limfocytarne 
selektyny-L rozpoznają i wiążą oligosacharydowe determinanty sjalozylowanego 
antygenu Lewis(x) (Le(x)) [24, 63], które wcześniej opisano jako ligandy dla sele- 
ktyn-E [66, 68]. Przypuszczalnie, specyficzność interakcji komórka-komórka, w 
których pośredniczą selektyny-L, może być współtworzona również przez inne włas
ności strukturalne, zarówno węglowodanowych ligandów jak  i ich białkowych noś
ników . Selektyny-L  m ogą pośredniczyć w nieciągłych interakcjach kom ór
ka-komórka mających miejsce podczas toczenia się (rolling) leukocytów po endote- 
lium małych żyłek większości tkanek objętych procesem zapalnym [47].

Selektyny-E są błonowymi receptorami specyficznymi tylko dla komórek endote- 
lialnych stymulowanych cytokinami zapalenia (np. IL-1, TN F-a) lub bakteryjnym 
lipopolisacharydem. Natomiast selektyny-E nie są ujawniane na powierzchni spo
czynkowych komórek śródbłonkowych, leukocytów oraz innych komórek niehe- 
m o p o e ty cz n y ch . P rze jśc io w e  p o jaw ian ie  się  se lek ty n -E  na p o w ie rzch n i 
stymulowanych komórek osiąga maksymalną aktywność w 6 godz. po stymulacji, 
natomiast po 24 godz. komórki śródbłonkowe nie ujawniają już selektyn-E, nawet w 
obecności stymulatora. Pojawienie się selektyn-E na powierzchni błon wymaga 
stymulowanej de novo ich syntezy oraz śródkomórkowego transportu do powierzchni 
komórki [4,6]. T G F -ß  i IL-4 zdolne są wstrzymać ujawnianie selektyn-E na ludzkich 
komórkach śródbłonkowych [26].

W surowicy zdrowych osobników wykazano obecność rozpuszczalnej, wolnej 
formy selektyny-E, która jest biologicznie aktywna [57]. Ponadto, występowanie 
rozpuszczalnych selektyn-E potwierdzono w warunkach in vitro hodowli komórek 
endotelialnychśródbłonkowych stymulowanych IL-1. Gubione selektyny z powierz
chni błon komórek stymulowanych, choć mają nieco mniejszą cząsteczkę od naty w- 
nej, zawierają niezmieniony C-końcowy region cytoplazmatyczny w porównaniu z 
natywną cząsteczką [57]. Natomiast komórki śródbłonkowe stymulowane cytokiną 
TNF intemalizują w sposób konstytutywny powierzchniowe selektyny-E, co przyczy
nia się do obniżania ekspresji aktywności błonowej i pobudzenia klirensu ligandów 
selektyn-E z krążenia [79].

Endogennymi Ugandami selektyn-E mogą być zarówno błonowe glikoproteiny 
[45], jak  i glikolipidy, które "dźwigają" reszty kwasów sjalowych i poli-N-acetylo- 
laktozoaminoglikany, z co najmniej jedną resztą fukozylow anej-a l. 3-N-acetyloglu- 
k o z o a m in y  [7 7 ] . G e n e ty c z n ie  u w a ru n k o w a n a  e k s p re s ja  s p e c y f ic z n e j
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al.3-fukozylotransferazy w określonych komórkach determinuje syntezę węglo
wodanowych determinant na ligandach dla selektyn-E [51]. Selektyny-E rozpoznają 
ligandy zawierające determinanty antygenowe sjalo-Le(x) [2, 61], które są granulo- 
cyto-specyficznym i antygenami dźwiganymi przez mucynową leukosjalinę, N-glika- 
ny innych glikoprotein oraz glikolipidy błon granulocytów [86]. Jednak zdolność do 
rozpoznawania determinant antygenowych sjalo-Le(x) nie ogranicza się tylko do 
neutrofili. Endotelialne selektyny-E mogą wiązać, w miejscach chronicznego zapale
nia, również specyficzną subpopulację limfocytów, która nie ujawnia wyraźnej 
aktywności sjalo-Le/x/. W tego typu lektynozależnych interakcjach endotelium-lim- 
focyt pośredniczy nowy antygen CLA. Struktury węglowodanowe CLA zawierają 
determ inanty antygenowe sjalo-Le(a) obok sjalo-L(x), choć te ostatnie nie są "mani
festowane" na powierzchni limfocytów [2]. W warunkach fizjologicznych determi
nanta antygenowa sjalo-Le(a), raczej nie jest obecna na neutrofilach i limfocytach, 
może pojawiać się w stanach patologicznych, np. w dużych ilościach obecna jest na 
kom órkach i w surowicy osobników z nowotworami żołądkowo-jelitowymi, trzustko
wymi i gruczołów piersiowych [2, 86]. Wysoki poziom rozpuszczalnych ligandów 
sjalo-Le(a) może blokować lektynozależne interakcje leukocytów z endotelialną 
selektyną-E przyczyniając się do patologicznego obniżenia odpowiedzi immunologi
cznej.

Term inalne determinanty antygenowe sjalo-Le(x) powszechnie występują w róż
nych białkach [86]. Są wczesnymi markerami embrionalnymi, SSEA-1 (z ang. stage 
specific embrionie antigen 7), które pojawiają się na etapie preimplantacyjnym, 
następnie zanikają, po czym ze zmienną ekspresją mogą pojawiać się na innych 
etapach rozwoju [86]. Determinanty Le(x) są powszechnie obecne również w rozpu
szczalnych glikoproteinach surowiczych (np. a-kwaśnej glikoproteinie, cerulopla- 
zminie i in.), które wykazują jednak bardzo słabą aktywność antygenową Le(x). Do 
pełnej ekspresji tego antygenu wymagana jest obecność długiego łaścucha lakto- 
zoaminoglikanowego (nieobecnego w tych białkach), który "wyeksponuje" terminal
ne determ inanty  Le(x). Sądzi się, że obecność tego typu dodatkowych cech 
strukturalnych w oligosacharydowych ligandach ma istotne znaczenie w mechanizmie 
rozpoznawania biologicznego za pośrednictwem selektyn.

Selektyny-E obecne na powierzchni stymulowanego śródbłonka mogą pośredni
czyć w aktywacji spoczynkowych leukocytów PMN i ich rekrutacji z krążenia [49]. 
Pojawienie się na powierzchni stymulowanego śródbłonka specyficznych przynęt dla 
PM N, mianowicie selektyn-E, wystarczy do wstępnej rekrutacji PMN z krążenia 
połączonej ze słabymi, nieciągłymi interakcjami podczas toczenia po śródbłonku. 
Interakcje między węglowodanowymi ligandami na spoczynkowych leukocytach 
PM N a domenami lektynopodobnymi selektyn-E pobudzają leukocyty, które ujaw
niają na swej powierzchni aktywne integryny (XMp2 C D llb /C D 18. Integryny te 
pośredniczą w interakcjach z endotelialnymi ICAM-1 przyczyniając się do wzmoc
nienia i stabilizacji przylegania PMN do stymulowanego śródbłonka (rys. 3). Poja
wienie się selektyn-E jest czasami jedynym  i wystarczającym warunkiem stymulacji 
spoczynkowych leukocytów PMN i ujawnienia ich aktywnych integryn, które um o
żliwią nie tylko przyleganie, ale i pokonanie bariery śródbłonkowej [49]. Podobne
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zdolności aktywacji integrynowych receptorów adhezyjnych aiviß2 podzielają różno
rodne chemoatraktanty pośredniczące w zjawisku chemotaksji. Selektyny-E mogą 
pełnić funkcje chemoatraktantów zakotwiczonych w błonach zdolnych do sygnaliza
cji międzykomórkowej, ważnej w mechanizmie diapedezy leukocytów PM N [49].

Selektyny-P są białkami błon wewnątrzkomórkowych ziarnistości alfa płytek [72] 
oraz ciałek W eibela-Palade komórek endotelialnych [7]. Po stymulacji komórek 
różnymi czynnikami, np. trombiną lub histaminą, selektyny-P są translokowane na 
powierzchnię błon plazmatycznych. M aksymalna ekspresja powierzchniowych sele- 
ktyn-P następuje w ciągu 5-15 min, natomiast po 90 min od stymulacji wraca do 
poziomu wyjściowego sprzed stymulacji [73]. Powierzchniowe selektyny-P, podob
nie do -E, mogą być intemalizowane do wnętrza komórki i być może wykorzystywane 
są ponownie podczas stymulowanej redystrybucji receptorów [69]. Rozpuszczalne 
formy selektyn-P są obecne w osoczu zdrowych osobników [37]. Badania in vitro 
dowiodły, że rozpuszczalne selektyny-P hamują zależną od integryn (grupy ß2) 
adhezję neutrofili stymulowanych T N F -a do spoczynkowego śródbłonka. Selektyny 
te, nie hamują natomiast adhezji spoczynkowych neutrofilii do śródbłonka zakty- 
wowanego cytokiną TNF [27]. Selektyny-P, podobnie do selektyn-E i -L rozpoznają 
sjalozylowane laktozoaminoglikanowe determinanty antygenowe sjalo-Le(a) i sjalo- 
Le(x) na różnych komórkach linii mieloblastycznej i niemieloblastycznej [24]. Sele- 
ktyna-P wykazuje jednak wyższe powinowactwo wobec determinanty antygenowej

Rys. 3. Udział błonowych selektyn stymulowanych komórek śródbłonka w aktywacji i rekrutacji 
spoczynkowych leukocytów PMN z krążenia dla diapedezy podczas wczesnej reakcji zapalnej (objaś

nienia w tekście) [wg 33 za zgodą autora i wydawcy]
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sjalo-Le(a) niż do sjalo-Le(x) [31]. Zdolność wiązania aktywnych płytek do tych 
determinant jest hamowana w różnym stopniu przez siarczanowane glikany.

Sródbłonkowa ekspresja selektyn-P może być wystarczająca dla rekrutacji spo
czynkowych neutrofili z krwioobiegu i ich toczenia po śródbłonku (rys. 3), jednak nie 
jest wystarczająca dla aktywacji laukocytamych integryn grupy ß2. Pojawieniu się 
selektyn-P na powierzchni musi towarzyszyć współekspresja czynnika PAF, który 
wchodząc w bezpośredni kontakt z błonowym receptorem na neutrofilach współin- 
dukuje funkcjonalną odpowiedź adhezyjną tych komórek [50]. Justakrynny sposób 
aktywacji (poprzez kontakt) neutrofili sprawia, że następuje przełączenie integryn 
0tLß2 (LFA-1) z form o nieaktywnej konformacji przestrzennej na aktywną LFA-1 **, 
zdolną do funkcjonalnej integracji z śródbłonkowymi adhezynami ICAM -2 (rys. 3). 
Oddziaływania komórek za pośrednictwem integryn dostarczają adhezji wystarcza
jącej do pokonania przez neutrofile bariery śródbłonkowej. Przylegające leukocyty 
wysyłają wypustki do zagłębień powierzchni śródbłonka (rys. 3) i dalej realizują 
diapedezę do miejsc lokalnego urazu. Utrzymujący się stan zapalny może wzmagać 
opóźnioną ekspresję śródbłonkowych selektyn-E oraz ICAM-1, które podtrzymują 
aktywny stan śródbłonka i przedłużają rekrutację, adhezję i diapedezę leukocytów 
(jak przedstawiono wyżej), dzięki kooperatywnemu współdziałaniu receptorów w 
kaskadzie adhezyjnej.

INTEGRYNY

Integryny są głównymi receptorami adhezyjnymi pośredniczącymi w oddziaływa
niach komórek ze składnikami substancji międzykomórkowej (rys. 4). Integryny 
przytwierdzają komórki do wyspecjalizowanej formy ECM, jaką są błony podstawne 
[33, 34, 36], Pozakomórkowe białka adhezyjne o budowie mozaikowej [85, 87, 88], 
np. fibronektyna, laminina, perlekan, agrekan, kolageny, wszystkie mogą być ligan- 
dami dla integryn z różnych podrodzin, z wyjątkiem ß2 (rys. 4). Glikoproteiny ECM, 
poza swą funkcją mechaniczno-strukturalną, mogą realizować funkcje komórkowe za 
pośrednictwem integryn. W ażnymi zadaniami komórkowymi białek ECM są między 
innymi: współudział w przyczepianiu komórek (cell attachment) do błony podstaw- 
nej, w przyleganiu międzykomórkowym, w modulacji migracji i proliferacji komórek 
[33, 36, 85]. Czasami funkcje komórkowe białek ECM mogą być lokalnie modulo
wane przez pojawienie się białek antyadhezyjnych, np. SPARC (z ang. secreted  
protein acidic and rich in cysteine, inaczej osteonektyna) lub trombospondyny czy też 
tenascyny [65]. Ta ostatnia może być cząsteczką zarówno adhezyjną, jak  i antyadhe- 
zyjną. Białka tego typu albo mogą być konkurencyjnymi ligandami dla integryn, albo 
też oddziałując z własnymi receptorami mogą zmieniać funkcje adhezyjne receptorów 
integrynowych na tej samej komórce.

Integryny współuczestniczą powszechnie w adhezji typu komórka-komórka, co 
przedstawiono wcześniej prezentując receptory dla adhezyn oraz omawiając rolę 
selektyn-E w aktywacji leukocytamych integryn. Integryny występują przypuszczal
nie we wszystkich komórkach, lecz poszczególne typy komórek różnią się między 
sobą zestawem integrynowym.
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Rys. 4. Integrynowe pośrednictwo oddziaływań komórek z glikoproteinami substancji międzykomórko
wej [82, zmodyfikowane]: komórki wykorzystują receptory integrynowe do interakcji ze specyficznymi 
sekwencjami aminokwasowymi rozpoznania adhezyjnego obecnymi na ligandach; poszczególne gliko- 
proteiny ECM zwykle zawierają różnorodne takie sekwencje na odmiennych modułach, które mogą być 
rozpoznawane przez różne integryny, jak to przedstawiono dla fibronektyny; "rozpostarty" kształt 
wielopodjednostkowych, mozaikowych ligandów doskonale jest dopasowany do ich własności, miano
wicie prezentacji wielu sekwencji rozpoznania adhezyjnego oraz realizacji wielokrotnych oddziaływań 
typu białko-białko z integrynami (choć nie tylko); interakcji glikoprotein z integrynami mogą towarzy
szyć zmiany w organizacji elementów cytoszkieletu, np. wewnątrzkomórkowe składanie pęczków 
mikrofilamentów (cienkie linie w cytoplazmie); oddziaływania integryn z glikoproteinowymi ligandami 
ECM mają znaczenie w licznych procesach biologicznych, szczególnie w kontroli adhezji, migracji oraz

morfologii komórki

Integryny są heterodim eram i-aß mającymi charakterystyczny kształt utworzony 
przez globulamą "głowę" wspartą na dwóch "szypułach" przechodzących przez 
dwuwarstwę lipidową błon (rys. 1) [34, 62]. Rejony C-końcowe obu podjednostek 
znajdują się w cytoplazmie, natomiast N-końcowe poza komórką. Dotychczas pozna
no 14 odmiennych podjednostek-a i 8 podjednostek-ß, które mogą teoretycznie 
utworzyć ponad 100 heterodimerów, jednak dotychczas opisano 21 integryn. Integry
ny klasyfikuje się w grupy na podstawie rodzaju podjednostki ß, np. ßi, ß2, ß3 [34], 
Niektóre podjednostki-a mają N-koniec cząsteczki dłuższy o dodatkową domenę-I, 
która wykazuje homologię do domen wiążących kolagen, domen czynnika von 
W illebranda i domen białek dopełniacza. Obecność dodatkowej domeny jest chara
kterystyczna przede wszystkim dla tych podjednostek-a, które wchodzą w interakcje 
z podjednostkami-ß2 i -ß i. W iększość podjednostek-a ma rejony pozakomórkowe 
składające się z dwóch fragmentów polipeptydowych połączonych wiązaniem disiar- 
czkowym (rys. 1). W ynika to z postranslacyjnej modyfikacji polipeptydu-a. Podjed- 
nostki-ß w swych pozakomórkowych szypułach mają konserwatywne powtórzenia
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bogate w reszty cysteinowe (cystine-rich repeats), które tworząc disiarczkowe wią
zania utrwalają czterokrotne skręty polipeptydu charakterystyczne dla tego regionu 
wszystkich integryn. Natomiast w upakowanych rejonach N-końcowych obu podjed- 
nostek globulamej głowy znajdują się sekwencje tworzące pętle wiążące jony Ca++. 
W rejonach tych, na obu podjednostkach znajdują się również specyficzne sekwencje 
rozpoznania adhezyjnego, zarówno zależne jak i niezależne od RGD, które odpowie
dzialne są za bezpośrednie interakcje integryn z ligandami. Żadna z podjednostek 
indywidualnie nie oddziałuje z ligandem. Połączenie obu podjednostek integryno- 
wych w heterodimer wymaga obecności dwuwartościowych kationów. Rodzaj od
działującego kationu, Ca++, M g++ lub M n++ może modulować powinowactwo i 
specyficzność wiązania ligandów przez integrynę. Zdolność do wiązania ligandów 
mają tylko integryny będące w postaci heterodimerycznej i tylko te o aktywnej 
konformacji przestrzennej. Integryny mogą występować w dwóch różnych stanach 
funkcjonalnych, mianowicie aktywnym i nieaktywnym. Funkcjonalnemu "przełącze
niu" z jednej formy na drugą towarzyszy zmiana konformacji przestrzennej integryny 
(rys. 5) [34]. Na powierzchni niestymulowanych komórek integryny są nieczynne. W 
ciągu kilku minut po stymulacji komórek, np. agonistami lub innymi czynnikami, 
integryny zmieniają swą konformację przestrzenną i zdolne są przyłączyć ligand. Stan 
aktywności biologicznej integryn jest odwracalny. Ponadto, specyficzne ligandy 
oddziałując z integryną mogą również spowodować wiązanie, choć moc wiązania 
liganda znacznie wzrasta przy współstymulującym działaniu na komórkę innych 
czynników [34], W iązanie liganda z heterodimeryczną integryną może zatem zacho
dzić fazowo. Początkowo luźno związany z receptorem ligand tworzy z czasem 
stabilny kompleks integryna-ligand. Często, pojedyncze integryny mogą wiązać różne 
ligandy, tak jak  i pojedynczy ligand może być rozpoznawany przez wiele różnych 
integryn [33, 34]. Nieznany jest mechanizm uczynniania integryn pod wpływem 
wewnątrzkomórkowych sygnałów. W ykazano, że ludzkie leukocyty PMN mogą 
stymulować własności wiążące swych integryn aiviß2 (CDI lb/CD 18) przez przem i
jającą indukcję syntezy lipidowego czynnika modulującego integryny-1 (IMF-1, z 
ang. integrin modulating factor-1). IMF-1 działa jak  allosteryczny aktywator leuko- 
cytam ych integryn [32]. Integryny nie mają aktywności kinaz tyrozynowych oraz brak 
jest jednoznacznych dowodów, że swoiście tworzą kompleksy z niereceptorowymi, 
cytoplazmatycznymi kinazami. Jednocześnie jednak zaobserwowano powiązanie 
między zmianami w fosforylacji niektórych integryn a ich aktywnością biologiczną. 
Przypuszcza się, że rejony cytoplazmatyczne obu podjednostek mogą pośredniczyć 
w regulacji aktywności biologicznej integryn. Być może, rejony cytoplazmatyczne 
niektórych integryn asocjują z białkami cytoplazmatycznymi m.in. zawierającymi 
domeny SH2 [81], które pośredniczą w wewnątrzkomórkowych kontaktach z syste 
cytoszkieletem. Rejony cytoplazmatyczne wszystkich podjednostek-ß, z wyjątkiem 
-ß4, są bardzo podobne, natomiast rejony cytoplazmatyczne podjednostek-a przed
stawiają niską homologię. Cytoplazmatyczne rejony podjednostek-a mogą być odpo
wiedzialne za różnicowanie oddziaływań z elementami cytoszkieletu komórki oraz 
za odmienne rozmieszczenie integryn w obrębie powierzchni błony komórkowej. 
Obecność rejonów cytoplazmatycznych i przezbłonowych nie jest wymagana podczas
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SYGNALIZACJA  
Z  WNĘTRZA NA 
ZEWNĄTRZ

AKTYWACJA a llbß3 
-płytek

AKTYWACJA IN T E G R Y N f,
- monocytów
- neutrofili
- limfocytów

AKTYWACJA IN T E G R Y N f,
- limfocytów

INAKTYWACJA-djjß,
- keratynocytów
- teratokarcynomy
- mitozy

INAKTYWACJ A-ajß ,
- aksonów zwoju
- siatkówki

Rys. 5. Biologiczna sygnalizacja przez receptory integrynowe [wg 34 za zgodą autora i wydawcy]: 
integryny występują w co najmniej dwóch przeciwstawnych konformacjach przestrzennych, mianowi
cie: nieaktywnej (symbol zamknięty) i aktywnej (symbol otwarty); jedynie ten ostatni stan integryny 
gwarantuje wiązanie większości swoistych ligandów; zmiany konformacyjne integryn umożliwiają 
wysyłanie sygnalizacji z wnętrza na zewnątrz komórki oraz odbieranie sygnałów z zewnątrz 

komórki i transdukcji ich do śródkomórkowej sygnalizacji

tworzenia form heterodimerycznych i do ujawnienia aktywnej konformacji prze
strzennej. Formy "kadłubowe" receptorów integrynowych, które pozbawione są rejo
nów przezbłonowych i cytoplazmatycznych, tworzą heterodim ery-aß i ujawniają 
ciągłą aktywność biologiczną bez możliwości przełączenia do stanu nieaktywnego 
[34]. Podobnie, różne zmiany modyfikacyjne w rejonie cytoplazmatycznym podjed- 
nostek-a wraz z jego delecją, mogą również prowadzić do ujawnienia ciągłej aktyw
ności przez integrynę bez możliwości przełączenia do stanu nieaktywnego. Stało się 
to podstawą przypuszczenia, że rejony cytoplazmatyczne podjednostek-a mogą kon
trolować głównie nieaktywny stan integryn.

Integryny są elementami sygnalizacji międzykomórkowej [33, 35]. Sygnalizacja 
za pośrednictwem integryn może mieć dwie formy. M ianowicie jedna, sygnalizacji 
wychodzącej z wnętrza komórki na zewnątrz (INSIDE to OUT) wynikającej z regu
lacji powinowactwa receptora integrynowego poprzez zmiany jego konformacji prze
strzennej (rys. 5). Druga forma to sygnalizacja do wnętrza komórki informacji 
napływających z zewnątrz (OUTSIDE to IN) (rys. 5). Integryny po przyłączeniu 
liganda wysyłają wewnątrzkomórkową sygnalizację, która zmienia fosforylację bia
łek komórkowych, wewnątrzkomórkowe stężenie jonów Ca++, cytoplazmatyczne pH, 
przemianę inozytolową i ostatecznie czynności komórki w zakresie adhezji lub 
agregacji, sekrecji i proliferacji (rys. 5 ,6). Obserwowane zmiany we wnętrzu komórki 
mogą czasami być podobne do tych, które indukowane są przez czynniki wzrostowe 
lub onkogeny. Zmiany aktywności receptorów integrynowych obserwowane są 
głównie w komórkach stymulowanych różnymi czynnikami, które jednocześnie od
działują z innymi receptorami błonowymi m.in. zawierającymi kinazy tyrozynowe,

ZMIANY KONFORMACYJNE 
INTEGRYN

SYGNALIZACJA 
Z ZEWNĄTRZ DO 
WNĘTRZA

FOSFORYLACJA TYROZYNY
-  płytek
- fibroblastów
- kom. nowotworowych

ALKALI ZACJA CYTOPLAZMY
- fibroblastów
- kom. endotelialnych
- płytek
- limfocytów

AKTYWACJA LIMFOCYTÓW

AKTYWACJA SEKRECJI
- fibroblastów
- monocytów
- neutrofilii

RÓŻNICOWANIE
- mioblastów
- keratynocytów
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R ys. 6. W ytw arzan ie  i odbieranie sygn ałów  
przez integryny w  trzech różnych przykła
d ow ych  kom órkach [w g 34  za zgodą autora 
i w yd aw cy]: czarną cienką strzałką zazna
czo n o  nadaw anie sygn a łów  przez integryny  
lub inne receptory do śród kom órkow ego sy 
stem u w tórnych  inform atorów  (czarny pro
s to k ą t); s tr za łk ą  o cza rn y ch  kon turach  
zazn aczon o  aktyw ację  sp ecy ficzn ych  inte- 
gryn w zm agających  adhezję kom órek; dużą  
strzałką czarną zazn aczon o  inne odp ow ied zi 
kom órki, np. sekrecja, proliferacja, zm iana  
m orfo log ii; płytki: integryna anbß3 w iąże  
fib ryn ogen , a integryna ot2ß i w iąże  kolagen, 
oba ligan dy  m o g ą  zach ow yw ać się  jak ago- 
niści w  transdukcji sygn a łów  do system u  
w tórnych inform atorów  (strzałki 2 i 4); sy g 
nały te zb iegają  s ię  z śródkom órkow ą sy g 
nalizacją nap ływ ającą z innych receptorów  
(strzałki 1 i 3), które w sp ółdzia łają  z integry- 
nam i; ponadto oba ligandy m ogą  odd zia ły 
w a ć  z  trom b o sp o n d y n ą , której receptor  
G P IV /C D 36  m a bia łkow ą kinazę tyrozyno- 
w ą zasocjow an ą  z  dom eną cytop lazm atycz- 
ną (czarne kropki); skupianie (clu sterin g ) 
p o w ierzch n io w y ch  receptorów  je s t k o n iecz 
ne dla fo sfory lacji tyrozyn, przypuszczaln ie  
ułatw ia interakcje kinaz z substratam i; su g e
ruje się , ż e  k on sek w en cją  w szystk ich  sygn a
łó w  je s t aktyw acja  p ły tk ow ych  integryn  
otiibß3 prow adząca do m ocnej adhezji k om ó
rek; limfocyty: p o szczeg ó ln e  integryny lim - 
focytarne m ogą  d zia łać w sp ółstym ulu jąco  
(d la  sygn a łów  3) [wraz z k om pleksem  re
c ep to r o w y m  k o m ó rek  T (T C R )/C D 3  
C D 4 /C D 8  asocjującym  z kinazam i (czarne  
kropki)] na aktyw ację lim focy tów  T ; k on se
kw encją  tego  je s t aktyw acja integryn, które 
gwarantują m ocną adhezję do innych kom ó
rek (strzałka o  czarnych konturach) lub do 
b ia łek  su b sta n c ji m ięd zy k o m ó rk o w ej  
(strzałka o  czarnych konturach); aktywacji 
l im fo cy tó w  tow arzyszą  rów nież inne efekty  
k om órk ow e (d uża strzałka czarna); fibrob- 
lasty: g lik op rotein ow e ligandy substancji 
m ięd zyk om órk ow ej oddziałując z  integry- 
nam i m ogą  stym u low ać fosfory lację  reszt 
tyrozyn ow ych  w ie lu  substratów  w e  w nętrzu  
kom órki; n iektóre z  nich sw e  funkcje ko
m órkow e m ogą  rów n ież  rea lizow ać z p o
ś r e d n ic t w e m  r e c e p t o r ó w  c z y n n ik ó w  
w zrostow ych  (druga c ienka  strzałka ł )  lub 
n ier ecep to ro w y c h  k in az b ia łk ow ych typ u  
ppóOsrc (c ien k a  strzałka 3); te ostatn ie ujaw 
niają szcz eg ó ln ie  w ysok ą  aktyw n ość w  k o
m órkach transform ow anych; zb iegan ie  się  
bądź w sp ó łd zia łan ie  różnych sygn a łów  o d 
p ow ied zia ln e  je s t  za  b io lo g iczn ą  od p ow ied ź  
kom órki w  form ie  np. proliferacji; w zrost 
za leżn y  od  zak otw iczen ia  w ym aga  w sp ó ł
d ziałan ia sy g n a łó w  nap ływ ających z  adhe

zyjnych integryn dla b iałek ECM  utrzym ujących przyleganie  
(cienka strzałka 1) z sygnalizacją  napływ ającą z receptorów  dla  
rozp uszczalnych  czyn n ik ów  w zrostow ych  (cienka strzałka 2); 
natom iast zm iana prow adząca do w zrostu  n ieza leżn ego  od zak o
tw iczen ia , np. w  kom órkach transform ow anych w ym aga sygn a
lizacji za pośrednictw em  kinaz src (cienka strzałka 3); w ie le  
dom en różnych glikoprotein ECM  m oże  skupiać p o w ierzch n io 
w e receptory przyczyniając się  do w sp ó łzb iegan ia  sp ecy ficzn ych  
"wiązek" sygn ałów  śródkom órkow ych, których rodzaj b ęd zie  
odp ow iadał za ostateczną od p ow ied ź  b io log iczn ą  kom órki
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sprzężonymi z systemem białek G lub czynników wzrostowych (rys. 6) [25]. W ysy
łane przez nie sygnały zbiegają się z wewnątrzkomórkową sygnalizacją napływającą 
z receptorów integrynowych, którą dodatkowo mogą wzmacniać (rys. 6). Często 
obserwowane jest skupianie powierzchniowych receptorów, być może towarzyszy 
temu aktywacja międzyreceptorowa. Możliwymi łącznikami między receptorami 
integrynowymi a receptorami czynników wzrostowych mogą być białka cytopla- 
zmatyczne zawierające domeny SH2, które oddziałują z elementami cytoszkieletu 
[81]. Ostateczne efekty biologiczne sygnalizacji do wnętrza oraz z wnętrza na zew
nątrz komórki z pośrednictwem integryn zwykle są różne, zależnie od typu komórki 
oraz rodzaju liganda [33, 34, 36], jak  przedstawiono przykładowo na rysunku 6. 
Zainteresowanych szczegółami sygnalizacji międzykomórkowej z udziałem recepto
rów integrynowych odsyłam do wcześniejszych opracowań polskojęzycznych [8,40], 
w których omówiono płytkopochodne receptory integrynowe.
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Streszczenie. Liczne rodzaje komórek tkanki łącznej: leukocyty, miocyty naczyniowe i pewne komórki 
nowotworowe produkują białko o masie cząsteczkowej 67 kD, odpowiedzialne za wiązanie ich do 
elastyny, lamininy i kolagenu typu IV. Białko to, będące odmianą nieaktywnej enzymatycznie ß-gala- 
ktozydazy ma również domenę lektynową odpowiedzialną za wiązanie galaktocukrów. Przyłączenie 
reszt galaktocukrowych do domeny lektynowej tak zmienia trzeciorzędową strukturę cząsteczki recep
tora, że domena zdolna do wiązania białek macierzy zostaje zamaskowana, a samo białko uwolnione z 
powierzchni komórki. Niniejszy artykuł przedstawia znaczenie pojedynczego białka receptorowego, 
które reaguje z kilkoma białkami substancji międzykomórkowej i którego czynnościowa ekspresja może 
być regulowana przez obecność związków zawierających reszty galaktocukrowe. Artykuł podkreśla rolę 
67 kD receptora w powstawaniu włókien sprężystych oraz w procesach chemotaksji i migracji komór
kowej zachodzących w prawidłowym rozwoju i w procesach patologicznych, takich jak: reakcje zapalne, 
miażdżyca, rozsiew nowotworowy.

