PL ISSN 0324-833X

POLSKIE
TOWARZYSTWO
ANATOMICZNE

POLSKIE
TOWARZYSTWO
BIOLOGII
KOMORKI

TOM 23 NR-3'96
(317- 502)



POSTEPY BIOLOGI KOMORKI TOM 23, NR 3, 1996 (317-502)
Kwartalnik Polskiego Towarzystwa Anatomicznego, Polskiego Towarzystwa Biologu Komorki, Polskiej Sieci

UNESCO oraz Fundacji Biologii Komérki i Biologii Molekularnej wydawany z pomocg finansowg Komitetu
Badan Naukowych.

Szczepan BILINSKI (biologia rozwoju, embriologia, cytoszkielet, potaczenia miedzykomérkowe - Instytut

Zoolo?<|| UJ, 30-060 Krakow, ul. Ingardena 6), A
lerzy AWIAK (|mmunolog|a cytometria, hematologla biologia nowotworow -Zaktad Cytologu Kllnlczne]
CMKP, 01-813 Warszawa, ul. Marymoncka 99), A ]

Maciej KAWALEC (biologia, immunologia i immunoterapia nowotwordw - Zaktad. Cytologu Klinicznej
CMKP, 01-813 Warszawa, ul. Marymoncka 99),
Wincenty KILARSKI (miesnie, skurcz miesniowy, ruchy komoérek -Instytut Zoologii UJ, 30-060 Krakow, ul.

Jan MICHEJDA (szlaki informacyjne, btony komérek, energetyka komorki - Zaktad Bioenergetyki UAM,
61-701 Poznan, ul. Fredry 10), A

Maria OLSZEWSKA (komorki roslinne, informacja genetyczna w komérkach roslinnych i zwierzecych -
Zaktad Cytologii i Cytochemii Roslin Instytutu Fizjologii i Cytologii Uk, 90-237 £6dz, ul. Banacha 12/16),
Maciej ZABEL (histologia ogdlna, endokrynologia, histochemia (immunocytochemia, hybrydocytochemia),
ultrastruktura komorek - Zaktad Histologii AM, 50-368 Wroctaw, ul. Chatubinskiego 6a)

Zofia OSUCHOWSKA - przewodniczaca, Mieczystaw CHORAZY, Leszek CIECIURA, Antoni HORST,
Aleksander KOJ, Wiodzimierz KOROHODA, Leszek KUZNICKI,

Olgierd NARKIEWICZ, Aleksandra PRZELECKA, Aleksandra STOJALOWSKA,

Lech WOJTCZAK

Adres Redakcji: Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa, tel. 340 344, fax 340470.

© Fundacja Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

Wszystkie prawa zastrzezone. Zabrania sie kopiowania czesci lub catosci bez uprzedniego pisemnego zezwo-
lenia Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularne;j.

Ark. wyd. 14,0Ark.druk. 11,75 Oddano do sktadu w maju 1996r. Podpisano do drukuw lipcu 1996r. Druk ukornczono
w sierpniu 1996 r.




W tym zeszycie « Postepéw Biologii Komorki

Niedawno odkryto hemopoetyczny czynnik wzrostowy trombopoetyne (opis na
s. 319), ktérej istnienie podejrzewano od dawna. Czynnik ten moze mie¢ wazne
znaczenie kliniczne, poniewaz dorazne uzupetnianie niedoboréw krwinek
plytkowych przez przetaczanie tzw. masy ptytkowej wigze sie z mozliwoscig
alloimmunizacji, jak i narazeniem chorego na zakazenie patogenami przeno-
szonymi przez preparaty krwi. Odkrycie to wigze sie réwniez z lepszym
zrozumieniem mechanizmoéw regulujacych megakariopoeze i odkryciem pro-
toonkogenu c-mpl kodujgcego receptor trombopoetyny.

Cystatyny sg endogennymi inhibitorami peptydaz cysteinowych, takich jak:
papaina, katepsyny B, H i L. W artykule na stronie 385 usystematyzowano
informacje natemat wtasciwosci fizykochemicznych, struktury pierwszorzedo-
wej, wkasciwosci inhibitorowych i roli fizjologicznej mato poznanych cystatyn
pochodzenia roslinnego.

Strukture i funkcje systeminy, peptydu o charakterze hormonu roslinnego
omoéwiono na stronie 477. Peptyd ten w wyniku ataku owadéw, patogenow czy
uszkodzenia rosliny jest syntetyzowany i uwalniany uodparniajgc rosline.

Niedawno opublikowane artykuly natemat apoptozy ukazaly sie w "Postepach
Biologii Komérki* w 1995 i 1996 r. (22:247 i 23:299). W nawigzaniu do
wczesniejszych wiasnych artykutdw w "Postepach" (18:169, 1991; 21:303,
1994) prof. dr D. Rozynkowa omawia modele doswiadczalnej indukcji apopto-
zy komorek (s. 421). Czynniki regulacyjne apoptozy sg oméwione na stronie
445.

Elektroforeza pojedynczych komérek znana réwniez pod angielskg nazwa
comet assayjest szybka i czulg technika ilosciowej analizy uszkodzernn DNA w
pojedynczych komérkach. Mozliwos¢ wykorzystania metody do réznych celow
czynig te metode uzytecznym narzedziem w badaniach komorkowych proce-
sOéw naprawczych genotoksycznosci i innych. Informacje o metodzie znajdzie
Czytelnik na stronie 339. Omoéwienie zastosowania technik cytogenetycznych
do monitorowania narazenia na czynniki mutagenne jest opisana na stronie
373.

Biatka wigzace GTP byly w zesziym roku omawiane w zwigzku z nagroda
Nobla 1994 dla Alfreda Gilmana i Martina Rodbella (22:103,1995) oraz wczes-
niej w tomie 21:479, 1994. W tym zeszycie znajdziemy na stronie 399 dalsze
informacje z tego zakresu.

Warto zajrze¢ na strone 457, gdzie opisano podstawy oraz zastosowania
cytometrii obrazowej.
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TROMBOPOETYNA - ODKRYCIE, WELASCIWOSCI
| POTENCJALNE ZASTOSOWANIE KLINICZNE

THROMBOPOIETIN - CLONING, BIOLOGY AND POTENTIAL
THERAPEUTIC APPLICATION

Wojciech MARLICZ

Zaktad Patologii Komorki PAM w Szczecinie*

Streszczenie: W pracy przedstawiono obecny stan wiedzy dotyczacy nowoodkrytego hemopoetycznego
czynnika wzrostowego - trombopoetyny oraz jego swoistego receptora (c-mpl). Oméwiono zaréwno
aspekty zwigzane z odkryciem i sklonowaniem genéw kodujacych powyzszy receptor i ligand, jak i
przedstawiono budowe molekularng obydwu protein. Opisano réwniez biologiczng funkcje osi trombo-
poetyna - c-mpl receptor w proliferacji komérek hemopoetycznych. Uwzgledniono takze, role, jaka
petnig powyzsze biatka w patologii oraz pokrotce przedstawiono perspektywy potencjalnego wykorzy-
stania rekombinowanej trombopoetyny w klinice.

Stowa kluczowe: hematopoeza, megakariopoeza, trombopoetyna.

Summary: In this paper a novel member of the hematopoietin receptor family - c-mpl receptor and its
cognate ligand - thrombopoietin are described. The aspects concerning isolation and cloning of genes
encoding this ligand - receptor pair, molecular structure of its proteins and role of c-mpl - TPO axis in
the regulation of the proliferation of hematopoietic cells as well as role in human pathology are reviewed.
The potential therapeutic use of TPO is diccussed.

Key words: haematopoiesis, megacaryocytopoiesis, thrombopoietin.

Wykaz skrotéw stosowanych w pracy: Arg - arginina; BaF3 - mysia limfocytama linia komérkowa
ktorej wzrost zalezny jest od obecnosci IL-3 w $rodowisku hodowlanym; BFU-E (ang. Burst Forming
Units of Erythrocytes) - wczesna komorka uktadu czerwonokrwinkowego, tworzaca in vitro 14 dnia
hodowli duze kolonie erytroidalne; BHK (ang. Baby Hamster Kidney Cells) —linia komérkowa pocho-
dzgca z nerki ptodowej chomika; cDNA - DNA komplementarny do mRNA, uzyskiwany w wyniku
przepisania czasteczek mRNA na komplementarne czasteczki DNA; CD33 - antygen wystepujacy na

*QObecnie Pracownia Hematologii Molekularnej Zaktadu Patologii Uniwersytetu Pennsylwania,
Filadelfia, USA, Kierownik Zaktadu: prof. med. Alan M. Gewirtz.



320 W. MARLICZ

powierzchni wczesnych komorek hemopoetycznych; CD34 - antygen wystepujgcy na powierzchni
wczesnych komérek hemopoetycznych; CD 41a - glikoproteina Gpllb wystepujgca na powierzchni
komoérek uktadu megakariopoetycznego; CD 61 - glikoproteina Gpllla wystepujaca na powierzchni
komérek uktadu megakariopoetycznego;CFU-GM (ang. Colony Forming Units of Granulocytes and
Macrophages) - wczesna komoérka uktadu granulocytowo-makrofagowego tworzaca in vitro 11 dnia
hodowli kolonie granulocytowo-makrofagowe; CFU-Meg (ang. Colony Forming Units ofMegacaryo-
cytes) - wczesna komoérka uktadu megakariocytowego tworzaca in vitro 11 dnia hodowli kolonie
megakariocytowe; CFU - Mix (ang. Colony Forming Units ofMixed Lineages) - jedna z najwcze$niej-
szych komérek uktadu krwiotwdérczego tworzaca 15 dnia hodowli in vitro kolonie sktadajace sie z
krwinek czerwonych, granulocytéw, makrofagéw i megakariocytow; c-mpl - protoonkogen komérko-
wy kodujacy receptor dla trombopoetyny; DAMI (ang. human megakaryoblastic cell line) - ludzka
komérkowa linia megakarioblastyczna; ets - rodzina biatek o charakterze czynnikéw transkrypcyjnych;
GATA-czynnik transkrypcyjny; GM-CSF (ang. Granulocyto-Monocyto Colony Stimulating Factor)
— czynnik wzrostowy stymulujacy wzrost kolonii granulocytowo-makrofagowych; HEL (ang. Human
Erythroleukemia Cell Line) - linia komdrek erytrolekemicznych; HMC-1 (ang. human mast cell line)
- ludzka linia komérek monocytowych; IL-3 - interleukina-3; IL-6 - interleukina-6; IL-11 -
interleukina-11; RT-PCR (ang. Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction) - czula technika
badania ekspresji mMRNA w komoérce polegajaca na przepisaniu odpowiedniej sekwencji mRNA za
pomocag enzymu odwrotnej transkryptazy na komplementarny odcinek cDNA, ktéry nastepnie jest
amplifikowany za pomoca termocyklicznej reakcji PCR; INF - interferon; JAK (ang. Janus Kinase) -
rodzina wewnatrzcytoplazmatycznych biatek o aktywnosci kinazy tyrozynowej, do ktdrej naleza Jaki,
Jak2, Jak3 i Tyk2; KL (ang. Kit Ligand) - ligand receptora c-KIT; KU 812 (ang. Human Chronic
Myelogenous Leukemia Cell Line) - ludzka linia komérkowa pochodzaca od pacjentéw z przewlekty
biataczka szpikowa; K513 MO7E (ang. factor-dependent pluripotent cell line) - czynniko-zalezna
wielopotencjalna linia komérkowa; LIF (ang. Leukemia Inhibitory Factor) - czynnik hamujacy wzrost
komorek niektorych linii biataczkowych; Meg-CSF (ang. Colony Stimulating Factor of Megacaryocy-
tes) - megakariocytopoetyna - hipotetyczny czynnik stymulujacy wzrost klonalny megakariocytéw,
synonim trombopoetyny; MPLV (ang. Myeloproliferative Leukemia Virus) - wirus indukujacy zespoty
mieloproliferacyjne i biataczki u myszy; PIXY 321 - biatko taczone (ang.fusion protein) zbudowane
z polgczonych ze sobg czagsteczek; she - wewnatrzcytoplazmatyczne biatko o aktywnosci kinazy
tyrozynowej; STAT (ang. Signal Transducer and Activator of Transcription) - rodzina biatek regulu-
jacych proces transkrypcji, aktywowanych przez JAK kinazy; TF-1 (ang. factor-dependentpluripotent
cellline) czynniko-zalezna wielopotencjalna linia komérkowa; THP-1U937 (ang. Human Monocytic
Leukemia Cell Line) - ludzkie linie monocytowych komoérek leukemicznych; TPO - trombopoetyna;
TYK-2 - biatko o aktywnosci kinazy tyrozynowej nalezace do rodziny wewnatrzcytoplazmatycznych
biatek JAK.; U 937 (ang. Human Monocytic Leukemia Cell Line) - ludzkie linie monocytowych komérek
leukemicznych; UT-7 (ang.factor-dependent pluripotent cell line) czynniko-zalezna wielopotencjalna
linia komérkowa; v-mpl - onkogen wirusowy kodujacy receptor mpl, onkogen ten wchodzi w skfad
genomu wirusa MPLV; WSXWS boxes - motywy tryptofano-serynowe zawarte w zewngatrzbtonowej
czesdci receptora charakterystyczne dla receptoréw z tzw. rodziny receptoréw dla hemopoetycznych
czynnikéw wzrostowych;

WSTEP

Matoptytkowos¢ stanowi jeden z powazniejszych probleméw klinicznych. Niedo-
bér ptytek krwi niesie bowiem ze sobg ryzyko wystgpienia powiktan krwotocznych
bezposrednio zagrazajacych zyciu pacjenta. Poniewaz dorazne uzupetnianie niedobo-
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réw krwinek ptytkowych poprzez przetoczanie tzw. masy ptytkowej wigze sie zaréw-
no z ryzykiem alloimunizacji, jak i naraza pacjenta na zakazenie patogenami, przeno-
szonymi przez preparaty krwi - od dawna poszukiwano innych skutecznych sposobdw
leczenia powyzszego schorzenia [54].

Od kilku lat prébuje sie m.in. zastosowac w leczeniu matoptytkowosci amegakario-
cytowej rozne hemopoetyczne czynniki wzrostowe og6lnie stymulujace uktad krwio-
twaérczy w tym réwniez linie megakariopetyczng [50,51,54]. Zgodnie z powyzszym
podjeto proby stymulowania ludzkiej megakariopoezy in vivo za pomoca: IL3, IL6,
IL11, SCF oraz tzw. biatka fagczonego (ang. fusion protein) PIXY 321 - bedacego
rekombinowanym dimerem: IL-3 + GM-CSF [67]. Czynniki te stymulujac wczesne
komorki uktadu krwiotworczego prowadzg m.in. do zwiekszenia liczby megakario-
cytéw w szpiku kostnym oraz powstawania w wyniku fragmentacji ich cytoplazmy
tzw. krwinek ptytkowych, ktére nastepnie kraza we krwi obwodowej.

Wiele nagromadzonych w poprzednich latach obserwacji wskazywato na to, ze w
organizmie wystepuje swoisty czynnik wzrostowy stymulujacy megakariopoeze oraz
wytwarzanie ptytek krwi [40]. Czynnik ten nazywano w literaturze megakariocy-
topoetyng lub trombopoetyng. Dzieki postepom biologii molekularnej czynnik ten
zostat faktycznie niedawno zidentyfikowany, sklonowany iotrzymany w postaci tzw.
biatka rekombinowanego [3,9,24,32,36,56].

Odkrycie to otwiera nowe perspektywy zaréwno w badaniach nad poznaniem
wytwarzania krwinek ptytkowych w organizmie jak réwniez niesie ze sobg nowe
mozliwosci potencjalnego wykorzystania trombopoetyny w klinice jako leku sty-
mulujgcego megakariopoeze u pacjentéw cierpigcych na matoptytkowos¢.

HISTORIA BADAN NAD MECHANIZMAMI
REGULUJACYMI MEGAKARIOPOEZE

Pierwszg rozréznialng morfologicznie komorka uktadu ptytkotwdérczego jest me-
gakariocyt. W formie w petni dojrzaltej jest to stosunkowo duza komorka o polipoi-
dalnym jadrze. Jak wiadomo, megakariocyt w wyniku fragmentacji cytoplazmy
uwalnia do krwi obwodowej tzw. ptytki krwi, ktore pelnig podstawowg role w
procesach krzepniecia.