Słowa kluczowe: receptor elastynowy, włókna sprężyste, galaktocukry, interleukina 1, migracja komór
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 ß-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.

WSTĘP

Praktycznie wszystkie typy komórek na pewnych etapach swojego rozwoju pozo
stają w kontakcie z substancją międzykomórkową (extracellular matrix -  ECM). 
Zarówno sporadyczne, jak  i stałe kontakty między powierzchnią komórkową a ele
mentami ECM mogą decydować o przesyłaniu sygnałów do wnętrza komórek i 
wywoływać będzie to natychmiastowe zmiany czynnościowe lub długotrwałe zm ia
ny fenotypowe mające wpływ na embriogenetyczne formowanie tkanek, gojenie ran, 
procesy zapalne, formowanie zmian miażdżycowych i rozsiew nowotworowy [1,22]. 
Dotychczas zidentyfikowano szereg powierzchniowych białek wiążących i recepto
rów komórkowych, które mogą oddziaływać z licznymi składnikami ECM i w efekcie 
końcowym pośredniczyć w wywoływaniu szerokiej gamy odpowiedzi komórkowych. 
Ze względu na podobieństwo strukturalne lub czynnościowe większość receptorów 
zaklasyfikowano do kilku podstawowych grup, takich jak: integryny, immunoglobuli- 
ny, selektyny i kadheryny [1-4,20]. Receptory te zostały w większości dobrze scha
rakteryzowane, łącznie z określeniem pierwszo- i drugorzędowej budowy ich miejsc 
wiążących określone domeny elementów ECM [22,24,38]. Wykazano, że te same 
receptory mogą oddziaływać z kilkoma różnymi elementami ECM, a ten sam składnik 
substancji międzykomórkowej może wiązać się do różnych receptorów wywołując 
różne efekty biologiczne [28,38,47,48]. Poznanie zawiłych zależności pomiędzy 
wiązaniem elementów ECM do receptorów komórkowych jest jednym  z głównych 
tematów w aktualnych badaniach nad biologią komórek. Ustalono, że istotny czyn
nościowo kontakt wybranego receptora z określoną cząsteczką ECM może mieć 
miejsce tylko wtedy, gdy ekspresji tego receptora na powierzchni określonej komórki 
towarzyszy ekspozycja odpowiedniego fragmentu białka ECM (domeny), posiadają
cego zdolność reagowania z tym receptorem. Trzeba sobie jednak zdawać sprawę z 
faktu, że w nie uszkodzonej i prawidłowo spolimeryzowanej substancji m iędzyko
mórkowej, większość domen zdolnych do przyłączenia się do receptorów kom órko
wych pozostaje ukryta w pofałdowaniach polimerów białkowo-cukrowcowych. 
Domeny te mogły być ujawnione w czasie częściowej degradacji enzymatycznej 
elementów ECM lub nagromadzenia się ich niespolimeryzowanych prekursorów, np. 
prokolagenu czy tropoelastyny. Co więcej enzymy hydrolityczne, rozpuszczalne 
produkty rozpadu elementów ECM i inne czynniki obecne w przestrzeni okołokomór- 
kowej (kationy, czynniki redukcyjne, zakotwiczone w błonie proteoglikany) mogą 
odpowiednio aktywować, inaktywować lub usuwać cząsteczkę receptorów z pow ie
rzchni komórek [20,21,28,47].
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BIAŁKO WIĄŻĄCE ELASTYNĘ, LAMININĘ I KOLAGEN IV

Białko wiążące elastynę -  EBP (Elastin Binding Protein) wiąże również laminę i 
kolagen IV. Elastyna stanowi główny element strukturalny dojrzałych włókien i błon 
sprężystych obecnych w tkance łącznej, a szczególnie licznych w płucach, skórze i 
naczyniach krwionośnych [29,37]. Elastyna nie zawiera domeny o sekwencji argini- 
na-glicyna-asparagina (RGD) ani żadnej innej odpowiedzialnej za przyłączanie się do 
powierzchniowych receptorów integrynowych, które wiążą kolagen, fibronektynę, 
lamininę, tenascynę, czy fibrylinę. Wykazanie specyficznej odpowiedzi chemotakty- 
cznej ludzkich leukocytów i fibroblastów na obecność tropoelastyny i proteolitycz
nych fragm entów  nierozpuszczalnej elastyny sugerowało m ożliwość istnienia 
specyficznego receptora komórkowego, który przyłącza się do hydrofobowych se
kwencji tego białka, takich jak VGVAPG [39,40], Przypuszczenia te zostały potwier
dzone przez analizę wiązania radioaktywnej elastyny do fibroblastów ligamentum 
nuchae i izolowanych frakcji z ich błon komórkowych [46]. W ykazano, że pojedyncze 
komórki mają około 2 x 106 miejsc odwracalnie wiążących elastynę ze stałą wiązania 
Kd=8 nM. Chromatografią powinowactwa ekstraktów z błon komórkowych bydlę
cych chondroblastów i fibroblastów więzadła karkowego wykazano, że komórki te 
mają białko powierzchniowe o ciężarze cząsteczkowym 67 kD, bezpośrednio wiążące 
się do hydrofobowych sekwencji, takich jak: VGVAPG, VGAMPG i VGMAPG, 
powtarzających się wiele razy w cząsteczkach elastyny. W dalszych badaniach 
ujawniono, że białko to (Elastin Binding Protein -  EBP) w odróżnieniu od innych 
receptorów powierzchniowych nie ma domeny przezbłonowej (transmembrane do
main), a na błonie komórkowej zakotwiczone jest poprzez kontakt z dwoma innymi 
białkami (61 kD i 55 kD), z którymi tworzy kompleks receptorowy [12,18,26],

Jedną z najbardziej uderzających cech EBP jest jego dodatkowa właściwość 
wiązania galaktocukrów poprzez oddzielną domenę lektynową. W łaściwość ta nie 
tylko umożliwia ekstrakcję tego białka z frakcji błon komórkowych bez użycia 
detergentów, ale również ułatwia jego oczyszczenie na kolumnach zawierających 
ß-galaktocukry. Co więcej wykazano, że ß-galaktocukry, takie jak: galaktoza, gala- 
ktozam ina i laktoza, wybiórczo wypłukiwały EBP z kolumn zawierających elastynę. 
Ta obserwacja pozwoliła ustalić, że ścisły związek pomiędzy elastyną a EBP może 
być przerwany w momencie przyłączenia się galaktocukru do miejsca lektynowego 
EBP. Przyłączenie galaktocukru powoduje bowiem taką konformacyjną zmianę czą
steczki EBP, że jego domena wiążąca hydrofobowe sekwencje elastyny zostaje 
ukryta, a wiązanie z elastyną przerwane. Przyłączenie galaktocukru przerywa rów
nież wiązanie EBP do białek błony komórkowej i powoduje uwolnienie go z powie
rzchni komórek.

W ykorzystując spektrofluorometrię połączoną z videomikroskopią wykazano, że 
przyłączenie rozpuszczalnych fragmentów elastyny lub peptydów VGVAPG do 
miocytów naczyniowych powoduje gwałtowny wzrost poziomu wolnego wapnia 
wewnątrz tych komórek. Usunięcie zaś EBP z powierzchni komórkowych przy 
pomocy galaktocukrów (galaktozy i laktozy) znosi zależny od elastyny napływ 
wapnia.
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To zjawisko sugeruje, że EBP nie tylko wiąże komórki do elastyny, ale pełni 
również rolę receptora, który pośredniczy w indukowaniu zmian wewnątrzkomórko
wych w odpowiedzi na kontakt z elastyną lub produktami jej rozpadu zawierającymi 
peptydy VGVAPG. Szczegółowy mechanizm wewnątrzkomórkowego przewodnic
twa indukowanego przy współudziale EBP jest tematem obecnych badań w naszym 
laboratorium.

W dalszych pracach nad EBP wykazano, że może ono również wiązać lamininę ze 
stałą powinowactwa zbliżoną do elastyny [27,28]. Co więcej udało się nam wykazać, 
że 67 kD EBP jest identyczne z 67 kD receptorem lamininowym obecnym na wielu 
komórkach nowotworowych, wyizolowanym przez inną grupę badawczą [25]. Oba 
białka mają identyczny ciężar cząsteczkowy, skład aminokwasowy i krzyżowo reagu
ją  z przeciwciałami przeciwko ludzkiemu 67 kD receptorowi lamininy i 67 kD 
bydlęcemu EBP. M apowaniem miejsca wiążącego na lamininie wykazano, że 67 kD 
białko wyizolowane z ludzkich komórek nowotworowych reaguje z hydrofobową 
sekwencją LGTIPG obecną na domenie V B pierwszego łańcucha lamininy. Co 
więcej, wykazano, że drugorzędowa budowa lamininowego peptydu LGTIPG jest 
identyczna z hydrofobowym heksapeptydem VGVAPG, który powtarza się kilka razy 
w cząsteczce elastyny i odpowiedzialny jest za jej wiązanie do EBP. W następnych 
badaniach wykazano, że oczyszczony receptor elastynowy wiąże się do kolumny 
zawierającej lamininę, a oczyszczony receptor lamininowy do kolumny zawierającej 
elastynę. Białko 67 kD może być następnie wypłukane z obu kolumn zarówno przy 
użyciu wysokich stężeń rozpuszczalnych peptydów LGTIPG pochodzących z lam i
niny, VGVAPG peptydów elastynowych, jak i przy pomocy laktozy. W iązanie 67 kD 
białka do elastyny lub lamininy może być zablokowane przez przeciwciało monoklo- 
nalne (BA-4) pow stałe po im m unizacji syntetycznym  peptydem  o sekwencji 
VGVAPG. Przeciwciało to rozpoznaje bowiem obie podobne strukturalnie, choć nie 
identyczne sekwencje hydrofobowe na obu białkach, które są odpowiedzialne za 
wiązanie 67 kD receptora. Fakt wiązania się lamininy i elastyny do tego samego 
receptora powierzchniowego został dodatkowo potwierdzony przez dane uzyskane po 
zastosowaniu techniki videomikroskopowej, która umożliwia prześledzenie wiązania 
cząstek złota koloidalnego pokrytych lamininą i elastyną do tych samych miejsc na 
powierzchni żywych miocytów naczyniowych. Przyłączanie obu znakowanych zło
tem ligandów do powierzchni komórek było zniesione po zastosowaniu wstępnej 
inkubacji komórek z laktozą, a rozpuszczalna laminina blokowała wiązanie opłasz- 
czonychelastynącząstekzłotakoloidalnegoi viceversa  [30]. Sugerowano, że to samo 
białko 67 kD mające właściwości galaktolektynowe może wiązać się z elastyną i 
lamininą. Podkreślić jednak należy, że 67 kD EBP różni się od innego receptora 
lamininowego o tym samym ciężarze cząsteczkowym, który reaguje z innym frag
mentem lamininy i jest chimeryczną cząsteczką powstałą w wyniku postranslacyjnego 
związku pomiędzy dwoma różnymi białkami o ciężarze cząsteczkowym 37 kD i 
32 kD [7].

Po stwierdzeniu, że EBP może reagować z podobnymi drugorzędowo, lecz nie 
identycznymi w liniowej sekwencji peptydami elastyny i lamininy, wykazano nastę
pnie, że podobna strukturalnie domena mogąca przyłączać się do 67 kD EBP jest
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również obecna w kolagenie typu IV. W stępna inkubacja ludzkich neutrofilów z 
elastynowymi peptydami VGVAPG, które nasycają EBP lub z laktozą, która usuwa 
to białko z powierzchni komórek, znosiło całkowicie chemotaksję ludzkich neutrofi
lów do poddanego trawieniu pepsyn kolagenu IV i jego fragmentów 7S [41,42],

Szczegółowym badaniem struktury EBP przy użyciu metod biologii molekularnej 
wykazano, że białko to jest kodowane przez mRNA powstały w wyniku alternatyw
nego składania (alternative splicing) pierwotnego produktu transkrypcji genu kodu
jącego p-galaktozydazę. W yizolowany mRNA kodujący 67-kD wariant różni się 
znacznie od mRNA kodującego 64-kD lizosomalną galaktozydazę [32]. Utracił on 
egzony kodujące aktywność enzymatyczną i domenę wiążącą do receptora fosfo- 
mannozowego, a zyskał nową domenę (kodowaną przez frame shift) zdolną do 
wiązania elastyny i lamininy [16].

W dalszych badaniach nad powinowactwem tropoelastyny do syntetycznych 
peptydów odzwierciedlających różne sekwencje 67-kD odmiany ludzkiej ß-galakto- 
zydazy ustalono, że sekwencja (VVGSPSAQDASPL) obecna w unikalnym odcinku 
kodowanym przez frame shift jest odpowiedzialna za wiązanie elastyny i lamininy.

EBP -  CZYNNIK KONTROLUJĄCY WYDZIELANIE 
TROPOELASTYNY I FORMOWANIE 

WŁÓKIEN SPRĘŻYSTYCH

Na długo przed izolacją i scharakteryzowaniem EBP zauważono, że agaroza 
(polimer laktozy) i wolne galaktocukry (galaktoza i galaktozamina) przeszkadzają w 
formowaniu włókien sprężystych w hodowlach i przeszczepach chondroblastów 
pochodzących z chrząstki sprężystej i miocytów aortalnych [11]. M echanizm tego 
zjawiska pozostawał nie wyjaśniony aż do czasu, kiedy wykazano, że wolne galakto
cukry lub zawierające N-acetyl-galaktozaminę glikozaminoglikany, takie jak: siar
czan chondroityny (CS) i siarczan dermatanu (DS), przyłączając się do miejsca 
lektynowego EBP mogą powodować dysocjację jego kompleksu z tropoelastyn i 
usuwać EBP z powierzchni komórek [12,13]. Sugerowano, że obecność EBP na 
powierzchni komórek jest niezbędna dla prawidłowego tworzenia się włókien sprę
żystych. Założenie to potwierdziło się w doświadczeniach, kiedy bezpośrednie zablo
kowanie EBP przeciwciałem skierowanym do jego domen wiążących elastynę 
całkowicie znosiło formowanie włókien sprężystych w hodowli miocytów aortalnych, 
nie zaburzając przy tym syntezy samej tropoelastyny.

Następnie wykazano, że proces zewnątrzkomórkowego formowania się włókien 
sprężystych zależy od precyzyjnego uwalniania tropoelastyny z kompleksu z EBP i 
przyłączania tego prekursora nierozpuszczalnej elastyny do uprzednio uformowanych 
10-12 nm mikrowłókienek (microfibrils) stanowiących szkielet włókien sprężystych. 
Ustalono, że EBP wykorzystuje swą domenę lektynową do dokowania kompleksu 
EBP-tropoelastyna do reszt galaktocukrów rozmieszczonych regularnie na cząstecz
kach fibryliny [10] (glikoproteidu stanowiącego jeden z głównych składników mikro-

http://rcin.org.pl



248 A. HINEK, A. HINEK

Rys. 1. EBP ma trzy odrębne domeny: 1- mogącą wiązać elastynę, lamininę lub kolagen IV, 2 -  
lektynową zdolną do przyłączenia związków zawierających galaktocukry i 3 -  odpowiedzialną za 
wiązanie białek błony komórkowej (61-kD i 55-kD); wiązanie elastyny, lamininy lub kolagenu IV do 
EBP zachodzi tylko pod nieobecność galaktocukrów; przyłączenie reszt galaktocukrowych do domeny 
lektynowej tak zmienia trzeciorzędową strukturę cząsteczek receptora, że miejsce wiązania białek ECM 
zostaje zamaskowane, a samo EBP zostaje uwolnione z powierzchni komórki; przyłączenie elastyny, 
lamininy lub kolagenu IV do obecnego na powierzchni komórek EBP powoduje szybki wzrost poziomu 
wolnego wapnia wewnątrz komórek; usunięcie EBP z powierzchni komórkowych przy pomocy gala

ktocukrów znosi powstanie sygnału wewnątrzkomórkowego

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

Uwolniona tropoelastyna zostaje zakotwiczona do następnego składnika heteropo- 
limeru mikrowłókienkowego zwanego M AGP (Microfibrils Associated Glycoprote
in) dzięki obecności cysteiny na jej końcu karboksylowym. Takie uporządkowane 
(zależne od tworzenia wiązań cystynowych) unieruchomienie cząsteczek tropoela
styny na szkielecie mikrowłókienkowym pozwala na równoległe ułożenie wielu 
cząsteczek tropoelastyny względem siebie i wzajemne zbliżenie reszt lizylowych 
obecnych we fragmentach cząsteczki tworzących a-helisę. Tak dokładne "dopasowa
nie" reszt lizylowych ułatwia formowanie trwałych wiązań desmozynowych (powsta
jących po oksydatywnej deaminacji 3 lub 4 lizyn) i polimeryzację cząsteczek 
tropoelastyny pod wpływem działania oksydazy lizylowej [29,37].

Proces systematycznego odkładania tropoelastyny może jednak ulec dezorganiza
cji lub przerwaniu w przypadku pojawienia się w przestrzeni okołokomórkowej 
wolnych glikozaminoglikanów zawierających galaktocukry (CS, DS). Związki te 
przyłączając się do miejsca lektynowego EBP mogą powodować przedwczesne 
usunięcie kompleksu EBP-tropoelastyna z powierzchni komórek i nieskoordynowane 
uwolnienie tropoelastyny. Zjawisko to zaobserwowane we wspomnianych poprze
dnio doświadczeniach in vitro i w przeszczepach izolowanych elastoblastów może 
wskazywać na istnienie unikalnego mechanizmu, w którym komórki poprzez produ
kcję galaktozaminoglikanów mogą miejscowo kontrolować tworzenie włókien i błon
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sprężystych zarówno w czasie prawidłowego rozwoju embrionalnego, jak i w czasie 
gojenia się ran, procesach patologicznego włóknienia czy tworzenia zmian m iażdży
cowych.

M echanizm prowadzący do poporodowego zamykania się przewodu tętniczego 
0ductus arteriosus), który w życiu płodowym łączy aortę z tętnicą płucną zachodzi w 
wyniku intensywnej migracji miocytów z błony środkowej (tunica media) do błony 
wewnętrznej (tunica intima) tego naczynia. Tworzące się pogrubienia błony wewnę
trznej (intimal cushions) przypominają szybko rosnące zmiany miażdżycowe, dopro
wadzające do zamknięcia tętnic [13]. Zmienione fenotypowo miocyty obecne w 
poduszeczkach błony wewnętrznej produkują zmienioną substancję międzykomór
kową, która swoim składem i organizacją przypomina płytki miażdżycowe.

M iocyty te w odróżnieniu od komórek innych tętnic płodowych, produkują więcej 
kolagenu typu I, fibronektyny i proteoglikanów bogatych w siarczan chondroityny i 
siarczan dermatanu, ale nie są zdolne do prawidłowego tworzenia błon i włókien 
sprężystych [50]. W ykazaliśmy, że jedną z przyczyn braku powstawania włókien 
sprężystych w tunica intima ductus arteriosus jest fakt, że miocyty migrujące do błony 
wewnętrznej produkują niepełnowartościową tropoelastynę o ciężarze cząsteczko
wym 52-kD, która ulegała szybkiej, częściowej degradacji proteolitycznej i traciła 
swój koniec karboksylowy odpowiedzialny za przyłączanie nienaruszonych cząste
czek tropoelastyny do szkieletu mikrofibrylarnego włókien sprężystych [15]. Tę 
częściową degradację cząsteczek tropoelastyny wiązaliśmy z faktem, że miocyty 
ductus arteriosus mają znacznie mniej EBP niż ich odpowiedniki obecne w aorcie i 
innych dużych tętnicach typu sprężystego [13]. Kojarząc te dwa fakty z dodatkową 
obserwacją, że w miocytach aorty EBP może być kolokalizowane immunohisto- 
chemicznie z wewnątrzkomórkową tropoelastyną, zasugerowaliśmy, że EBP może 
wiązać się również z tym prekursorem elastyny oraz że brak takiego wiązania może 
mieć związek z wewnątrzkomórkowym, proteolitycznym rozpadem tropoelastyny. 
To założenie zostało potwierdzone w dalszych badaniach, w których ustalono, że EBP 
i tropoelastyna mogą rzeczywiście tworzyć wewnątrzkomórkowy kompleks o cięża
rze cząsteczkowym 140-kD i że tworzenie kompleksów z EBP jest niezbędne do 
prawidłowego wydzielania nieglikozylowanych i wysoce hydrofobowych cząsteczek 
elastyny [17]. Wykazano, że stymulowanagalaktocukrami doświadczalnadysocjacja 
kompleksów EBP z tropoelastyn obecnych w lizatach miocytów aorty powoduje 
stopniowy rozkład świeżo zsyntetyzowanej tropoelastyny przez endogenne proteina- 
zy serynowe. W zrozumieniu mechanizmu, jakim  EBP może ochraniać elastynę przed 
atakiem proteinaz serynowych, pomógł nam fakt, że domena EBP odpowiedzialna za 
wiązanie tego białka do elastyny(VVGSPSAQDASPL) wykazuje wysoki stopień 
podobieństwa do domen obecnych na końcach aminowych szeregu proteinaz seryno
wych [16].

Homologia ta sugerowała, że EBP i elastazy serynowe mając podobne domeny 
wiążące elastynę mogą konkurować ze sobą o wiązanie tego substratu. To założenie 
zostało potwierdzone doświadczalnie, kiedy ustaliliśmy, że wstępna inkubacja zarów
no tropoelastyny, jak  i spolimeryzowanej, nierozpuszczalnej elastyny z oczyszczo-
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Rys. 2. Transport wewnątrzkomórkowy i wydzielanie tropoelastyny (grube strzałki) zależy od sprawnej 
recyrkulacji EBP (cienkie strzałki); pierwsze kompleksy EBP z tropoelastyną powstają zaraz po syntezie 
obu białek; kompleksy te są następnie transportowane do aparatu Golgiego i wydzielane z komórki; po 
zewnątrzkomórkowej dysocjacji kompleksów i uwolnieniu tropoelastyny, większość cząsteczek EBP 
powraca do kanałów endosomalnych komórki, aby związać tam nowe cząsteczki tropoelastyny i 

przetransportować je do przestrzeni zewnątrzkomórkowej

nym EBP, może konkurencyjnie hamować wiązanie szeregu proteinaz serynowych 
do tego substratu i w konsekwencji hamować jego rozkład proteolityczny [17].

Następnie udało się wykazać, że kilkuminutowa inkubacja miocytów aortalnych z 
laktozą, która powoduje rozszczepienie wewnątrzkomórkowych kompleksów EBP z 
tropoelastyną, jest przyczyną wewnątrzkomórkowej agregacji cząsteczek tropoela
styny. Tworzenie się wielocząsteczkowych agregatów tropoelastyny zupełnie unie
możliwiało wydzielenie tego prekursora i przyspieszało jego proteolityczny rozpad. 
Sugerowano więc, że 67-kD EBP wiąże tropoelastynę na wczesnych etapach trans
portu wewnątrzkomórkowego pełniąc rolę molekularnego przewodnika "moleculear 
chaperone", który ochrania ten hydrofobowy, nieglikozylowany prekursor elastyny, 
podobnie jak robią to białka szoku termicznego {heat shock proteins, HSP), które 
eskortują inne hydrofobowe proteidy przeznaczone do wydzielenia z komórki [33]. 
W przypadku popularnego Hsp-70 uwolnienie białka eskortowanego wymaga stym u
lacji endogennej ATP-azy, podczas gdy tropoelastyną może być uwolniona z kom 
pleksu z EBP pod wpływem galaktocukrów, przyłączających się do jego domeny 
lekty nowej.