Badajac mechanizmy powstawania krwinek ptytkowych w organizmie, juz w 1957
roku postawiono hipoteze, ze produkcja ich kontrolowana jest przez swoisty czynnik
wzrostowy, ktéry nazwano trombopoetyng [29]. Przypuszczano ze, stezenie tego
czynnika wzrasta we krwi oraz moczu ludzi i zwierzat cierpigcych na matoptytkowosé
np. w przebiegu aplazji szpiku kostnego. Potwierdzeniem powyzszej hipotezy byt
fakt, ze wstrzykniecie zwierzetom doswiadczalnym gatunkowo swoistej surowicy
uzyskanej od zwierzat cierpigcych na aplazje stymulowato in vivo produkcje ptytek
krwi [30,31,47]. Zawarty w surowicy aplastycznej czynnik stymulowat:

1) zwiekszenie liczby megakariocytéw w szpiku kostnym,

2) stopien ich poliploidyzaciji,
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3) wzrost ekspresji specyficznych biatek na powierzchni ptytek krwi oraz

4) szybsze wbudowywanie radioaktywnie znakowanych zwigzkow siarki do nowo-
powstajacych piytek [25,38,49].

Przez szereg lat wiele zespotdw badawczych usitowato zcharakteryzowac i wyizo-
lowa¢ powyzszy czynnik wzrostowy. Opisano nawet rdzne frakcje biatek oraz cze-
Sciowe sekwencje protein o wiasciwos$ciach indukujgcych megakariopoeze
[22,60,63].

Badanie mechanizméw regulujacych megakariopoeze posuneto sie naprzéd z
chwilg opracowania modeli klonogennych in vitro komoérek ukierunkowanych tego
uktadu, czyli tzw. CFU-Meg. Opierajagc sie na wynikach tych badan wysunieto
hipoteze tzw. dwustopniowej stymulacji megakariopoezy [17]. Megakariopoeza na
wczesnych jej etapach miata podlegaé wptywowi megakariocytopoetyny (Meg-CSF)
- bedacej czynnikiem stymulujgcym wzrost klonalny megakariocytéw, a na
pbézniejszych etapach miata by¢ regulowana przez domniemang trombopoetyne
wptywajgca gtdwnie na dojrzewanie megakariocytoéw, ich poliploidyzacje oraz frag-
mentacje cytoplazmy i uwalnianie ptytek do krwi. Postugujac sie powyzszym mode-
lem role megakariocytopoetyny przypisywano niektérym poznanym juz czynnikom
wzrostowym, np. IL-3, IL-6 czy IL-11 [10,68].

Przetom w zrozumieniu mechanizméw regulujacych megakariopoeze nastapit na
poczatku lat dziewieédziesigtych wraz z odkryciem protoonkogenu c-mpl - koduja-
cego receptor dla niezidentyfikowanego jeszcze wtedy hemopoetycznego czynnika
wzrostowego [57]. Szybko okazato sie, ze zablokowanie za pomocg strategii oligo-
merdw antysensowych ekspresji tego receptora we wczesnych komdrkach szpiku
kostnego prowadzito do wybidrczego zahamowania ich r6znicowania w kierunku
megakariopoetycznym. Wysunieto wéwczas przypuszczenie, ze c-mpl jest recepto-
rem dla swoistego czynnika wzrostowego stymulujgcego megakariopoeze.

Jak sie okazato kilka lat pozniej, przypuszczenie to byto stuszne.

ODKRYCIE PROTOONKOGENU c-mpl
I ZIDENTYFIKOWANIE JEGO ROLI BIOLOGICZNEJ

W 1990 roku Souri i wsp. [57] analizujgc strukture genomu wirusa MPLV, ktdry
indukuje zespoty mieloproliferacyjne i biataczki u myszy wykryli, ze w genie kodu-
jacym otoczke wirusa wystepuje nie opisana do tej pory sekwencja nukleotydowa
przypominajaca strukturalnie gen kodujacy receptor dla niezidentyfikowanego jesz-
cze hemopoetycznego czynnika wzrostowego. Nowo odkrytemu genowi nadano
nazwe v-mpl.

Dwa lata pdzniej Vigon i wsp. [65] wykorzystujac jako swoistg sonde sekwencje
wirusowg v-mpl podczas przeszukiwania ludzkiej biblioteki cDNA otrzymanej z
komorek linii HEL, zidentyfikowali i sklonowali odpowiednik powyzszego genu u
cztowieka. Otrzymano tacznie dwa klony cDNA zblizone strukturalnie do v-mpl.



TROMBOPOETYNA 323

Obydwa klony kodowaty homologiczne biatka réznigce sie gtdwnie dtugoscia czesci
wewnatrzkomorkowej receptora.

Wkrétce potwierdzono, ze sklonowany protoonkogen c-mpl rzeczywiscie koduje
receptor z rodziny tzw. receptoréw hemopoetycznych czynnikéw wzrostowych. Ana-
lizujac jego budowe molekularna stwierdzono, ze ma on podobnie jak inne receptory
tej grupy nastepujace cechy:

1) Cze$¢ zewnatrzcytoplazmatyczna biatka receptorowego jest bogato glikozylo-
wana.

2) W czesci zewnatrzbtonowej receptora znajdujg sie miejsca bogate w cysteing
oraz motywy tryptofano/serynowe (tzw. WSXWS boxes).

3) Fragment wewnatrzkomdrkowy jest bogaty w proline i seryne.

4) Cze$¢ wewnatrzbtonowa receptora pozbawiona jest wewnetrznej aktywnosci
kinazy tyrozynowej.

5) Receptorten po pobudzeniu iaktywowaniu swositym ligandem moze przytgczac
inne biatka wewnatrzcytoplazmatyczne majgce aktywnos¢ kinazy tyrozynowe;j.

U cztowieka sekwencja genomowa kodujaca protoonkogen c-mpl znajduje sie na
dtugim ramieniu 1chromosomu w locus 34 (1 g 34) [55]. Opisano sekwencje mMRNA
kodujaca diugie i krotkie biatko receptorowe. Ludzkie sekwencje mRNA kodujgce
dluzsze oraz krétsze biatko receptora c-mpl wynoszg odpowiednio: 3700 i 2800
nukleotydow. W wyniku rybosomalnej translacji mRNA kodujgcego c-mpl, powstaja
tancuchy peptydowe majgce odpowiednio dtugosé: 635 i 572 aminokwaséw. Lancuch
peptydowy biatka kodujgcego receptor c-mpl rozpoczyna sie hydrofobowym frag-
mentem sygnatowym. Cze$¢ zewngtrzkomérkowa receptora sktada sie z 463 amino-
kwasow i przechodzi w 22-aminokwasowy przezbtonowy odcinek hydrofobowy.
Region wewnatrzcytoplazmatyczny na poziomie pierwszych dziewieciu aminokwa-
séw jest wspolny dla dwdch podtypow receptora. R6znice pomiedzy diuzszg i krotsza
forma receptora dotyczg odpowiednio kolejnych 122 i 66 aminokwaséw.

Cze$¢ zewnatrzblonowa receptora c-mpl podobnie jak receptoréw dla IL3 i GM-
CSF skfada sie z dwoch podjednostek zawierajacych cztery potencjalne miejsca dla
glikozylacji. Receptor c-mpl zawiera takze dodatkowg domene pomiedzy 191 a 241
aminokwasem - charakterystyczng dla receptoréw dla innych czynnikéw hemopoe-
tycznych. Masa czasteczkowa dtuzszej formy receptora c-mpl wynosi 71 kDa,
krotszej z kolei 65 kDa [65]. Ostatnio zidentyfikowano réwniez tzw. rozpuszczalng
forme receptora c-mpl, ktéra niejest zwigzana z powierzchnig btony komdrkowej [64].
Jej fizjologiczna rola polega prawdopodobnie na wigzaniu wystepujacej w ptynach
ustrojowych trombopoetyny i tym samym regulowaniu jej dostepnosci biologicznej
dla biatka receptorowego zwigzanego z powierzchnig btony komoérkowej [34].

W okresie gdy nie sklonowano jeszcze swoistego ligandu, wykazano za pomocg
technik rekombinowanego DNA, ze chimeryczny receptor c-mpl, w ktérym cze$é
zewnatrzkomdrkowg zastapiono fragmentem receptora IL-4 lub G-CSF po pobudze-
niu IL-4 lub G-CSF-em miat zdolnos$¢ stymulacji wzrostu komorek hemopoetycznych
[55,64].

Badajgc ekspresje genu receptora c-mpl za pomoca techniki Northern biot, w
réznych liniach hemopoetycznych, wykryto swoiste mRNA jedynie w komérkach



324 W. MARLICZ

linii HEL. Wykorzystujagc natomiast czulsza metode detekcji jakg jest technika RT-
PCR, ekspresje mRNA kodujacego receptor c-mpl stwierdzono réwniez w nastepu-
jacych ludzkich liniach komérkowych: UT-7, MO7E, TF-1, HEL, DAMI, KU 812,
HMC -1, AP 217 [11,37,41]. Warto nadmieni¢, ze powyzsze linie obok innych liniowo
specyficznych antygenow, wykazujg m.in. ekspresje antygenow specyficznych dla
komoérek ukierunkowanych linii megakariopoetycznej, np. majgnapowierzchni btony
komérkowej glikoproteine Ilb/l11a. Obecno$¢ mRNA kodujgcego powyzszy receptor
stwierdzono ponadto: w ludzkim tozysku, szpiku kostnym, watrobie ptodowej, ko-
maérkach krwi pepowinowej, komérkach krwi obwodowej, komorkach srédbtonka
oraz w limfocytach stymulowanych fitohemaglutyning [65]. Wykorzystujac technike
RT-PCR badano réwniez ekspresje mRNA receptora c-mpl na wczesnych komérkach
hemopoetycznych. W opublikowanej niedawno pracy Scadden i wsp. [5] podali, ze
nie udato sie im wykry¢ ekpresji receptora c-mpl na ludzkich komorkach CD34+,
C-Kit+, szpiku kostnego znajdujacych sie w fazie Go, czyli komérkach zblizonych
do frakcji komdérek macierzystych. Receptor ten pojawia sie u cztowieka dopiero na
komdrkach bardziej zr6znicowanych, np. CD34+, CD 33+, CD 34+ CD 4la+ lub
CD34+ CD61+ [11].

Do tej pory nie rozstrzygnieto, czy receptor c-mpl wystepuje na powierzchni
ludzkich tzw. wielopotencjalnych komorek hemopoetycznych (jakimi sg -CFU-Mix).
Receptor c-mpl ulega za to ekspresji na powierzchni megakariopoetycznych komoérek
ukierunkowanych (CFU-Meg). Nie wystepuje natomiast na komoérkach ukierunkowa-
nych linii erytroblastycznej (BFU-E), granulocytowo-makrofagowej (CFU-GM)
oraz komorkach limfopoetycznych [11,41].

W zidentyfikowaniu fizologicznej roli receptora c-mpl pomocne okazaty sie tech-
niki zarbwno przejSciowego zablokowania ekspresji genu za pomocg strategii oligo-
merdéw antysensowych, jak i otrzymanie dzieki tzw. homologicznej rekombinacji
trwatych mutantow mysich majacych wrodzony defekt receptora c-mpl.

W badaniach tych stwierdzono bowiem, ze:

1) zaburzenie ekspresji receptora c-mpl w komdrkach CD 34+ za pomocg specy-
ficznych oligomeréw antysensowych powodowato wybidrcze zahamowanie prolife-
racji komadrek tworzacych kolonie megakariocytowe szpiku [41],

2) otrzymane w wyniku homologicznej rekombinacji myszy majgce wrodzong
mutacje genu receptora c-mpl wykazywaty 85% spadek liczby dojrzatych ptytek krwi.
Obecnie wiadomo, ze u zwierzat tych stwierdza sie ponadto podwyzszony poziom
krazacej we krwi trombopoetyny [19].

SKLONOWANIE PELNEJ SEKWENCJI
MYSIEGO RECEPTORA c-mpl

Pomimo ze fragment cDNA mysiego genu receptora c-mpl wystepujacy w genomie
wirusa MPLV pozwolit na wyizolowanie i sklonowanie odpowiednich ludzkich
sekwencji cDNA, to petna mysia sekwencja kodujaca biatko c-mpl zostata odkryta
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znacznie pézniej.cDNA kodujace mysi receptor c-mpl zostato sklonowane przez dwie
niezalezne grupy badawcze [55,64].

Protoonkogen c-mpl u myszy znajduje sie na chromosomie 4 w prazku D. Okazato
sie, ze receptor c-mpl wykazuje znaczny stopied homologii miedzygatunkowej [64].
Ludzka i mysia sekwencja nukleotydowa cDNA receptora mpl w odcinku ulegajgcym
translacji wynosi 83%. Z kolei podobienstwo sekwencji aminkowasowej pomiedzy
mysim a ludzkim receptorem mpl siega 81%. Najwieksze jest w czesci wewnatrzbto-
nowej receptora (91 %), w miejscu, ktore zawiera motyw odgrywajacy wazng role w
transdukcji sygnatu z pobudzonego receptora. Warto nadmienié¢, ze delecja tego
odcinka w wystepujacym w genomie wirusa MPLV onkogenie v-mpl powoduje
zniesienie jego patogennos$ci [4,45]. Najmniejszg z kolei homologie znajduje sie w
hydrofilowym odcinku tworzgcym pierwszg domene czesci zewnatrzbtonowej (50%)
[64].

Mysi receptor kodowany przez c-mpl podobnie jak jego ludzki odpowiednik
wykazuje réwniez cechy charakterystyczne dla innych receptorow z tzw. "rodziny
receptorow" dla hemopoetycznych czynnikéw wzrostowych.

Sekwencje cDNA kodujacg mysi receptor c-mpl sklonowano wykorzystujac jako
sonde molekularng sekwencje v-mpl. Za pomocg powyzszej sondy, przeszukiwano
mysig biblioteke uzyskang z komoérek watroby ptodowej. W trakcie przeszukiwan
zidentyfikowano szereg klondw kodujgcych mysi receptor c-mpl. Uzyskane klony
podzielono na trzy grupy [55].

Grupa pierwsza reprezentowata klony cDNA kodujgce fragmenty receptora zwig-
zanego z btong komorkowa. Diugos¢ cDNA kodujgcego mysi receptor c-mpl zwig-
zany z btong komdrkowag wynosi 2930 nukleotydéw. Cze$¢ cDNA ulegajaca translacji
koduje biatko receptorowe sktadajace sie z 625 aminokwaséw. Aminokwasy naste-
pujgce po inicjujagcym translacje kodonie metioninowym sg hydrofobowe i majg
charakterystyczng sekwencje peptydu sygnatowego o dtugosci 25 aminokwaséw.
Peptyd sygnatowy rozpoczyna zawierajacg 483 aminokwasy cze$¢ zewnatrzbtonowa
receptora, ktéra nastepnie przechodzi w 22-aminokwasowy hydrofobowy odcinek w
czesci przezbtonowej. Cze$é wewnatrzcytoplazmatyczna sktada sie natomiast z 120
aminokwasow. Cze$¢ zewnatrzbtonowa receptora sktada sie z dwoch domen, z
ktérych kazda zawiera po cztery konserwowane miejsca cysteinowe oraz charaktery-
styczne motywy tryptofano-serynowe (WGXWS i WSXWS boxes). Lancuch poli-
peptydowy receptora c-mpl ma pie¢ potencjalnych miejsc N-glikozylacji. Czes¢
wewnatrzkomérkowa receptora zawiera miejsca bogate w proline i seryne. Nie ma
ona natomiast sekwencji o wewnetrznej aktywnos$ci kinazy tyrozynowej .

Grupa druga reprezentowata klony kodujace skrécong forme receptora mpl (ang.
truncatedform). cDNA skréconej formy receptora mpl koduje biatko o dtugosci 457
aminokwasow, ktérego masa czgsteczkowa wynosi 51 kD. Krotsza forma mpl ma
identyczng sekwencje cDNA w poréwnaniu z formg dtuzszg za wyjatkiem 257 pz
ulegajacych delecji w czesci zewnatrzcytoplazmatycznej oraz przezbtonowej recep-
tora. Opisane cDNA powstaje w wyniku alternatywnego skfadania czasteczek
mRNA i koduje prawdopodobnie rozpuszczalng forme receptora, niezwigzanego z
powierzchnig btony komaorkowej.



326 W. MARLICZ

W trzeciej grupie wyizolowanych klonéw cDNA znajdowaly sie sekwencje pre-
mRNA.

Podobnie jak u cztowieka, ekspresja receptora c-mpl jest u myszy ograniczona do
komorek linii megakariopoetycznej. Przy uzyciu techniki Northern biot nie stwier-
dzono jego obecnosci w mysich liniach komérkowych: limfoidalnych, plazmocyto-
wych, tucznych, erytroidalnych oraz granulocytowo-makrofagowych [64].