Ponieważ niektóre z cząsteczek EBP zostają na stałe wcielone do włókien sprężys
tych i pozostają jako ich integralny składnik wykrywalny immunohistochemicznie w 
wiele lat po zakończeniu elastogenezy, podejrzewamy, że EBP może również ochra
niać nierozpuszczalną elastynę przed proteolizą. Obecność tego białka we włóknach 
sprężystych może częściowo tłumaczyć wyjątkową trwałość tych elementów substan
cji międzykomórkowej, które w przeciwieństwie do kolagenu, fibronektyny czy 
proteoglikanów mogą egzystować w tkankach przez dziesiątki lat.
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Rys. 3. Proces zewnątrzkomórkowego formowania 
się włókien sprężystych zależy od precyzyjnego 
uwalniania tropoelastyny z kompleksu z EBP i przy
łączania do mikrowłókienkowego szkieletu włókien 
sprężystych; wykorzystując swą domenę lektynową 
EBP dokuje do reszt galaktocukrów rozmieszczo
nych regularnie na cząsteczkach fibryliny; kontakt z 
resztami galaktocukrów prowadzi do uwolnienia 
cząsteczek tropoelastyny z kompleksu; uwolnione 
cząsteczki tropoelastyny zostają zakotwiczone do 
MAGP; formowanie się dezmozynowych wiązań 
krzyżowych pomiędzy cząsteczkami tropoelastyny 
powoduje ich polimeryzację do nierozpuszczalnej 

elastyny

Pewnym problemem w pełnym zrozumieniu proponowanego mechanizmu mole
kularnego ochraniania tropoelastyny przez EBP był fakt, że produkcja tropoelastyny 
przez miocyty naczyniowe przewyższa ilościowo produkcję EBP. Założyliśmy więc 
dodatkowo, że pewna ilość cząsteczek EBP po uwolnieniu eskortowanej elastyny (po 
kontakcie z galakto-glikolizowanymi białkami mikrowłókienek) może powrócić do 
wnętrza komórki i być ponownie użyta jako nośnik dla nowych cząsteczek tropoela
styny.

Znakując cząsteczki EBP obecne na powierzchni hodowanych miocytów aortal- 
nych udało się nam wykazać, że wiele z nich może powrócić do wnętrza komórki, aby 
po przejściu przez system endosomów (sorting endosome, recycling endosome) i 
przez kanały trans-aparatu Golgiego powrócić w ciągu 45-60  min na powierzchnię 
błony komórkowej [19]. Używając chlorochiny i bafilomycyny A l (związków, które 
blokując transport protonów przez błony alkalizują różne fragmenty systemu endoso- 
malnego) wykazaliśmy, że mogą one blokować normalną recyrkulację EBP, a w 
konsekwencji również wydzielanie tropoelastyny i powstawanie włókien sprężystych 
w hodowlach miocytów naczyniowych.

W yniki przytoczone powyżej sugerują, że EBP jest głównym czynnikiem regulu
jącym  efektywne wydzielanie i odkładanie tropoelastyny oraz że procesy te zależą od 
sprawnej recyrkulacji tego wahadłowego przewodnika molekularnego (shuttle mole
cular chaperone) zdolnego do wielokrotnego przenoszenia cząsteczek hydrofobowe
go i n ieg likozy low anego  p rekursora elastyny poprzez aparat w ydzielniczy 
elastoblastów.

EBP -  CZYNNIK KONTROLUJĄCY MIGRACJĘ  
MIOCYTÓW NACZYNIOWYCH

Zarówno pogrubienie błony wewnętrznej embrionalnego przewodu tętniczego, jak 
i patologiczne formowanie się neointimy w chorobach naczyń (miażdżyca, nadciśnie
nie systemowe i płucne) jest związane z czynną migracją komórek mięśni gładkich

Zaw n ytrzkom órk ow a  Fo rm o w a n ia  
W łóklan  Sp r(2 y«tych
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wywodzących się z błony środkowej naczyń krwionośnych [5,20,35,43]. Sugerowano 
istnienie kilku czynników stymulujących migrację miocytów naczyniowych (np. 
zmiany składu ECM, wzrost ilościowy odłożonej fibronektyny i glikozaminoglika- 
nów, nadprodukcja czynników  wzrostu, takich jak: bFGF, PDGF i T G F -ß - 
[5,8,9,20,23,31,34,45,50], ale nadal nieznany jest czynnik inicjujący odrywanie się 
komórek mięśni gładkich od błon i włókien sprężystych obecnych w tunica meclia. 
Nie do końca wiadomo, co decyduje o ukierunkowaniu migracji miocytów medial
nych w stronę błony wewnętrznej tętnic. W naszych badaniach nad tym problemem, 
jako modelu doświadczalnego używaliśmy miocytów wyizolowanych z poduszeczek 
błony wewnętrznej ductus arteriosus pobranego z 280-dniowych płodów owczych 
(czyli tuż przed porodem). Ponieważ wykazaliśmy, że komórki te zawierają znacznie 
mniej EBP niż miocyty błony środkowej aorty, zasugerowaliśmy, że istnieje ścisła 
zależność pomiędzy niedoborem EBP w tych komórkach a ich odrywaniem się od 
elastyny i następującą po tym migracją w kierunku intimy [14]. W badaniach in vitro 
obserwowaliśmy, że komórki ductus arteriosus nie przylegają do płytek hodowla
nych pokrytych elastyną, tak jak robią to miocyty aorty bogate w EBP. Dodanie 
siarczanu chondroityny, który usuwa EBP z powierzchni hodowanych miocytów 
aorty, hamowało przyleganie tych komórek do powierzchni pokrytych elastyną. 
Stopień upośledzenia przylegania miocytów aortalnych do elastyny był zależny od 
dawki siarczanu chondroityny i mógł być całkowicie zniesiony, jeżeli dodatkowo 
traktowano komórki cykloheksimidem, monenzyną lub azydkiem sodu, które ham o
wały produkcję i wydzielanie nowych cząsteczek EBP (zastępujących te usunięte z 
powierzchni komórkowej przez siarczan chondroityny). Specyficzne zaangażowanie 
się EBP w zjawisko przylegania miocytów do elastyny potwierdził fakt, że wstępna 
inkubacja komórek aorty z pochodzącymi z elastyny peptydami VGVAPG (które 
nasycały ich powierzchniowy receptor EBP) konkurencyjnie blokowała wiązanie się 
tych komórek do powierzchni pokrytych elastyną.

W następnej serii doświadczeń badaliśmy czynnościowe zależności pomiędzy 
przyleganiem miocytów aortalnych do elastyny a ich możliwościami migracji przez 
trójwymiarową sieć błon elastynowych (otrzymanych po wygotowaniu aort owczych 
i bydlęcych w IN  NaOH).Okazało się, że miocyty aortalne (posiadające dużo cząste
czek EBP) posadzone na powierzchni tych błon przylegały do najbardziej powierzch
niowej błony sprężystej i pozostawały unieruchomione przez cały czas trwania 
eksperymentu (7 dni). W odróżnieniu od nich ubogie w EBP komórki ductus arterio
sus nie przylegały do błon elastynowych, ale migrowały przez ich trójwymiarową sieć. 
Dodanie siarczanu chondroityny (usuwającego EBP z powierzchni komórkowych) 
powodowało odklejenie się miocytów aortalnych od błony sprężystej i ich następową 
głęboką migrację do wnętrza siatki elastynowej. Przytoczone wyżej wyniki sugerują, 
że indukowane siarczanem chondroityny, a więc nieproteolityczne, usunięcie EBP z 
powierzchni miocytów naczyniowych może być bezpośrednio odpowiedzialne za 
odszczepianie się tych komórek od błon elastynowych obecnych w błonach środko
wych tętnic. Utrata zaś kontaktu fizycznego z podłożem może być jednym  z głównych 
mechanizmów inicjujących migrację miocytów w chorobach naczyniowych.
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Rys. 4. EBP zlokalizowane w bezpośredniej bliskości receptorów dla 1L-1 typu I może zapobiegać 
wiązaniu IL-lb do jej receptorów; usunięcie EBP z powierzchni komórek (zależne od związania 
galaktocukrów lub produktów rozpadu elastyny) pozwala na swobodny dostęp IL-1 b do swego receptora 
i w konsekwencji na inicjację sygnału prowadzącego do zwiększonej produkcji fibronektyny, która

ułatwia migrację miocytów naczyniowych

Nasze niedawno wykonane eksperymenty wykazały, że zależne od siarczanu 
chondroityny usunięcie EBP z powierzchni komórkowych powoduje również stymu
lację syntezy fibronektyny w hodowlach miocytów naczyń wieńcowych, w stopniu 
podobnym do tego, który uzyskuje się po ich stymulacji interleukiną-1 b (IL -lb) [8,9].

Dodatkowo wykazano, że nasycenie obecnego na powierzchni komórek EBP przy 
pomocy peptydów elastynowych (produktów proteolitycznego rozpadu elastyny) 
prowadzi do szybkiej endocytozy tego receptora, a to również podwyższa syntezę 
fibronektyny. Zaskoczeniem był natomiast wynik wskazujący, że stymulowana siar
czanem chondroityny czy peptydami elastynowymi nadprodukcja fibronektyny mog
ła być zniesiona w obecności rozpuszczalnego antagonisty receptora IL-1. W ynik ten 
sugerował, że usunięcie EBP z powierzchni komórek jest tylko stymulującym ogni
wem w reakcji łańcuchowej, a właściwy sygnał do zwiększenia produkcji fibronekty
ny zależy od receptora dla interleukiny [21]. Immunohistochemicznie wykazano, że 
EBP i receptory typu I, które wiążą IL -lb , lokalizują się bardzo blisko siebie na 
niepobudzonych miocytach naczyń wieńcowych. Miocyty te poddane działaniu siar
czanu chondroityny, który powodował utratę EBP, przyłączały znacznie więcej 
znakowanej jodem  IL -lb  niż komórki kontrolne.
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Na podstawie tych wyników zasugerowaliśmy, że bezpośrednia bliskość EBP i 
receptorów IL-1 może zapobiegać wiązaniu krążącej cytokiny do spoczynkowych 
miocytów naczyniowych. Usunięcie zaś EBP stwarza sytuację swobodnego dostępu 
IL -lb  do swego receptora typu pierwszego, a w konsekwencji inicjację sygnału 
aktywującego miocyty spoczynkowe. Postulujemy, że jednym  z pierwszych objawów 
aktywacji poprzez IL -lb  jest odpowiedź komórkowa prowadząca do zwiększonej 
produkcji fibronektyny, która ułatwia (sliding paths) migrację miocytów naczynio
wych i leukocytów penetrujących ściany naczyniowe. W ydaje się, że usunięcie EBP 
z powierzchni miocytów może być jednym  z pierwszych etapów mechanizmu prowa
dzącego do rozwoju rozsianych zmian miażdżycopodobnych i zamykania tętnic 
wieńcowych po przeszczepach serca [20,21],

EBP -  RECEPTOR POŚREDNICZĄCY W ODPOWIEDZI 
CHEMOTAKTYCZNEJ

Badaniem immunohistochemicznym przy użyciu przeciwciała monoklonalnego 
rozpoznającego 67-kD EBP wykazano, że białko to występuje również na powierz
chniach komórek, które nie produkują elastyny i nie pozostają w stałym kontakcie z 
włóknami sprężystymi. EBP obecne jest na powierzchni makrofagów tkankowych, 
dojrzałych monocytów, neutrofilów i pobudzonych limfocytów. Ekspresja 67-kD 
EBP na powierzchni leukocytów jest zależna od ich stopnia zróżnicowania i aktywa
cji. Wykazaliśmy, że niezróżnicowane leukocyty białaczkowe linii komórkowej 
HL-60 nie mają na swej powierzchni EBP i w testach in vitro nie przyłączają się do 
powierzchni pokrytych elastyną, lamininą lub kolagenem typu IV. Te same komórki 
poddane wcześniej działaniu estrów forbolowych lub DMSO, które powodują ich 
różnicowanie w kierunku dojrzałych neutrofilów, przylegają do tych białek dzięki 
pojawieniu się EBP na ich powierzchni [41,42]. Immunochemiczne wykrywanie EBP 
połączone z cytometrią przepływową może służyć jako jeszcze jedna metoda do oceny 
efektów terapeutycznych w niektórych chorobach szpiku. Wydaje się, że obecność 
EBP na powierzchniach dojrzałych neutrofilów i monocytów może być odpowiedzial
na za ich szybką chemotaksję w kierunku uszkodzonych tkanek, w których doszło do 
częściowej proteolizy elementów substancji międzykomórkowej i uwolnienia rozpu
szczalnych produktów degradacji elastyny, lamininy lub kolagenu IV. Jednocześnie 
brak EBP na powierzchni neutrofilów białaczkowych może wyjaśniać ich szybką 
migrację przez błony podstawne.

M igracja dojrzałych neutrofilów poprzez tkankę objętą reakcją zapalną może 
zachodzić skokowo w wyniku następujących po sobie: zależnego od EBP przylegania 
do elementów ECM i odrywania się od podłoża w wyniku usunięcia powierzchnio
wego EBP pod wpływem galakto-glikozaminoglikanów lub wolnych galaktocukrów, 
uwolnionych ze zniszczonych proteoglikanów [5,35 ].

EBP wykryto również na powierzchni komórek linii wywodzących się z ludzkiego 
czerniaka, raka płuc i raka sutka [6,49], Sugeruje się, że białko to może być odpowie-
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Rys. 5. A -  przyleganie różnych typów komórek do płytek hodowlanych pokrytych elastyną; komórki 
inkubowano w normalnej pożywce MEM (zamknięte symbole) lub w pożywce zawierającej siarczan 
chondroityny (otwarte symbole); większość ludzkich neutrofilów i komórek A2058 wywodzących się 
ze złośliwego czerniaka, które mają na swej powierzchni EBP, przylegało do elastyny podczas pier
wszych 2-4 godzin inkubacji; dodanie 10 pg/ml siarczanu chondroityny (który usuwa EBP z powierzchni 
komórek) wyraźnie zmniejszało przyleganie tych komórek do elastyny; komórki ludzkiej białaczki 
HL-60, które nie mają EBP na swej powierzchni, nie przylegały do elastyny; B -  normalna odpowiedź 
chemotaktyczna ludzkich neutrofilów na pochodzące z elastyny peptydy VGVAPG, pochodzące z 
lamininy peptydy LGTIPG i 7S fragmenty kolagenu typy IV (zamknięte symbole) została zupełnie 
zniesiona, kiedy komórki preinkubowano w pożywce zawierającej 10 mM laktozy (otwarte symbole); 
stopień odpowiedzi chemotaktycznej na wymienione peptydy mierzono liczbą komórek

migrujących z górnej do dolnej komory Boydena zawierającej chemoatraktanty

dzialne za chemotaksję komórek nowotworowych w kierunku elastyny i lamininy. 
Chemotaksja komórek czerniaka czy komórek raka sutka w kierunku tropoelastyny, 
lamininy lub peptydów VGVAPG i LGTIPG może być zablokowana przez wstępną 
inkubację z laktozą czy galaktozą (ale nie glukozą czy fukozą), które usuwają EBP z 
powierzchni komórek [18,26,27].

Galaktocukry nie zmieniają jednak migracji wspomnianych komórek nowotworo
wych w kierunku płytkowego czynnika wzrostowego (PDGF), modulowanej przez 
inny swoisty receptor powierzchniowy. Wyniki te sugerują, że ekspresja EBP na 
powierzchni uwolnionych z ogniska pierwotnego komórek nowotworowych (czer
niak, rak sutka) może być odpowiedzialna za wybiórcze przerzuty tych komórek do 
płuc i innych tkanek bogatych w elastynę. Wydaje się, że komórki nowotworowe i 
towarzyszące im leukocyty mogą przylegać do włókien sprężystych obecnych w 
zrębie płucnym, niszcząc elastynę, uwalniać rozpuszczalne produkty rozpadu tego
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białka, które z kolei mogą stymulować chemotaksję krążących komórek nowotworo
wych [6,49]. M ożliwość usunięcia EBP z powierzchni krążących komórek nowotwo
rowych przez nietoksyczne galaktocukry, które znoszą odpowiedź chemotaktyczną i 
następujące po niej zjawisko przylegania do zrębu bogatego w elastynę, może otwo
rzyć dodatkowy kierunek terapeutyczny w pewnych nowotworach dających przerzuty 
do płuc.

ZAKOŃCZENIE

67-kD EBP jest przykładem wieloczynnościowego białka, które może być również 
powierzchniowym receptorem komórkowym. Białko to różni się budową i funkcjami 
od innych cząsteczek adhezyjnych. Nie jest ono integralnym białkiem błony komór
kowej, tak jak integryny lub kadheryny. Może być unieruchomione na powierzchni 
komórki przez połączenie z innymi białkami trwale związanymi ze strukturą błony 
komórkowej. Białko to wyeksponowane na powierzchni komórki może pośredniczyć 
we w zajem nych re lacjach  pom iędzy kom órką a substancją podstaw ow ą w 
mechaniźmie niezależnym od obecności kationów wapnia. Co więcej, w odróżnieniu 
od większości integryn, które rozpoznają identyczne liniowe sekwencje (RGD) obe
cne w kolagenie, fibronektynie czy vitronektynie, EBP rozpoznaje różne sekwencje 
pierwszorzędowe elastyny, lamininy i kolagenu IV w momencie, gdy formują one 
podobną drugorzędową konfigurację. Podobnie jak  selektyny, EBP ma właściwości 
lektynowe z preferencjami wiązania galaktocukrów. Jednakże przyłączanie związków 
zawierających galaktocukry powoduje takie konformacyjne zmiany EBP, że białko 
to traci powinowactwo do ligandów substancji międzykomórkowej (elastyny, lam i
niny i kolagenu IV) i powinowactwo do wiążących je białek błony komórkowej. 
Istnienie białka, które może oddziaływać z kilkoma białkami substancji podstawowej 
i może być usunięte z powierzchni komórki przez kontakt z galakto-cukrowcami, 
stwarza wiele możliwości regulacji takich procesów, jak: migracja komórek mięśni 
gładkich w czasie pogrubiania ściany naczyniowej, przerzuty nowotworowe, nacie
kanie tkanek przez leukocyty, które zależą od kontaktów zachodzących pomiędzy 
komórką a ECM. Komórki zapalne lub komórki nowotworowe, które naciekają 
tkanki, mogą używać tego receptora, by przylgnął do elastyny, lamininy lub kolagenu 
typu IV, podczas gdy ich oderwanie od tych elementów ECM (umożliwiające dalszą 
migrację) zachodzi po ich kontakcie z galaktocukrami. W ydaje się, że dalsze badania 
nad relacjami pomiędzy cukrowcami a cząsteczkami adhezyjnymi mogą nie tylko 
poszerzyć nasze rozumienie mechanizmów interakcji pomiędzy komórkami a ECM, 
ale także otworzyć nowe terapeutyczne możliwości wpływu na te relacje w wielu 
sytuacjach patologicznych.
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IN T E R A K C JE  R E C E PT O R Ó W  H O R M O N U  
T A R C Z Y C Y  I PO C H O D N Y C H  W IT A M IN  A I D  
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T H Y R O ID  H O R M O N E  R E C E PT O R S  A N D  V IT A M IN  A  A N D  D 
D E R IV A T IV E S  R E C E PT O R S : IN T E R A C T IO N S  W IT H  D N A

Piotr CZEKAJ

II Katedra Histologii i Embriologii, Śląska Akademia Medyczna, Katowice

Streszczenie: Receptory jądrowe wykazują podobieństwo strukturalne i stanowią grupę czynników 
transkrypcyjnych aktywowanych przez ligand, które regulują ekspresję genów docelowych wiążąc się 
ze specyficznymi sekwencjami HRE jako homodimery, lub heterodimery z receptorem retinoidu X. 
Receptory hormonu tarczycy, kwasów retinowych i witaminy D3 aktywują transkrypcję poprzez 
elementy odpowiedzi będące modyfikacjami konsensusowej sekwencji AGGTCA. Orientacja sekwencji 
tworzących HRE, ich skład nukleotydowy oraz długość przerywnika nukleotydowego oddzielającego 
je, determinują selektywność efektów transkrypcyjnych każdego z receptorów. Specyficzność wiązania 
HRE przez homo- i heterodimery uzależniona jest od domeny wiążącej DNA receptorów, oraz -  
częściowo -  od domeny wiążącej ligand. Sygnalizacja komórkowa z udziałem niektórych receptorów 
jądrowych podlega autoregulacji drogą dodatnich i ujemnych sprzężeń zwrotnych. Charakterystyka 
biologicznego działania heterodimerów jest istotna dla zrozumienia molekularnych podstaw wzaje
mnych interakcji hormonu tarczycy i pochodnych witaminy A i D.

Słowa kluczowe: receptory jądrowe, 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 of the receptor. The binding site specifities of both 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 skrótów: TR -  receptor trójjodotyroniny; RAR-receptor kwasu retinowego; RXR -  receptor 
retinoidu X; VDR -  receptor l,25(OH)2Ö3; HRE -  regulatorowe sekwencje DNA wiążące receptory 
jądrowe -  odpowiednio dla poszczególnych receptorów: TRE, RARE, RXRE, VDRE; ER -  receptor 
estrogenów; NAP -  jądrowe białka pomocnicze; T3 -  trójjodotyronina; 9cRA -  izomer 9cis kwasu 
retinowego; atRA -  izomer all-trans kwasu retinowego; RA -  kwas retinowy; VD -  witamina D3; DR 
-  proste (bezpośrednie) powtórzenie; P -  palindrom; IP -  odwrotny palindrom; TF -  czynnik transkry
pcji; RBP -  białko wiążące retinol; CRBP -  cytoplazmatyczne białko wiążące retinol; CRABP -  
cytoplazmatyczne białko wiążące kwas retinowy.

1. RECEPTORY JĄDROWE

Lipofilne związki o budowie pierścieniowej, takie jak  hormony sterydowe, trój
jodotyronina, witamina D 3, czy retinowe pochodne witaminy A, kontrolują szereg 
podstawowych procesów życiowych na zasadzie mechanistycznie podobnego sposo
bu uruchamiania lub hamowania ekspresji genu. Są one inicjatorem transdukcji 
sygnałowej, w której rolę pośrednika, a zarazem czynnika transkrypcji odgrywa 
specyficzny, aktywowany przez ligand receptor jądrowy [3, 8, 27]. W szystkie recep
tory jądrow e reprezentują jedną wspólną nadrodzinę genową, wyodrębnioną na 
podstawie porównania sekwencji cDNA oraz struktury samych białek [21, 40, 42], 

Przedstawiciele nadrodziny mają podobną budowę domenową. Za wiązanie z 
ligandem odpowiada zróżnicowana pod względem sekwencji aminokwasów domena 
E, zlokalizowana w końcu karboksylowym receptora. Połączenie z DNA odbywa się 
dzięki dwum "palcom cynkowym" konserwatywnej domeny C, rozpoznającym od
cinki regulatorowe genu -  HRE (hormone response elements). Domena E wraz z 
N-terminalną domeną A-B uczestniczy w aktywacji transkrypcji, natomiast wspólnie 
z domeną C bierze udział w dimeryzacji. Dokonanie wymiany odpowiadających sobie 
domen pomiędzy receptorami jądrowymi nie powoduje utraty funkcji czynnika trans
krypcji [3 ,8 ,1 2 , 27, 40, 42],

R eceptory  horm onu tarczycy, kw asów  retinow ych i w itam iny D 3, 
określane jako "małe", wykazują szereg dalszych podobieństw (tab. 1). Są zbudowane 
z mniejszej liczby aminokwasów niż receptory hormonów sterydowych; w postaci 
wolnej, nie związanej z ligandem identyfikuje się je  wyłącznie w jądrze kom órko
wym; nie tworzą kompleksów z białkami szoku termicznego uniemożliwiającymi 
rozpoznawanie specyficznych sekwencji DNA, w związku z czym mogą wchodzić w 
interakcję z sekwencjami regulatorowymi genów bez obecności hormonu i powodo
wać ich represję [8, 14, 21, 23, 35].

Interakcje małych receptorów jądrowych z sekwencjami regulatorowymi DNA 
sprowadzają się do charakterystycznych subregionów palców cynkowych ich domen 
C, bardzo podobnych w TR, RAR, RXR i VDR (oraz w ER) [21]. Dlatego wszystkie
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TABELA 1. Porównanie budowy małych receptorów jądrowych; podano liczbę aminokwasów w każ
dej z domen oraz % homologii domen wiążących ligand (E) oraz DNA (C) w stosunku do RAR

Receptor A-B C Stopień
homologii
C[%]

D E Stopień 
homologii 
E [%]

F

RARa 88 6 6 100 46 2 2 0 100 42
RXRa 140 65 61 25 237 27 -

TRß 102 67 62 63 224 35 -
VDR 24 65 47 111 227 27 -

receptory tej grupy aktywują transkrypcję łącząc się z podobnymi sekwencjami DNA, 
określanymi odpowiednio jako: TRE, RARE, RXRE i VDRE, rozróżnianymi przy 
udziale specyficznego regionu drugiego palca cynkowego [21,42]. W związku z tym, 
wiele genów np. T 3-zależnych jest obiektem kontroli retinoidów. Taka współregula- 
cja odgrywa zasadniczą rolę w funkcji omawianych hormonów w rozwoju i różnico
waniu, a także powoduje funkcjonalne podobieństwo [37]. Różnorodność efektów 
biologicznych wywoływanych przez poszczególne hormony zapewnia orientacja 
heksanukleotydowych połówek motywu wiążącego receptor, liczba par zasad oddzie
lających połówki (przerywnik) oraz niewielkie różnice w sekwencji nukleotydowej 
połówek motywu wiążącego HRE [10, 13].

2. RECEPTOR RETINOIDU X

Przyłączanie z wysokim powinowactwem małych receptorów do ich sekwencji 
regulatorowych DNA jest stabilizowane przez koregulatory -  jądrowe białka pomoc
nicze NAP (nuclear auxiliary proteins), kontaktujące się z danym receptorem po
przez konserwatywne sekwencje C-terminalne, które funkcjonują jako miejsca 
dimeryzacji [30, 35, 46]. Białka te są szeroko rozpowszechnione i charakteryzują się 
różnymi ciężarami cząsteczkowymi, w różnych typach komórek. W większości 
przypadków, NAP są identyfikowane jako zdolne do tworzenia heterodimerów recep
tory retinoidu X [1, 37, 46].