ODKRYCIE | SKLONOWANIE LIGANDU RECEPTORA
c-mpl (TROMBOPOETYNY)

Uprzednie odkrycie i sklonowanie receptora c-mpl, oraz nastepnie zidentyfiko-
wanie niekorzytsnego wptywu, jaki wywiera na megakariopoeze zablokowanie jego
funkcji biologicznej stato sie wyzwaniem do sklonowania genu kodujacego swoisty
ligand. Rozpoczeto intsensywne poszukiwania, ktore zakonczyty sie petnym sukce-
sem i wkrétce kilka niezaleznych grup badawczych ogtosito niemal réwnoczes$nie
sklonowanie ligandu majgcego wiasnosci charakterystyczne dla trombopoetyny
[3,9,32,36,44]. PoszczegOlne zespoty badawcze dokonaty tego w odmienny sposdéb,
postugujac sie réznymi strategiami.

Pierwszy z nich prowadzony przez Kaushanskyego postanowit otrzymac rosngcy
autokrynnie na skutek interakcji receptora c-mpl z trombopoetyng - klon komérek
hemopoetycznych [36]. Zgodnie z powyzszym gen kodujacy mysi receptor c-mpl
transfekowano do komdrek zaleznej od IL-3 linii komérkowej limfocytow pre-B
(BaF3). Komorki BaF3 po transfekcji wykazywaty na swej powierzchni ekspresje obu
receptorow: receptora dla IL-3 oraz receptora c-mpl. Komorki takie podobnie jak
komérki wyjsciowe wymagaty nadal do wzrostu obecnosci IL-3 w $rodowisku
hodowlanym. Nastepnie, w celu uzyskania linii komorkowej rosnacej autokrynnie w
obecnosci samej tylko trombopoetyny, komorki BaF3, ktore nabyty w wyniku trans-
fekcji ekspresje receptora c-mpl ( BaF3 c-mpl +), poddano dziataniu czynnika
mutagennego. Liczono na to, ze pod wptywem dokonanej w ten sposob zmiany
ekspresji materiatu genetycznego, w ktorej$ z komdrek pojawi sie mutacja uaktyw-
niajgca ekspresje genu kodujgcego trombopoetyne. Zgodnie z powyzszg strategig
komérki BaF3 (c-mpl+) po zadziataniu czynnika mutagennego, zaczeto hodowaé w
Srodowisku pozbawionym IL-3. W warunkach takich rosnaé mogty jedynie te komor-
ki (BaF-3 mpl+), ktére zaczety autokrynnie produkowac trombopoetyne. Klon taki
faktycznie udato sie zidentyfikowac. Stwierdzono réwnoczesnie, ze nadsacz komérek
tego klonu stymuluje megakariopoeze. W nastepnym etapie z komorek tych utworzo-
no tzw. biblioteke ekspresyjng cDNA, ktorg transfekowano komaérki nerki ptodowej
chomika (BHK). Badano nastepnie, czy nadsgcz powyzszych komorek ma zdolno$é
stymulowania megakariopoezy. Komérki te hodowano stosujac metode kolejnych
rozcienczen. Postepujac w ten sposob znaleziono w koricu klon transfekowany frag-
mentem mysiego cDNA, ktéry kodowat trombopoetyne. Sekwencja mysiego cDNA
postuzyta w dalszym etapie badan do znalezienia odpowiedniej sekwencji ludzkiej.
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Inng strategie otrzymania trombopoetyny przyjety z kolei grupy: de Savauge i
Bartley [3,9,24]. Badacze ci postanowili uzyska¢ Ugand receptora c-mpl z osocza
aplastycznego pochodzacego od napromieniowanych zwierzat. Uzyskane osocze
przepuszczano przez odpowiednie kolumny zawierajace jako adsorbent unierucho-
mione biatko receptorowe c-mpl . Postugujac sie taka strategig wyizolowano dwa
biatka o masie 25 i 31 kDa. Miaty one identyczng N-koricowg sekwencje aminokwa-
sowg. Sekwencja ta postuzyta do zsyntetyzowania tzw. zdegenerowanych sekwencji
primerow, za pomocg ktorych zamplifikowano odpowiedni region genomowego
DNA. Powielony w wyniku reakcji PCR fragment cDNA uzyto nastepnie jako
swoistej sondy molekularnej podczas przeszukiwania ludzkiej biblioteki cDNA. Z
biblioteki tej wyizolowano homologiczny klon cDNA o dtugosci 1800 par zasad.

Po ogtoszeniu faktu sklonowania i podaniu sekwencji cDNA dla trombopoetyny
przez wyzej wymienione zespoty dwie nastepne grupy badawcze Miyazaki i Rosen-
berga réwniez ogtosity, ze sklonowaty powyzszy czynnik wzrostowy. Grupa Miyaza-
ki [44] przeszukiwata ludzka genomowag biblioteke uzywajac jako sondy ludzkg
sekwencje cDNA dla TPO. Z wyizolowanych 13 klonéw jeden poddano dalszej
analizie i za pomocg techniki Southern biot zidentyfikowano odpowiednig sekwen-
cje DNA zawierajacag region kodujacy trombopoetyne. Drugi z zespotéw prowadzony
z kolei przez Rosenberga [32] wyizolowat z osocza trombocytopenicznych owiec
biatko o masie ok. 31 kDa, tzw. megapoetyne i wykazat, ze jej sekwencja jest
identyczna z sekwencja trombopoetyny, ktérg sklonowaty wymienione grupy badaw-
cze.

GEN KODUJACY TROMBOPOETYNE
| JEGO PRODUKT BIALKOWY

Gen kodujacy ludzka trombopoetyne miesci sie na dtugim ramieniu 3 chromosomu
w prazku 27 (3g 27) [15]. Jego dtugo$¢ wynosi 6,2 kpz. Sktada sie on z 6 eksonow i
5 introndw. Promotor genu c-mpl przypomina strukturalnie promotory dla innych
gendw bioracych udziat w procesie megakariopoezy, takich jak: promotor genu
Gpllb i ma m.in. miejsca wigzgce biatka GATA oraz ets [42].

Pierwszy idrugi ekson genu trombopoetynowego zawiera sekwencje nie ulegajgce
translacji, oraz kodujace cztery pierwsze aminokwasy peptydu sygnatowego.

Pozostata cze$¢ kodujaca peptyd sygnatowy znajduje sie w 3 eksonie. Homologi-
czny do sekwencji EPO tzw. fragment aminowy oraz cze$¢ karboksylowa ligandu
zakodowane sg w eksonie 6 [20].

Gen kodujacy TPO przypomina strukturg gen erytropoetynowy i uwaza sie, ze
obydwa geny powstaty podczas ewolucji w wyniku duplikacji.

Budowa zaréwno genu, jak i struktura molekularna ligandu dla c-mpl jest wysoce
zachowana pomiedzy poszczegélnymi gatunkami ssakow.

Stwierdzono, ze struktura ludzkiego, psiego oraz mysiego ligandu c-mpl jest
identyczna w 77-83% [3,20].
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Sklonowane cDNA kodujgce trombopoetyne ma dtugos¢ 1774 par zasad. Kodon
zawierajgcy zapis genetyczny dla 353 aminokwasow ograniczony jest odpowiednio
od konca 5’ przez 215 a od korica 3’ przez 498 nukleotydy nie ulegajgce translacji.
Ciezar czasteczkowy tancucha polipeptydowego trombopoetyny wynosi ok 35.000 i
jestnp. dwukrotnie wiekszy od masy czasteczkowej GM-CSFu czy erytropoetyny [9].

Okazato sie, ze trombopoetyna u wszystkich przeanalizowanych do tej pory
gatunkéw ssakoéw sktada sie z dwoch domen:

1) korica aminowego o homologii zblizonej do erytropoetyny oraz

2) konca karboksylowego, ktérego nie zawierajg zadne inne do tej pory poznane
czynniki wzrostowe.

Wspomniana cze$¢ aminowa trombopoetyny jest w 23% podobna do ludzkiej
erytropoetyny, aw miejscach wysoce konserwatywnych podobienstwo to siega nawet
50%. Warto nadmieni¢, ze domena aminowa trombopoetyny wykazuje takze niskiego
stopnia podobienstwo do czasteczek interferonu alfa i beta [27,36].

Wspomniany koniec aminowy czgsteczki trombopoetyny, podobnie jak erytropoe-
tyna ma cztery reszty cysteinowe, z ktérych trzy sg konserwatywne. Cze$¢ aminowa
trombopoetyny zawiera 152 aminokwasy, ktore oddzielone sgod 177 aminokwasowe-
go konca karboksylowego miejscem proteolitycznym utworzonym przez pare amino-
kwasow: Arg-Arg [15]. Wykazano, ze sam tylko koniec aminowy jest wystarczajacy
do aktywacji biatka receptora [9]. Koniec karboksylowy ligandu jest z kolei bogaty
w miejsca serynowe, treoninowe i prolinowe. Zawiera on odpowiednio sze$¢ poten-
cjalnych miejsc dla N-glikozylacji u cztowieka i siedem u myszy [35]. Funkcja konca
karboksylowego nie jest do tej pory poznana. Przypuszcza sie, ze by¢ moze pekni
wazng role w procesie taczenia sie ligandu z btong komdrkowg [21] lub w formie
glikolizylowanej moze stabilizowac¢ czgsteczke trombopoetyny, prowadzac tym sa-
mym do zwigkszenia pétokresu jej trwania w ptynach ustrojowych [46,59].

Gurney i wsp. [20] zidentyfikowali dwie formy ludzkiego ligandu c-mpl: TPO i
TP02. TPO-2 rdzni sie od TPO delecjg czterech aminokwasow w pozycji 112 - 115
czesci aminowej tancucha peptydowego. Krétsza forma ligandu nie ma wasciwosci
aktywujgcych receptor i prawdopodobnie powstaje w wyniku alternatywnego skiada-
nia pre-mRNA. Rola biologiczna tej formy TPO jestjeszcze nie poznana.

U cztowieka i myszy trombopoetyna ulega wysokiej ekspresji w watrobie, nerce,
miesniach poprzecznie pragzkowanych, a w mniejszym stopniu w mézgu, $ledzionie
oraz szpiku kostnym, a takze w komdrkach $rddbtonka oraz fibroblastach [2,3,36].

BIALKA BIORACE UDZIAL W TRANSDUKCJI SYGNALU
Z POBUDZONEGO RECEPTORA c-mpl

Jak wspomniano powyzej, receptor c-mpl - podobnie jak inne receptory z tzw.
"rodziny receptorow" dla hemopoetycznych czynnikéw wzrostowych - nie ma w
swojej czesci wewnatrzcytoplazmatycznej regionéw o wewnetrznej aktywnosci kina-
zy tyrozynowej. Niemniej jednak podobnie jak w przypadku innych receptoréw tej
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grupy pobudzenie jego swoistym ligandem prowadzi do aktywacji wielu biatek
wewnatrzcytoplazmatycznych. W przypadku receptora c-mpl biatka te ulegajg fosfo-
rylacji juz w pierwszej minucie po zwigzaniu swoistego ligandu, osiggajgc warto$é
szczytowg pomiedzy 10 a 20 minuta, ulegajg za$ defosforylacji w 60 minucie. Biatka
biorgce udziat w transdukcji sygnatu sg powoli identyfikowane. Wiadomo réwniez,
ze sam receptor c-mpl w wyniku aktywacji przez swoisty ligand ulega fosforylacji
jakkolwiek jego ufosforylowanie nie jest konieczne do transdukcji sygnatu do komor-
ki. Po interakcji receptora ze swoistym ligandem nastepuje pobudzenie biatek shc, cbl,
vav, PI13-K, MAP-K oraz kinaz JAK-2 i TYK-2 [12,43,53,61].

Rola biologiczna kinaz JAK-2 i TYK-2 zostata zbadana gtownie w transdukcji
sygnatu z pobudzonego receptora dla interferonu alfa i beta [8]. Wiadomo, ze ich
pobudzenie pocigga za sobg fosforylacje tzw. biatek grupy STAT, ktére po ufosfo-
rylowaniu ulegajg przemieszczeniu do jadra aktywujac transkrypcje niektorych ge-
now. Uwaza sig, ze w transdukcji sygnatu z pobudzonego receptora c-mpl wazna role
odgrywajg biatka STAT1, STAT3 oraz STAT 5 [12,43,45].

Nie wiadomo natomiast w chwili obecnej, ktére fosfatazy sa odpowiedzialne za
defosforylacje biatek, biorgcych udziat w transdukcji sygnatu, w wyniku aktywacji
przez TPO swoistego receptora.

ROLA TROMBOPOETYNY W REGULACJI
MEGAKARIOPOEZY

Wszystko wskazuje na to, ze trombopoetyna jest tak dtugo poszukiwanym czyn-
nikiem wzrostowym wystepujgcym w osoczu, regulujgcym namnazanie megakario-
cytébw oraz powstawanie dojrzatych morfologicznie plytek krwi [7,26]. Poziom
trombopoetyny w ptynach ustrojowych jest odwrotnie proporcjonalny do zawartosci
krwinek ptytkowych w osoczu i podlega mechanizmom o charakterze sprzezen
zwrotnych. Wiadomo bowiem, ze spadek liczby ptytek krwi u zwierzat doswiadczal-
nych powoduje wzrost jej stezenia w surowicy. Odwrotny wptyw z kolei wywiera
trombocytoza, ktéra prowadzi do zmniejszeniajej poziomu [33]. U myszy zwywotana
doswiadczalnie matoptytkowoscia, trombopoetyna jest wykrywalna w osoczu juz w
osiem godzin po obnizeniu wartosci ptytek, osiagajac warto$¢ szczytowg w 24
godzinie, a podwyzszony jej poziom utrzymuje sie jeszcze przez kolejne 4 doby [66].

Trombopoetyna podawana codziennie dootrzewnowo myszom w dawce 50 ng
powodowata po siedmiu dniach czterokrotny wzrost liczby krazacych ptytek krwi [36]
oraz zwiekszata wbudowywanie radioaktywnie znakowanych zwigzkow siarki do
nowopowstajgcych krwinek ptytkowych [9]. Wzrostowi ptytek krwi w osoczu po.
stymulacji TPO odpowiadat 9-krotny wzrost liczby megakariocytow oraz 20-krotny
wzrost wczesnych komérek ukierukowanych uktadu megakariopoetycznego (CFU-
Meg) w szpiku kostnym i $ledzionie. Efektu tego nie wywotano podawaniem innych
cytokin, takich jak IL-11, IL-6 lub KL [27,36].
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Trombopoetyna oddziatuje wybidrczo na proces megakariopoezy nie wywierajgc
jednocze$nie wptywu na inne linie uktadu krwiotwdérczego [3]. Potwierdzaja to wyniki
badan wiasnych przeprowadzanych w medium bezsurowiczym in vitro. Jak wynika
z przeprowadzonych doswiaczerh TPO nie kostymulowata wzrostu ludzkich kolonii
granulocytowo-makrofagowych ani kolonii erytroidalnych [tab. 1].

Warto nadmienic¢, ze u zwierzat doSwiadczalnych w przebiegu ostrej trombocyto-
penii indukowanej podaniem surowicy antyptytkowej obserwowano wzrost liczby
$ledzionowych CFU-E oraz $ledzionowych iszpikowych BFU-E i CFU-GM [28,36].
Podobnie zaobserwowano wzrost liczby CFU-Mix i BFU-E, a taze szybszg odnowe
uktadu czerwonokrwinkowego u zwierzat poddawanych przeszczepieniom szpiku od
dawcow, ktdre wczesniej otrzymywaly trombopoetyne [14]. Wptyw TPO na wzrost
komérek linii erytroidalnej i granulocytowo-makrofagowej wymaga wiec dalszych
badan i weryfikacji doSwiadczalnej. Niewykluczone jest wystepowanie réznic mie-
dzygatunkowych w opowiedzi na ten czynnik wzrostowy.

W badaniach doswiadczalnych wykazano réwniez, ze tzw. rozpuszczalna forma
receptora c-mpl catkowice neutralizuje dziatanie trombopoetyny i wybidrczo hamuje
dojrzewanie megakariocytow [9,26,66]. Stymulujagc trombopoetyng hodowane w
zawiesinie wczesne komérki hemopoetyczne majgce antygen CD 34 obserwowano
ich réznicowanie w kierunku linii megakariopoetycznej [69]. Z komdérek CD34+
powstawaty komoérki majace ekspresje ptytkowych glikoprotein Gp Ib oraz Gp
lIb/111a, atakze, dojrzate juz megakariocyty uwalniajgce aktywne biologicznie ptytki
[6,7]. Wykazano rowniez, ze trombopoetyna zwieksza ekspresje wymienionych gli-
koprotein na powierzchni wczesnych komorek linii megakariocytowej [9,27].

Trombopoetyna dodana do hodowli komorek szpiku kostnego stymuluje powsta-
wanie in vitro kolonii megakariocytowych [6]. Swiadczy to ojej dziataniu stymulu-
jacym bezposrednio CFU-Meg (rys. 2).

Najwczesniejsze etapy megakariopoezy regulowane sg prawdopodobnie oprécz
samej TPO réwniez przez inne cytokiny, takie jak: KL, IL-3, GM-CSF, IL-11, LIF i
IL-6 [10,11,28,52]. Zgodnie z przedstawionym schematem (rys. 1) trombopoetyna
oddziatuje jednak gtdwnie na pOzniejsze procesy megakariopoezy - przyspieszajac
przede wszystkim proliferacje bezposrednich prekursoréw megakariocytowych oraz
powstawanie i dojrzewanie ptytek krwi. Jak wspomniano, ze TPO przys$piesza frag-
mentacje cytoplazmy megakariocytow i dojrzewanie trombocytéw [28]. Istnieja
réwniez dane, ze trombopoetyna aktywuje szereg biatek biorgcych udziat w transdu-
kcji sygnatu bezposrednio w dojrzatych, uwolnionych do krwioobiegu krwinkach
ptytkowych [43].

Udziat TPO w megakariopoezie przypomina w pewnym sensie sytuacje spotykang
w linii czerwonokrwinkowej, gdzie erytropoetyna aktywuje gtéwnie proliferacje i
dojrzewanie bardziej juz dojrzatych komaérek linii erytropoetyczne;j.

Oceniajgc wptyw TPO na megakariopoeze wysunieto hipoteze, ze istniejg dwie
populacje wczesnych progenitorow megakariocytowych [26]. Jedna z nich miata sie
charakteryzowa¢ wiekszym potencjatem proliferacyjnym i by¢ bardziej wrazliwa na
stymulacje IL3, druga za$ potencjatem mniejszym i by¢ bardziej zalezna od dziatania
trombopoetyny. Wydaje sie jednak, ze te opisane populacje komorek progenitoro-
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Rys. 1. Uproszczony schemat regulacji ludzkiej megakariopoezy - biologiczna aktywno$¢ TPO zwieksza
sie wraz z dojrzewaniem komarek linii megakariocytowej

Rys. 2. Ludzka kolonia megakariocytowa rosngca w skrzepie osoczowym po stymulacji samg ludzka
rekombinowang trombopoetyng (rhTpo) w dawce 50 ng/ml; strzatkg zaznaczono megakariocyt
uwalniajacy w wyniku fragmentacji cytoplazmy krwinki ptytkowe
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wych sg faktycznie komdrkami nalezacymi do tego samego przedziatu komorek
megakariopoetycznych aréznigce sie tylko stopniem dojrzatosci i tym samym prze-
jawiajg rozng wrazliwos¢ na TPO.

Nie ulega watpliwosci, ze trombopoetyngjest niezbedna do petnego réznicowania
i dojrzewania komérek linii megakariopoetycznej. Hodowle CFU-Meg stymulowane
samym tylko KL ilL-3 bez obecnosci w medium hodowlanym rekombinowanej TPO
lub surowicy aplastycznej (zawierajacej TPO) charakteryzujg sie brakiem dojrzatych
morfologicznie megakariocytéw [26,69].

Ostatnio pojawity sie doniesienia o ochronnej roli TPO u zwierzat po subletalnym
napromienieniu. TPO podawana napromienionym zwierzetom znacznie skraca okres
trwania trombocytopenii [58].

Opisane powyzej dane doswiadczalne potwierdzajg, ze TPO jest rzeczywiscie od
dawna poszukiwanym czynnikiem regulujacym specyficznie trombopoeze.

ROLA OSI c-mpl - TPO W FIZJOLOGII | PATOLOGII
CZLOWIEKA

Implikacje Kkliniczne

Jak juz wspomniano za pomoca techniki hybrydyzacji in situ wykazano, ze ludzki
gen kodujacy ligand dla c-mpl znajduje sie na dtugim ramieniu chromosomu trzeciego
w locus 27 (3g27) [15]. Mechanizmy regulujace ekspresje genu kodujgcego trombo-
poetyne nie sgjeszcze dokladnie poznane. Sugeruje sie, ze jego ekspresja, zalezy od
tempa wiazania i degradacji powyzszej cytokiny w ustroju [33].

Opisano, ze w przebiegu niektérych biataczek dochodzi do zaburzen struktural-
nych ramienia dtugiego chromosomu 3. Przypadki te mogg sie przejawia¢ zaburze-
niami trombopoezy [16,39,62]. U oséb tych stwierdza sie niewielkg trombocytopenie
oraz podwyzszony poziom krgzacej trombopoetyny we krwi. Warto nadmienié, ze w
poblizu genu kodujacego TPO znajdujg sie niektére onkogeny m.in: gen BCL6
kodujacy czynnik transkrypcyjny o budowie "palca cynkowego" [23,48].

Udziat osi c-mpl - TPO sugerowany jest w patogenezie niektérych typdw biataczek
(np. podtyp M 6 ostrej biataczki szpikowej w klasyfikacji FAB). Wykazano ponadto,
ze TPO stymuluje wzrost niektorych biataczkowych linii komoérkowych majacych
ekspresje receptora c-mpl [37].

Nie ulega watpliwosci, ze mozliwosci klinicznego zastosowania TPO w leczeniu
roznych form matoptytkowosci budzg zrozumiate nadzieje. Przeprowadzono juz
pierwsze skuteczne proby doswiadczalne podawania TPO zwierzetom z uszkodzo-
nym szpikiem kostnym. Napromienione zwierzeta wykazywaty skrécony okres trwa-
nia trombocytopenii oraz mniejszy spadek liczby ptytek krwi w poréwnaniu ze
zwierzetami kontrolnymi [13]. Warto nadmieni¢, ze z drugiej strony brak jestjeszcze
wyczerpujacych danych doswiadczalnych dotyczacych toksycznosci oraz skutkow
ubocznych podawania in vivo rekombinowanej TPO.
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TABELA 1. Wptyw TPO na wzrost klonogenny ludzkich CFU-GM stymulowanych IL-3 (20
j/ml)+GM-CSF (5 ng/ml) oraz BFU-E stymulowanych EpO (5j/ml + KL 100 ng/ml); komérki CD34+
(104/ml) hodowano w pozywce bezsurowiczej zawierajagcej metyloceluloze (n = 8)

Dawka TPO (ng/ml) CFU-GM (USD) BFU-E (USD)
0 216162 164132

10 234175 156138

50 202+89 172128

Opracowania wymagaja ponadto odpowiednie protokoty stosowania klinicznego
trombopoetyny. Moze ona by¢ stosowana sama lub w potaczeniu z innymi cytokinami
szczegblnie tymi, ktére stymulujg wczesne etapy megakariopoezy (KL, IL-3, IL-6).
Ciekawa alternatywa moze by¢ réwniez wyprodukowanie za pomoca technik biologii
molekularnej tzw. biatka tagczonego (ang.fusion protein) bedgcego dimerem TPO, np.
z IL-3 lub IL-6. Moze sie bowiem okazaé, ze TPO w takiej postaci bedzie miata
wiekszg aktywnosc¢ biologiczng na komdrki uktadu megakariopoetycznego.

Trombopoetyna moze by¢ réwniez wykorzystana w prébach namnazania komérek
ukierunkowanych uktadu megakariocytowego, czyli CFU-Meg in vitro poza ustro-
jem. Nad zagadnieniem tym pracuje obecnie nasz zespét. Uwazamy, ze poddanie,
pobranych do przeszczepu, komdrek szpiku kostnego, krotkotrwatej ekspansji w
kierunku megakariopoetycznym, moze skréci¢ okres trwania matoptytkowo/sci po
zabiegu. Wierzymy, ze postepujac w ten sposéb bedzie mozna wzbogaci¢ przeszcze-
piony szpik w funkcjonalnie aktywne komorki klonogenne uktadu ptytkotworczego,
co pozwoli w koicowym etapie ograniczy¢ liczbe przetaczanych porcji masy ptytko-
Wej po przeszczepie.

Podsumowujac, TPO na pewno znajdzie szerokie zastosowanie w klinice w lecze-
niu matoptytkowosci, minimalizujac liczne efekty uboczne zwigzane z dotychcza-
sowymi formami terapii jak np. podawanie masy ptytkowej. Cytokina ta stosowana
réwniez w odpowiednich modelach doswiadczalnych przyblizy nas do poznania
mechanizméw regulujgcych powstawanie megakariocytow i ptytek krwi.
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ELEKTROFOREZA POJEDYNCZYCH KOMOREK
(COMET ASSAY) - UZYTECZNA TECHNIKA
BADANIA USZKODZEN DNA

THE SINGLE CELL GEL ELECTROPHORESIS
- A USEFUL TECHNIQUE FOR DNA DAMAGE STUDIES

Pawetl JALOSZYNSKI, Maciej KUJAWSKI, Krzysztof SZYFTER
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu

Streszczenie: Elektroforeza pojedynczych komérek (ang. single cell gel electrophoresis - SCGE), znana
réwniez pod nazwa comet assay zostata wprowadzona przez Ostlinga i Johansona [1984] i rozwinieta
p6zniej przez Singha [1988] jako szybka i czuta technika ilosciowej analizy uszkodzen DNA i ich
naprawy w indywidualnych komérkach eukariotycznych. Metoda ta pozwala na detekcje jedno- i
dwuniciowych peknie¢ czasteczki DNA. W ostatnich latach obserwuje sie wzrastajgce zainteresowanie
tg technika. Wszechstronno$¢ zastosowan i cechy praktyczne SCGE czynig te metode uzytecznym
narzedziem w badaniach proceséw naprawczych, genotoksycznosci i biomonitoringu populacyjnego.

Stowa kluczowe: comet assay, elektroforeza pojedynczych komorek, pekniecia DNA, naprawa DNA,
genotoksycznos$¢

Summary: Single cell gel electrophoresis assay - SCGE, known also as comet assay was introduced by
Ostling and Johanson [1984] and later was developed by Singh [1988] for a rapid and sensitive
quantitative analysis of DNA damage and repair in individual eukaryotic cells. The method is specific
for detection of single and double DNA strand breaks. The interest in the assay has grown markedly in
the last few years. The versatility of applications and the practical features of SCGE render it useful tool
for DNA repair studies, genotoxicity testing and large-scale biomonitoring of human populations.

Key words: comet assay, single cell gel electrophoresis, DNA strand breaks, DNA repair, genotoxicity

1. WSTEP

Uszkodzenia w czasteczce DNA pojawiajg sie zarbwno na skutek ekspozycji
organizmu na zewnetrzne czynniki wchodzgce w interakcje z materiatem gene-
tycznym, jak i w wyniku naturalnych (fizjologicznych) proceséw zachodzgcych
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wewnatrz komoérek. Wynikiem dziatania takich czynnikéw moga by¢ jedno- i dwu-
niciowe pekniecia, wigzania krzyzowe DNA-DNA i DNA-biatko, dimery pirymi-
dynowe i szerokie spektrum modyfikacji indywidualnych nukleotydéw. Te ostatnie
obejmujg proste alkilacje, halogenacje, hydroksylacje, przytaczenie objetoSciowych
adduktéw, otwarcia pierscienia, utrate zasady (powstanie miejsc apurynowych i
apirymidynowych) itp. (rys. 1). Wiekszo$¢ uszkodzer usuwanajest poprzez naprawe
przez wycinanie. Poniewaz jednym z pierwszych etapow tego mechanizmu jest
naciecie nici DNA na obszarze objetym uszkodzeniem (w najprostszym przypadku
wyciecie samej zasady), to efektem jego dziatania jest pojawianie sie¢ wtérnych
przerw w niciach DNA lub miejsc potencjalnie mogacych ulec przeksztatceniu
w przerwy (miejsca AP). Stwierdzana w komoérce liczba przerw jedno- i dwu-
niciowych jest wiec wynikiem dynamicznej rownowagi miedzy mechanizmami usz-
kadzajagcymi a naprawczymi.

Pojawieniu sie peknie¢ w niciach kwasu nukleinowego towarzyszy fragmentacja
jego czasteczki. Rozmaite metody mierzg stopien tej fragmentacji wykorzystujac
jej konsekwencje w postaci zmian wasciwosci fizykochemicznych DNA. Dladetekcji
jednoniciowych peknie¢ konieczna jest denaturacja i rozwiniecie tancucha DNA,
co realizuje sie w warunkach wysokiego pH. Parametrami i procesami mierzonymi
bezposrednio moga by¢: szybkos$¢ migracji DNA przez filtry, tempo rozwijania
sie dwuniciowego DNA w zasadowym roztworze, stopiefl koprecypitacji DNA z

dimer pirymidynowy  miejsce AP  wigzanie poprzeczne  addukt

wigzanie przerwa przerwa  modyfikacja
krzyzowe jednoniciowa dwuniciowa  zasady
Z biatkiem jednoniciowe

wigzanie krzyzowe
Rys. 1 Podstawowe typy uszkodzeri DNA
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biatkami (DNA pofragmentowany pozostaje w supematancie nad precypitatem),
Srednia masa czasteczkowa fragmentow DNA czy fragmentacja DNA okre$lana
densytometrycznie po elektroforezie zelowej. Odpowiada to szeregowi technik, ko-
lejno: alkalicznej elucji [17], alkalicznemu rozwijaniu [2,31] (z wariantem w postaci
FADU - fluorescencyjnej analizy rozwijania DNA [6,29]), alkalicznej precypitacji
[21], metodom sedymentacyjnym [10,16] i elektroforetycznym [36]. Mozliwa jest
takze immunochemiczna ocena poziomu peknie¢ DNA poprzez zastosowanie sko-
niugowanych z fluorochromami przeciwciat monoklonalnych przeciw pojedynczoni-
ciowemu DNA [40,41].

2. PODSTAWY TEORETYCZNE | METODOLOGIA

Elektroforeza pojedynczych komérek (ang. single celi gel electrophoresis - SCGE,
nazwa funkcjonujgca réwnolegle do comet assay oraz microgel electrophoresis
assay) rozwineta sie na bazie doswiadczen Rydberga i Johansona, od ktérych po-
chodzg pierwsze proby detekcji peknie¢ DNA w indywidualnych komorkach [32].
Komorki zatopione w zelu byty lizowane w warunkach alkalicznych, co umozliwiato
czesciowe rozwiniecie DNA. Po neutralizacji preparaty barwiono oranzem akrydyny
(AO) i pod mikroskopem analizowano stosunek fluorescencji zielonej (reprezen-
tujgcej dwuniciowy DNA) do czerwonej (jednoniciowy DNA). Technike te, znang
jako halo assay, zmodyfikowali w 1984 r. Ostling i Johanson wprowadzajac do-
datkowy etap krétkiej elektroforezy, co powodowato, po wizualizacji zelu, pojawienie
sie charakterystycznego obrazu "komet" [27]. "Glowy" komet odpowiadaty miej-
scom, w ktorych przed liza znajdowaty sie komdrki, "ogony" natomiast pojawiaty
sie tylko w przypadku wystepowania w DNA komorkowym uszkodzerh w postaci
peknie¢ nici i byly interpretowane jako DNA uwolnione z "gltowy". Ostling i
Johanson za pomocg fotometru dokonywali pomiaréw fluorescencji centrum "gtow"
komet (Fo) i "ogonéw" (Fx) w statych, wybranych arbitralnie odlegtosciach od
"gtowy". Stosunek tych parametrow (Fx/Fo) odzwierciedla ilos¢ DNA, jaka przeszta
z "glowy" do "ogona" i wykazuje dodatnig korelacje z dawka promieniowania,
ktére zostato uzyte jako czynnik uszkadzajacy DNA. Ze wzgledu na neutralne
warunki lizy (prowadzonej w roztworze SDS) Ostling i Johanson obserwowali efekt
wynikajacy z peknie¢ dwuniciowych. W kilka lat pozniej rozwineta sie alkaliczna
wersja comet assay, pozwalajaca na pomiary sumy peknie¢ jedno- i dwuniciowych
[34]. Réznice w stosunku do propozycji wyjsciowych stanowito pH lizy i ele-
ktroforezy oraz wprowadzenie dodatkowego etapu rozwijania (denaturacji) DNA
przed elektroforezg, prowadzonego bezposrednio w alkalicznym roztworze elektro-
foretycznym.
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Przyjmuje sie, ze za powstawanie "komet" odpowiedzialne sg dwa zjawiska
- migracja wolnych fragmentéw nici oraz rozcigganie tancuchéw zakotwiczonych
jednym koncem w "gtowie" komety, lub nawet catych, zrelaksowanych petli. Przy
niskich poziomach uszkodzenn DNA formowanie sie komet jest gtdwnie wynikiem
tego drugiego zjawiska. W miare narastania peknieé nici pojawia sie coraz wiecej
wolnych fragmentow DNA migrujacych swobodnie. W przypadku procedury neu-
tralnej za szybko$¢ przemieszczania sie DNA w zelu agarozowym odpowiedzialne
sg dwuniciowe przerwy, ktore w wersji alkalicznej ulegaja transformacji w pekniecia
jednoniciowe.