U ludzi (i kręgowców) zidentyfikowano 3 geny RXR (a ,ß ,y ). U myszy zlokalizo
wano je  w chromosomie 2, 17 i 1. Mysi RXRy generuje dwie pochodne białkowe (yl 
i y2) różniące się długością domeny A-B [14, 24, 26]. Transkrypty RXRot i ß ulegają 
powszechnej ekspresji zarówno w czasie rozwoju, jak  i w tkankach osobników 
dorosłych, natomiast ekspresja RXRy zachodzi w kilku określonych miejscach [6,16,
18]. W okresie płodowym RXRy pojawia się wraz z R X R a w nabłonkach wielowar
stwowych (naskórek, jam a ustna), a niezależnie w liniach komórek miogennych, tj. 
w miotomach i ich pochodnych (pierwotne mięśnie tułowia, kończyn i ogona) oraz w 
niektórych częściach płodowego ośrodkowego układu nerwowego (międzymózgo- 
wie, kresomózgowie, rdzeń kręgowy) [6]. W tkankach dojrzałych stwierdzono eks
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presję mRNA R X R a przede wszystkim w: wątrobie, nerkach, płucach, naskórku, 
śledzionie, mięśniach i skórze; z kolei mRNA dla RXRy wykryto w: wątrobie, 
nerkach, płucach, naskórku, nadnerczach i mózgu. Transkrypty RXRß występują w 
większości badanych tkanek [14].

RXR, opisany początkowo jako receptor sierocy, okazał się być aktywowany przez 
wykryty w nerkach i wątrobie izomer 9-cis kwasu retinowego (9cRA), który wiąże i 
aktywuje wszystkie podtypy RXR w stężeniach fizjologicznych [15]. 9cRA jest 
wspólnym ligandem dla RXR i RAR, chociaż RXR reprezentuje inną podrodzinę 
receptorów jądrowych powstałą niezależnie w ewolucji [1, 14, 21]. 9cRA wiąże się z 
RXR z mniejszym powinowactwem i przy wyższych stężeniach (> 10” M) niż z 
RAR przez co jest silniejszym stymulatorem transkrypcji poprzez RARß czy RARy 
niż przez któryś 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 wiążą się z RAR z porównywalną siłą i oba mogą być naturalnymi hormonami 
retinoidowymi regulującymi szlaki RAR-zależne [1].

RXR różni się istotnie od RAR: strukturą pierwszorzędową, powinowactwem  do 
naturalnych i syntetycznych retinoidów oraz sposobem regulacji genów docelowych 
[1, 14, 20]. Ponieważ RXR, w odróżnieniu od RAR wykryto u bezkręgowców 
przypuszcza się, że szlak sygnałowy 9cRA/RXR mógł wyprzedzać atRA/RAR w 
czasie ewolucji. Przynależność RXR i RAR do różnych podrodzin, aktywowanie 
przez różne naturalne ligandy i łączenie się z różnymi HRE wskazują, że oba te szlaki 
sygnalizacji retinoidowej ewoluowały niezależnie i spełniają różne role fizjologiczne, 
przy czym RXR spełnia podwójną funkcję: jako niezależny receptor dla 9cisRA i jako 
partner heterodimeryczny w różnych szlakach metabolicznych [14, 46]. Pomimo 
wielu różnic, dzięki heterodimerom sygnały przekazywane przez receptory retinoi
dów mogą być zbieżne [10, 25].

3. DIMERY RECEPTOROWE

W arunkiem efektywnej ekspresji genu docelowego jest dimeryzacja receptorów. 
VDR, RXR, RAR i TR są zdolne do homodimeryzacji, jak  i heterodimeryzacji we 
wszystkich możliwych kombinacjach [38], Transakty wacji sprzyja łączenie się recep
torów małych w heterodimery, pomiędzy sobą lub (najczęściej) z receptorem retinoidu 
X [1, 14, 22, 25, 37, 46]. Sygnalizacja jądrow a z udziałem receptorów małych może 
więc być zależna od RXR (heterodimery z RXR, homodimery RXR), bądź niezależna 
od RXR i odbywać się przez:

1) tworzenie odpowiednich homodimerów, o innych niż heterodimery RXR wła
ściwościach wiązania DNA [13, 37, 38,];

2) tworzenie heterodimerów między sobą, tzn. bez RXR, co powoduje nakładanie 
się sygnałów hormonalnych pochodzących od odpowiednich ligandów. Składniki 
heterodimerów nie zawierających RXR, nie spełniają względem siebie funkcji białek 
NAP, np. TR in vivo nie zwiększa wiązania RAR do sekwencji, takich jak RARE,
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ponieważ w większości komórek nie ulegają koekspresji w wystarczających ilościach 
[38,39, 46],

Generalnie, heterodimery podwyższają powinowactwo receptorów do DNA, bar
dziej niż homodimery, ale w różny sposób względem poszczególnych HRE. Zarówno 
w przypadku homo-, jak i heterodimerów do aktywacji często wystarcza pojedyncza 
cząsteczka ligandu, chociaż zwiększenie powinowactwa do DNA i funkcjonalnej 
aktywności heterodimerów (np. RXR-TR, RXR-VDR, RXR-RAR) może wymagać 
obu specyficznych dla danych receptorów ligandów [14, 37, 38], Heterodimer staje 
się wtedy miejscem bezpośredniej interakcji funkcjonalnej pomiędzy hormonami co 
istotnie zwiększa różnorodność sygnalizacji hormonalnej [37], Heterodimeryzacja 
spełnia więc podstawową rolę w modulacji transkrypcji genów docelowych zależnej 
od ligandu i wskazuje na kluczową rolę RXR (i 9cRA) w T3 -, RA- i VD-zależnych 
szlakach sygnalizacji hormonalnej, który preferencyjnie zwiększa wiązanie RAR, TR 
i VDR do specyficznych dla nich HRE [46]. Transkrypcyjne nakładanie się różnych 
szlaków sygnalizacyjnych z udziałem receptorów jądrowych może wynikać z kom 
petencji do ograniczonej liczby RXR (np. hamowanie przez TR zależnej od RA 
indukcji promotora RARß2). Jednak w obecności samego 9cisRA preferowanym 
połączeniem  wydaje się homodimer RXR-RXR, ponieważ pod wpływem tego ligandu 
RXR oddysocjowuje z każdego z możliwych heterodimerów i formuje homodimery, 
natomiast wcześniej utworzone homodimery RXR koegzystują z różnymi heterodi- 
merami RXR nie powodując wymiany ich białkowego partnera [14],

Heterodimery, poza zwiększaniem wydajności wiązania DNA, zmieniają repertuar 
miejsc wiążących homodimery RAR, RXR, TR jako, że wybór orientacji połówek 
motywu wiążącego wraz z przerywnikiem może zależeć od kontaktów białko-białko 
zachodzących w dimerach [13,25, 37]. Kooperacja odpowiednio przestrzennie dopa
sowanych powierzchni dimeryzacyjnych zwiększa powinowactwo dimeru receptoro
wego do określonego HRE. Domeny odpowiedzialne za dimeryzację i wiązanie DNA 
(C i E) wydają się być głównymi determinantami wiązania receptora do elementów 
HRE zawierających powtórzone motywy o różnej orientacji z przerywnikiem o 
zmiennej długości [25], choć można też przyjąć, że różne powierzchnie dimeryzacyj- 
ne biorą udział w stabilizacji wiązania do różnych elementów odpowiedzi [37]. 
W spółdziałanie domeny C i E jest możliwe dzięki występowaniu bardzo giętkiego 
połączenia zawiasowego (domena D). Uważa się, że zarówno w hom o-jak i hetero- 
dimerach RAR, TR i RXR, domena C jest odpowiedzialna za selekcję elementów 
wiążących (rys. 1), podczas gdy powierzchnie dimeryzacyjne w rejonie E są odpo
wiedzialne za siłę wiązania niezależnie od elementu wiążącego, tj. niespecyficznie. 
Brak powierzchni homodimeryzacyjnej w domenie C TR i RAR sprzyja ich funkcjo
nowaniu przede wszystkim w postaci heterodimerów z RXR, uzależniając stopień 
odpowiedzi na dany hormon od zawartości RXR w komórce [16, 25].

Domena C rozpoznaje sekwencje DNA wrażliwe na małe receptory za pomocą 
pierwszego (region P-box) i drugiego (region D-box) palca cynkowego. Wśród 
aminokwasów P-box ludzkiego TR zasadniczo rozpoznających TRE-specyficzne 
fragmenty DNA (pierwsza reszta aminokwasowa P-box) częściowo zlokalizowany 
jest potencjał transaktywacyjny: drugi aminokwas P-box nie uczestniczy bezpośred-
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Rys. 1. Zmienność konfiguracyjna receptorów tworzących heterodimer wynikająca z asymetrii domeny 
C i zawiasowego działania domeny D, umożliwiająca rozpoznanie motywów wiążących o różnej 
orientacji połówek HRE (strzałki) i długości przerywnika (kropki): RI, R2 -  domeny C receptorów 
tworzących heterodimer: część jasna to region A/T domeny C położony poza palcami cynkowymi, 
powodujący jej asymetrię; część ciemna zawiera "palce cynkowe"; S i W -  odpowiednio "silne" i "słabe" 

połówki HRE, o różnej sekwencji nukleotydów i różnej sile wiązania receptorów

nio w wiązaniu DNA, lecz jest kluczowym czynnikiem w aktywacji tran skry pcyjnej 
[32]. W  RXRoc 8-aminokwasowa helisa położona za drugim palcem cynkowym 
stanowi powierzchnię interakcji białko-białko i może decydować strukturalnie o 
selektywności dimeryzacyjnej RXR [25, 37]. Aminokwasy kodowane w regionach 
A- i T-box, położonych poza palcami cynkowymi wpływają też na specyficzną 
receptora wo asymetrię domeny C. Obrót asymetrycznej domeny C wokół zawiasu w 
postaci domeny D stwarza możliwość kontaktu różnych powierzchni domen w iążą
cych DNA receptorów tworzących dimer, zmienia odległość dzielącą ich palce 
cynkowe, a tym samym, nie wpływając na przebieg dimeryzacji z udziałem domeny 
E, pozwala rozpoznawać różnie zorientowane motywy HRE z przerywnikiem o 
różnej długości (rys. 1). Na tej zasadzie RXR mogą używać odmiennych powierzchni 
kontaktu do interakcji z RAR, TR czy VDR, a odpowiednie heterodimery będą 
odczytywać różne HRE.
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Funkcja dimeryzacyjna, która jest zlokalizowana w domenie E stabilizuje, lecz 
zasadniczo nie zmienia repertuaru ustalonego przez odpowiednią domenę C. W 
niektórych przypadkach powierzchnie homo- lub heterodimeryzacyjne związane z 
domeną E mogą odgrywać rolę w definiowaniu selektywności HRE [25]. Istotne w 
dimeryzacji wydają się być konserwatywne odcinki domeny C-terminalnej, podobne 
do "suwaka" leucynowego uczestniczącego w interakcjach białko-białko czynników 
transkrypcji. Podstawowe dla heterodimeryzacji ludzkiego VDR na VDRE są reszty 
aminokwasowe między lizyną-382 i argininą-402, a szczególnie lizyna-382, metioni- 
na-383, glutamina-385 i leucyna-390. Niezbędna w heterodimeryzacji VDR jest także 
leucyna-332, zamykająca inny konserwatywny region między aminokwasem 325 i 
332. Trzeci ważny region dimeryzacyjny domeny E stanowi 20 aminokwasów 
odpowiadających resztom 224-263 ludzkiego VDR, z dominującą rolą leucyn: 254 i 
262. Region ten jest porównywalny z konserwatywną domeną receptora glukokorty- 
koidów niezbędną do wiązania białek szoku termicznego HSP90. W szystkie trzy 
konserwatywne regiony dimeryzacyjne domeny E przypominają analogiczne w TR i 
RAR. W TRß, który podobnie jak  inne receptory małe nie łączy się z białkami HSP, 
region trzeci uczestniczy w homodimeryzacji [11, 30]. Domenie E przypisuje się 
homokooperatywne wiązanie RXR do większości HRE oraz RAR i TR do wszystkich 
elementów, do których się one przyłączają. Silniejsze interakcje pomiędzy powierzch
niami heterodimeryzacyjnymi RAR i RXR zlokalizowanymi w domenie E w porów
naniu z hom o-interakcjam i powierzchni dim eryzacyjnych RXR powodują, że 
heterodimery RXR-RAR wiążą się silniej z określonymi HRE niż homodimery RXR
[25],

4. INTERAKCJE RECEPTOR-HRE

Związanie ligandu z receptorem aktywuje kompleks ligand(y)-dimer-HRE, który 
wpływa na szybkość transkrypcji genowej. Efektem jest zazwyczaj stymulacja, lecz 
może nim być także inhibicja, jak to ma miejsce w ujemnym sprzężeniu zwrotnym z 
udziałem TSH wydzielanego w przysadce mózgowej. Skutek uzależniony jest od 
rodzaju HRE powiązanego z określonym promotorem [28, 29,46]. In vivo lub in vitro 
homo- i heterodimery mogą oddziaływać z HRE różniącymi się:

(1) orientacją połówek motywu wiążącego (rys. la, lb-d, le);
(2) liczbą par zasad w przerywniku oddzielającym połówki HRE (rys. 1 b—e);
(3) długością sekwencji nukleotydowych połówek;
(4) obu sekwencjami wiążącymi dimer;
(5) sekwencjami każdej z połówek w obrębie danego HRE (rys. Id).
M ożliwa asymetria motywów wiążących (np. pkt 1 i 5) wraz ze strukturalną

polam ością tandemu receptorowego występującą w heterodimerach może być istot
nym parametrem w transaktywacji specyficznej promotorowo [29]. Konfiguracja 
sekwencji nukleotydowej połówek motywu wiążącego decyduje nie tylko o specyfi
czności, ale także o sile działania HRE. Zmienność konfiguracji HRE zwiększa
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różnorodność szlaków sygnalizacyjnych zależnych od receptorów małych, będącą 
wynikiem kombinacji ligandów, receptorów i elementów odpowiedzi.

TR, RAR, RXR i VDR (oraz ER) modulują transkrypcję poprzez konsensusowe 
sekwencje regulatorowe zawierające dwie lub więcej kopii stałego motywu heksanu- 
kleotydowego: (A/G)G(G/T)T(C/A)A [46], RARE z połówką motywu GGTTCA lub 
AGGTCA są silniejsze niż RARE z innymi motywami. Motyw AGGTCA jest 
rozpoznawany preferencyjnie w stosunku do sekwencji AGTTCA [25]. Ponieważ 
jednak nukleotydy ograniczające końce 5’ i 3 ’ sekwencji AGGT(C/A)A mają zdol
ność zmieniania wiązania TR, ER i RAR poprzez silną, kilkunastokrotną zmianę 
aktywności HRE oraz determinowania specyficzności HRE, niewykluczone, że po
łówki HRE mogą mieć długość odpowiadającą nawet 10-11 nukleotydom [10].

Palindromowy układ motywu zasadniczego: AGGTCA TGACCT (TRE-pal), wa
runkuje odpowiedź transkrypcyjną na TR, RAR i RXRot. Układ składający się z 
prostych powtórzeń (DR): AGGTCA(n)x AGGTCA, inicjuje specyficzne odpowiedzi 
transkrypcyjne w zależności od długości przerywnika (n) położonego między jego 
połówkami. I tak, przerywniki 1-, 3-, 4- i 5-nukleotydowe naturalnych i sztucznych 
HRE, zapewniają specyficzną transaktywację odpowiednio dla RXRcc, VDR, TR i 
RAR, podczas gdy przerywnik podwójny może powodować negatywną regulację 
przez TR [13 ,14 ,30 ,37 ,45 ,46]. Nie oznacza to jednak ścisłej specyficzności, bowiem 
poszczególne RAR mogą łączyć się z HRE zawierającymi proste powtórzenia roz
dzielone przez 1, 2, 3, 4 lub 5 par zasad oraz odwrotny palindrom (IP) GGTCA z 8 
parami zasad , podczas gdy RXR wiążą się z motywami DR rozdzielonymi przez 1, 
2 i 5 par zasad [10, 14, 22]. Z powyższego zestawienia widać, że niektóre receptory 
mogą rozpoznawać ten sam HRE, ale ze skutkiem przeciwnym. Wiążąc się z określoną 
sekwencją DNA receptor może działać jako represor, negatywny regulator działania 
innych hormonów poprzez kompetencyjne blokowanie wspólnego HRE. W ten 
sposób np. receptor sierocy COUP-TF hamuje działanie RA poprzez DR-1 RARE, a 
RAR powoduje represję RXR zależnej aktywacji transkrypcji poprzez DR-1 RXRE 
genu CRBP-II [14].

Sekwencja połówek HRE determinuje rodzaj przyłączanego receptora, a tym 
samym może decydować o charakterze tworzonego na DNA tandemu receptorowego. 
Przykładowo, sekwencja AGGTCA reprezentuje elementy rozpoznające dla hetero- 
dimerów, ponieważ wiązanie in vitro do DR AGGTCA odpowiednich receptorów 
wymaga obecności RXR [13]. Sekwencje takie jak DR-3 AGTTCA mogą działać jako 
miejsca o wysokim powinowactwie dla ludzkiego VDR w nieobecności RXR 
(przyłączające monomery i homodimery). Heterodimer VDR-RXR także wiąże się 
silnie z tym motywem, ale z nieco niższym powinowactwem niż dla AGGTCA DR-3. 
Tak więc, heterodimer wiąże się do obu elementów odpowiedzi DR-3 (AGGTCA i 
AGTTCA), a homodimer tylko do AGTTCA. Prawdopodobnie, za różnicę w pow i
nowactwie odpowiada para zasad (T/A) w trzeciej pozycji, krytyczna w homodime- 
rycznym (ale nie w heterodimerycznym) rozpoznawaniu VDR. W skazuje to na 
możliwość występowania dwóch różnych klas VDRE in vivo i dwóch funkcjonalnie 
ważnych odmian VDR: homo- i VDR-RXR heterodimerycznej.
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Stopień aktywacji transkrypcyjnej zależny od receptorów jądrowych wynika także 
z molekularnych interakcji na innym poziomie niż wiązanie DNA i może obejmować 
bezpośrednie współdziałanie z czynnikami transkrypcji TF. Receptory małe, takie jak 
VDR, TR-ß, czy sierocy COUP-TF1 asocjują z TFIIB, podstawowym czynnikiem 
limitującym szybkość formowania kompleksu przedinicjacyjnego. Interakcja ta jest 
konieczna dla zależnej od ligandu aktywacji transkrypcji i in vivo jest dodatkowo 
m odulowana przez komórkowo-specyficzny(e) czynnik(i) towarzyszący(e). LudzKi 
VDR oddziałuje fizycznie z TFIIB poprzez jego C-terminalny region, natomiast T R -ß  
wymaga zarówno N-, jak i C-terminalnej domeny TFIIB. Interakcja TFIIB z czynni
kami specyficznymi, in vitro odbywa się przez inne domeny niż te, które łączą się z 
czynnikami podstawowymi, np. z RNA polimerazą II. W interakcji VDR-TFIIB, ze 
strony receptora uczestniczy część proksymalna domeny wiążącej ligand (E) i pra
wdopodobnie domena wiążąca DNA. Interakcje receptorów małych z TFIIB przypo
minają oddziaływania in vitro opisane dla receptora progesteronowego [4].

4.1. INTERAKCJE Z UDZIAŁEM RXR

4.1.1. Heterodimery z RXR

RXR odgrywają istotną rolę w szlakach sygnałowych poprzez tworzenie heterodi- 
merów z receptorami atRA, hormonu tarczycy i jego onkogennej pochodnej v-erb A, 
receptorem witaminy D 3 lub niektórymi receptorami sierocymi oraz homodimerów 
RXR/RXR [1 ,6 ,14 ,22]. Połączenie z RXR wpływa na powinowactwo i, w niektórych 
przypadkach na selektywność wybieranych przez heterodimery sekwencj i DNA [13]. 
Jest on absolutnie niezbędny do wiązania z wysokim powinowactwem RAR do DNA 
in vitro i nieznacznie zwiększają indukcję transaktywacji przez RAR in vivo [14]. 
M odyfikując wiązanie receptorów do DNA ułatwia spełnianie pozytywnych funkcji 
transkrypcyjnych tym z nich, które w danym typie komórek są obecne w niewielkiej 
liczbie (np. RAR występuje często poniżej 1000-5000 cząsteczek) [46]. Populacja 
RXR występuje w konformacji odpowiedniej dla tworzenia dimerów i wiązania się z 
HRE także podczas nieobecności ligandu, a jego przyłączenie powoduje tylko dalsze 
przesunięcie równowagi konformacyjnej w tym kierunku [22, 35].

Heterodimery z RXR funkcjonują poprzez wszystkie trzy konfiguracje HRE: 
proste powtórzenie, palindrom i odwrotny palindrom (rys. 1, tab. 2). W przypadku 
TR-RXR i RAR-RXR najbardziej specyficznymi HRE są odwrotne palindromy z 
przerywnikiem odpowiednio 5 ,6  lub 7 ,8  [ 14,37]. In vivo potwierdzono występowanie 
IP HRE dla TR w genie lizozymu kurcząt oraz dla RAR w mysim genie yF-krystaliny 
[37], Heterodimery te wykazują także maksymalną transaktywację i in vitro wiązanie 
DNA, kiedy motywem wiążącym jest DR oddzielone przez odpowiednio 1, 2, 4, lub 
2, 5 nukleotydów bądź palindrom (TRE-pal). Heterodimery RXR/RAR wiążą się do 
DR-1 RXRE genu CRBP-II jako represory [14, 37, 45]. Powinowactwo heterodime- 
rów RXR-RAR do prostego powtórzenia zależy od jego sekwencji nukleotydowej, 
powinowactwo do palindromu takiej zależności nie wykazuje. Przykładowo, dla 
układu GTTCA hierarchia doboru DR przedstawia się następująco: DR-5>DR-2>DR-
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TABELA 2. Przykłady HRE dla homo- i heterodimerów receptorów hormonu tarczycy i pochodnych 
witaminy A i D (skróty jak w tekście); możliwe są interakcje dimerów z HRE przypisanymi w tabeli 
innym dimerom, np. RXR-RXR z DR-2, czy RXR-RAR z DR-1

HRE DIMER Orientacja połówek HRE 
i długość przerywnika

Przykłady genów zależnych

RXRE RXR-RXR DR-1 CRBP II, CRABP II

RARE RXR-RAR DR-2
DR-5
IP-8

CRBP I, CRABP II 
RAR (a,ß,y) -  zależne 
yF-krystalina

VDRE RXR-VDR DR-3 ludzka i szczurza osteokalcyna 
mysia osteopontyna 
szczurza kalbindyna

VDR-VDR
VDR-RAR
VDR-TR

DR-6 ludzka osteokalcyna

VDR-TR DR-3

DR-4

mysia osteopontyna 
szczurza kalbindyna 
mysia kalbindyna

TRE RXR-TR DR-4 geny TR-zależne

4 » D R -3 > D R -1 ; natomiast dla motywu GGTCA: DR-5=DR-4>DR-2>DR-l>DR-3. 
W obu przypadkach obserwowano brak wiązania do DR-0. W iązanie heterodimerów 
RXR-TR jest najsilniejsze do DR-4 niezależnie od sekwencji połówki motywu 
wiążącego. Odróżnia to wymienione typy heterodimerów od odpowiednich homodi- 
merów [25].

Heterodimery VDR-RXR mogą wiązać się z optymalnym powinowactwem do 
HRE składających się z DR dwóch heksamerycznych połówek GGGTGA, AGGTCA 
lub AGTTCA motywu wiążącego oddzielonych 3-nukleotydowym przerywnikiem 
(VDRE DR-3) [13, 30]. Funkcjonalna aktywność heterodimerów VDR-RXR wydaje 
się wymagać obu specyficznych ligandów, sugerując bezpośrednią interakcję pomię
dzy VD i 9-cisRA [38]. Sekwencje DNA VDRE zidentyfikowano in vivo w rejonach 
promotorowych genów kodujących niekolagenowe białka kości (osteokalcyna, osteo- 
pontyna) oraz wiążące wapń (kalbindyna) (tab. 2, rys. 1) [13, 30, 38, 39].

Sekwencyjna asymetria motywu DR, różniąca go od palindromu, sugerowała 
występowanie polarności w interakcjach białko-DNA i/lub pomiędzy powierzchnia
mi dimeryzacyjnymi białek receptorowych w odniesieniu do heterodimerów recep- 
tor-RXR. Eksperym entalnie potwierdzono, że białka receptorowe wiążą się z 
sekwencją DR jako asymetryczny tandem (head-to-tail). RXR okupuje połówkę 5 ’ (a 
RAR - 3 ’) zarówno w DR-2 , jak i DR-5 RARE w heterodimerach RAR-RXR, oraz 
w DR-4 TRE (a TR - 3 ’) w heterodi merach TR-RXR [13, 14, 22, 25].

Na przykładzie RXR-TR wykazano istotność niewielkich różnic w sekwencjach 
dwóch połówek motywu wiążącego DR HRE, które przez to w różnym stopniu mogą 
być odpowiedzialne za siłę wiązania receptorów do DNA i transaktywację przy
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udziale z natury swej asymetrycznych heterodimerów. Na tej podstawie w motywie 
wiążącym TRE dokonano rozróżnienia połówki "silnej" (S -  typowa: AGGTAA) i 
"słabej" (W -  o zmienionej sekwencji) różniących się powinowactwem do monome
rów a-T R  i ß-TR (rys. 1) [10]. Liczba i kolejność silnych i słabych miejsc wiążących 
TR do DR-4 TRE determinuje czy pośredniczy ono w zależnej od ligandu (T3 i 9cRA), 
czy niezależnej aktywacji transkrypcji (bądź hamowaniu), wpływa na specyficzność 
wiązania homodimerów TR oraz heterodimerów NAP-TR i TR-RXRy. Powinowac
two podjednostki TR heterodimeru TR-RXR do połówki 3 ’, która jest silna (S) 
determinuje maksymalną transakty wację. Homodimery łączą się przede wszystkim z 
TRE utworzonymi z 5’-S i 3’-W (SW) i odwrotnym (WS) układem połówek. Hete- 
rodimery T R -R X R y- z SW lepiej niż z WS; heterodimery TR -N A P-  z WS niż z SW. 
W sumie, heterodimery TR-NAP łączą się z motywami wiążącymi w kolejności 
SS>W S>SW ; heterodimery TR-RXR: SS>SW>WS.

4.1.2. Homodimery RXR

W iązanie 9cRA przez RXR powoduje strukturalną zmianę białka receptorowego, 
która faworyzuje konfigurację receptora kompetentną dla homodimeryzacji, a nastę
pnie do wiązania kompleksów homodimerycznych RXR z DNA oraz określa warunki 
aktywacji transkrypcyjnej kompleksów RXR związanych z HRE zlokalizowanym w 
regionie promotorowym genów zależnych od 9cRA. Przemiana strukturalna pod 
wpływem wiązania ligandu dotyczy znacznego regionu białka receptorowego i może 
prowadzić do zmiany różnych funkcji domeny E RXR. Region ten w R X R a myszy 
kończy się na Ser-229 położonej w obrębie domeny D. In vitro 9cRA nasila formo
wanie homodimerów RXR w nieobecności DNA. W obecności specyficznych HRE 
zwiększa się stabilność homodimerów RXR, prawdopodobnie poprzez formowanie 
bardziej stabilnego potrójnego kompleksu ligand-homodimer RXR-HRE [22].

9cRA powoduje formowanie i wiązanie homodimerów RXR z kilkoma HRE o 
różnej orientacji co sugeruje, że odmienne powierzchnie dimeryzacyjne mogą ucze
stniczyć w każdym z tych przypadków, a interakcje białko-białko zachodzące w czasie 
formowania homodimeru mogą być inne niż odpowiednie interakcje heterodimery- 
czne (np. z TR) [1, 14]. Homodimery RXR wykazują znaczną preferencję wiązania 
się z DR-1 (tab. 2) [25], ale wiążą się także silnie z DR-2, z syntetycznym TRE-pal, 
z ßRARE, z DR-5 RARE. Helisa zlokalizowana za drugim palcem cynkowym 
pośredniczy zarówno w interakcji białko-białko, jak i białko-DNA niezbędnej do 
kooperacyjnego homodimerycznego wiązania domeny C RXR do DR-1 RXRE [14].

Nakładające się występowanie różnych typów RXR w niektórych tkankach sprzyja 
tworzeniu dimerów pomiędzy nimi [6], Będą to więc różne homodimery RXR, 
podobnie jak  różne RXR mogą uczestniczyć w formowaniu heterodimerów z okre
ślonym partnerem białkowym [14], Różnice tego typu mogą determinować specyfi
czność tkankow ą działania retinoidów przy powszechnym  występowaniu ich 
receptorów w tkankach.
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4.2. Interakcje bez udziału RXR
Homodimery wiążą się mniej wydajnie do ich HRE niż odpowiednie heterodime

ry, co wynika z mniejszej stabilności homodimerycznych kompleksów na DNA. In 
vitro, heterodimery tworzą się na połówkach HRE w warunkach, w których odpo
wiednie homodimery nie mogłyby się związać. Z drugiej strony homodimery RXR 
nie łączą się z połówkami HRE, nawet w wysokich stężeniach białka, w których inne 
homodimery wiążą się z DNA, co świadczy, że powinowactwo homodimerów RXR 
do niektórych motywów HRE (np. G(G/T)TCA) jest niższe niż homodimerów RAR 
lub TR [25],

Homodimery wykazują też częściowo odmienną specyficzność wiązania DNA w 
stosunku do ich heterodimerów z RXR (tab. 2, rys. 2). Optymalny przerywnik dla 
TR-TR i RAR-RAR wynosi odpowiednio 4 i 5 nukleotydów w prostym powtórzeniu, 
0 w palindromie i odpowiednio 8 i 10 dla odrotnego palindromu. Oznacza to, że 
wymienione homodimery różnią się od heterodimerów w odniesieniu do IP [37],

Homodimery VDR preferują 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 (IP-12) [38]. Ludzki VDR wiąże 
się też silnie z VDRE pochodzącym z genu mysiej osteopontyny (GGTTCA DR-3) 
lub z pokrewnym, syntetycznym AGTTCA DR-3. In vitro, ludzki VDR występujący 
w roztworze jako monomer może wiązać się z motywem DR-3 zarówno jako dimer, 
jak  i monomer (podobnie do niektórych receptorów sierocych) (tab. 2) [13].

Spośród heterodimerów powstających bez udziału RXR można wymienić VDR- 
RAR, powstający na VDRE DR-6 ludzkiej osteokalcyny i wymagający do maksym al
nej aktywności obu specyficznych ligandów, oraz VDR-TR wykazujący aktywność 
funkcjonalną zarówno na VDRE ludzkiej osteokalcyny, jak i na VDRE DR-3 mysiej 
osteopontyny, jednak z różnym skutkiem. W pierwszym przypadku następuje efekt 
addytywny VDR i TR w stosunku do transaktywacji, w drugim - indukcja ekspresji 
genu pod wpływem TR [38]. W genie białka wiążącego wapń -  kalbindyny, HRE dla 
heterodimerów VD jest DR-3 (u szczura) lub DR-4 (u myszy) (tab. 2). Wśród 
motywów wiążących o orientacji odwrotnego palindromu wykazano maksymalne 
powinowactwo heterodimerów VDR-TR do IP-7 [39].

Heterodimer VDR-TR wykazuje polamość wiązania do motywu VDRE DR-3 
odm ienną niż dla DR-4. W DR-3, TR łączy się z połówką 5 ’ (VDR z 3’), natomiast 
w DR-4 -  z 3’ (VDR z 5’). Taką samą polarność obserwowano w odwrotnych 
palindromach (z natury swej symetrycznych), w których asymetrię zapewniały od
mienne nukleotydy sąsiadujące z każdą z połówek. Położenie VDR w pozycji 3 ’ 
zapewniało większą wrażliwość heterodimeru na VD już w niskich stężeniach, dlatego 
m.in. uważa się, że aktywność transkrypcyjną w heterodimerach kontroluje ligand 
rozpoznawany przez receptor 3’ [39].

http://rcin.org.pl



INTERAKCJE RECEPTORÓW HORM ONU TARCZYCY . 273

Rys. 2. Wewnątrzkomórkowa autoregulacja ekspresji genów zależnych od receptorów jądrowych, na 
przykładzie receptorów kwasów retinowych: (+) -  stymulacja; (-) -  hamowanie; ROL -  retinol; RAL -  
retinal; RBP-białko wiążące retinol; R-RBP-receptor RBP; ROL DH-aza-dehydrogenaza retinolowa; 
RAL DH-aza -  dehydrogenaza retinalowa; czarny prostokąt -  drugi promotor, specyficzny dla danego

genu RAR; pozostałe skróty jak w tekście

5. AUTOREGULACJA SYGNAŁOWA  
ZALEŻNA OD LIGANDU

Analiza mechanizmu działania receptorów małych wskazuje, że istnieje cały 
szereg czynników determinujących efektywną interakcję aktywowanego przez ligand 
receptora z wybranym HRE [1] nie tylko na poziomie jądra komórkowego, ale także 
w obrębie cytoplazmy komórkowej i we krwi (rys. 2). Po pierwsze, zasięg występo
wania cząsteczek hormonu musi pokrywać się z dystrybucją ustrojową białek recep
torowych, aby ligand mógł być osiągalny dla receptora. Pojawienie się hormonu w 
danej komórce powoduje selekcję określonego receptora, powstanie homo- lub hete- 
rodimeru, a w końcu wybór HRE sprzężonego z konkretnym promotorem genu 
strukturalnego. W stosunku do heterodimerów ważnym czynnikiem może być rów
noczesne pojawienie się w jądrze dwóch różnych ligandów.
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Po drugie, interakcja z określonym HRE uzależniona jest od współdziałania 
receptorów z białkami NAP, które mogą wykazywać różne właściwości dla poszcze
gólnych typów i podtypów receptorów, oraz z czynnikami transkrypcji TE.

Po trzecie, w komórkach (i we krwi) funkcjonują specyficzne, nie-receptorowe 
białka, które uczestniczą w przemieszczaniu się hormonów do jądra komórki docelo
wej i mogą determinować efektywne stężenie ligandów ułatwiając lub utrudniając 
dostęp ligandu do receptora [1, 2, 5, 14, 34]. Ligandy dla RXR, który odgrywa 
centralną rolę w heterodimeryzacji, oraz dla RAR są pochodnymi witaminy A powsta
jącym i już na terenie komórki docelowej. W transdukcji sygnałowej z udziałem 
biologicznie czynnych retinoidów uczestniczą małe (ok. 15 kDA) białka wiążące, 
transportujące i metabolizujące ligandy hydrofobowe: CRBP I i II (cellular retinol 
binding protein) oraz C R A B PI i II (cellular retinoic acid binding protein ) [9, 19, 20, 
33]. Białka te u myszy, szczurów, krów i ludzi są zlokalizowane w cytoplazmie 
komórek, nie wykazują homologii z receptorami jądrowymi i nie są mediatorami 
działania retinoidów na poziomie transkrypcyjnym. 9cRA i atRA, autokrynowo 
stymulują syntezę białek CRBP i CRBAP, i w ten sposób regulują własną syntezę z 
retinolu. Autoregulacyjne działanie biologicznie czynnych retinoidów opiera się na 
zasadzie dodatnich i ujemnych sprzężeń zwrotnych podobnie jak  to ma miejsce w 
przypadku innych hormonów (ryc. 2) [1 ,14, 31, 34, 36].

Po czwarte, niezależnie od funkcji aktywacji receptora inicjującej transkrypcję, 
ligand może sam regulować poziom ekspresji genu własnego receptora a tym samym 
wpływać na jego podaż komórkową (ryc. 2). W iąże się to bezpośrednio z dostępnością 
ligandu w jądrze komórkowym. I tak, pochodne retinolu, a także aktywny metabolit 
witaminy D3 - l,25(O H )2D3, pobudzają syntezę swoich własnych receptorów zwię
kszając ich liczbę [1, 14, 34, 36, 43]. M echanistycznie oznacza to, że ligand i jego 
receptor działają na poziomie transkrypcji genu receptora powodując pozytywne 
autoregulacyjne sprzężenie zwrotne, oraz na etapie posttranskrypcyjnym stabilizując 
białko receptorowe. W przypadku l,25(O H )2D3 mechanizm ten jest podobny u 
ssaków i drożdży, co świadczy o jego konserwatywnym charakterze. Regulacja za 
pomocą ligandu dotyczy tylko specyficznego receptora i pozostaje bez wpływu na 
ekspresję innych białek receptorowych (np. ER) [36]. Nie jest ani promotorowo, ani 
tkankowo specyficzna.

Autoregulacyjne działanie 9cRA jest słabiej zbadane niż atRA. Nie znamy jeszcze 
szlaku metabolicznego prowadzącego do syntezy 9cRA. W ymaga wyjaśnienia czy 
jego występowanie jest ograniczone do metabolizujących komórek czy jest także 
transportowany z krwią [1, 2, 5], Być może ligand dla RXR powstaje w czasie 
wytwarzania atRA dzięki specyficznej izomerazie. Poza tym działanie 9cRA jest 
niezależne od białek CRABP, z którymi nie łączy się, lub zachodzi przy udziale innych 
białek [14]. Jeśli 9cRA nie współpracuje z komórkowymi białkami wiążącymi może 
być bardziej dostępny dla jądrowych receptorów retinoidów [1]. Udział 9cRA w 
autoregulacji transdukcji sygnałowej polega na kontrolowaniu ekspresji genu 
CRABP-II na poziomie transkrypcyjnym i posttranskrypcyjnym [1, 14, 34].

Znacznie więcej można powiedzieć na temat transdukcji sygnałowej i jej autore
gulacji zależnej od atRA. Po wniknięciu do komórki docelowej retinol łączy się z
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CRBP I (w jelicie cienkim z C R B PII), który chroni go przed oksydacyjnym działa
niem  niespecyficznych dehydrogenaz mikrosomalnych i cytoplazmatycznych oraz 
bierze udział w przemianie do atRA przy udziale specyficznych dehydrogenaz (ryc. 
2). atRA może:

(1) opuścić komórkę jako czynnik parakrynowy;
(2) uczestniczyć w autokrynowej regulacji ekspresji genów RAR-zależnych; lub
(3) łączyć się z CRABP I zapobiegającym przedostawaniu się atRA do jądra 

komórkowego i interakcji z receptorem, a następnie ulec katabolicznej przemianie do 
bardziej polarnych metabolitów [1 ,9 , 14, 19, 20, 31].

CRABP I nie jest syntetyzowany we wszystkich komórkach znajdujących się pod 
kontrolą retinoidów. Te komórki, w których nie występuje wykazują większą wrażli
wość na atRA, ponieważ ligand jest bardziej osiągalny dla receptora jądrowego [1].

atRA dostający się do jądra komórkowego powoduje aktywację genów CRBP-I 
oraz silną autoindukcję ekspresji RAR (wszystkie trzy geny RAR zawierają RARE w 
jednym  ze swoich dwóch promotorów) [14, 41, 43]. W pierwszym przypadku skut
kiem  będzie wzrost syntezy atRA, w drugim -  jego receptorów; w obu przypadkach 
przez sprzężenie zwrotne dodatnie. Promotor genu CRABP-II, który zawiera zarówno 
RXRE (DR-1) jak  i RARE (DR-2), jest także obiektem regulacji atRA-zależnej (ryc. 
2) [14, 34]. Nie wiadomo, czy CRABP II spełnia podobną funkcję jak  CRABP I, ale 
jeśli regulacja syntezy CRABP I odbywa się podobnie, to indukcja ekspresji genów 
CRABP przez atRA stanowi przykład ujemnego sprzężenia zwrotnego.

O istnieniu systemu ujemnego sprzężenia zwrotnego uczestniczącego w regulacji 
genów zależnych od kwasów retinowych świadczy działanie receptora sierocego 
COUP-TF1, którego homolog występujący u Drosophila uczestniczy w tworzeniu 
oka i ośrodkowego układu nerwowego. COUP-TF1 ulega indukcji pod wpływem 
pochodnych retinolu w komórkach PI 9, formuje heterodimery z RXR i powoduje 
represję aktywacji genowej zależnej od RXR, na przykład CRBP-II RARE regulowa
nego przez homodimery RXR [18]. Z drugiej jednak strony promotor RARß2, który 
zawiera RARE i jest aktywowany przez heterodimery RAR/RXR, jest stosunkowo 
niewrażliwy na COUP-TF1.

Przebieg autoregulacji w sygnalizacji retinoidowej uzależniony jest od interakcji 
dimerów receptorowych z DNA. Z kolei rodzaj dimerów efektywnych w aktywacji 
transkrypcji wynika z dostępności do konkretnego ligandu. W obecności 9cRA, RXR 
odgrywa rolę niezależnego receptora tworzącego tandemy RXR-RXR, w obecności 
atRA - kofaktora dla RAR. Zarówno homodimery RXR, jak  i heterodimery RXR/RAR 
wiążą się silnie z CRBP-II DR-1 RXRE z tym, że RXR-RXR doprowadza do 
aktywacji transkrypcyji, podczas gdy wiązanie heterodimeru może powodować re
presję transkrypcji. Działanie heterodimeru RAR-RXR wydaje się specyficzne ge- 
nowo, ponieważ ten sam kompleks aktywuje transkrypcję wiążąc się z RXRE DR-1 
mysiego promotora CRABP II [7, 17]. Który ze szlaków retinoidowych zostanie 
uruchomiony, zależy od stężenia atRA i 9cRA, poprzez kontrolę szybkości formowa
nia kompleksów homo- i heterodimerycznych pomiędzy RAR i RXR (rys. 2) [14, 
46].
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G E N E T Y C Z N E  PO D ST A W Y  TR A N SFO R M A C JI  
N O W O T W O R O W E J JEL IT A  G R U B EG O *

G E N E T IC  B A C K G R O U N D  O F C O L O R E C T A L  C A R C IN O G E N E S IS

W anda M ałgorzata KRAJEWSKA, Wojciech MŁYNARSKI, M agdalena W ÓJCIK 

Katedra Cytobiochemii, Uniwersytet Łódzki

Streszczenie. W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat zmian w aparacie genetycznym 
komórki leżących u podstaw karcynogenezy jelita grubego. Transformacja nowotworowa prawidłowego 
nabłonka jelita grubego uwarunkowana jest przez mutacje zarówno o charakterze dziedzicznym, jak i 
somatycznym. Nowotwory jelita grubego są wynikiem akumulacji efektów inaktywacji genów prze- 
ciwnowotworowych, aktywacji protoonkogenów oraz mutacji genów zaangażowanych w poreplikacyjną 
naprawę DNA. W transformacji nowotworowej jelita grubego szczególną rolę wydają się odgrywać 
mutacje genów APC, DCC, MCC, p53, ras, hMSH2, hMLHl, hPMSl i hPMS2 prowadzące do zmiany 
struktury i funkcji ich produktów białkowych.

Słowa kluczowe: karcynogeneza jelita grubego; geny przeciwnowotworowe: APC, DCC, MCC, p53; 
protoonkogeny: ras; geny naprawy poreplikacyjnej: hMSH2, hMLHl, hPMSl, 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, hMLHl, hPMSl, 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, hMLHl, hPMSl, hPMS2.

1. WSTĘP

Rak jelita grubego jest jednym z najczęstszych nowotworów złośliwych człowie
ka i doskonałym modelem złożonego i wielostopniowego procesu karcynogenezy. W

* Praca dofinansowana w ramach badań własnych UL, projekt badawczy nr 505/652
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trakcie przemian komórki prawidłowej w nowotworową nabywa ona wielu nowych 
cech, takich jak: nieograniczona proliferacja, nieśmiertelność (immortalizacja), inwa- 
zyjność czy zdolność do dawania przerzutów. Każda z tych cech wiąże się ze 
zwiększeniem potencjału złośliwości, czyli przejściem komórek prawidłowych do 
stadium gruczolaka {adenoma), a następnie gruczolakoraka {adenocarcinoma). Sta
dium gruczolaka rozpoczyna się od łagodnej formy nowotworowej zwanej gruczola- 
kiem typu cewkowego {adenoma tubuläre), kosmkowego {adenoma villosum) lub 
cewkowo-kosmkowego {adenoma tubulovillosum), w którym stopniowo narastają 
zmiany histologiczne, takie jak: zaburzenie architektoniki tkanki, atypia komórkowa, 
wzrost wskaźnika jądro wo-cytoplazmatycznego, zwiększenie masy guza, a następnie 
przekroczenie błony podstawnej i zajęcie regionalnych węzłów chłonnych charaktery
styczne dla postaci złośliwej. Największe ryzyko zachorowania na raka obserwuje się 
w przypadku gruęzolaków kosmkowych (50-60% ).

Rak jelita grubego powstaje na podłożu dziedzicznych predyspozycji genetycz
nych lub częściej, spontanicznie jako wynik przypadkowych mutacji somatycznych 
genomu nabłonka błony śluzowej. Zaobserwowano również, że wiele czynników 
środowiskowych, dieta, a także pewne choroby o podłożu autoimmunologicznym 
{colitis ulcerosa) mogą przyspieszać nabywanie złośliwości przez komórki jelita 
grubego.

2. WRODZONE PREDYSPOZYCJE DO ROZWOJU 
NOWOTWORÓW ZŁOŚLIWYCH JELITA GRUBEGO

W yróżniono wiele zespołów chorobowych dziedziczących się jako cechy mend- 
lowskie autosomalne, które są podłożem dla nowotworzenia w obrębie je lita  grubego. 
M ożna je  podzielić na trzy grupy, mianowicie:

1° zespoły, które predysponują do powstawania bardzo dużej ilości polipów 
zwiększających znacznie ryzyko powstania raka jelita grubego,

2° zespoły nie związane z powstawaniem dużej ilości polipów, ale w których 
gruczolaki mają znaczny potencjał złośliwości,

3° zespoły, w których punktem wyjścia przemiany złośliwej są polipy hamartoma- 
tyczne wywodzące się z komórek embrionalnych [7].

Przykładem z pierwszej grupy jest gruczolakowa polipowatość rodzinna -  FAP 
{ang. fam ilial adenomatous polyposis) będąca zespołem klinicznym objawiającym się 
występowaniem setek lub tysięcy polipów w błonie śluzowej jelita. Prowadzi ona 
praktycznie w 100% przypadków do raka gruczołowego, najczęściej um iejscowione
go w dystalnej części okrężnicy. Odmianą FAP jest zesjpół Gardnera, w którym 
gruczolakom jelita grubego towarzyszą zmiany poza jelitem  typowe dla zespołu FAP, 
a ponadto torbiele gruczołów łojowych skóry, kostniaki, guzy tkanki łącznej oraz 
zespół Turcota charakteryzujący się współistnieniem gruczolaków okrężnicy i guzów 
neuroektodermalnych.
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W ażnym  zespołem z drugiej grupy, predysponującym do raka gruczołowego jest 
zespół dziedzicznego raka niepolipowatego jelita grubego -  HNPCC (ang. hereditary 
nönpolyposis colorectal cancer). W ystępuje on w dwóch podstawowych postaciach: 
w pierwszej nowotwór dotyczy tylko błony śluzowej jelita (zespół Lynch I), w drugiej 
natomiast guz jelita współistnieje z rakiem gruczołowym endometrium; jajnika, 
układETmoczowego, żołądka, trzustki lub dróg żółciowych (zespół Lynch II). Innym 
zespołem klinicznym w tej grupie jest gruczolakowa polipowatość rodzinna o małej 
ilości polipów -  AAPC (ang. attenuated adenomatous polyposis coli) będąca postacią 
poronna_FAP.

Zmiany hamartomatyczne powstają na podłożu zaburzeń różnicowania komórek 
w rozwoju embrionalnym. Nowotwory złośliwe w grupie zespołów hamartomatycz- 
nych pojawiają się bardzo rzadko. Zespoły kliniczne predysponujące do powstania 
nowotworów jelita grubego przedstawiono w tabeli 1.

3. ZMIANY GENETYCZNE W KARCYNOGENEZIE  
JELITA GRUBEGO

Analiza cytogenetyczna spontanicznych gruczolakoraków jelita grubego wykaza
ła istnienie aberracji dotyczących zarówno liczby, jak  i struktury chromosomów. 
Aneuploidię obserwuje się najczęściej w przypadku chromosomów 7, 13, 14, 15, 18, 
20 i Y. Zmiany struktury dotyczą natomiast głównie chromosomów 1, 7, 8, 13 i 17
[3].

Nowoczesnymi technikami biologii molekularnej można identyfikować mutacje w 
locus określonych genów. Stwierdzono, że w neoplazmatycznej przemianie nabłonka 
błony śluzowej jelita grubego dochodzi od trzech do siedmiu mutacji w obrębie 
różnych genów, tj. genów przeciwnowotworowych, onkogenów oraz genów odpo
wiedzialnych za naprawę DNA. Szczególnie często delecje alleli zaobserwowano w 
regionach 5q, 17p oraz 18q zawierających loci odpowiednio dla genu APC  (ang. 
adenomatous polyposis coli), MCC  (ang. mutated in colorectal cancer), p5  3 oraz DCC  
(ang. deleted in colorectal cancer), a mutacje punktowe w obrębie chromosomu 12p 
w locus protoonkogenu K -ras [7, 15, 37, 70]. Wykazano, że zmiany w genomie 
komórki w czasie transformacji nowotworowej są ściśle zlokalizowane w czasie i 
skorelowane z przekształceniem polip-gruczolak-rak. Na tej podstawie Fearon i 
Vogelstein [19] zaproponowali model sekwencji zmian genetycznych towarzyszą
cych powstawaniu gruczolakoraka jelita grubego (rys. 1). W modelu tym pojawienie 
się zmian w obrębie prawidłowej błony śluzowej jelita grubego predysponujących do 
powstania raka związane jest z dziedzicznymi i somatycznymi mutacjami w genie 
APC. Kolejne mutacje w obrębie genu MCC, a także obniżenie poziomu metylacji 
DNA, stanowiące czynnik epigenetyczny, wydają się być odpowiedzialne za powsta
wanie gruczolaków. W zrostowi wielkości i dysplazji gruczolaków towarzyszą muta
cje w genach K -ras i DCC, a ostatecznemu przekształceniu w raka gruczołowego 
zm iana w obrębie genu p53.
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Zmiany w obrębie jelita grubego

Predyspozycja do dużej ilości polipów

• gruczolakowa polipowatość rodzinna (FAP) 
setki lub tysiące gruczolaków prowadzących 
do raka gruczołowego

• zespół Gardnera 
jw.

• zespół Turcota
różna liczba gruczolaków, może być mniej 
niż 1 0 0

Predyspozycja do malej ilości polipów

•gruczolakowa polipowatość rodzinna
o małej ilości polipów (AAPC)
różna ilość gruczolaków od pięciu do kilkuset

• zespół dziedzicznych płasko 
naciekających (niepolipowatych) gruczolaków 
różna ilość gruczolaków, zwykle mniej niż 100

• zespół dziedzicznego raka 
niepolipowatego (HNPCC) 
kilka gruczolaków prowadzących 
do raka gruczołowego

•zespół Lynch I

•zespół Lynch II

•zespół Muir-Torrea

Predyspozycje do polipów hamartomatycznych

• zespół Peutz-Jegersa

•polip młodzieńczy

•zespół Gorlina
kilka polipów młodzieńczych

• zespół Cowdena,
polipy młodzieńcze i gruczolaki,

Zmiany poza jelitem

polipy dwunastnicy, łagodne hypertroficzne polipy 
dna żołądka, gruczolaki żołądka, wrodzony przerost 
nabłonka siatkówki, rak tarczycy (u kobiet), astrocy
toma, medulloblastoma, hepatoblastoma

jak w przypadku FAP oraz torbiele gruczołów łojo
wych skóry, kostniaki, guzy tkanki łącznej

jak w przypadku FAP oraz guzy neuroektoder- 
malne

polipy gruczołów dna żołądka

możliwe różne ogniska neoplastyczne

brak

rak endometrium, układu moczowego, jajnika, żo
łądka, trzustki i dróg żółciowych

jak w przypadku zespołu Lynch II oraz guzy gruczo
łów łojowych, rak podstawnokomórkowy i kolczy- 
stokomórkowy skóry

hiperpigmentacja jamy ustnej, rak sutka, macicy, 
jajników, jąder

microcephalia, niedorozwój umysłowy, drożny 
uchyłek Meckela

rak podstawnokomórkowy,
znamiona barwnikowe, zwapnienia patologiczne,
wady żeber

brodawczakowatość śluzówki jamy ustnej, włóknia- 
ki, tłuszczaki, naczyniaki, wady układu nerwowego, 
rozrosty łagodne i złośliwe tarczycy oraz sutka

* Wszystkie zespoły dziedziczą się autosomalnie dominująco z wyjątkiem zespołu Turcota, który 
dziedziczy się w sposób autosomalny recesywny.
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Chromosom /gen/ częstość mutacji

5q
5q
2p
3p
2q
7p

/ APC / 
/ MCC / 
/MMSH2/ 
IhMLHt / 
/hPMS1 / 
/hPMS2/

60-70% 
-  15%  
~ 50% 
~ 30% 
-5%  
-5%

nabłonek
prawidłowy

stan
przedrakowy

gruczolak 
stopień I

12p / K-ras / -  50% l------► i r

gruczolak 
stopień II

18q / DCC / 50-80% I ► \T
gruczolak 
stopień III

17p / p53 / 60-90%

12p / K-ras / ?%

gruczolakorak

przerzuty
odległe

spadek poziomu 
metylacji DNA

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

W nowotworach spontanicznych, w tym również nowotworach, których rozwój 
nie jest uwarunkowany występowaniem zmian polipowatych, szczególną rolę pełnią- 
mutacje genów naprawy poreplikacyjnej błędnie sparowanych zasad (ang. mismatch 
repair genes), będących homologami układów naprawczych typu mutS i mutL bakte
rii. Loci dla tych genów zlokalizowano na chromosomach 2p, 2q, 3p i 7p [4, 67].

Biorąc pod uwagę zmiany cytogenetyczne sugeruje się podział raków jelita grube
go na trzy typy:

10 M T (ang. monosomic type) charakteryzujący się dużą ilością delecji chromoso
mowych oraz zaburzeń strukturalnych chromosomów, endoreplikacją, obniżoną eks
presją genu i obniżoną aktywnością syntazy tymidyłanowej, lokalizacją guza 
najczęściej w dystalnym odcinku okrężnicy (70% przypadków),

2° TT (ang. trisomic type), w którym występuje mniejsza ilość zmian cytogenety- 
cznych, brak endoreplikacji, wysoka ekspresja genu i wysoka aktywność syntazy 
tymidy łanowej, przewaga lokalizacji w proksymalnym odcinku okrężnicy (20-25%  
przypadków),
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3° NT (ang. normal type) mający prawidłowy kariotyp oraz wysoką ekspresję genu 
i wysoką aktywność syntazy tymidyłanowej, w większości lokalizację w proksymal- 
nym odcinku okrężnicy (7% przypadków). W przypadku typów TT i NT obserwuje 
się występowanie niestabilności sekwencji mikrosatelitamych związanych z błędami 
replikacji DNA (fenotyp RER, ang. replication errors). Fakt ten może sugerować, że 
istnieją co najmniej dwa sposoby inicjacji przemian nowotworowych, tj. uszkodzenie 
chromosomów i/lub zaburzenie naprawy poreplikacyjnej [53].