Wzrastajgce zainteresowanie technika elektroforezy pojedynczych komérek do-
prowadzito do opracowania szeregu wariantow procedury podstawowej. Wersja
alkaliczna, ze wzgledu na mozliwos$¢ detekcji przerw jednoniciowych jest obecnie
powszechnie stosowana. Ogdlny schemat postepowania przedstawiono na rysunku
2.

Szczegotowa procedura przedstawia sie nastepujaco. Zel moze stanowié jedna
warstwe 0,5-0,75% agarozy o niskim punkcie topnienia (LMPA) zmieszanej z
zawiesing komoérek, rozprowadzong na powierzchni szlifowanego lub trawionego
szkietka mikroskopowego [22,25,27,28,35]. CzeSciej stosowane sa zele dwu- lub
tréjwarstwowe, przy czym pierwsza z warstw to 0,5% agaroza o normalnym punkcie
topnienia (NMPA), druga warstwa zawierajgca komaorki sktada sie z0,5-0,7% agarozy
LMPA [9]. Ewentualna warstwa trzecia to réwniez 0,5-0,7% LMPA [3,4,5,34,39].
Warstwy wylewa sie kolejno, jedna na drugg, po uprzednim zastygnieciu poprzedniej

Rys. 2. Schemat procedury comet assay
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przykrytej szkietkiem nakrywkowym, zdejmowanym przed wylaniem nastepnej war-
stwy. Lize neutralng przeprowadza sie gtéwnie przy uzyciu 0,5-2,5% soli sodowej
siarczanu dodecylu (SDS) [24,27,28]. Lize alkaliczng wykonuje sie w obecnosci
wysokich stezen NaCl w potaczeniu z 1% Trytonu X-100 [9,15] i/lub 0,5-1%
soli sodowej N-lauroilosarkozyny (SLS) [1,4,5,39,42]. W celu maksymalnego usu-
niecia biatek stosowano réwniez trawienie proteinazg K [35]. Czas lizy wynosi
od kilkudziesieciu minut do kilkudziesieciu godzin. Najbardziej uniwersalny czas
'to 1 h w temp. +4°C. Etap alkalicznej denaturacji obejmuje przewaznie 20-60-
minutowg kapiel w roztworze elektroforetycznym, ktérego podstawowymi (i czesto
jedynymi) sktadnikami sa NaOH i EDTA [7,8,9]. Czas i warunki pradowe ele-
ktroforezy sg dos¢ zmienne w zakresie od 0,55 [23] do 5 Wcm [28]. Najczesciej
spotykane procedury opisuja elektroforeze przy 25 V, 300 mA przez 0,5 h [9].
Byly rowniez préby zastosowania elektroforezy w polu pulsujagcym [22]. Wizu-
alizacja zeli odbywa sie za pomocg rozmaitych barwnikow fluorescencyjnych wia-
zacych sie z DNA, takich jak bromek etydyny [1,3,15,35,39,42], jodek propidyny
[23], oranz akrydyny [27,28], Hoechst 33342 [22], DAPI [9]. Wykorzystywano
réwniez autoradiografie po inkorporacji [14C]-tymidyny do DNA komérek w hodowli
in vitro [27] lub przeciwciata skierowane przeciw bromodezoksyurydynie koniu-
gowane z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) po ekspozycji komérek na BrdUrd
[22].

W ptyw warunkéw poszczegolnych etapdéw procedury na ostateczny wynik, przede
wszystkim na zakres czutosci metody byt przedmiotem badan poréwnawczych
[22,42]. Detekcji niskich poziomoéw uszkodzeri sprzyja wydtuzenie czasoéw alka-
licznego rozwijania i elektroforezy badZ zwiekszenie napiecia (w okre$lonych gra-
nicach). Badano rowniez wpltyw barwnikéw o réznych mechanizmach wigzania
sie z DNA (interkalujacych i wigzacych sie z powierzchnig czasteczki), nie za-
uwazajac istotnego znaczenia typu fluorochromu na czuto$¢ analizy [22].

Poniewaz przedmiotem analizy technika comet assay sa pekniecia DNA w
indywidualnych komorkach, teoretycznie mozliwa jest detekcja uszkodzen w jednej
komoérce. W praktyce, ze wzgleddw statystycznych poddaje sie testowi kilkadziesiat
do kilkuset tysiecy komdrek (w przypadku pracy z limfocytami oznacza to ok.
10 1 krwi na jeden zel). Jedynym czynnikiem ograniczajagcym przydatnos¢ testu
w przypadku tkanek litych jest koniecznos¢ rozbicia ich na zawiesine komorek,
co jak wykazano moze byé zrédtem uszkodzeh DNA [35]. Z tych powodéw naj-
czestszym obiektem badan tego typu sa limfocyty krwi obwodowej [4,5,7,8,13,33],
niemniej lista rodzajow komorek wigczonych dotychczas w analize uszkodzeh DNA
metoda comet assay jest bardzo obszerna. Obejmuje ona normalne komorki ludzkie,
komorki réznych organéw szczuréw, myszy, psoéw, owiec, linie komoérek ludzkich
izwierzecych oraz zaréwno ludzkie, jak i zwierzece komérki nowotworowe pobierane
np. metodg biopsji. Obszerne, tabelaryczne zestawienia danych dotyczacych opi-
sywanych w literaturze tkanek, komdrek oraz czynnikdw uszkadzajagcych DNA
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znalezé mozna w pracach Fairbaim i wsp. [12] oraz Tice [37]. Wiecej informacji
na temat warunkow elektroforezy pojedynczych komdrek dostarczajg rowniez prace
przegladowe McKelvey-Martin i wsp. [20], Tice i wsp. [38].

Mozliwosci oceny stopnia uszkodzenia DNA technikg comet assay w duzej
mierze zaleza od przyjetej metody analizy obrazéw obserwowanych pod mikro-
skopem. Najprostszym, nie wymagajacym specjalnego wyposazenia (poza mikro-
skopem fluorescencyjnym) sposobem okreslania poziomu peknie¢ DNA jest
analiza wizualna [1,7,8,9]. Polega ona na liczeniu komet podzielonych na kategorie
(0,1,2,3,4). Kazda obserwowang komete mozna sklasyfikowaé na podstawie jej
morfologii (tj. dtugosci "ogona" i wielkosci "gtowy"). StopieA (kategoria) usz-
kodzenia 0 odpowiada obiektom bez widocznego "ogona", a wiec komérkom z
nieuszkodzonym DNA. Kategoria 4 oznacza catkowitg degradacje DNA - bardzo
zredukowana, czesto ledwo widoczna gtowa oraz dtugi, rozmyty "ogon". Pomiedzy
tymi skrajnymi sytuacjami wyr6zni¢ mozna umownie trzy, dobrze wyrd6znialne etapy
posrednie. Ostateczny wynik obrazuje procent poszczegdlnych kategorii w preparacie
lub $redni poziom uszkodzenia DNA opisywany jednostkami arbitralnymi. Te ostatnig
warto$¢ oblicza sie nastepujgco: jesli liczbe komet kategorii 0 okresli¢ jako AO,
kategorii 1 jako Aj, itd., to $redni stopien uszkodzenia DNA wynosi
Aj+2A2+3A3+4A4. Warto$¢ ta odnoszona jest do 100 liczonych komet i zamyka
sie w przedziale od 0 do 400. Wyniki analizy wizualnej dobrze opisujg stan faktyczny
w przypadku niewielkiego stopnia uszkodzenia DNA, a wiec stosunkowo niskich
natezen czynnikow uszkadzajacych. Po przekroczeniu stezen lub dawek krytycznych,
czyli w przypadku uzyskania 100% komet kategorii 4, zwiekszajacy sie stopien
fragmentacji DNA wymyka sie mozliwosciom tego rodzaju oceny.

Przyktadowy obraz uszkodzerr DNA w ludzkich limfocytach krwi obwodowej
analizowanych technikg comet assay przedstawiono na fotografii 1.

Inne metody analizy wymagajg mniej lub bardziej kosztownego wyposazenia.
W najprostszym i najtanszym przypadku wymagany jest okular mikroskopowy z
odpowiednig podziatka, pozwalajgcg napomiary parametréw geometrycznych komet,
przede wszystkim ich diugosci [15,35,38,42]. Zastosowanie kamer sprzezonych z
komputerowymi systemami analizy obrazu znacznie zwieksza mozliwosci detekcji
uszkodzern DNA i wprowadza nowe parametry odzwierciedlajgce ich poziom. War-
tosciami mierzonymi i porownywanymi w ten sposéb sg: stosunek fluorescencji
"gtowy" do fluorescencji "ogona” lub tzw. tait moment odpowiadajacy iloczynowi
intensywnosci fluorescencji "ogona" i jego dtugosci [3,23]. Za pomoca analizy
komputerowej mozliwe stato sie okreslanie procentu DNA w poszczeg0lnych ele-
mentach komety [9,23], co rozszerza zastosowania comet assay do badan po-
rébwnawczych komorek na réznych etapach cyklu komorkowego [23], komorek
o roznej ploidii, czy apoptozy przyciggajacej w ostatnich latach wiele uwagi.

Przeprowadzone poréwnania r6znych sposobéw analizy w zakresie comet assay
potwierdzaja przydatnosé prostych, wizualnych metod okreslania stopnia fragmen-
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(b)

©

Fot. 1. Uszkodzenia DNA wykazane za pomocg comet assay w ludzkich limfocytach krwi obwodowej
eksponowanych na bleomycyne (10 min, 37°C)7.a+; kontrola negatywna, b - 10 gg/ml, c - 20 gg/ml,
powiekszenie 250x, barwnik - DAPI
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tacji DNA, zwiaszcza w zakresie niewielkich poziomow uszkodzen. Wyniki analizy
wizualnej (opartej na klasyfikacji komet) przy niskich poziomach uszkodzehA wy-
kazujg prostoliniowg zalezno$¢ z procentem DNA uwolnionego z "glowy" komety
do jej "ogona" (parametr mierzony za pomocg systemu komputerowego) [9]. Okre-
$lono rowniez przyblizong liczbe peknie¢ DNA odpowiadajacg okreSlonym kate-
goriom komet. W przypadku komorek HelLa klasa 0 oznacza < 40 pekniec, klasa
1 do 170 peknie¢, klasa 2 do 650 pekniec, klasa 3 do 870, klasa 4 do 1300 lub
wiecej peknie¢ na 1012 Da DNA [7].

3. ZASTOSOWANIA COMET ASSAY

3.1. Analiza pierwotnych i wtérnych przerw nici DNA

Podziat peknie¢ DNA na pierwotne i wtérne ma charakter umowny i pozwala
na rozroznienie dwdch klas uszkodzen rejestrowanych za pomocg comet assay.
Do kategorii peknieé¢ pierwotnych mozna zaliczy¢ przerwy bezposrednio wywo-
tywane dziataniem czynnikéw fragmentujacych nici DNA. Stanowig one tylko czes¢
uszkodzen generowanych przez np. promieniowanie jonizujace, ultrafioletowe czy
tzw. radiomimetyki. Mimo iz pekniecia DNA wywotywane przez te czynniki sg
w istocie rezultatem czesto skomplikowanych reakcji przebiegajacych poprzez re-
aktywne formy tlenu, mozna je sklasyfikowac jako pierwotne i mozliwe do bez-
posredniej analizy za pomocg elektroforezy pojedynczych komérek.

Do kategorii peknieé wtdrnych zalicza sie pekniecia powstate w trakcie wiekszosci
procesow naprawczych DNA pod wptywem enzymow naprawczych. Tego rodzaju
przerwy, generowane przez specyficzne enzymy, sg wypetniane itgczone w kolejnych
etapach procesu reperacyjnego i powstajg jako efekt usuwania uszkodzeri DNA
przez aparat naprawczy komorki. Szegélnie silnie zaznacza sie to podczas naprawy
przez wycinanie (ang. excision repair). Natomiast utlenieniu nukleotydéw towa-
rzyszy pojawienie sie uszkodzen oksydacyjnych w postaci np. 8-hydroksyguaniny
czy formamidopirymidyn. Analiza tej kategorii uszkodzern wymaga dodatkowo za-
stosowania naturalnych (przewaznie bakteryjnych) enzyméw naprawczych, rozpo-
znajacych i specyficznie nacinajgcych nici DNA w miejscach wystgpienia takich
modyfikacji czasteczki.

Ponadto restrykcyjne warunki testu moga doprowadzi¢ do powstania kolejnych
peknieé w labilnych miejscach czasteczki DNA. Miejsca apurynowe czy apirymi-
dynowe, pojawiajgce sie w wyniku wycinania uszkodzonych zasad sg wrazliwe
na wysokie pH i podczas alkalicznej lizy rdwniez ulegaja przeksztatceniu w jed-
noniciowe przerwy.
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3.1.1. Pekniecia DNA generowane przez promieniowanie
jonizujace

Promieniowanie jonizujgce jest powszechnie stosowanym w celach eksperymen-
talnych czynnikiem indukujgcym jedno- i dwuniciowe przerwy DNA. Cechg uta-
twiajagcg badanie efektdw jego dziatania jest wprowadzanie uszkodzen z
ominieciem mechanizmoéw w postaci aktywacji i dezaktywacji metabolicznej, aktu-
alnego stanu przepuszczalnosci btony itp., komplikujagcych analize wrazliwo$ci na
szereg zwigzkdw chemicznych. Zainteresowanie nowymi mozliwosciami analizy
wplywu promieniowania na komaérke wynika rowniez z zastosowania tego czynnika
w terapii nowotworéw, wykazujacych rézng wrazliwosé i podatnos¢ na radioterapie.
Obserwowang za pomocg innych technik niezdolno$¢ pewnych tkanek i zespotéw
komorek do peinej naprawy uszkodzen radiacyjnych, zjawisko o duzym znaczeniu
tak dla patologii, jak i terapii, mozna byto interpretowa¢ dwojako. Pierwsza mo-
zliwos$¢ zaktada identyczng, niepetng sprawno$¢ naprawcza wszystkich komorek
badanej tkanki, druga mowi o istnieniu populacji czy subpopulacji komérek o réznych
zdolnoS$ciach do usuwania uszkodzen. Comet assay umozliwia rozstrzygniecie tego
problemu, pozwalajac na stosunkowo tatwe stwierdzenie heterogennosci komoérek
zaréwno pod wzgledem wrazliwosci na promieniowanie (czy inny czynnik geno-
toksyczny), jak tez sprawnosci aparatu naprawczego.

Komputerowa analiza obrazu umozliwia dokonywanie poréwnan miedzy ko-
mérkami znajdujacymi sie w réznych punktach cyklu komérkowego na jednym
preparacie (podobnymi mozliwosciami dysponuje cytofluorymetria przeptywowa).
Postugujac sie tg metodg, w badaniach z uzyciem komoérek CHO stwierdzono naj-
wiekszg szybko$¢ naprawy uszkodzen radiacyjnych przez komérki znajdujgce sie
w fazie G1 [22]. Technika ta daje réwniez mozliwo$é porownywania komérek
o0 réznej ploidii, co jest istotne w przypadku komérek nowotworowych. Guzy no-
wotworowe wykazujg obecnos¢ subpopulacji komoérek o zwiekszonej opornosci
naradioterapie. Elektroforeza pojedynczych komdrek dostarcza narzedzia do badania
podatnosci okreslonego nowotworu na leczenie tg metodg oraz pozwalana oznaczenie
udziatu komdrek niedotlenionych, ktére sg znacznie mniej wrazliwe na promie-
niowanie [25,26]. Materiat konieczny do przeprowadzenia testu jest tatwo osiggalny
np. za pomocya biopsji.

Wszelkie zastosowania comet assay zwigzane z radiobiologig dadzg sie réwniez
odnie$¢ do wrazliwosci komdrek na chemiczne $rodki radiomimetyczne, do ktorych
zalicza sie np. bleomycyne stosowang jako lek w chemioterapii nowotworéw.
[1,28].