4. MUTACJE GENÓW PRZECIWNOWOTWOROWYCH

APC

W zespole gruczolakowej polipowatości rodzinnej FAP predysponującym do 
powstawania raka jelita grubego zaobserwowano występowanie delecji w chrom oso
mie 5q21. W  locus tym zidentyfikowano gen APC , którego zmiany stwierdzono nie 
tylko w nowotworach okrężnicy rozwijających się na podłożu zmian dziedzicznych 
(zespół FAP, Gardnera, Turcota, A APC), ale również nowotworów spontanicznych. 
Fakt występowania mutacji w genie APC  z podobną częstością w przypadku gruczo- 
łaków (63%) i gruczolakoraków (60-77% ) wskazuje na udział tego genu we wczes
nych etapach transformacji nowotworowej komórek [26, 36, 39, 47].

Gen APC  zbudowany jest z 15 eksonów, w którym eksony 1-14 obejm ują około 
2000 par zasad, a ekson ostatni -  około 6500 par zasad. Region kodujący po stronie 
5 ’ genu zawiera niekodujące sekwencje, których alternatywne składanie odpowie
dzialne jest za istnienie odmiennych transkryptów [26, 34, 39, 66].

Przypuszcza się, że produkt białkowy genu APC  zaangażowany jest w prolifera
cję komórek, a jego funkcja związana jest z rolą ęytoszkieletu w tym procesie. Gen 
APC  koduje hydrofobowe białko o masie cząsteczkowej ponad 300 000 zawierające 
2843 am inokwasy (rys."TJ.AYjego obrębie stwierdzono występowanie wielu poten
cjalnych miejsc glikozylacji, fosforylacji i mirystylacji. Za pomocą technik im m u
nologicznych stwierdzono, że białko APC zlokalizowane jest w cytoplazmie. Analizą 
komputerową cDNA genu APC  i sekwencji produktu białkowego wykazano, że

20-aminokwasowe 
sekwencje powtórzone domena

zasadowa

oligomeryzajca
1000

wiązanie ß kateniny
2843 AA 

wiązanie mikrotubul

Rys. 2. Strukturalne i funkcjonalne domeny białka APC (wg [54], zmienione)
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koniec 5 ’\ aminowy zawiera krótkie, około 20-aminokwasowe odcinki homologiczne 
do białek strukturalnych typu miozyna, keratyna, wimentyna, czy białka neurofila- 
mentów. W  regionie N-terminalnym zidentyfikowano ponadto występowanie kilku 
powtarzających się 7-aminokwasowych sekwencji aminokwas apolamy-XX-amino- 
kwas apolamy-XXX zdolnych do tworzenia amfipatycznych a-heliksów um ożliwia
jących tworzenie homo- i heterooligomerów. Domena środkowa zawiera natomiast 
7-krotnie powtórzone 20-aminokwasowe odcinki o sekwencji F-X-VE-X-TP-X- 
CFSR-X-SSLSSLS. W domenie tej znajdują się również trzy 15-aminokwasowe 
sekwencje powtórzone (kodony 1020-1169) stanowiące miejsce interakcji z ß-kate- 
tiiną, białkiem cytoplazmatycznym wiążącym się z kadherynami zaangażowanymi w 
oddziaływania międzykomórkowe. Ostatnio wykazano, że białko APC i E-kadheryna 
asocjują z kateninami tworząc podobne, ale niezależne kompleksy. Stwierdzono 
również, że białko APC wiąże się in vivo z mikrotubulami [26, 54, 61].

Najczęstszymi mutacjami w obrębie genu APC  są delecje jednego lub dwóch 
nukleotydów oraz insercje o charakterze mutacji nonsensownych i mutacji miejsc 
składania prowadzące do zmiany ramki odczytu i powstania skróconego produktu 
białkowego. W iększość mutacji (ponad 90%) zlokalizowana jest po stronie 5’ genu 
(kodony 1-1597). W  klasycznym zespole polipowatości rodzinnej FAP oraz 50-60%  
nowotworów spontanicznych mutacje występują przede wszystkim po stronie 5’ 
eksonu 15 (kodony 713-1597). W zespole klinicznym AAPC charakteryzującym się 
łagodniejszym przebiegiem (chociaż ryzyko zachorowania na raka jest wyższe) 
zmiany genu APC  dotyczą głównie eksonów 1^4 [16, 26, 47, 49, 52, 61, 63]. 
Zróżnicowane fenotypowe efekty zmutowanego genu APC  wydają się być wynikiem 
stopnia skrócenia produktu białkowego, manifestując się zmianą jego zdolności do 
oligomeryzacji i tworzenia kompleksów z białkami cytoszkieletu [27]. M utacje genu 
APC  zaobserwowano nie tylko w nowotworach jelita grubego, ale również w nowo
tworach przełyku, żołądka, jelita cienkiego, kości, skóry, czy układu nerwowego, co 
wskazuje, że ekspresja tego genu ma miejsce w wielu tkankach prawidłowych i 
sugeruje uniwersalną rolę jego produktu białkowego.

DCC

Alleliczne delecje lub mutacje punktowe na ramieniu długim chromosomu 18 
pojawiają się w około 50% gruczolaków oraz 70-80%  gruczolakoraków jelita gru
bego. W  regionie 18q21 Fearon i wsp. [20] zlokalizowali gen DCC  . Stwierdzono, że 
utrata heterozygotyczności (LOH -ang. loss o f heterozigosity)) lub/i brak produktu 
białkowego tego genu towarzyszą nie tylko nowotworom jelita grubego, ale także 
nowotworom przełyku, żołądka, trzustki, prostaty, układu krwiotwórczego, endom e
trium, komórek zarodkowych czy glejaków. Transfekcja genu DCC  do ludzkich 
komórek epitelialnych o fenotypie nowotworowym hamuje ich zdolność do wzrostu 
i tworzenia guzów [40].

Gen DCC  ma wielkość 1,4 megapar zasad i składa się z 29 eksonów, co pozwala 
sklasyfikować go jako jeden z największych zidentyfikowanych dotychczas genów 
przeciwnowotworowych. M utacje somatyczne tego genu związane są z delecją końca
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5 ’ w obu allelach lub m utacją punktową czy insercją DNA w obrębie jednego z 
intronów. Gen DCC koduje polipeptyd zbudowany z 1447 aminokwasów o charakte
rze białka błonowego wykazującego sekwencyjną homologię z cząsteczkami adhe- 
zyjnymi komórek nerwowych (N-CAMs, ang. neural cell adhesion molecules) i 
odpowiadających im glikoprotein powierzchniowych zaangażowanych prawdopo
dobnie w interakcje komórek i transmisję sygnałów komórkowych. W  strukturze 
pierwszorzędowej domeny zewnątrzkomórkowej białka, odpowiadającej około 1100 
aminokwasom, zidentyfikowano 25-aminokwasową sekwencję sygnałową typową 
dla białek związanych z błoną komórkową, 328-aminokwasową sekwencję zawiera
jącą cztery regiony homologiczne do domeny C2 immunoglobulin oraz sześć powtó
rzonych regionów o charakterze fibronektyny typu III. Poprzez hydrofobowy 
25-aminokwasowy odcinek transbłonowy domena zewnątrzkomórkowa łączy się z 
325-aminokwasową domeną cytoplazmatyczną. M asa cząsteczkowa białka DCC 
waha się w granicach 153 000-170 000 5 zależy prawdopodobnie od glikozylacji 
domeny zewnątrzkomórkowej na grupach aminowych asparaginy.

Ekspresję genu DCC  zaobserwowano w wielu zróżnicowanych i niedzielących się 
komórkach prawidłowych. Przypuszcza się, że obniżenie lub brak ekspresji genu DCC  
prowadzi do zaburzeń kontroli wzrostu i różnicowania komórek. Analiza zależności 
pomiędzy utratą ekspresji genu DCC  i poziomu zróżnicowania kom órek nabłonka 
jelita grubego wykazała, że nowotworom charakteryzującym się brakiem zróżnico
wania komórek nabłonka jelita grubego towarzyszy utrata genu DCC. Natom iast w 
przypadku nowotworów śluzotwórczych częstość mutacji genu DCC  jest bardzo 
niska. Pozwala to sugerować istnienie co najmniej dwóch szlaków karcynogenezy 
jelita grubego -  jeden związany z utratą genu DCC  i anaplazją komórek błony 
śluzowej oraz drugi nie związany z zaburzeniami genetycznymi w genie D C C  [32].

Gen MCC  zlokalizowany jest na chromosomie 5q21 w odległości 150 000- 
300 000 par zasad od genu APC  [38]. Mutacje genu MCC  obserwuje się w około 15% 
nowotworów jelita grubego, przy czym pojawiają się one z częstością znaczącą 
statystycznie w nowotworach spontanicznych, a rzadziej występują w polipowatości 
rodzinnej. Są to najczęściej mutacje punktowe zmiany sensu.

Gen MCC  ulega ekspresji w wielu tkankach prawidłowych kodując białko o 
długości 829 aminokwasów i masie cząsteczkowej około 93 000. W obrębie białka 
MCC zidentyfikowano region (aminokwasy 220-248) o sekwencji zbliżonej do 
regionu cholinergicznego receptora muskarynowego m3mACHR (ang. m3 muscarine 
acetylcholine receptor; aminokwasy 249-277) regulującego specyficzność wiązania 
białek G. W ydaje się to interesujące w świetle wcześniejszych badań wskazujących 
na rolę białkowych produktów onkogenów ras należących do rodziny białek G czy 
produktu genu przeciwnowotworowego NF1 (ang. neurofibromatosis type 1) ziden
tyfikowanego w nerwiakowłókniakowatości (choroba Recklinghaussena), regulują
cego aktywność GTP-azową białek Ras w procesie karcynogenezy. Nie można 
również wykluczyć udziału białka MCC w transmisji sygnału poprzez białka G w

MCC
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wyniku wzajemnych oddziaływań z białkiem APC. Jednak dotychczas nie udało się 
ustalić funkcji produktu genu MCC. M utacje tego genu przeciwnowotworowego 
pojawiają cię bardzo wcześnie w procesie nowotworzenia, tj. na etapie przejścia 
nabłonka prawidłowego w stadium gruczolaka. Występowanie mutacji w genie MCC  
głównie w przypadku nowotworów spontanicznych, podczas gdy w genie APC  
obserwuje się mutacje zarówno dziedziczne, jak i somatyczne, może sugerować z 
jednej strony różny udział obu genów w różnych nowotworach, z drugiej natomiast, 
że m utacja w tylko jednym  z tych genów jest wystarczająca dla spowodowania 
podobnego efektu fenotypowego [39,47].

p53

Gen p53  należy do genów hamujących transformację nowotworową, a utrata jego 
funkcji przebiega dwuetapowo:

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

2° utrata drugiego allela.
Locus genu p53  człowieka znaleziono na chromosomie 17p (17pl3.1). Gen ten 

obejmujący około 20 000 par zasad jest zbudowany z 11 eksonów, które kodują 
produkt białkowy długości 393 aminokwasów. Gen p53  charakteryzuje się znaczną 
konserwaty wnością ewolucyjną. Analiza porównawcza genów różnych zwierząt po- 
zw oliłana wyodrębnienie pięciu regionów o wysokiej konserwaty wności -H C D  (ang. 
highly conservative domain), obejmujących następujące kodony: 13-19 (HCD I), 
117-132 (HCD II), 171-181 (HCD III), 234-258 (HCD IV) i 270-286 (HCD V).

Produktem  ekspresji genu przeciwnowotworowegop53  jest fosfoproteina o masie 
cząsteczkowej 53 000. Na końcu aminowym białka przeważają aminokwasy kwaśne, 
a koniec karboksylowy zawiera liczne aminokwasy zasadowe. W tym też rejonie 
znajduje się sekwencja NLS (ang. nuclear localization signal) odpowiedzialna za 
transport białka p53 do jądra komórkowego. Funkcjonalną postacią białka p53 jest 
struktura tetrameryczna, która występuje tylko na obszarze jądra komórkowego. 
Okres połowicznego rozpadu prawidłowego białka p53 wynosi około 20 minut, 
natomiast zmutowane białko może pozostawać w komórce do 12 godzin. Białko 
zmutowane może tworzyć heterodimery z białkiem prawidłowym, co wydłuża okres 
półtrwania tego ostatniego. Białko p53 wykazuje zdolność wiązania się z innymi 
białkami komórkowymi, takimi jak: TBP (ang. TATA-boxbinding protein), RPA (ang. 
eukaryotic replication protein A), HSC70 (ang. heat shock cognate protein), czy z 
białkiem M DM 2 (ang. mouse double minute protein) będącym fizjologicznym ina- 
ktywatorem  białka p53. Ma ono także zdolność wiązania produktów białkowych 
wirusów onkogennych, co stanowi dmgi po mutacjach mechanizm inaktywacji pra
widłowej funkcji białka p53. Białko p53 zaliczane do czynników transkrypcyjnych 
może łączyć się niespecyficznie z dwuniciowym i jednoniciowym DNA oraz z RNA 
poprzez domenę znajdującą się na C-końcu, jak również oddziaływać ze specyficz-
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Rys. 3. Strukturalne i funkcjonalne domeny białka p53 (wg [65], zmienione): cyfry rzymskie -  regiony 
konserwatywne ewolucyjnie; liczby arabskie i oznaczenie pionowe -  częstość i lokalizacja mutacji; NLS 
-  sygnał lokalizacji jądrowej; Ad E1B -  białko E1B adenowirusa; SV40Tag -  antygen T wirusa SV40; 
HPV E6  -  białko E6  wirusa brodawczaka ludzkiego; TBP -  białko wiążące się z sekwencją TATA-box; 
MDM2 -  białko transformujące o aktywności inhibitora p53; RPA -  białko A replikacji komórek 

eukariotycznych; HSC70 -  białko typu szoku termicznego

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

Prawidłowe białko p53 regulując transkrypcję szeregu genów w wyniku oddziały
wania z DNA (aktywacja genów hamujących wzrost) lub innymi czynnikami trans- 
krypcyjnymi (represja genów stymulujących wzrost) oddziałuje na cykl komórkowy. 
Jako czynnik transkrypcyjny białko p53 aktywuje transkrypcję genu WAF1 (ang. 
wild-type p53-activatedfragment 1) [16]. Gen ten koduje białko p21, które łącząc się 
z kinazami zależnymi od cyklin, hamuje ich funkcję i w konsekwencji uniem ożliwia 
wejście komórki w fazę S i przejście z fazy G2 do M, co z kolei daje czas enzymom  
naprawiającym uszkodzenia nici DNA na reperację ewentualnych błędów. Jeżeli 
naprawa jest nieskuteczna, białko p53 może skierować komórkę na tor zaprogra
mowanej śmierci (apoptozy). Zaobserwowano, że wysoki poziom tego białka pow o
duje przesunięcie równowagi produktów ekspresji rodziny genów bel na korzyść 
białka Bax poprzez obniżenie aktywności białka Bcl-2. Białko Bcl-2 uważa się za
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Rys. 4. Schemat ilustrujący udział białka p53 w regulacji cyklu komórkowego i apoptozy

czynnik przeżycia komórki, natomiast białko Bax odpowiada za ukierunkowaną 
śmierć komórki. Obydwa te białka tworzą aktywne dimery (Bax-Bax, Bax-Bcl-2, 
Bcl-2-Bcl-2), a zaburzenie równowagi między ich stężeniami kieruje komórkę na 
drogę śmierci lub przeżycia (rys. 4) [28, 55, 59,72].

Białko p53 jest jednym  z najważniejszych dotychczas poznanych regulatorów 
transkrypcji, cyklu komórkowego, reperacji DNA oraz ukierunkowanej śmierci ko
mórki, co upoważnia do uznania go za główny czynnik hamujący procesy nowotwo- 
rzenia każdej tkanki [10].

M utacje w obrębie genu p53  są najczęstszym defektem genetycznym towarzyszą
cym nowotworom wszystkich typów. Rozkład mutacji w obrębie genu jest nierówno
mierny. Znaleziono około 300 różnych mutacji punktowych w genie p53, z których 
większość (98%) zlokalizowana jest w eksonach od piątego do ósmego (kodony od 
110 do 307). W tym obszarze występują cztery z pięciu regionów konserwatywnych 
(HCD II-V), przez co mutacje najprawdopodobniej indukują zmiany konformacyjne 
białkowego produktu ekspresji genu prowadzące do zmniejszenia obrotu metabo
licznego białka p53 w komórce. Porównując częstość i lokalizację mutacji w genie 
p53  wyodrębniono pięć tak zwanych miejsc gorących HSR (ang. hot spot region). 
Obejmują one kodony: 132-143 (HSR A), 151-159 (HSR A ’), 172-179 (HSR B), 
237-249 (HSR C) i 272-286 (HSR D). W  tych miejscach zaobserwowano ponad 70% 
wszelkich mutacji genu p53  [4, 14,33].

W przemianie neoplastycznej jelita grubego mutacje genu p53  powodują przejście 
gruczolaka do stadium nowotworu złośliwego i występują w 60-90%  raków jelita
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niezależnie od typu klinicznego nowotworu. Niska zachorowalność na raka jelita 
grubego w przypadku zespołu Li-Fraumeni (dziedziczne defekty genu p53), jak 
również brak akumulacji białka w przypadkach tzw. ognisk zmienionych krypt 
jelitowych -  ACF (ang. aberrant crypt foci) stanowiących potencjalne zmiany pre- 
neoplastyczne, potwierdza hipotezę, że mutacje genu p53 nie są konieczne we 
wczesnych etapach transformacji nowotworowej [48,75]. Pojawiają się przede wszy
stkim mutacje punktowe typu zmiany sensu i rzadko delecje, insercje oraz mutacje 
miejsc składania (splicingu) genu. W około 80% mutacji są to tranzycje GC->A T 
i większość z nich dotyczy sekwencji dwunukleotydowych CG. Ponad połowa tych 
tranzycji występuje w trzech dwunukleotydowych miejscach gorących w obrębie 
kodonów 175,248 i 273. M utacje tych trzech kodonów powodują zmianę argininy na 
inny aminokwas. W  kodonie 175 dochodzi do tranzycji CGC (Arg) na CAC (His), w 
kodonie 248 -  CGG (Arg) na CAG (Gin) lub TGG (Trp) i w kodonie 273 -C G T  (Arg) 
na CAT (His) lub TGT (Cys). Rzadko w miejscach tych pojawiają się transwersje. 
M utacje miejsc gorących są nierównocenne dla procesu karcynogenezy. Stwierdzono 
na przykład, że białko p53 zmutowane w kodonie 175 wykazuje od 3 do 10 razy 
większą aktywność w kierunku transformacji nowotworowej niż wtedy, gdy mutacja 
dotyczy kodonu 273 [1, 6, 13, 57, 76].

5. MUTACJE PROTOONKOGENÓW

Ras

W ykazano, że mutacje protoonkogenu ras mogą pojawiać się nawet w bardzo 
wczesnym etapie transformacji nowotworowej jelita grubego. Rodzina genów ras 
(H-ras, K-ras oraz N-ras) należy do najczęściej mutujących protoonkogenów w 
nowotworach wszystkich typów. Produkt białkowy genów ras o długości 189 am ino
kwasów i masie cząsteczkowej około 21 000 wykazuje strukturalne i biochemiczne 
podobieństwo do podjednostki a  białek G o aktywności GTP-azy uczestniczących w 
przekazywaniu sygnałów z błony komórkowej do wnętrza komórki [2, 25, 71]. 
W  strukturze pierwszorzędowej białek Ras wyodrębnia się trzy regiony, tj. niezm ien
ny region obejmujący 86 N-końcowych aminokwasów, wysoce konserwatywny 
(85%) region zawierający reszty 87-165 oraz zmienny, poza czterema terminalnymi 
aminokwasami, region C-końcowy odpowiadający pozycjom 165-189. Określone 
domeny odgrywają rolę w subkomórkowej lokalizacji i funkcji białek Ras. Cztery 
aminokwasy C-terminalne (reszty 186—189) reprezentujące sekwencję C-aminokwas 
alifatyczny-am inokwas alifatyczny-X  (CAAX-box) zaangażowane są w m odyfika
cje potranslacyjne białka warunkujące jego lokalizację w błonie komórkowej. Zw ią
zanie cytoplazmatycznej formy białka Ras z błoną komórkową jest wynikiem kolejno 
po sobie następujących modyfikacji polegających na przyłączeniu reszty farnezylu do 
cysteiny 186, odłączeniu trzech terminalnych aminokwasów (pozycje 187-189), 
metylacji uwolnionej grupy a-karboksylowej cysteiny 186 i ostatecznie przyłączeniu
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jednej lub dwóch reszt kwasu palmitynowego do cysteiny 181 i/lub 184. W wiązaniu 
GDP i GTP wydają się brać udział dwa wysoce konserwatywne regiony obejmujące 
am inokwasy 116-119 i 145-147 odpowiedzialne za oddziaływanie z guaniną oraz 
aminokwasy 12-20, 32-35 i 60 odpowiedzialne za oddziaływanie z grupami fosfo
ranowymi. Z kolei białko.GAP regulujące aktywność GTP-azową białka Ras (ang. 
GTP-ase activating protein) oddziałuje z tzw. domeną efektorową obejmującą ami
nokwasy 32-40.

Przekształcenie protoonkogenu ras w onkogen jest najczęściej wynikiem mutacji 
punktowej pojawiającej się w kodonach 12, 13 lub 61. M utacja punktowa powoduje 
utratę aktywności GTP-azy przez białko Ras na skutek zmiany konformacji w rejonie 
odpowiedzialnym  za hydrolizę GTP niezbędną dla inakty wacji białek G w warunkach 
prawidłowych. Nowotworom jelita grubego towarzyszą mutacje genu K -ras zlokali
zowanego na chromosomie 12p, które w 84% dotyczą kodonów 12 i 13. W kodonie 
dwunastym  GGT(Glu) dochodzi najczęściej do tranzycji G —>A lub trans wersji G —>T 
i G —>C, natom iast w kodonie trzynastym GGC(Gly) często ma miejsce tranzycja 
G —>A [8, 23, 24, 29, 60].

Zm iany w genie K-ras pojawiają się w około 50% nowotworów złośliwych jelita 
grubego oraz z podobną częstością w gruczolakach o średnicy większej niż lcm. W 
gruczolakach o średnicy mniejszej niż lcm  mutacje te występują w około 10% 
przypadków. Dane te skłaniają do wniosków, że mutacje onkogenu K-ras prawdo
podobnie wpływają na progresję masy i potencjału złośliwości gruczolaka. Jednocześ
nie po rów nu jąc  zm iany w genie K -ras (kodon 12) we w czesnych etapach 
nowotworzenia jelita grubego stwierdzono wyższą częstość mutacji w przypadku 
nowotworów rosnących w postaci polipów w porównaniu z nowotworami płasko 
naciekającymi wskazując na istnienie korelacji między występowaniem mutacji ge
nów ras i morfologicznymi oraz klinicznymi cechami powstającego nowotworu [31, 
73, 76]. W ykazanie istnienia mutacji genu K-ras (kodon 12) w prawidłowej błonie 
śluzowej u około 20% chorych ze spontanicznym nowotworem jelita grubego, jak 
również w przypadku 58-73%  ognisk zmienionych krypt jelitowych ACF pozwala 
sugerować, że molekularne mechanizmy zaangażowane we wczesne etapy nowotwo
rzenia je lita  grubego mogą być różne [44, 74]. M utacje kodonu 12 genu K -ras 
zaobserwowano również w przerzutach raka gruczołowego jelita grubego, nawet w 
przypadkach, gdy w komórkach ogniska pierwotnego nie znaleziono zmian w obrębie 
tego genu, co sugemje jego potencjalną rolę w procesie metastazy [7].

6. SEKWENCJE MIKROSATELITARNE  
I GENY NAPRAWY DNA

M utacje powstałe w wyniku błędów w procesie replikacji DNA, które nie zostaną 
usunięte dzięki aktywności 3’—>5’ egzonukleazowej jednej z polimeraz DNA mogą 
podlegać naprawie błędnie sparowanych zasad -  naprawie poreplikacyjnej (ang. 
mismatch repair) przed rekombinacją czy podczas rekombinacji DNA. Mechanizm
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takiej naprawy został wykryty u bakterii Escherichia coli, u których zaobserwowano 
niestabilność mikrosatelitamych, powtarzających się sekwencji DNA (tandemy CA). 
Niestabilność tę powiązano z mutacjami szeregu genów nazwanych mutatorowymi. 
Należą do nich takie geny jak mutH, mutL, mutS, mutT, oraz uvrD (mutU). Stwier
dzono, że produkty białkowe tych genów tworzą kompleks o właściwościach repera- 
cyjnych błędnie sparowanych zasad. Kompleks ten rozpoznaje niewłaściwe zasady 
poprzez porównywanie stopnia metylacji adeniny w sekwencjach GATC obu nici 
DNA, przy czym nie znany jest mechanizm samej naprawy błędu. Kompleks o 
podobnych właściwościach wykryto także u drożdży Saccharomyces cerevisiae. W 
ostatnich latach udało się znaleźć, homologiczne do bakteryjnych i drożdżowych, 
geny mutatorowe w genomie człowieka, których mutacje odpowiedzialne są za 
akumulację błędów replikacji DNA [45].

Niestabilność sekwencji CA obserwuje się w około 90% przypadków przemiany 
złośliwej powstającej na podłożu zespołu HNPCC (Lynch I i Lynch II) oraz 15-20% 
nowotworów spontanicznych jelita grubego [11]. Analiza DNA z komórek nowoto- 
rowych pozwoliła na identyfikację na chromosomie 2p 16 jednego z genów naprawy 
poreplikacyjnej DNA człowieka -hM SH 2  (ang. human MutS homologue), którego 
mutacje stwierdza się w 50% przypadków HNPCC. Jest on homologiczny w około 
50% do genu MSH2 drożdży, obejmuje 16 eksonów i koduje białko o długości około 
900 aminokwasów. W genie tym wykryto liczne mutacje typu nonsensownego oraz 
zmiany ramki odczytu. Najczęściej są to tranzycje C —>T lub T —>C oraz delecje 
prowadzące w efekcie do skrócenia produktu ekspresji genu. Zaobserwowano, że 
mutacje eksonu 12 typu nonsensownego towarzyszą także zespołowi M uir-Torrea 
będącego klinicznym wariantem HNPCC [21, 22, 43, 69].

Na chromosomie 3p21 zlokalizowano natomiast gen hMLHl (ang. human MutL 
homologue) homologiczny do genu mutL bakterii, który koduje białko o długości 756 
aminokwasów wykazujące 41 % homologii z produktem genu yM LH l u drożdży (13 
aminokwasów C-końcowych jest identycznych). Mutacje tego genu identyfikowane 
w 30% przypadków HNPCC dotyczą przede wszystkim domen konserwatywnych i 
mają charakter delecji, insercji oraz transwersji i tranzycji [9, 50]. Dodatkowe homo
logi prokariotycznego mutL, określone jako hPMSJ i hPMS2, zidentyfikowano odpo
wiednio na chromosomach 2q31-33 i 7p22. Produktem ekspresji genu hPMSl jest 
białko o długości 932 aminokwasów, a genu hPMS2 -  białko zawierające 862 
aminokwasy. Białka te wykazują 30-42%  homologii z N-końcowym fragmentem i 
22^4-7% homologii z C-końcowym fragmentem drożdżowego białka yPMS 1. M utacje 
genów hPMSl i hPMS2 obserwowane w komórkach nowotworowych jelita grubego 
w większości powodują skrócenie białkowego produktu ekspresji i obserwuje się je  
w 10% przypadków HNPCC [46].

Znalezione w genach naprawy poreplikacyjnej błędnie sparowanych zasad muta
cje potwierdzają hipotezę, że mogą być one odpowiedzialne za powstanie fenotypu 
zespołu dziedzicznego niepolipowatego raka jelita grubego -  HNPCC stanowiącego
6-15%  nowotworów okrężnicy, jak  również za 15-20% nowotworów spontanicz
nych. Jednakże w pewnym procencie nowotworów jelita grubego, szczególnie o 
charakterze spontanicznym, nie obserwuje się zmian w genach naprawy poreplika-
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cyjnej, mimo występowania u nich niestabilności sekwencji mikrosatelitamych. Przy
puszcza się, że w tych przypadkach niestabilność sekwencji mikrosatelitamych jest 
związana z mutacjami w innych genach zaangażowanych w replikację DNA, takich 
jak na przykład gen fosforybozylotransferazy hipoksantynowej hprt(ang. hypoxanthi- 
ne phosphoribosyl transferase) [18].

7. UWAGI KOŃCOWE

Obecnie nie ulega już wątpliwości, że u podstaw transformacji nowotworowej leżą 
zmiany w aparacie genetycznym o charakterze dziedzicznym czy somatycznym, a ich 
akumulacja w komórce odpowiedzialna jest za przekształcenie komórki prawidłowej 
w nowotworową [12, 30, 41, 58, 64], Sekwencja akumulacji w komórce kolejnych 
mutacji wydaje się być natomiast odpowiedzialna za zróżnicowanie fenotypowe 
powstających nowotworów przejawiające się odmiennym typem wzrostu i stopniem 
anaplazji komórek. W komórkach nowotworowych jelita grubego obserwuje się wiele 
zaburzeń chromosomowych oraz niestabilności sekwencji mikrosatelitamych. Na 
podstawie dotychczasowych badań na poziomie genów wydaje się, że model zapro
ponowany przez gmpę Vogelsteina nie oddaje w całości złożoności molekularnego 
mechanizmu karcynogenezy jelita grubego. Ponadto badania epidemiologiczne i 
histologiczne wskazują na istnienie obok przedstawionego mechanizmu określanego 
jako adenoma -  carcinoma innego, bliżej niewyjaśnionego mechanizmu zwanego de 
novo carcinoma, w którym nie stwierdza się występowania formy gruczolaka [42].
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Streszczenie. Przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat apoptozy, czyli programowanej śmierci 
komórkowej ze szczególnym uwzględnieniem roli tego zjawiska w fizjologii i patologii układu nerwo
wego. Zestawiono dane dotyczące cech morfologicznych apoptozy, metod jej identyfikacji w tkankach 
oraz mechanizmów molekularnych regulujących jej przebieg. Zwrócono uwagę na prawdopodobny 
udział zjawiska apoptozy i jego zaburzeń w patogenezie chorób układu nerwowego. Omówiono perspe
ktywy terapii ukierunkowanej na przywrócenie homeostazy zaburzonego cyklu komórkowego.

Słowa kluczowe: apoptoza, programowana śmierć komórki, układ 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

WSTĘP

Termin apoptoza został wprowadzony przez Kerra i wsp. w 1972 r. [17]. Został on 
zaproponowany dla nazwania obrazu morfologicznego mechanizmów kontrolujących 
fizjologiczną eliminację komórek. W  literaturze często stosuje się jako synonim

1 Czasowo w Zakładzie Neuropatologii
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termin programowanej śmierci komórki (programmed cel death-PCD). Określenie 
PCD wprowadzili w 1965 r. Lockshin i Williams dla opisania rozwojowo regulowanej 
śmierci ściśle określonych grup mięśni przeobrażającej się larwy ćmy [48]. Apoptoza 
jest pojęciem węższym, jedną, ale nie jedyną z form PCD [38,53], charakteryzującą 
się określonymi zjawiskami biochemicznymi i morfologicznymi determinowanymi 
ekspresją odpowiednich genów. W niniejszej pracy określenia te stosowane są za
miennie, za wyjątkiem sporadycznych przypadków wymagających rozdzielenia tych 
terminów. Fizjologiczna śmierć komórkowa jest filogenetycznie starym procesem, 
spotykanym już u bezkręgowców. Klasycznym już modelem do badań nad apoptozą 
są postacie larwalne nicienia Caenorhabditis elegans oraz motyla nocnego Manduca 
sexta [44,59]. Przykładem, gdzie śmierć komórki jest zdeterminowana fizjologicznie 
i odbywa się drogą apoptozy jest m.in.: tworzenie keratynocytów, złuszczanie na
błonka jelitowego, eliminacja autoreaktywnych limfocytów T, inwolucja kom órek 
pozbawionych koniecznych czynników wzrostu, morfogenetyczna śmierć kom órek 
podczas rozwoju embrionalnego, bądź eliminacja komórek docelowych dla lim focy
tów T lub komórek NK [4,7].

ZMIANY MORFOLOGICZNE W PROCESIE ŚMIERCI 
KOMÓRKI

W tkankach kręgowców opisano dwie formy śmierci komórkowej- martwicę i 
apoptozę [7].

M artwica (necrosis) odnosi się do obrazu obserwowanego w przypadku ciężkiego 
i nagłego urazu takiego jak  ischemia, przedłużona hipertermia, czy uraz chemiczny. 
Należy podkreślić, że te same bodźce, które wywołują martwicę, działając w m niej
szym natężeniu mogą indukować apoptozę [40,53]. W martwicy wcześnie dochodzi 
do obrzęku mitochondriów i zaburzeń ich funkcji, komórka szybko przestaje być 
zdolna do utrzymania homeostazy. Pierwszym miejscem uszkodzenia zwykle są 
błony cytoplazmatyczne, tracące zdolność regulacji ciśnienia osmotycznego, w efe
kcie czego dochodzi do obrzęku komórki i jej rozerwania. Zawartość obumarłej w ten 
sposób komórki zostaje wyrzucona do otaczającej tkanki powodując odpowiedź 
zapalną, wtórnie uszkadzającą otaczającą tkankę [48].

W apoptozie, w przeciwieństwie do martwicy dominują zmiany w obrębie jądra 
komórkowego, aczkolwiek pierwszą zauważalną zmianą morfologiczną jest pofałdo
wanie błony komórkowej i wytworzenie na jej powierzchni wielu drobnych uwypu
kleń, określane terminem zeiosis [7]. W dalszej kolejności komórka ulega ob- 
kurczeniu, a badaniem w mikroskopie elektronowym (ME) wykazano ekstremalne 
zagęszczenie cytoplazmy z prawidłowymi organellami. Zjawisko to tłumaczy się 
utratą wody, najpewniej w drodze izoosmozy [7,11,17]. W jądrze komórkowym 
dochodzi do znacznego zagęszczenia chromatyny, wytworzenia tzw. półksiężyca 
umiejscowionego przy błonie jądrowej w ścisłym z nią kontakcie. Ostatecznie chro- 
matyna najczęściej tworzy pojedynczą, gęstą, kulistą masę [17]. Na poziomie mole-
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kulam ym  tym procesom odpowiada fragmentacja DNA poprzez jego rozszczepienie 
w m iejscach nukleosomów na regularne podjednostki liczące ok. 180 par zasad lub 
ich wielokrotność, odbywająca się przy udziale endogennej wapniowozależnej endo- 
nukleazy [31,48,55]. W każdej komórce może dojść do ponad miliona rozerwań 
struktury DNA dających w efekcie tzw. drabinę DNA (DNA ladder), widoczną w 
czasie elektroforezy w żelu agarowym [54,55]. Dla porównania, w przypadku m ar
twicy przypadkowe, nieregularne rozszczepienia DNA dają w elektroforezie obraz 
tzw. rozmazu DNA (DNA smear) [37]. W dalszej kolejności dochodzi do sekwestracji 
komórki wskutek zerwania połączeń międzykomórkowych, a następnie do jej frag- 
mentacji i uwalniania do przestrzeni międzykomórkowej tzw. ciałek apoptotycznych, 
obserwowanych w ME, a widocznych w mikroskopie świetlnym, jeżeli tworzą 
skupiska w przestrzeni międzykomórkowej i zawierają resztki jądra [17]. Charaktery
styczne dla nich jest to, że zawierają dobrze zachowane organella komórkowe. Błony 
plazm atyczne otaczające ciałka apoptotyczne zachowują zdolność usuwania barwni
ków, takich jak: błękit trypanu czy nigrozyna [59], a więc mają cechy, których 
komórki w procesie martwicy pozbawione są już we wczesnych etapach [37]. Usu
wanie ciałek apoptotycznych z przestrzeni międzykomórkowej poprzedzone jest 
zmianami w budowie molekularnej otaczających je  błon, ułatwiającymi ich późniejszą 
fagocytozę przez układ makrofagów [38], Proces usuwania ciałek apoptotycznych 
przez układ fagocytów jest zwykle bardzo intensywny, co powoduje, że w obrazie 
m ikroskopowym  widuje się je  prawie wyłącznie w obrębie komórek żernych [46]. 
Fagocytoza komórek apoptotycznych wyprzedza w czasie utratę integralności ich 
błon plazmatycznych, co zapobiega wypływowi składników cytoplazmy do otoczenia 
[40]. Sprawia to, że proces apoptozy nie wywołuje reakcji zapalnej, tak jak  to się dzieje 
w przypadku martwicy, powodując tym samym minimalne zakłócenia struktury 
tkanki [59].

Niejasna jest rola jonów  wapnia w procesie apoptozy. Powszechnie uważa się, że 
napływ tych jonów do wnętrza komórki jest mechanizmem inicjującym apoptozę 
poprzez aktywację enzymów, głównie endonukleazy [4], Nowsze badania wskazują 
na bardziej złożoną rolę jonów wapnia w PCD. M ożna się spotkać z opinią, że 
wewnątrzkomórkowy wzrost stężenia wapnia jest zjawiskiem wtórnym w PCD, czy 
też z twierdzeniem, że w trakcie PCD dochodzi wręcz do spadku stężenia wapnia [53]. 
Coraz więcej uwagi poświęca się zaburzeniom wewnątrzkomórkowej homeostazy i 
kompartmentacji wapnia w procesie apoptozy. Nasuwają one pewne skojarzenia ze 
zjawiskiem stresu oksydacyjnego w komórkach nerwowych, gdzie po aktywacji 
receptora NM DA i wzroście stężenia wapnia wraz ze zmianą jego dystrybucji w 
komórce dochodzi do generowania wolnych rodników, tlenku azotu, peroksydacji 
lipidów i co najistotniejsze, uszkodzenia DNA [3,10,53]. Enokido i Hatanaka hodując 
neurony hipokampa szczura w atmosferze 50% tlenu stwierdzili w nich biochemiczne 
cechy apoptozy hamowanej w środowisku NGF i bFGF. Autorzy wnioskowali, że 
zaburzenia metabolizmu tlenu mogą w neuronach indukować PCD [10]. Podobnie 
obserwowano apoptozę neuronów kory szczura poddawanych bezpośredniemu dzia
łaniu nadtlenku wodoru [57]. W  najnowszych pracach donoszą również o możliwym 
udziale wolnych rodników jako czynnika wyzwalającego apoptozę w stanach fizjo
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logii i patologii [58]. Na możliwe powiązania apoptozy ze stresem oksydacyjnym 
wskazują też pośrednio m.in: fakt zapobiegania apoptozie przez antyoksydanty, 
hamowanie peroksydacji lipidów przy nadmiernej ekspresji bcl-2 [3] czy też om ówio
ny w dalszej części tekstu udział apoptozy w niedokrwieniu mózgu.

IDENTYFIKACJA ZJAWISKA APOPTOZY W TKANKACH

Uważa się, że skondensowane, piknotyczne jądra widoczne w tkance m ogą odpo
wiadać komórkom apoptotycznym [52], jednak nie jest to pewne kryterium, albowiem 
podobne cechy mają m.in. limfocyty czy dzielące się komórki w stadium telofazy [31]. 
Iwanowski [16] zwrócił uwagę na trudności, jakie napotyka odróżnienie w m ikrosko
pie świetlnym neuronów apoptotycznych od tzw. ciemnych neuronów (dark neurons), 
sugerując na podstawie własnych obserwacji z użyciem ME, że te drugie mogą 
odpowiadać wczesnej fazie apoptozy. Identyfikację zjawiska apoptozy utrudnia do
datkowo brak cech odczynu zapalnego w otaczającej tkance, stosunkowo krótki czas 
trwania samego procesu oraz szybkie usuwanie komórek apoptotycznych przez 
komórki żerne [31,59]. Szacuje się, że połowiczny czas, w którym apoptotyczna 
komórka pozostaje widoczna w mikroskopie świetlnym, wynosi poniżej 9 h [59]. Brak 
jednoznacznych cech morfologicznych komórek ulegających apoptozie pozw alają
cych na ich pewne rozpoznanie w mikroskopie świetlnym jest powodem ciągłych 
poszukiwań swoistych, powtarzalnych metod ich identyfikacji.

Fakt rozerwania łańcucha DNA w komórkach apoptotycznych dał podstawy do ich 
rozpoznawania dzięki możliwości znakowania in situ końcowych fragmentów prze
rwanych łańcuchów DNA z użyciem znanych nukleotydów w środowisku odpow ied
nich enzymów (tzw. metoda ISEL) [47], W rozwijającym się móżdżku myszy przy 
użyciu tej metody rozpoznano 6-krotnie większą liczbę komórek apoptotycznych niż 
w badaniu histologicznym [31]. Rozbieżność tą przypisuje się zdolności wykrywania 
wczesnych stadiów fragmentacji DNA poprzedzających pojawienie się kondensacji 
chromatyny. Przy interpretacji badań z użyciem techniki ISEL należy jednak pam ię
tać, że może ona uwidaczniać fragmentację DNA nie związaną z apoptozą, np. w 
polach martwicy i pośmiertnej autolizy, dlatego też za apoptotyczne uważa się tylko 
izolowane komórki, a nie ich skupiska [31]. Za immunohistochemiczny m arker 
apoptozy uważany jest m.in. antygen Le(Y). Jest to determinanta cukrowa biorąca 
udział w glikozylacji białek, mającej miejsce m.in. w procesach rozwoju, różnicowa
nia i onkogenezy [14].

Inną metodą uwidaczniania komórek ulegających apoptozie jest barwienie oran- 
żem akrydyny, w którym jądra tych komórek dają pomarańczową fluorescencję, 
podobnie jak  RNA lub DNA o pojedynczym łańcuchu, a przeciwnie do prawidłowego 
DNA, które daje fluorescencję zieloną [47]. Ormerod [36] w celu ilościowego 
określenia apoptozy wykorzystał cytometrię przepływową po znakowaniu komórek 
barwnikami fluorescencyjnymi, wykorzystując opisane wyżej właściwości fluoro- 
chromowe różnych form kwasów nukleinowych.
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Inna metoda badania apoptozy w cytometrii polega na określeniu odsetka komórek 
z hipodiploidalnym  DNA [37]. Fakt znacznej utraty wody i tym samym wzrostu 
ciężaru właściwego komórek apoptotycznych umożliwia ich izolację w gradiencie 
gęstości [13].

MECHANIZMY REGULUJĄCE APOPTOZĘ  
I ICH ZABURZENIA

Sygnał inicjujący proces apoptozy pochodzi najczęściej ze środowiska komórki, 
jest nim np. zmiana stężenia hormonu lub czynnika wzrostu, tak więc los pojedynczej 
komórki zależy od czynności innych. W yjątkowymi pod tym względem właściwo
ściami wśród komórek ssaków odznaczają się blastomery, są to prawdopodobnie 
jedyne komórki zdolne do przeżycia i podziałów bez sygnałów ze środowiska zew
nętrznego [40]. Na wybiórczy związek apoptozy z aktywnością niektórych hormonów 
wskazują m.in. obserwacje Slovitera [50]. W ykazał on wpływ adrenalektomii szczu
rów na wybiórczą śmierć komórek warstwy ziarnistej zakrętu zębatego hipokampa 
mającą w M E wszystkie cechy apoptozy. Znanymi induktorami apoptozy są: T N F-a, 
TG F-ßj, leki cytostatyczne, promieniowanie jonizujące, niska lub wysoka tempera
tura [13],

Programowana śmierć komórkowa jest procesem aktywnym, wymagającym eks
presji genów, syntezy białek oraz RNA [20,27]. Białka biorące udział w apoptozie w 
normalnych warunkach nie znajdują się w komórce i muszą być syntetyzowane de 
novo [10]. Genową regulację apoptozy poznano najlepiej u nicienia Caenorhabditis 
elegans, u którego określono czynność 10 genów tzw. układu ced (cell death abnor
mal). Geny ced-3  i ced-4  inicjują PCD (killers), ced-9 zapobiega PCD, a pozostałe 
mogą mieć wielokierunkowe działanie [44,53]. Jak dotąd nie udało się wykryć u 
ssaków kompletnego zespołu genów zawiadujących apoptozą, odpowiadającemu 
układowi ced  u nicieni, jednak badania porównawcze wykazują pewne analogie, m.in. 
gen ced-9 uznaje się za homologiczny z bcl-2 u ssaków [53]. Ludzki gen bcl-2 
przeniesiony do komórki nicienia wywołuje w niej supresję PCD [40]. Dowodzi to, 
że samo zjawisko PCD, jak  i niektóre mechanizmy kontrolujące go zachowały się w 
ewolucji już od prymitywnych form istnienia. Część genów modulujących przebieg 
cyklu komórkowego, np. protoonkogen c-myc może odgrywać rolę w wyborze 
pomiędzy apoptozą a proliferacją zależnie od wzajemnych proporcji ekspresji tego 
genu i stężenia czynników wzrostu [13]. W ymieniony wyżej protoonkogen bcl-2 
(B-cell leukemiaMymphoma) należy do grupy genów zapobiegających naturalnej 
śmierci komórki [48]. Często obserwuje się jego nadmierną ekspresję w ludzkich 
chłoniakach z komórek B [7,18,21]. Gen bcl-2 odgrywa prawdopodobnie znaczącą 
rolę w fizjologicznej regulacji procesów odpornościowych z udziałem limfocytów T 
utrzymując homeostazę tych komórek po aktywacji układu immunologicznego [1]. 
Zagadnienie wpływu genów z rodziny bel na regulację cyklu komórkowego, w tym 
na procesy PCD zostało szerzej omówione w pracy Rożynkowej [44].
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Bardzo intensywnie badanym genem związanym z regulacją cyklu komórkowego 
jest anty-onkogen p53. Gen ten nazywany obrazowo strażnikiem genomu bierze 
udział w indukowaniu apoptozy, a także w zatrzymywaniu komórek w fazie G j, 
inicjacji naprawy DNA oraz w promocji różnicowania komórkowego [15,25]. Przy 
braku p53  typu dzikiego komórki nowotworowe nie reagują apoptozą na radio- czy 
chemioterapię [25,44]. Działanie genu p53  łączy się z jego zdolnością wiązania 
antygenu T SV40 niezbędnego do zapoczątkowania replikacji DNA [22], ponadto 
wiążąc się ze swoistymi sekwencjami DNA działa on jako czynnik regulujący 
transkrypcję białek hamujących proliferację komórek [15,25,30]. M utacje genu p53  
stw ierdzono w wielu nowotworach pierwotnych mózgu, przede wszystkim  w 
gwiaździakach i rdzeniaku płodowym, jednak ich znaczenie diagnostyczne i progno
styczne w tych guzach nie jest jeszcze jednoznacznie określone [25]. W ykazano, że 
gen p53  jest czynnościowo związany układem ujemnego sprzężenia zwrotnego z 
onkoproteiną MDM2, i tak, w przypadkach nowotworów bez mutacji p53  obserwuje 
się nadmierną ekspresję MDM2 i odwrotnie [15,30]. Amplifikację i nadmierną eks
presję genu MDM2 opisano m.in. w glejakach [30].

W ostatnim czasie w centrum zainteresowania znajduje się grupa genów, tzw. 
cIEGs (cellular immediate-early genes), a wśród niej głównie geny c-fos i c-jun. Grupa 
genów cIEGs koduje czynniki transkrypcyjne uznawane za tzw. jądrowy trzeci 
przekaźnik [6]. Chen i wsp. [6] wykazali u transgenicznych myszy wzmożenie 
ekspresji c-fos w rozwijającym się układzie nerwowym, w przebiegu długotrwałego 
pobudzenia receptora NMDA, jak również w chorobach zwyrodnieniowych OUN. W 
przypadkach tych ekspresja c-fos poprzedzała lub występowała równolegle z PCD, 
jednak pozostaje pytanie, czy odpowiedź cIEG indukuje apoptozę, jest tylko epifeno- 
menem, czy też reakcją stresową przeciwdziałającą procesom prowadzącym do 
śmierci neuronów.

W procesie inicjowania apoptozy biorą również udział powierzchniowe cząstki 
komórkowe, których rola w regulacji zjawisk związanych ze wzrostem była już 
wcześniej znana [55]. Spośród nich najlepiej poznane jest białko Fas (zwane też 
APO-1) o masie 52 kD. Trauth i wsp. wykazali że za pomocą przeciwciała skierowa
nego przeciw tej proteinie błonowej można w liniach komórkowych zarówno ludzkich 
limfoblastów, jak i nowotworowych limfocytów zaindukować apoptozę [55]. Fas jest 
powierzchniowym białkiem receptorowym rodziny NGF/TNF indukującym apoptozę 
poprzez związanie się ze swoim ligandem (FasL) [34,48,53]. Fizjologiczna rola 
układu Fas/FasL polega głównie na wywoływaniu apoptozy w autoreaktywnych 
limfocytach T [34]. Znajduje to potwierdzenie w przypadku myszy i szczurów z 
m utacjami genów układu Fas/FasL, mianowicie obserwuje się u nich występowanie 
chorób autoimmunologicznych [34,53]. Modyfikowanie procesu apoptozy za pośred
nictwem cząstek powierzchniowych, takich jak Fas, może otworzyć możliwości 
skutecznej terapii chorób nowotoworowych, w tym również układu nerwowego. 
Barierą przed zastosowaniem już obecnie tej metody in vivo jest toksyczność prze
ciwciał monoklonalnych anty-Fas także w stosunku do prawidłowych komórek [55],

http://rcin.org.pl



APOPTOZA W UKŁADZIE NERW OW YM 305

ROLA PROGRAMOWANEJ ŚMIERCI KOMÓREK  
W ROZWOJU UKŁADU NERWOWEGO

Apoptoza jest zjawiskiem charakterystycznym dla rozwoju układu nerwowego. 
Bierze ona udział w szeroko rozumianym procesie plastyczności rozwojowej [20], W 
czasie neurogenezy dochodzi do znacznej nadprodukcji neuronów, które obumieraią 
w okresie embrionalnym i okołonarodzeniowym. Apoptoza danej grupy neuronów 
następuje szybko, w określonym przedziale czasu. Jest zjawiskiem masowym, ulega 
jej 40-80%  neuronów [20,40]. Soriano i wsp. [52] wykorzystali znakowanie bromo- 
deoksyurydyną ciężarnych myszy i następowe badanie immunocytochemiczne jej 
potom stwa do wykazania obecności komórek ulegających apoptozie w tkance nerwo
wej. W ykazali oni, że piknotyczne, BrdU-dodatnie jądra odpowiadające obumierają
cym  kom órkom  w rozw ijającym  się układzie nerw ow ym  m yszy w 50% są 
pochodzenia glejowego, a w 20% neuralnego, udowadniając zarazem, że zmiany te 
obejmują zarówno komórki nerwowe, jak i glejowe. Zjawisko PCD jest procesem 
zachodzącym w większości z badanych struktur układu nerwowego. Jak dotąd jedynie 
w niewielu okolicach OUN nie obserwowano znaczącej eliminacji komórek w czasie 
rozwoju, są to m.in. pewne jądra mostu mózgu ptaków oraz miejsce sinawe i jądro 
czerwienne [8].

Zjawisko apoptozy w układzie nerwowym zostało poznane dzięki pionierskim 
badaniom prowadzonym w latach 40- i 50-tych przez Hamburgera i Levi-M ontalcini 
[20,40]. Udokumentowali oni występowanie naturalnej śmierci neuronów w embrio
nach kurzych, odkrywając przy tym czynnik wzrostu nerwu (NGF). Śmierć części 
neuronów w czasie rozwoju układu nerwowego wynikającą z braku struktury doce
lowej lub też braku substancji troficznych wydzielanych przez te struktury nazwano 
dopasowaniem ilościowym [20], Z pewnym uproszczeniem można powiedzieć, że 
śmierć neuronów jest mechanizmem dopasowującym rozmiary poszczególnych po
pulacji komórkowych do wielkości ich pola projekcyjnego, a ściślej do czynnościo
wych potrzeb tego pola [8]. Badania wykonywane w laboratorium Cowana wykazały 
ponadto, że mechanizm PCD służy także eliminowaniu niewłaściwie powstałych 
połączeń neuronalnych. Na przykładzie siatkówki oka szczura wykazano zanikanie 
komórek, które wcześnie w rozwoju wysyłają aksony w niewłaściwe miejsca wzgór
ków górnych [8],

ZNACZENIE KLINICZNE PROCESU APOPTOZY

Zagadnienie programowanej śmierci komórkowej i jej modyfikacji poprzez eks
presję pewnych genów budzi ostatnio bardzo żywe zainteresowanie głównie w 
aspekcie proliferacji nowotworowej. Do nowotworzenia może dojść w drodze wzmo
żonej proliferacji bądź poprzez zahamowanie fizjologicznej śmierci pewnej populacji 
komórek [19,39]. Tak zwana III kategoria protoonkogenów wyróżniona przez Kors- 
meyera [19] obejmuje geny związane z PCD. I tak np. podjęcie funkcji przez gen
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bcl-2, który jest blokerem apoptozy, da efekt taki jak utrata funkcji genu p53  , który 
apoptozę aktywuje, prowadząc w obu tych przypadkach do nowotworzenia. Uniknię
cie przez pewną populację PCD może być wydarzeniem kluczowym, doprowadza
jącym  do wzrostu prawdopodobieństwa nabycia dodatkowych defektów gene
tycznych w obrębie genów wzrostu i proliferacji [2,19,60]. Ekspresję genu bcl-2 
stwierdzono w neuronach, w pierwszej kolejności układu współczulnego. Ekspery
menty genetyczne przeprowadzone przez Garcia i wsp. [12] dowiodły, że sztucznie 
uzyskana nadmierna ekspresja bcl-2 zapobiega apoptozie wywoływanej pozbawie
niem neuronów w hodowli czynnika NGF. Skłoniło to wymienionych badaczy do 
przypuszczenia, że bcl-2 jako mediator wpływu czynnika troficznego na przetrwanie 
neuronów może brać udział w powstawaniu chorób zwyrodnieniowych OUN. Castle 
i wsp. [5] zlokalizowali metodą immunocytochemiczną białko bcl-2 w 16 spośród 40 
badanych przypadków neuroblastoma. Stwierdzili oni, że ekspresja tego genu kore
luje z amplifikacją genu N-myc jak  i niekorzystnym obrazem histologicznym oraz 
przebiegiem klinicznym wnioskując z tego, że rozregulowanie PCD w związku z 
nadmierną ekspresją bcl-2 przyczynia się do powstania bądź progresji neuroblastoma. 
Reed i wsp [41] analizowali poziomy białka bcl-2 w liniach komórkowych nowotwo
rów układu nerwowego stwierdzając ich podwyższenie w części neuroblastoma, 
neurofibroma, retinoblastoma, medulloblastoma, a także w kilku liniach glioblastoma 
multiforme pozbawionych markerów neuronalnych. Autorzy wnioskują z tego, że 
ekspresja bcl-2 w układzie nerwowym nie ogranicza się tylko do neuronów.