3.1.2. Uszkodzenia oksydacyjne

Eksponujac komorki nanadtlenek wodom [1,7,8,9,18], promieniowaniejonizujace
czy radiomimetyki obserwuje sie powstawanie peknie¢ tancucha DNA. Pekniecia
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te nie stanowig jednak jedynych zmian w czgsteczce kwasu nukleinowego. Efektem
dziatania reaktywnych form tlenu generowanych przez te czynniki sg np. 8-hy-
droksyguanina czy uszkodzenia typu formamidopirymidyn. Collins i wsp. [7,9]
wprowadzili modyfikacje procedury cometassay umozliwiajagcg wykrywanie ianalize
takich uszkodzen, po uprzednim przeksztatceniu ich dziataniem enzyméw napra-
wczych we wtorne pekniecia DNA. Stosujac ekspozycje na H20 2 i inkubacje pre-
paratéw po alkalicznej lizie w buforze zawierajagcym endonukleaze 111 [7,9] wykazali
oni zwiekszanie sie w wyniku tej procedury poziomu jednoniciowych peknie¢.
Poniewaz endonukleaza Ill rozpoznaje i nacina miejsca wystepowania utlenionych
zasad (specyficznie pirymidyn), pozwala to wyciagnaé wniosek o takim witasnie
charakterze powstajagcych w wyniku ekspozycji na H20 2 uszkodzen.

Stosujac elektroforeze pojedynczych komérek podjeto rowniez proby okreslenia
wpltywu antyutleniaczy (witaminy C i E) [1,14] oraz chelatorow jondw metali
(desferroxamina) [19] na pekniecia nici DNA generowane nadtlenkiem wodoru
czy bleomycyng, wykazujagc w przypadku niektdrych z nich efekt ochronny.

3.2. Wigzania krzyzowe DNA

Reaktywne zwigzki bifunkcyjne jak np. iperyt azotowy zdolne sg do wytwarzania
wigzan poprzecznych i jednoniciowych wigzan krzyzowych w czgsteczce DNA.
Tego typu uszkodzenia nie sg obojetne dla komorki, w ktorej sie pojawiajg powodujac
zaburzenia replikacji (stad szczeg6lna wrazliwo$¢ na wiazania krzyzowe dzielagcych
sie komorek). Szereg srodkow stosowanych wchemioterapii nowotworéw ma witasnie
takie dziatanie - do lekéw trwale wigzacych nici kwaséw nukleinowych nalezg
cis-platyna i mitomycyna C. Trwate wigzania krzyzowe powstate w wyniku ich
aktywnosci wywierajg dziatanie odwrotne na ruchliwo$¢ elektroforetyczng DNA
niz pekniecia nici. Wykorzystano to zjawisko przy badaniu tego rodzaju uszkodzen
za pomoca comet assay. Komdrki poddane dziataniu promieniowania X w statych
warunkach eksponowano na iperyt azotowy obserwujac zmniejszenie sie migracji
DNA (skrécenie dtugosci "ogonow" komet) po elektroforezie [22].

3.3. Badania genotoksycznosci

Genotoksyczno$¢ rozumiana jako zdolno$¢ wywotywania wzglednie trwatych
zmian w materiale genetycznym charakteryzuje wiele czynnikéw chemicznych i
fizycznych mogacych w konsekwencji dziata¢ jako mutageny czy kancerogeny.
Znany jest caty zespdt technik wykorzystujagcych uktady bakteryjne lub euka-
riotyczne do badania potencjatu genotoksycznego roznorodnych czynnikéw. Ze
wzgledu na czutos¢, szybkos$é oraz mozliwos¢ zastosowania do dowolnych komérek
eukariotycznych (w szczeg6lnosci ssaczych) elektroforeza pojedynczych komorek
moze by¢ wygodnym testem do okre$lania tej wiasciwosci. Latwo w ten sposob
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wykaza¢ zdolnos$¢ do uszkadzania DNA przez rdzne zwiazki aktywne w okreslonych
tkankach organizmu ludzkiego, standardowych modelach zwierzecych czy liniach
komdrkowych. Wykorzystujgc comet assay w potgczeniu z testem Amesa, De Meo
i wsp. [11] poddali analizie genotoksyczno$¢ kwasnych roztworéw nadmanganianu
potasu wykazujgcych silne wiasciwosci utleniajgce. Podobne analizy przeprowa-
dzono m.in. ze zwigzkami kadmu i arsenu, poréwnujac rownolegle ich aktywnos¢,
manifestujacq sie zwiekszaniem czestosci wymiany chromatyd siostrzanych [15].
Testy genotoksyczno$ci z zastosowaniem tej techniki nie sg jeszcze tak rozpo-
wszechnione jak np. test Amesa, jednak lista juz wykorzystanych czynnikéw o
potwierdzonych zdolnosciach do indukowania uszkodzedh DNA w technice ele-
ktroforezy pojedynczych komorek przekroczyta 50 pozycji [12].

3.4. Analiza zdolnosci naprawczych komorek

Naturalng kontynuacja badan wrazliwosci okreslonych komérek na czynniki wpro-
wadzajace uszkodzenia do materiatu genetycznego jest analiza sprawnos$ci usuwania
tych uszkodzen przez komérki. Analizie w tym zakresie poddawane sg zaréwno
zjawiska fizjologiczne, jak i stany patologiczne. Najwieksze zainteresowanie to-
warzyszyto dotychczas uszkodzeniom wywotywanym przez promieniowanie UV,
X inadtlenek wodoru. Znajduje to odbicie w ilosci prac poddajacych analizie kinetyke
naprawy pekniec¢ nici i uszkodzen oksydacyjnych bedacych nastepstwem oddzia-
tywania tych czynnikéw z DNA. Dla ludzkich fibroblastow okreslono na dwie
godziny czas kompletnej naprawy uszkodzen wywotanych promieniami Roentgena
w dawce 200 radéw [35]. W przypadku ludzkich limfocytéw poddanych identycznej
ekspozycji ten sam autor okresla czas petnej naprawy réwniez na 2 godziny wskazujac
jednak, iz najwieksza cze$¢ uszkodzen reperowana jest w ciggu pierwszych 15
minut [34]. Sygnalizowano réwniez mozliwo$é zastosowania elektroforezy indy-
widualnych komorek w badaniach potencjatu naprawczego ekstraktow bezkomor-
kowych [8]. Uzycie roznych stezenh wolnych nukleotydéw dostepnych dla syntezy
naprawczej i ATP umozliwia ocene sprawnosci etapéw naprawy zaleznych od pre-
kursoréw i zrodta energii.

3.5. Epidemiologia i profilaktyka molekularna

Petna sprawno$¢ mechanizmoéw naprawczych w znaczeniu zdolnosci do kom-
pletnego usuwania uszkodzen DNA oraz silne zaburzenia tych proceséw mani-
festujgce sie jako powazne schorzenia sg przypadkami skrajnymi. Miedzy nimi
istnieje cate spektrum stanéw posrednich, mozliwe do uchwyceniajako zréznicowana
wrazliwos¢ na powstawanie uszkodzen i szybko$¢ proceséw naprawczych. Wy-
korzystujac szybkie i tanie metody epidemiologii molekularnej mozliwe jest okre-
$lanie wigzanego ze sprawnoscig reperacji DNA ryzyka wystgpienia okre$lonych



350 P. Jatoszynski, M. Kujawski, K. Szyfter

typdw nowotworow np. w roznych grupach zawodowych. Okre$lenie indywidualnej
wrazliwosci na czynniki uszkadzajgce DNA (mutageny, kancerogeny) wystepujace
w $rodowisku moze daé¢ podstawe do profilaktyki polegajacej np. na unikaniu
pewnych ekspozycji (np. w miejscu pracy). Testy obejmujgce duze grupy ludzi
muszg spetniac kilka warunkéw decydujacych o przydatnosci metody do tego rodzaju
badan. Podstawowymi wymogami sg niewielkie koszty, tatwos$¢ i szybko$¢ wy-
konania, powtarzalno$¢ wynikéw czy nieinwazyjno$¢ metody. Comet assay wydaje
sie by¢ jedng z niewielu technik uzytecznych w zakrojonych na duzg skale projektach,
obejmujacych duze fragmenty lokalnych populacji, grup zwiekszonego ryzyka za-
chorowalnos$ci na nowotwory itp. Nalezy jednak zaznaczyé, ze stwierdzenie zwie-
kszonej wrazliwos$ci komaérek na okreslone czynniki genotoksyczne, czy obnizonego
tempa reperacji uszkodzen wykrywanych za pomocg elektroforezy pojedynczych
komérek daje jedynie przestanke do okreslenia ewentualnej podatnosci na pewne
schorzenia. Proces nowotworzenia zwigzany jest z wystgpieniem mutacji, bedacych
konsekwencjami pojawienia sie uszkodzen DNA, ktérych duza czes$¢ nie stanowi
pekniec nici, badz (na razie) nie jest mozliwe enzymatyczne lub chemiczne prze-
ksztatcenie ich w jedno- czy dwuniciowe przerwy. Comet assay moze wiec by¢
dogodnym testem wstepnym w tego typu badaniach lub uzupetnia¢ inne metody
epidemiologii molekularne;j.

Jednym z gtéwnych czynnikdw wigzanych z zachorowalnoscig na okreslone
typy nowotworow jest palenie tytoniu. Badania przeprowadzone przez Betti i wsp.
na stu-, a nastepnie dwustuosobowej grupie zdrowych dawcow krwi wskazujg na
znamienng przewage ilosci peknie¢ DNA w limfocytach oséb palacych [4,5]. Inte-
resujgce dane pochodza z doswiadczen majacych na celu analize uszkodzed DNA
limfocytéw noworodkow, ktérych matki byty aktywnymi lub biernymi palaczkami
[34]. Nawet w warunkach przedtuzonej elektroforezy nie udato sie stwierdzi¢ usz-
kodzen DNA w komorkach dzieci, ktérych matki nie pality, pality biernie lub
pality bardzo mato. Czynnikiem réznicujgcym w obrebie grupy noworodkéw, ktérych
matki pality rézng liczbe papieroséw dziennie, okazat sie procent limfocytow z
widocznymi uszkodzeniami DNA (rosngcy wraz z intensywnoscig natogu matki).

Epidemiologia molekularna z zastosowaniem comet assay nie ogranicza sie
jedynie do mozliwosci oszacowania ryzyka wystgpienia nowotworu na podstawie
wrazliwosci na srodowiskowe czynniki genotoksyczne. Znanych jest szereg chorob,
ktérych przyczyn upatruje sie w zaburzeniach komérkowych proceséw naprawy
uszkodzen DNA. Niektére z nich charakteryzuja sie wysoka wrazliwoscig tkanek
i komorek pacjentow na okreslone czynniki uszkadzajgce materiat genetyczny lub
obnizong zdolnosScia reperacji uszkodzen w stosunku do o0s6b zdrowych. Green
iwsp. [13] wykorzystujac naswietlanie limfocytow T promieniowaniem UV-C (czyn-
nik powodujacy powstawanie gtownie dimeréw pirymidyn) potwierdzit nadwra-
zliwos¢ na ten czynnik komérek pacjentéw cierpigcych na Xeroderma pigmentosum,
proponujac comet assay jako szybka technike diagnostyczng. W tym przypadku
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niesprawno$¢ mechanizmow naprawczych powoduje mniejszg niz u 0séb zdrowych
liczbe wtornych przerw DNA wynikajgca z niewydajnego nacinania nici w miejscach
wystgpienia uszkodzen.

4. UWAGI KONCOWE

Wszechstronno$¢ zastosowan comet assay wynika z mozliwosci czutej detekcji
i analizy jedno- i dwuniciowych przerw w czgsteczce DNA. Teoretycznie kazdy
typ modyfikacji taricucha kwasu nukleinowego mozna enzymatycznie lub chemicznie
przeksztatci¢ w pekniecia i w praktyce takie podejScie mozliwe jest obecnie w
stosunku do niektérych uszkodzen. Budzacg najwieksze zainteresowanie i nadzieje
cecha elektroforezy pojedynczych komorek jest mozliwos¢ obserwacji procesow
zwigzanych zuszkadzaniem inaprawg DNA w indywidualnych komdrkach. Znacznie
utatwione stato sie badanie réznic miedzykomorkowych w obrebie okreslonych
populacji np. limfocytow czy komorek jednego guza nowotworowego. Okreslanie
wrazliwosci na rozmaite czynniki terapeutyczne subpopulacji komérek nowotwo-
rowych, czy oszacowanie ilosci komérek szczegélnie odpornych pozwala zoptyma-
lizowaé przebieg leczenia i by¢ moze pozwoli uzyska¢ informacje o przewidywanej
skutecznosci terapii.

Stworzenie mozliwosci porownywania wynikéw uzyskiwanych przez rézne la-
boratoria wymaga przyjecia jednolitej procedury. Koniecznos¢ taka sygnalizowana
jest przez réznych badaczy [30]. Szeroko zakrojone badania biomonitoringu popu-
lacyjnego wchodzgce w zakres epidemiologii molekularnej bedg mozliwe dopiero
po standaryzacji podstawowych wariantow comet assay. Rdznorodno$¢ obecnie
stosowanych, czesto drobnych modyfikacji metody pozwala jedynie na stwierdzanie
podobieAstw badanych proceséw i parametréw bez mozliwosci jednoznacznych
uogoOlnien.

Technika elektroforezy pojedynczych komorek wykazuje zdecydowang przy-
datno$¢ we wstepnej analizie oméwionych efektow, a zwiaszcza genotoksycznosci
i badan proceséw naprawy uszkodzeh DNA, jednak do bardziej zaawansowanych
wnioskdw i uogdlnierr wymaga wspoétdziatania z innymi technikami badawczymi.
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DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA
ZESPOtU NADNERCZOWO-PLCIOWEGO*

MOLECULAR DIAGNOSIS
OF CONGENITAL ADRENAL HYPERPLASIA

Piotr KUPCZYK1, Piotr SAWINSKI2, Wiestaw H. TRZECIAK3
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Streszczenie: Najczestszg przyczyna zespotu nadnerczowo-ptciowego (ZNP) jest niedobdr cytochromu
P45021, sktadnika kompleksu enzymatycznego 21-hydroksylazy sterydowej. Uniemozliwia to synteze
glukokortykoidéw i mineralokortykoidéw i prowadzi do nadmiernego wydzielania androgenéw nadner-
czowych. Gen funkcjonalny cytochromu P45021 (CY P21B) oraz pseudogen (CYP21A) sg zlokalizowane
na krétkim ramieniu chromosomu 6 w pasmie 21.3. Badania mutacji genu CYP21B dowiodty, ze
przyczyng ZNP moga by¢ konwersje, delecje, insercje, podwojenia oraz mutacje punktowe wywotujace
przedwczesng terminacje transkrypcji, przesunigcie ramki odczytu, zaburzenia sktadania RNA i in.
Przedstawiono i przedyskutowano metody molekularne najczeséciej stosowane do badan genu CYP21B
oraz niektére wyniki uzyskane za pomocg tych technik. Do najcze$ciej wykorzystywanych naleza:
analiza polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych DNA, blotting Southerna, analiza konforma-
cji pojedynczej nici DNA i sekwencjonowanie. Nadzieje na tatwiejsze wykrycie mutacji w genie
CYP21B stwarza réwniez metoda chemicznego rozcinania DNA, rozdziat fragmentéw DNA w zelu
poliakryloamidowym, zawierajgcym wzrastajacy gradient zwigzku denaturujacego, czy tez wykorzysta-
nie zjawiska nieuprawnionej transkrypcji. Zastosowanie metod molekularnych umozliwia precyzyjng
diagnostyke prenatalng ZNP, co utatwia wczesne zastosowanie skutecznego leczenia.

Stowa kluczowe: niedobdr 21-hydroksylazy sterydowej, zesp6t nadnerczowo-ptciowy, CYP21B, diag-
nostyka molekularna

Summary: The most common cause of congenital adrenal hyperplasia (CAH) is the deficiency of
cytochrome P45021 - acomponent of steroid 21 -hydroxylase. This blocks the synthesis of glucocorticoids

*Prace finansowano z programu badan statutowych A.M. 502-1-067
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and mineralocorticoids and leads to excessive secretion of adrenal androgens. The functional gene of
cytochrome P45021 (CYP21B) as well as its pseudogene (CYP21A), are located on the short arm of
chromosome 6 p21.3. The detection of mutations of the CYP21B gene revealed that the main cause of
CAH are conversions, deletions, insertions, duplications and point mutations, resulting in premature
termination of transcription, frame shift, abberation of RNA splicing etc.

Molecular methods most commonly employed in investigations of CYP21gene were discussed and some
results obtained with the use of these metods were presented. The most commonly used methods are:
restriction fragment length polymorphism, Southern blotting, DNA single strand conformation poly-
morphism and sequence analysis. Chemical cleavage method and denaturing gradient gel electrophoresis
of the DNA fragments, or else applying the illegitimate DNA transcription, will hopefully facilitate
detection of the mutations in the CY P21B gene. The application of the molecular methods enables precise
prenatal diagnosis of CAH, which facilitates early and successful treatment.

Key words: 21-hydroxylase deficiency, congenital adrenal hyperplasia, CYP21B, molecular diagnosis

1. WSTEP

W korze nadnerczy cztowieka syntetyzowane sg mineralokortykoidy biorgce
udziat w regulacji gospodarki wodno-elektrolitowej, glukokortykoidy uczestniczgce
w przemianach weglowodandw, biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych oraz an-
drogeny odpowiedzialne za powstawanie cech fenotypowych meskich. Reakcje syn-
tezy hormondw sterydowych kory nadnerczy katalizujg enzymy, spos$rod ktdrych
kluczowg role odgrywajg hydroksylazy sterydowe, zawierajgce specyficzne cyto-
chromy P450 jako koncowe akceptory elektronow [40]. Niedobér kazdego z tych
enzymoOw prowadzi do zaburzen syntezy kortykosterydéw, co znajduje odbicie w
cechach fenotypowych osobnika dotknietego takim defektem i prowadzi do wy-
stgpienia objawow klinicznych zespotu nadnerczowo-piciowego (ZNP). Przyczyng
ZNP jest najczesciej niedob6r 21-hydroksylazy sterydowej. Z tego wzgledu jest
on najlepiej poznanym defektem enzymatycznym w procesie syntezy hormonéw
sterydowych ijednym z najczesciej wystepujacych, genetycznie uwarunkowanych
zaburzen funkcji wewnatrzwydzielniczej [9,24,25]. Do wystapienia ZNP prowadzg
tezniedobory 11-hydroksylazy, dehydrogenazy 3-hydroksy sterydowej/5Aizomerazy,
17-hydroksylazy i desmolazy cholesterolu [25,41].

Wyro6znia sie kilka postaci klinicznych ZNP, w ktérych konstelacje objawo6w
moga sie znacznie rézni¢ w zaleznosci od lokalizacji i nasilenia defektu enzy-
matycznego. Roznorodno$é obrazu klinicznego stwarza potrzebe doktadnej diag-
nostyki laboratoryjnej, ktéra wymaga arsenatu metod pozwalajgcych odréznic
poszczegOlne postacie zespotu. Badania molekularne pozwalajg na wykrycie wady
juz w okresie zycia ptodowego i zastosowanie skutecznego leczenia, a nawet na
wykazanie korelacji zaburzen na poziomie molekularnym z okre$long postacig cho-
roby.
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21-hydroksylaza sterydowa jest jednym z najwazniejszych kompleksow enzy-
matycznych uczestniczacych w syntezie sterydéw nadnerczowych. W jej sktad wcho-
dzi reduktaza cytochromu P450 i cytochrom P45021 [40]. Cytochrom P45021,
zwigzany z siateczkg srodplazmatyczna, jest biatkiem zelazoporfirynowym, ktérego
tarncuch peptydowy zawiera 495 aminokwaséw [18]. W reakcjach hydroksylacji
wykorzystywane sg rdwnowazniki redukcyjne pochodzace ze NADPH, a w prze-
kazywaniu elektronéw z NADPH na cytochrom P45021 posredniczy flawoproteina,
reduktaza cytochromu P450 [40] (rys. 1). Niedobor 21-hydroksylazy sterydowej
dziedziczy sie autosomalnie recesywnie. Defekt ten powoduje zablokowanie prze-
mian progesteronu i 17a-hydroksyprogesteronu w dezoksykortykosteron i dezoksy-
kortyzol, z ktdrych przy udziale 11B8-hydroksylazy powstajg kortykosteron i kortyzol
(rys. 2). W nastepstwie braku ujemnego sprzezenia zwrotnego na poziomie pod-
wzgorza i przysadki mozgowej dochodzi do wzrostu wydzielania kortykotropiny
(ACTH). Nadmierna stymulacja kory nadnerczy przez ACTH prowadzi do jej prze-
rostu. Produkty posrednie, proksymalne do bloku enzymatycznego (17a-hydroksy-
pregnenolon i 17a-hydroksyprogesteron), sg przeksztatcane w androgeny:
dehydroepiandrosteron (DHEA) i androstendion, a z nich w wyniku przemiany
peryferyjnej powstaje testosteron [24]. Nadmierne stezenie androgenow jest przy-
czyng nieprawidtowego rozwoju somatycznego u obu pici (wirylizacja u dziewczat,
przyspieszone dojrzewanie ptciowe u chtopcow) [17,25,42].

Rys. 1. Struktura 21-hydroksylazy sterydowej: cytochrom P45021 i reduktaza cytochromu P45021

zwiazane z btong siateczki $rédplazmatycznej; substratem (S-H) sg progesteron lub 17-hydroksyproge-

steron (opis dziatania w tek$cie): NADP+ - nukleotyd nikotynoamidoadeninowy; NADPH+H+ -

zredukowana forma NADP; FAD - nukleotyd flawinoadeninowy; FADH2 - zredukowana forma FAD;

S-OH - hydroksylowana posta¢ substratu; P45021 - cytochrom P4502L, Red P45021 - reduktaza
cytochromu P45021
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Rys. 2. Synteza hormonéw sterydowych w korze nadnerczy - zaznaczono bloki enzymatyczne w

przypadkach niedoboru: 1 - desmolazy cholesterolu; 2 - dehydrogenazy 3|3-hydroksysterydowej/5A

izomerazy(3|3HSD); 3 - 21-hydroksylazy sterydowej; 4 - 1Ifl-hydroksylazy sterydowej; 5- 17ahydro-
ksylazy/17,20 liazy; DHEA —dehydroepiandrosteron

Badania molekularne niedoboru 21-hydroksylazy sterydowej doprowadzity do
sklonowania cDNA cytochromu P4502i i poznania struktury molekularnej oraz
sekwencji genu tego cytochromu (CYP21B) i pseudogenu (CYP21 A) [15], a rozwdj
technik badawczych umozliwit wykrycie mutacji odpowiedzialnych za nieprawid-
towe funkcjonowanie genu CYP21 [1,23,24,25]. Stworzyto to szanse lepszego po-
znania patogenezy i udoskonalenia metod diagnostyki zespotu nadnerczo-
wo-ptciowego.

Celem pracy jest przedstawienie metod i niektdrych wynikéw badan podtoza
molekularnego ZNP wynikajgcego z niedoboru 21-hydroksylazy sterydowej, na-
tomiast inne przyczyny zespotu, stanowigce niewielki odsetek jego przypadkoéw,
zostang jedynie zasygnalizowane.

2. PRZYCZYNY | OBJAWY KLINICZNE ZNP

2.1. Postacie kliniczne niedoboru 21-hydroksylazy sterydowej

Niedob6r 21-hydroksylazy sterydowej jest powodem 90-95% przypadkow ze-
spotu nadnerczowo-ptciowego (w piSmiennictwie anglosaskim uzywa sie terminu
wrodzony przerost nadnerczy - congenital adrenal hyperplasia, CAH) [25,42]. Ze
wzgledu na przebieg kliniczny mozna wyro6znié:

1) posta¢ z wirylizacjg prostg - WP;
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2) posta¢ z utrata soli - US (okreslane tgcznie jako posta¢ klasyczna) i

3) posta¢ nieklasyczng - NK [17,25] (tab. 1).

W postaci klasycznej u noworodkdw pici zenskiej stwierdza sie obojnacze zew-
netrzne narzady piciowe, ktérych stopien maskulinizacji zalezy od okresu zycia
wewnatrzmacicznego, w ktdrym nastapita ekspozycja na androgeny [25]. Wewne-
trzne narzady piciowe rozwijajg sie prawidtowo, a przewdd Wolffa zanika, gdyz
najprawdopodobniej androgeny produkowane przez kore nadnerczy nie moga za-
pewni¢ stezenia wystarczajgcego do jego zachowania. Dlatego chore z ZNP maja
zachowane funkcje rozrodcze, pod warunkiem wczesnego rozpoznania oraz pra-
widtowego leczenia substytucyjnego i chirurgicznego. U starszych dziewczat ob-
serwuje sie androidalng budowe ciata, z meskim typem owtosienia, niedorozwojem
sutkow i przerostem techtaczki. Miesigczki sg skape lub nie wystepuja. U no-
worodkow pici meskiej fenotyp przy urodzeniu jest zwykle prawidtowy. Nadmiar
androgendw ujawnia sie Kklinicznie najczesciej w 2-3 roku zycia, prowadzac do
przyspieszonego rozwoju zewnetrznych narzagdéw piciowych i wczesniejszego po-
jawienia sie cech dojrzewania ptciowego. Ponadto w niektérych przypadkach do-
chodzi do zablokowania wydzielania LH, co hamuje powiekszanie sie jader i
prawidtowe dojrzewanie komorek plemnikotworczych. W pézniejszym wieku wy-
stepuje oligo- lub azoospermia. U reszty chtopcow zwiekszone wytwarzanie an-
drogenéw powoduje przedwczesne dojrzewanie ukiadu podwzgoérzowo-przy-
sadkowego, co doprowadza do postaci prawdziwej przedwczesnego dojrzewania
ptciowego (pubertas praecox vera) z przyspieszonym wystepowaniem spermato-
genezy. U obu pici nastepuje przedwczesne skostnienie nasad kosci diugich. Z
tego wzgledu ostateczny wzrost chorych jest zwykle niski [17,25,42].

TABELA 1 Niedobor 21-hydroksylazy sterydowej jako przyczyna ZNP

Postaé Stezenie Steryd Haplotypy HLA  Czestos¢

kliniczna  kortyzolu  aldosteronu wydzielany towarzyszace wystepowania
w nadmiarze postaci klinicznej

zespotu
WP i lub prawidtowe 17a-hydroksy- HLA-Bw51 postaci klasycznej:
prawidtowe lub T progesteron 1:14199 urodzen dla homozygot

i androstendion i 1:60 dla heterozygot;

us 170c-hydroksy- HLA-Ac znaczne réznice pomiedzy
progesteron Bw47,DR7 populacjami z poszczeg6lnych
iandrostendion i HLA-Bw60 krajow, a nawet regiondw

NK prawidtowe prawidtowe 17a-hydroksy- HLA-B14,DR1 1:100 dla heterozygot rasy
progesteron biatej; znaczne roéznice
i androstendion pomiedzy grupami etnicznymi

WP - posta¢ z wirylizacja prostg, US - posta¢ z utratg soli, NK - posta¢ nieklasyczna, HLA (human
leucocytes antigens) - antygeny leukocytéw ludzkich (wg [18], [25] i [42] zmodyfikowane)
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Postaé¢ z utratg soli wystepuje u 75% pacjentéw z postacig klasyczng ZNP [1].
Obok zaburzen spowodowanych nadmiarem androgenow, wystepuje réwniez defekt
w syntezie aldosteronu. Objawy kliniczne pojawiajg sie gwattownie juz w pierwszych
dwdch tygodniach zycia (najczesciej miedzy 5 a 15 dniem) i obejmujg dysele-
ktrolitemie (hiponatremie i hiperkaliemie), kwasice, biegunke, gwattownie nara-
stajgce odwodnienie, zaburzenia w pracy serca oraz sinice skory. Tendencje do
utraty soli nasilajg gromadzace sie progesteron i 17oc-hydroksyprogesteron, ktére
wywierajg dziatanie antymineralokortykoidéw. W okresie noworodkowym czesto
nastepuje zgon spowodowany wstrzgsem wynikajgcym ze zmniejszenia objetosci
krwi krazacej, do ktérego prowadzi utrata soli [22, 24, 25].

Objawy postaci nieklasycznej pojawiajg sie dopiero w okresie dojrzewania lub
u dorostych i obejmuja przedwczesny rozw6j owtosienia tonowego, tradzik oraz
niski ostateczny wzrost chorych. U osobnikéw pici zenskiej moze wystgpi¢ roznego
stopnia wirylizacja, nieregularne miesigczkowanie, wtérny brak miesigczki, zespét
wielotorbielkowatych jajnikow oraz nieptodnosé. U niektdrych chorych objawy kli-
niczne sg niezauwazalne, a defekt enzymatyczny mozna wykryé jedynie na podstawie
badan laboratoryjnych [3,24].

2.2. Inne przyczyny ZNP

Inne defekty enzymatyczne, takie jak niedobér 11 [3-hydroksylazy, dehydrogenazy
3(3-hydroksysterydowej/ A izomerazy i 17a-hydroksylazy stanowig zaledwie kilka
procent przypadkéw ZNP. Objawy kliniczne wynikajace z zaburzen metabolicznych
zaleznych od tych niedoboréw znacznie sie réznig. W przypadku niedoboru 11(3-
hydroksylazy i 17a-hydroksylazy, w wyniku nadmiernej produkcji mineralokorty-
koidow (gtownie 11-dezoksykortyzonu - DOC) dochodzi do powstania nadci$nienia
tetniczego. Niedobory 17a-hydroksylazy, dehydrogenazy 3(3-hydroksysterydowej/5A
izomerazy i desmolazy cholesterolu, obok przerostu kory nadnerczy, prowadza do
wystapienia cech obojnactwa rzekomego meskiego. Niedob6r dehydrogenazy 3(3-
hydroksysterydowej/5A izomerazy jest przyczyna syntezy nadmiernych ilosci dehy-
droepiandrosteronu (DHEA). Jednocze$nie synteza testosteronu przez gonady meskie
jest zahamowana. DHEA jest zbyt stabym androgenem, by zapewnié prawidtowy
rozwdj jader u chtopcow, ale dostatecznie silnym, by doprowadzi¢ do objawow
wirylizacji u dziewczat [25,41,42]. Lokalizacje blokéw enzymatycznych przedsta-
wiono na rysunku 1, a krotkg charakterystyke tych zaburzen podano w tabeli 2.
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Rys. 3. Test stymulacji kortykotroping: nomogram
odnoszacy wartosci stezen 17-OHP podstawowego
(0 min testu) do stymulowanego ACTH (60 min po
dozylnym podaniu); umozliwia on zaliczenie cho-
rych do grup majacych okre$lone genotypy: A -
klasycznej postaci niedoboru 21-hydroksylazy ste-
rydowej (genotyp: 21-OH-defcigzki/2 1-O H -deflagod”
ny) i B—postaci nieklasycznej (genotypy: 21-OH-def
ciezld 2 1.OH-def fagodny lub 21-OH-def *aSodny/21-
OH-deflagodny); C - heterozygoty dla wszystkich
postaci niedoboru (genotypy: 21-OH-def ciezki/ 21-
OH Prawidtowy lub 21-OH-def tagodny/21-OH prawidto*

wy), D - populacja ogélna (genotyp: 21-OH
prawidtowy/2 1 0 H prawidtowy 21-OH-defciezki - allel

dla ciezkiej postaci niedoboru 21-hydroksylazy ste-

rydowej, 21-OH-deflagodny- allel dla postaci tagod-

nej, 21-OH praw,dlowy - prawidtowy allel CYP21B,

17-OHP - 170c-hydroksyprogesteron, wartosci ste-

zen dla poszczeg6lnych grup sa przyblizone (wg [1]
i [25] zmodyfikowane)

3. BADANIA LABORATORYJNE STOSOWANE
W ROZPOZNAWANIU ZNP

W rozpoznaniu zespotu nadnerczowo-ptciowego pomocne jest oznaczanie w 0S0-
czu krwi stezenia podstawowego 17a-hydroksyprogesteronu (17-OHP) w godzinach
rannych (ze wzgledu na dobowy cykl wydzielania tego sterydu) oraz stezeh 17-OHP,
pregnenolonu, 17a-hydroksypregnenolonu, DHEA, testosteronu, 11-dezoksykorty-
zolu i kortyzolu przed i 60 min po dozylnym podaniu 0,25 mg ACTH (test stymulacji
kortykotroping). W przypadku niedoboru 21-hydroksylazy sterydowej stezenie pod-
stawowe 17-OHP jest podwyzszone, a odpowiedZ na podanie ACTH - nadmierna,
przy czym obie wartosci u pacjentdw z postacig klasyczng zespotu sg wyzsze niz
u pacjentéw z postacig nieklasyczng. Test ten umozliwia zakwalifikowanie chorych
do grup posiadajagcych okreslone genotypy skorelowane z postaciami klinicznymi
choroby oraz, w wiekszosci przypadkéw (okoto 80%), wykrycie heterozygotycznych
nosicieli nieprawidtowych alleli genu CYP21B [1,9,25,40] (rys. 3). Pomiar stezen
wszystkich wymienionych steryddéw pozwala odr6zni¢ niedobér 21-hydroksylazy
sterydowej od innych przyczyn ZNP oraz zaburzen prowadzacych do obojnactwa
rzekomego [22]. Ze wzgledu na istnienie enzymdw dotad nie scharakteryzowanych,
mogacych przeprowadzaé hydroksylacje w pozycji 21 w nadnerczach i tkankach
obwodowych stwierdzenie matych ilosci 21-hydroksylowanych sterydow nie zawsze
wskazuje, ze blok enzymatyczny jest tylko czesciowy. W niektdrych przypadkach,
zazwyczaj u dorostych, aktywnos$¢ tych enzyméw wystarcza, aby zamaskowac ob-
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jawy kliniczne niedoboru 21-hydroksylazy. Dotyczy to szczegdlnie utraty soli, po-
niewaz zapotrzebowanie organizmu na mineralokortykoidy maleje z wiekiem
[22,25].