Immunohistochemiczną lokalizacją białka bcl-2 w 140 nowotworach OUN prze
prowadzoną przez Nakasu i wsp. [35] wykazano najczęstszą obecność tego białka w 
nerwiakach i wyściółczakach, a także w prawidłowych ependymocytach i komórkach 
Schwanna. Prawidłowe astrocyty w tym badaniu były bcl-2-negaty wne, podczas gdy 
postacie odczynowe i nowotworowe wykazywały różnie nasiloną, pozytywną reakcję 
na bcl-2. W przeciwieństwie do wyników uzyskanych przez Castlea i wsp. badających 
przypadki neuroblastoma Nakasu i wsp. stwierdzili w glejakach odwrotną zależność 
między stopniem złośliwości i ekspresją białka bcl-2. Autorzy ci nie potwierdzili 
ponadto w swoich obserwacjach opinii o ochronnym wpływie nadmiernej ekspresji 
bcl-2 na komórki poddawane radio- i chemioterapii, albowiem nie odnotowali oni 
zależności między ekspresją bcl-2 i czasem przeżycia u chorych z nawrotowymi 
złośliwymi głejakami mózgu.

Schiffer i wsp. [47] stosując technikę ISEL (in situ end labelling o f  DNA) stwier
dzili cechy apoptozy w rozproszonych w obrębie rdzeniaków tzw. limfocytopodob- 
nych jądrach. Te silnie zasadochłonne i piknotyczne jądra uznawane były zazwyczaj 
za wyraz martwicy lub zatrzymania komórki w końcowym stadium patologicznej 
mitozy. Autorzy sugerują, że apoptoza w rdzeniakach płodowych odzwierciedla 
zachowaną zdolność do PCD charakterystyczną dla tkanki embrionalnej.

M ahalik i wsp. [26] badając przeszczepy płodowej substancji czarnej u szczurów 
stwierdzili w nich morfologiczne, biochemiczne i molekularne cechy apoptozy, z 
maksimum zmian wyrażonym ok. 14 dnia po transplantacji, a więc w okresie najin
tensywniejszego wzrostu aksonów i synaptogenezy. Fakt ten może odzwierciedlać
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elim inację komórek przeszczepu niezdolnych do połączenia się z komórkami gospo
darza.

W  rozwoju układu nerwowego kręgowców przeżycie neuronu wymaga dostarcze
nia mu czynników troficznych, takich jak  NGF czy czynnik troficzny pochodzenia 
m ózgowego (BDNF) [40]. W ostatnich latach zwraca się uwagę na czynniki troficzne 
wpływające na apoptozę wytwarzane oprócz neuronów również przez glej oraz na 
białka substancji międzykomórkowej [20]. Z coraz większej grupy czynników neuro- 
troficznych najlepiej poznanym jest NGF. Egzogennie podany NGF zmniejsza obu
mieranie komórek w czasie rozwoju układu nerwowego [27]. Mechanizm, dzięki 
którem u NGF pozwala na przetrwanie zależnych od niego neuronów, nie jest jeszcze 
poznany. W  grę mogą wchodzić tutaj dwie możliwości:

1) neurony wymagają substancji troficznych dla podtrzymania aktywności meta
bolicznej,

2) trofiny powstrzymują apoptozę [27].
M artin i wsp. [27] wykazali, że podanie do hodowli neuronów układu współczul- 

nego pozbawionych NGF inhibitorów syntezy białek i RNA (cykloheksimid i akty- 
nom ycyna D) zapobiegało śmierci tych neuronów. Wynik ten pośrednio świadczy o 
tym, że czynniki troficzne hamują samobójczą aktywność komórek wymagającą, jak 
wiadomo, syntezy RNA i białek. Badacze ci sformułowali hipotezę, w myśl której 
NGF powoduje represję kaskady syntezy nowych białek z nowego mRNA, odpowie
dzialnych za śmierć komórki. Stwierdzenie zjawiska apoptozy neuronów u dorosłych 
połączone z obserwacją, że NGF ma działanie neurotroficzne również w obrębie 
OUN, stwarza teoretyczne przesłanki do prób leczenia neurologicznych chorób zwy
rodnieniowych przy pomocy substancji troficznych.

Terapia choroby Alzheimera, Parkinsona, czy stwardnienia zanikowego bocznego 
wym agałaby stosowania swoistych dla danych neuronów czynników troficznych, 
które do tej pory nie zostały wyizolowane, po drugie, dla uzyskania klinicznego efektu 
konieczne byłoby przewlekłe i ściśle wybiórcze, miejscowe podawanie tych leków 
[51]. N a udział apoptozy w degeneracji neuronów w chorobie Alzheimera wskazują 
badania Loo [24]. Udowodnił on, że syntetyczny beta-amyloid uważany za istotny 
czynnik sprawczy tej choroby, w warunkach doświadczalnych wywołuje w neuronach 
zmiany morfologiczne typowe dla apoptozy. Hipotezy dotyczące potencjalnej roli 
apoptozy w chorobach neurodegeneracyjnych nie są dostatecznie potwierdzone w 
badaniach in vivo, a rozbieżne wyniki podawane przez różnych autorów mogą 
wynikać ze stosowania różnych metod badawczych i ich interpretacji. I tak np. 
Yoshiyam a i wsp. [61] donieśli o pozytywnej reakcji immunohistochemicznej na 
antygen Le(Y) w neuronach rdzenia kręgowego u chorych z SLA, podczas gdy 
M igheli i wsp. [31] stosując technikę ISEL nie stwierdzili obecności fragmentacji 
DNA w żadnej z badanych chorób zwyrodnieniowych OUN. Autorzy [31] przypusz
czają, że za śmierć neuronów w tych jednostkach mogą być odpowiedzialne alterna
tywne, nie-apoptotyczne odmiany programowanej śmierci komórek, np. autofagowa 
bądź cytoplazmatyczna PCD. Odrębność mechanizmu i obrazu morfologicznego 
zjawiska PCD w neuronach podkreślają też Maślińska i M uzylak [28], sugerując
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nawet, że neurony nie ulegają apoptozie, lecz programowana śmierć zachodzi w nich 
w wyniku innych, niepoznanych jeszcze mechanizmów molekularnych.

M ożna się spodziewać, że na problem patogenezy chorób zwyrodnieniowych OUN 
nowe światło rzucą postępy genetyki molekularnej. Przykładem na to mogą być 
badania genetyczne w rdzeniowym zaniku mięśni (SMA). Jedna z teorii tej choroby 
zakłada jako czynnik sprawczy zaburzenie procesu fizjologicznej inhibicji apoptozy 
neuronów ruchowych {persistence o f apoptosis) na pewnym etapie embriogenezy 
układu nerwowego [43]. Stwierdzono, że niedawno odkryty gen białka hamującego 
neuronalną apoptozę (NAIP) zlokalizowany w regionie SMA na chromosomie 5q 13.1 
w przypadku SMA jest aż w 67% zmutowany (delecja dwóch pierwszych kodujących 
egzonów), w porównaniu z 2% w chromosomach ludzi zdrowych [43].

Coraz więcej uwagi poświęca się udziałowi apoptozy w ischemicznym uszkodze
niu mózgu. Badania doświadczalne Crumrina i wsp. [9] przeprowadzone na myszach 
linii c57 wykazały, że osłabienie ekspresji genu p53  ma działanie neuroprotekcyjne 
w ogniskowym niedokrwieniu. Wśród tzw. dzikiego typu tych myszy obserwowano 
znacznie większe uszkodzenie po niedokrwieniu niż u myszy transgenicznych pozba
wionych tego genu. Linnik i wsp. [23] przeprowadzali u szczurów dokomorowy wlew 
cykloheksimidu (inhibitora syntezy białek), a następnie poddawali je  ogniskowemu 
niedokrwieniu mózgu stwierdzając przy tym 70% redukcję syntezy protein a wraz z 
nią znamienne ograniczenie strefy zawału. Oczyszczone DNA z obszaru ischemicz- 
nego wykazywało przy elektoforetycznym frakcjonowaniu cechy endonukleolity- 
cznej degradacji, co może pośrednio świadczyć o udziale PCD w ischemicznej śmierci 
komórek. Powyższe obserwacje poparte są także wynikami pracy Roberts-Lewis i 
wsp. [42], którzy wykazali ochronny wpływ kwasu aurintrójkarboksylowego (ATA) 
na neurony hipokampa poddane ischemii bądź mikroinjekcji NMDA. ATA jest 
polimerycznym barwnikiem hamującym aktywność wapniowozależnej endonukle- 
azy. Wśród mechanizmów molekularnych mogących uczestniczyć w wyzwalaniu 
apoptozy w niedokrwieniu mózgu wymienia się aktywację układu Fas/FasL. M atsuy
ama i wsp. [29] stosując Northern biot stwierdzili wzrost ekspresji Fas mRNA w 
mózgu myszy po przejściowej globalnej ischemii.

Ze względów praktycznych największe z wymienionych aspektów apoptozy zna
czenie ma jej związek z procesem nowotworzenia. Jeśli założymy, że jednym  z 
możliwych mechanizmów onkogenezy jest nabycie oporności na apoptozę [49], to 
działania terapeutyczne ukierunkowane na reindukcję PCD mogą okazać się skutecz
ną bronią w walce z niektórymi nowotworami, na marginesie metody lecznicze, takie 
jak  chemioterapia czy radioterapia, uznane są za induktory apoptozy [28,32]. Uważa 
się, że znajomość tzw. indeksu apoptotycznego (Al) w nowotworach może mieć 
wartość prognostyczną, a w trakcie leczenia pozwoli na lepszą ocenę jego skuteczno
ści [31]. Warto dodać, że apoptoza może być także zjawiskiem niekorzystnym 
jatrogennego pochodzenia. Dowodem na to mogą być badania Vrdoljaka [56], który 
wykazał, że po doświadczalnym napromieniowaniu hodowli dojrzałych oligodendro- 
cytów dochodzi w nich do apoptozy, co klinicznie może odpowiadać popromiennej 
demielinizacji.
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Potencjalnie reindukcję apoptozy w komórkach nowotworowych można uzyskać 
przy pomocy wirusów onkolitycznych (uzyskanych metodami inżynierii genetycz
nej), deaktywację lub neutralizację białka bcl-2, reintrodukcję utraconej informacji z 
antyonkogenów (np. p53 ) do komórek za pomocą wektorów czy poprzez aktywację 
enzymów swoistych dla apoptozy [4,49]. Pewne nadzieje można także łączyć z 
perspektywą syntezy chemioterapeutyków o mechanizmie działania skupionym na 
aktywacji apoptozy [49]. Rozważając możliwości manipulacji zjawiskiem apoptozy 
w chorobach nowotoworowych warto nadmienić, że indukowanie jej jest prawdopo
dobnie spontanicznym, choć nie zawsze skutecznym sposobem walki organizmu z 
komórkami guza. Sarraf [45] badając u gryzoni kinetykę mięsaków zauważył, że ze 
wzrostem masy guza stopniowo rosła w nim ilość komórek apoptotycznych, jednak 
po osiągnięciu pewnej masy krytycznej ilość ta gwałtownie spadała i utrzymywała się 
dalej na stałym poziomie. M oże to odzwierciedlać dążenie do autoregulacji wielkości 
guza, która ostatecznie zawodzi. W badaniu tym wykazano, że apoptoza odpowiadała 
za 7% całkowitej utraty komórek w mięsaku.

Nowsze badania wskazują na możliwość odwrotnego zjawiska tzn. nadmiernej 
indukcji PCD w patogenezie niektórych chorób, jak np. AIDS. W edług Ameisena [2] 
większość immunologicznych i pozaimmunologicznych defektów w AIDS, włączając 
w to demencję i zanik mózgu może być odniesiona do indukcji procesu samobójczego 
limfocytów CD4 T oraz neuronów, spowodowanych pośrednią interferencją wirusa 
HIV z sygnalizacją śród- i międzykomórkową. Zjawiskiem indukującym apoptozę 
limfocytów w AIDS jest prawdopodobnie wiązanie się glikoproteiny gp 120 wirusa 
HIV-1 z antygenem CD4 [4,33]. Badania Mullera i wsp. [33] wykazały, że meman- 
tyna, antagonista receptora NMDA, zapobiega apoptozie w hodowli neuronów szczu
rzych zachodzącej po 12-godzinnej inkubacji z białkiem gpl20. Działanie to można 
wytłumaczyć hamowaniem przez ten lek NMDA-zależnego napływu jonów wapnia 
do neuronów, który ma fundamentalne znaczenie dla aktywacji enzymów biorących 
udział w apoptozie. M yśląc o sztucznym blokowaniu patologicznej apoptozy w 
przypadku AIDS należy się liczyć z negatywnymi tego następstwami, m.in. przeła
maniem autotolerancji, dysregulacją odpowiedzi immunologicznej czy wreszcie in
dukowaniem wzrostu nowotworów [2].

Z powyższych faktów wynika, że poznanie mechanizmów zawiadujących PCD 
może stworzyć nowe możliwości leczenia chorób, których istota łączy się z szeroko 
pojętymi zaburzeniami cyklu komórkowego. Przy planowaniu ingerencji w te procesy 
konieczna będzie ogromna rozwaga i dalekowzroczność, albowiem dotyczy ona 
układu, rozregulowanie którego może przynieść nieobliczalne następstwa.
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KOMUNIKATY

VI Ogólnopolska Konferencja Biologii Komórki
po raz kolejny odbędzie się w dniach 12-14 września 1996 r. w Lublinie.

Program naukowy Konferencji stwarza możliwość prezentacji najnowszych osiąg
nięć teoretycznych i doświadczalnych z zakresu biologii komórki w ramach 10 niżej 
wymienionych sekcji tematycznych:

V B lony biologiczne
>  Patologia komórki
>• Starzenie się i śmierć komórek 
>- Biologia rozwoju
>- Ruch i cytoszkielet- Komunikacja międzykomórkowa 
>• Komórka a środowisko 
>- W spółczesne metody w biologii komórki 
>- M orfologiczna analiza ilościowa
>  Varia.

Przewiduje się 40-minutowe wykłady (po 3 w każdej sekcji) oraz prezentacje prac 
w formie plakatów -  w ramach poszczególnych sekcji.

Zgłoszenie chęci uczestnictwa w Konferencji powinno nastąpić przed 31 stycznia 
1996 roku (z podaniem tytułu zgłaszanej pracy, trzech słów kluczowych oraz sugestią 
sekcji tematycznej).

Obrady Konferencji będą prowadzone w języku polskim.

W szelkich informacji związanych z Konferencją udziela

dr hab. K. Trębacz 
Zakład Biofizyki Instytutu Biologii UMCS 

20-033 Lublin, ul. Akademicka 19 
Fax: (81)375102, tel. 375080 

E-mail: TRĘBACZ BIOTOP. UMCS. LUBLIN. PL
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Komunikat Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej
Zarząd Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczną 

nagrodę naukową, w tym również w roku 1995 i 1996, za wyróżniającą się oryginalną 
pracę z zakresu biologii komórki, indywidualną lub zespołową, wykonaną wyłącznie 
w krajowej placówce naukowej, opublikowaną w ostatnich dwóch latach w czasopi
śmie figurującym w Current Content.

W ysokość nagrody w 1995 i 1996 r. wyniesie 60 NZŁ
Zgłoszenia wraz z dwoma odbitkami należy kierować do dnia 15 listopada 

każdego roku pod adresem Fundacji. Regulamin nagrody poniżej.

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

Regulamin
dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej

jj, 1. Raz w roku przyznawana będzie jedna nagroda za wyróżniającą się, 
oryginalną pracę z zakresu biologii komórki, indywidualną lub zespołową, 
wykonaną wyłącznie w krajowej placówce naukowe.

jj. 2. Praca musi być wydrukowana w czasopiśmie naukowym referowanym 
w Current Content.

^  3. Praca powinna być opublikowana nie wcześniej niż w ostatnich dwóch
latach poprzedzających nadanie nagrody.

^ 4. Preferowane będą prace młodych autorow.
^  5. W ysokość nagrody w danym roku kalendarzowym ustala Zarząd Funda

cji-
jj. 6. Zgłaszać pracę do nagrody może każdy.
^ 7. Pracę należy zgłaszać do Zarządu Fundacji ul. M arymoncka 99,

01-813 W arszawa, pokój 314 do 15 października każdego roku.
jj. 8. Ocenę kwalifikującą prace do nagrody przeprowadza Komisja Nagród 

powołana przez Zarząd Fundacji zasięgając w razie potrzeby opinii specjali
stów.

^ 9. Decyzja Komisji ogłaszana będzie w "Postępach Biologii Komórki".
^  10. Nagroda wręczana będzie w czasie jednej z konferencji naukowych z

zakresu biologii komórki.

http://rcin.org.pl



W. Mejbaum-Katzenellebogen’s Seminars in Molecular Biology

3. LIPO SO M E S IN  B IO L O G Y  AN D  M E D IC IN E
Czerwiec 3-5 1996, Wroclaw-Jarnołtówek, Poland

Celem seminarium jest przedstawienie osiągnięć oraz wymiana doświadczeń w 
dziedzinie konstrukcji liposomów.jak i ich zastosowań praktycznych jako nośników leków, a także 
modeli błon biologicznych.

W  czasie konferencji poruszane będą m.in. następujące zagadnienia:
• liposomy, techniki preparacji i zamykania leków,
• stabilność liposomów i jej regulowanie,
• liposomy w badaniach błon biologicznych,
• technologia liposomowa, od stołu laboratoryjnego do klinik,
• inne systemy przenoszenia leków.
Wykładowcy:

T. M. Allen (University of Alberta): Antibody-targeted liposomes in the treatment of cancer 
Y. Barenholz (The Hebrew University) tytuł 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 für Biophysikalische Chemie): Novel synthetic phospholipids and 

phospholipid analogs as liosomal carriers and potent drugs in the treatmnt of cancer and of 
parasitic infections.

I. 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): tytuł 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 zgłoszenia faxem na adres Komitetu Organizacyjnego. Drugi i 
finalny komunikat zostanie przesłany tylko zarejestrowanym uczestnikom.

LIPOSOMES IN BIOLOGY AND MEDICINE 
Zakład Biochemii Genetycznej Instytutu Biochemii Uniwersytet Wrocławski 

Przybyszewskiego 63/77,51-148 Wrocław 
tel/tax +71 252930 e-mail:zubik @ angband.microb.uni.wroc.pl
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IN F O R M A C JE  D L A  A U T O R Ó W

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe z zakresu najnowszych osiągnięć biologii 
komórki, nie publikowane dotąd w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadają za ścisłość podawanych informacji. 
O bowiązuje term inologia zgodna z polskim  m ianownictwem  biochem icznym , histologicznym , anatomicznym i 
em briologicznym . Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOMÓRKI nie mogą być bez zgody redakcji 
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autorów o nadsyłanie prac bezpośrednio do Redaktorów odpowiedniej 
specj alności, a do Redakcj i w W arszawie tylkote artykuły, które nie Odpowiadają żadnej z wym ienionych specjalności.

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają:
1) artykuły przeglądowe nie przekraczające 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 (licząc od 

daty wysłania do redakcji);
3) listy do redakcji ( do 1 strony maszynopisu).
Tekst pracy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach na adres redakcji w W arszawie bądź jednego  

z Redaktorów (adresy na 2 str. okładki). M aszynopis powinien być pisany jednostronnie na papierze formatu A 4 z 
podwójną interlinią i marginesem 4 cm po lewej stronie. Strony powinny być kolejno numerowane. Nadesłanie tekstu 
pracy, poprawionego po recenzjach, na dyskietce przyspieszy publikację,

Pierwsza strona nie numerowana przeznaczona jest dla redakcji i powinna zawierać: im iona i nazwiska autorów  
oraz ich tytuły naukowe, adresy w pracy i dom owy wraz z telefonem , tytuł pracy w języku polskim  i angielskim  oraz 
liczbę stron maszynopisu, liczbę tabel i rysunków. Na pierwszej (numerowanej) stronie należy podać kolejno tytuł 
pracy w języku polskim  i angielskim , imiona (w  pełnym  brzmieniu) i nazwiska autorów, nazwę zakładu naukowego, 
nazwisko i adres autora prowadzącego korespondencję, informację o dofinansowaniu pracy oraz skrót tytułu (do 40  
znaków). Następna strona powinna zawierać w języku polskim  i angielskim  streszczenie (do 150 słów ) oraz słow a  
kluczow e -  3 do 10 słów  zgodnych z terminami w  M edical Subject Headings (Index M edicus), o ile są tam zawarte. 
W  tytule i streszczeniu m ożna stosować Jedyn ie  pow szechnie przyjęte skróty, np. DN A . Tekst artykułu należy  
rozpocząć od nowej strony. W  tekście nie zam ieszczać tabel, schem atów lub rysunków, a jedynie zaznaczyć ołów kiem  
na marginesie ich lokalizację (np. tab. 1, rys. 1 itp.). D la przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane i 
numerowane rozdziały oraz podrozdziały. Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism  
podawać należy w edług Index M edicus (listy czasopism  publikowane są corocznie w numerze styczniowym ). 
Pow ołanie w  tekście następuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w  nawiasie kwadratowym  
( np. [5]). Spis literatury należy zestawić alfabetycznie według następującego wzoru:

[1] HNILICA LS, M cLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, 
Schwartz E [red. jH istone and Nucleohistönes. London, N ew  York: Philips, Plenum Press 1977: 60 -64 .

[2] SACHSENM AJER W, REM Y V, PLATTNER R. Initiation o f  synchronous mitosis in Physarium  po ly -  
cephalum. Exptl C ell Res 1980; 2: 4 1 -4 8 .

Tabele, opisy schem atów i rysunków powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki muszą 
być wykonane w  postaci nadającej się  do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane na 
błyszczącym  papierze. W ymiary poszczególnych rysunków, schem atów i fotografii nie m ogą przekraczać 125 x 180 
mm lub ich połow y. Jeżeli załączniki są zapożyczone z innych źródeł, należy podać, skąd zostały zaczerpnięte i 
dołączyć zgodę autora i wydawnictwa na reprodukcję, jeżeli materiały te zam ieszcza się w niezm ienionej formie. 
W szystkie załączniki muszą być opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem  góry i dołu  
ilustracji. Stosow ane jednostki miar muszą być zgodne z układem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. Autor zobowiązany jest do 
wykonania korekty autorskiej i zwrócenia jej w  ciągu 3 dni. Koszty, spowodowane w iększym i zmianami tekstu 
wprowadzanym i w korekcie poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują bezpłatnie 1 
egz. zeszytu PBK z opublikowaną pracą, a ponadto m ogą zam ówić odbitki odpłatnie.

Redakcja prosi o propozycję do 5 osób (nazwisko, imię, adres, fax), które byłyby odpowiednim i recenzentami 
maszynopisu, nie powinny jednak być pracownikami instytucji, w której pracuje autor, ani jego współpracownikami. 
Redakcja prosi także głów nego Autora o dołączenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na następujące pytania: 
Dołączono 2 kopie maszynopisu, Treść pracy nie była uprzednio publikowana i nie została
tabel i rycin. tak nie wysłana do innej redakcji. tak nie
Wszyscy Autorzy znają i akceptują pracę, tak nie Dołączono kopię pracy na dyskietce z podaniem nazwy
Jest zgoda osób, których informacje niepubli- pliku i użytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie
kowane są zamieszczone w tekście artykułu tak nie Odpowiadam za całość pracy opisanej w zał. maszyn, tak nie
Wyrażam zgodę na to, że artykuł po przyjęciu do druku w "Postępach Biologii Komórki" przechodzi na własność reda
kcji i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis

http://rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 23, NR 2, 1996 (145-316)

TRESC

W  tym zeszycie ^
W spom nienie pośm iertne o prof. K. Stojałowskim 147
B ANDOROW ICZ-PIKUŁA J.: Rola aneksyn, białek wiążących Ca + i fosfolipidy

w kom órce -  o fuzji błon biologicznych do przekazywania inform acji 151
HAUS O.: Cytogenetyka przewlekłej białaczki szpikowej. I. Przewlekła białaczka

szpikow a Ph-dodatnia [Ph(+) CML] 169
HAUS O.: Cytogenetyka przewlekłej białaczki szpikowej. II. Cytogenetyczne podtypy 

przewlekłej białaczki szpikowej (CML); Ph-ujem na CM L, m ozaikowatość Ph, 
warianty translokacyjne Ph 1 ^3

KOW ALCZYK D.: Analiza różnorodności receptorów limfocytów T wiążących
antygen w guzach litych 1 ^

SZCZYGIEŁ M., KURPISZ M.: Struktura plem nikowego DNA ssaków 211
ŻA K  I.: Receptory adhezyjne 421
HINEK A., HINEK A.: Funkcje biologiczne receptora elastynowego 243
CZEKAJ P.: Interakcje receptorów hormonu tarczycy i pochodnych witamin A i D

z DNA , 261
K RAJEW SKA W. M „ M ŁYNARSKI W., W ÓJCIK M.: Genetyczne podstawy

transform acji nowotworowej je lita grubego 279
SŁOW IŃSKI J„ HARABIN-SŁOW IŃSKA M., KAŁUŻA J.: Zjawisko apoptozy

w ukłazie nerwowym 299
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Komunikaty

W arunki p ren u m era ty  kw arta ln ika  
P O S T Ę PY  B IO L O G II K O M Ó R K I

Prenumerata na rok 1996
Redakcja przyjmuje opłatę prenumeraty za rok 1996 na. konto:

FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII M OLEKULARNEJ, ul. Mary- 
moncka 99, 01-813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A., IV O/W arszawa 
501132-40006576-2701-3-1110.
Cena prenumeraty rocznika (4 zeszyty + ew. 2 suplementy) na rok 1996: 

dla instytucji (bibliotek) wynosi 40 zł, 
a dla odbiorców indywidualnych 16 zł.

Subscription orders fo r POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI for 1996 should be 
placed at local press distributors or directly at Editorial Board o f POSTĘPY BIOLO
GII KOMÓRKI, Marymoncka str. 99, 01-813 Warszaw a/Poland, account No: 

FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII M OLEKULARNEJ, ul. M ary
moncka 99, 01 813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A., IV O/W arszawa 
501132-40006576-2701-3-1110.
Price per year 20 US dollars.

Indeks 369705
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