W dobowej zbidrce moczu chorych, stezenia gtownego metabolitu 17-OHP (preg-
nantriolu) i metabolitow DHEA, androstendionu i testosteronu (17-ketosteryddéw)
sg podwyzszone. W przypadku zespotu  z utratg soli istnieje odwrotnie pro-
porcjonalna zalezno$¢ miedzy iloScig wydalanych 17-ketosterydow a stezeniem sodu
we krwi [17,18]. Duze znaczenie, jakie te badania miaty w przesztosci, zostato
ograniczone zchwilg pojawienia sie testéw radioimmunologicznych, ktére pozwalaja
na oznaczanie w surowicy krwi produktéw posrednich sterydogenezy, stanowigcych
obecnie podstawe diagnostyki laboratoryjnej [25].

Podwyzszona aktywnos¢ reniny w osoczu krwi $wiadczy o zaburzeniach w syn-
tezie aldosteronu. W ZNP z utratg soli stwierdza sie tez hiponatremie, hiperkaliemie,
duze stezenie sodu w moczu oraz mate stezenia aldosteronu w surowicy krwi i
w moczu [24].

U noworodkow i starszych dzieci istotnej informacji dostarcza ustalenie kariotypu,
ktdry jest zgodny z fenotypem [22].

Rozpoznanie postaci nieklasycznej ZNP u starszych dzieci i u dorostych wymaga
oznaczenia podstawowego poziomu 17-OHP, a w przypadku jego podwyzszenia
wykonania testu stymulacji kortykotropina. U miesigczkujacych kobiet pomiar pod-
stawowego stezenia 17-OHP nalezy wykonywac w fazie folikularnej cyklu, poniewaz
w fazie lutealnej nastepuje wzrost stezenia tego hormonu zalezny od jego syntezy
w jajnikach [3].

Poza badaniami laboratoryjnymi w rozpoznawaniu i réznicowaniu ZNP uzywa
sie m.in. badania radiologicznego w celu ustalenia wieku kostnego, ultrasonografii
miednicy, tomografii komputerowej, scyntygrafii i arteriografii nadnerczy oraz ba-
dania kontrastowego goérnego odcinka przewodu pokarmowego. Oméwienie tych
badan przekracza jednak ramy tego artykutu.

4. STRATEGIA BADAN MUTACJI GENOW CYP21

4.1 Struktura genéw CYP21A i B

W DNA cztowieka zidentyfikowano dwa geny 21-hydroksylazy sterydowej: pseu-
dogen CYP21A i gen funkcjonalny CYP21B, z kdrych kazdy ma dtugos¢ okoto
3,4 kpz [15]. Oba wysoce homologiczne (98%) geny, zawierajace po 10 eksondw,
znajdujg sie na krétkim ramieniu chromosomu 6 (pasmo 21.3) w regionie HLA
klasy 111 gtéwnego kompleksu genéw zgodnosci tkankowej, pomiedzy loci dla genow
HLA B i HLA DR [1,22,23]. Wraz z genami dla skiadnika czwartego uktadu
dopetniacza (C4A i C4B) oraz znajdujagcymi sie na komplementarnej nici DNA
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Rys. 4. Tandemowy uktad genéw w regionie klasy Il gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej: dwie

gérne linie przedstawiajg geny na przeciwlegtych niciach DNA, dolna linia ilustruje sekwencje eksonéw

i intronéw genu funkcjonalnego 21-hydroksylazy sterydowej (21B), 21A - pseudogen 21-hydroksylazy

sterydowej; C4A i C4B - geny kodujace dwie formy skitadnika 4 ukfadu dopetniacza; XA i XB -

pseudogen i gen funkcjonalny biatka macierzy pozakomérkowej, dtugosci fragmentéw DNA sa przybli-
zone (wg [18] i [23] zmodyfikowane)

genami kodujagcymi biatko macierzy pozakomorkowej tenascin X (XA i XB) tworzg
one uktad tandemowy C4A, CYP21A, XA, C4B, CYP21B i XB [4,23] (rys. 4).
Duze podobienstwo sekwencji nukleotydow pomiedzy sasiadujgcymi ze sobg genami
jest przypuszczalnie wynikiem czestych rekombinacji krzyzowych, ktére moga pro-
wadzi¢ do niedoboru 21-hydroksylazy [15,22]. Dodatkowo, stwarza to tez trudnosci
w identyfikacji genéw CYP21A i B na poziomie molekularnym.

Za unieczynnienie genu CYP21A odpowiadajg gtéwnie 3 mutacje. Delecja 8
par zasad (5’-GAGACTAC-3’) w eksonie 3 powoduje przesuniecie ramki odczytu,
natomiast insercja T w eksonie 7 i tranzycja C na T w eksonie 8 prowadzg do
powstania kodonu nonsensownego w mRNA, co powoduje przedwczesng terminacje
translacji [15]. W najnowszych badaniach wykazano, ze w komadrkach kory nadnerczy
geny CYP21A i XA ulegajg transkrypcji. Nie maja one jednak otwartej ramki
odczytu i dlatego przypuszczalnie nie kodujg biatek [4,11]. W procesie transkrypcji
genu CYP 21B powstaje mRNA wielkosci okoto 2 kz [23].

4.2.Metody stosowane do badan genu CYP21B

W celu wykrycia podwojen (duplikacji), ubytkéw (delecji), konwersji, wiekszych
wstawek (insercji) lub mutacji punktowych przeprowadza sie analize polimorfizmu



DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA ZESPOtU NADNERCZOWO-PLCIOWEGO 365

TABELA 3. Metody najczesciej stosowane do badania podtoza molekularnego ZNP

Me- Zasada Diugos¢ Wykrywalnosé Wady
to- fragmen-
da tu (kpz)
RFLP Elektroforetycznaidentyfikacja 30 Wykrywa wigksze Nie wykrywa
fragmentow restrykcyjnych delecje, insercje mutacji punktowych
DNA i konwersje
SSCP Badanie polimorfizmu konfor- 300 Wykrywa niewielkie Nie wykrywa niektorych
macji pojedynczej nici DNA delecje, insercje i mutacji punktowych
mutacje punktowe
CCM Chemiczne rozcinanie 300 Wykrywa mutacje Nie wykrywa mutacji
heterodupleksow punktowe zasad komple- punktowych zasad
w miejscu mutacji punktowej mentarnych do Tlub C ~ komplement, do A lub G
nici prawidtowej nici prawidtowych
HDF Rdznica migracji 370 Wykrywa pojedyncze Nie wykrywa substytucji
hetero- i homoduplekséw delecje lub insercje
podczas elektroforezy
DGGE Analiza réznic 500 Wykrywa wszystkie Woprowadzanie do DNA
w ruchliwosci elektrofo- substytucje, pojedyncze  odcinka. GC o dtugosci
retycznej zdenaturowanych insercje lub delecje 40 z, aby zapobiec
hetero- i homodupleksow rozdzieleniu obu nici
w czasie denaturacji
Analiza  Réznica migracji fragmentow 300 Ustalenie zmiany
sekwen-  rdznej dtugosci sekwencji DNA
cyjna podczas elektroforezy
DNA

RFLP (restriction fragment length polymorphism) - polimorfizm dtugo$ci fragmentéw restrykcyj-
nych; SSCP (single strand conformation polymorphism) - polimorfizm konformacji pojedynczej nici
DNA; CCM (chemical cleavage method) - metoda chemicznego rozcinania DNA; HDF (heteroduplex
formation) - metoda tworzenia heteroduplekséw; DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) -
elektroforeza we wzrastajacym gradiencie zwigzku denaturujgcego.

dtugosci fragmentdw restrykcyjnych DNA, blotting Southerna, analize polimorfizmu
konformacji pojedynczej nici DNA, tworzenie heterodupleksow, elektroforeze we
wzrastajgcym gradiencie zwigzku denaturujgcego bgdz chemiczne rozcinanie DNA.
W tabeli 3 przedstawiono metody, jakie moga by¢ zastosowane do badania podtoza
molekularnego zespotu nadnerczowo-piciowego.

4.2.1. Polimorfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych

Badanie polimorfizmu dtugos$ci fragmentdw restrykcyjnych (restrictionfragment
length polymorphism, RFLP), polega na otrzymywaniu przy pomocy odpowiednich
enzymoéw restrykcyjnych fragmentéw DNA, ktore mozna zidentyfikowac za pomocg
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TABELA 4. Identyfikacja genu CYP21B za pomocg analizy polimorfizmu dtugosci fragmentéw
restrykcyjnych (RFLP) [18,23]

Enzym Fragment (kpz)

CYP21B CYP21A
BamHI 14
Bgll 10 nu
Bgl I /EcoR | 2,4 8
EcoR | 17 12,3 12,5 14
EcoR V 25
Hind 111 18 20
Kpnl 2,9 11 2
Ncol 0,9 2,3 3,2 4
Pvu Il 1,8 3,3 35
Taq | 25 37

elektroforezy w zelu agarozowym, wykorzystujgc réznice ich dtugosci [7,20]. Naj-
czesciej uzywane enzymy restrykcyjne, wykorzystywane w analizie genéw CYP21
metodg RFLP oraz dtugosci uzyskanych fragmentéw podano w tabeli 4.
Rozdzielone za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym fragmenty restrykcyjne
genomowego DNA mozna przenie$¢ na btone nitrocelulozowg lub nylonowg i
poddaé¢ hybrydyzacji ze znakowang sondg (Southern blotting), zawierajaca peinej
dtugosci cDNA kodujacy ludzki CYP21. Komplementarne do sondy fragmenty
genu, identyfikuje sie zapomoca autoradiografii. Odcinek DNA zawierajacy mutacje,
nie hybrydyzuje z sondg idlatego nie stwierdza siejego obecnosci na autoradiogramie,
natomiast jest on widoczny po wybarwieniu zelu bromkiem etydyny [2].

4.2.2. Polimorfizm konformacji pojedynczej nici DNA

Metoda badania polimorfizmu konformacji pojedynczej nici DNA (single strand
conformation polymorphism, SSCP) polega na wykorzystaniu réznic w migracji
w Zelu poliakryloamidowym zdenaturowanego fragmentu DNA, zawierajagcego mu-
tacje, w odniesieniu do analogicznego fragmentu, nie zawierajagcego jej. Réznica
w migracji poszczegdlnych nici moze by¢ wywotana juz mutacjg punktowa we
fragmencie o dtugosci nawet kilkuset zasad. Poszczegdllne fragmenty sg wczesniej
amplifikowane technikg PCR (polymerase chain reactio) z wykorzystaniem zna-
kowanych lub nieznakowanych starterow [19,27].

4.2.3. Tworzenie heterodupleksow

Zamiana tylko jednej zasady w fafcuchu DNA powoduje powstawanie w czasie
reakcji PCR heteroduplekséw, pomiedzy nicig o prawidtowej sekwencji nukleotydow,
a nicig komplementarng zawierajgca mutacje.
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Heterodupleksy, ktére majg zmieniong konformacje dwuniciowej helisy, wedrujg
na zelu poliakryloamidowym wolniej niz odpowiadajgce im homodupleksy pra-
widtowego DNA. W metodzie tej nie ma jednak korelacji pomiedzy rodzajem za-
mienionej zasady, a réznicg w migracji homo i heteroduplekséw. W metodzie
tworzenia heteroduplekséw {heteroduplexformation, HDF) rozdziela sie fragmenty
nie przekraczajgce dtugosci 370 pz, ktdre mozna uzyska¢ poprzez trawienie DNA
odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi [2]. Fragmenty znakowane izotopami pro-
mieniotwdrczymi wykrywa sie autoradiograficznie. Wykrywanie fragmentéw w wy-
zej wymienionych metodach mozna zastgpi¢ poprzez wybarwianie rozdzielanych
elektroforetycznie fragmentdw DNA azotanem srebra [30]. 1los¢ DNA wykrywanego
ta metodg wynosi ok. 1 pg/mm2 przekroju poprzecznego prazka.

4.2.4. Elektroforeza we wzrastajgcym gradiencie zwigzku denaturujgcego

W badaniach genetycznych coraz czeSciej wykorzystuje sie elektroforeze w gra-
diencie zwiagzku denaturujgcego {denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE).
Wprowadzenie do badanego fragmentu DNA ok. 40-nukleotydowego odcinka zto-
zonego z sekwencji GC chroni obydwie nici przed rozdzieleniem po denaturacji
(spowodowanej wzrastajagcym stezeniem mocznika i formamidu w Zelu poliakrylo-
amidowym). Ni¢ DNA zawierajgca mutacje tworzy z prawidtowg nicig komple-
mentarng heterodupleks o nizszej temperaturze topnienia DNA (Tm) nizhomodupleks
ztozony z obu nici prawidtowych. Mamy wtedy do czynienia z r6znicg w migracji
w zelu poliakryloamidowym miedzy heterodupleksami i homodupleksami.

4.2.5. Metoda chemicznego rozcinania DNA

Mutacje punktowe w DNA genu CYP21B okre$lano rowniez za pomocg metody
chemicznego rozcinania (chemical cleavage method, CCM). Heterodupleks pomie-
dzy znakowanym izotopowo fragmentem genu o prawidtowej sekwencji a frag-
mentem nieznakowanym, pochodzacym od pacjenta, poddawano chemicznej
modyfikacji za pomoca czterotlenku osmu i hydroksyloaminy. Pierwszy z wymie-
nionych zwigzkow powoduje modyfikacje tymin odpowiadajacych w heterodupleksie
zasadom niekomplementamym, drugi natomiast w podobnej sytuacji powoduje mo-
dyfikacje cytozyn. Tak zmodyfikowane heterodupleksy poddaje sie nastepnie dzia-
taniu piperydyny, ktéra rozcina je w miejscu modyfikacji. Uzyskane produkty
rozdziela sie elektroforetycznie w zelach sekwencyjnych i wykrywa za pomoca
autoradiografii [6].

4.2.6. Sekwencjonowanie DNA

Przypadki mutacji punktowych genu CYP21B mogg by¢ wykrywane poprzez
sekwencjonowanie DNA, najcze$ciej metodg terminacji taficucha. W metodzie tej,
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polimeraza wydtuza starter (primer) - krétki fragment DNA komplementarny do
sekwencji wybranego regionu matrycy. Synteza kopii zatrzymywana jest przez do-
taczenie do tworzonego taricucha DNA 2°, 3’-didezoksyanalogu jednego z czterech
trifosforanéw nukleozydow. Przeprowadza sie jednoczesnie cztery reakcje enzy-
matyczne, kazda z analogiem innego nukleotydu. Otrzymane w ten spos6b cztery
zestawy fragmentow DNA rozdziela sie za pomoca elektroforezy wysokonapieciowej
w zelu poliakry loamidowym w warunkach denaturujacych, za$ dodany do mieszaniny
znakowany nukleotyd, zwykle [35S]dATP, pozwala na odczytanie sekwencji z auto-
radiogramu [31]. Do znakowania odcinkéw DNA wykorzystuje sie rowniez zwigzki
fluoryzujace [35].

Nowg metodg odczytu kodu genetycznego jest sekwencjonowanie DNA przez
hybrydyzacje (sequencing by hybridization, SBH). Specjalne programy komputerowe
pozwalajg na odczytanie sekwencji na podstawie sygnatow na filtrze nitrocelu-
lozowym, uzyskanych w wyniku hybrydyzacji technikg dot-blot  badanego frag-
mentu DNA z oligonukleotydowymi sondami (7 - 10-nukleotydowymi) zna-
kowanymi [y-32P] na koncu 5’ [16].

4.2.7. Inne metody, ktdre mogg zosta¢ wykorzystane do wykrywania mutacji
genéw CYP21

Technika dot-blot (lub slot-blot) nie wymaga trawienia enzymami restrykcyjnymi
ani rozdziatu elektroforetycznego. Zdenaturowany, za pomocg soli o wysokim ste-
zeniu, genomowy DNA naktada sie na filtry nitrocelulozowe i hybrydyzuje sie
ze znakowanymi oligonukleotydami o specyficznej sekwencji. Metoda ta jest czuta
i umozliwia wykrycie mutacji w odpowiednim fragmencie genu, w prébce za-
wierajacej zaledwie 1 p,g DNA [2].

Nadzieje na tatwiejszg lokalizacje mutacji w genie CYP21B stwarza réwniez
odkrycie zjawiska nieuprawnionej transkrypcji (illegitimate transcription). Wysoki
poziom nieuprawnionych transkryptéw znajdowano w komorkach intensywnie re-
plikujacych DNA, np. w limfoblastach i fibroblastach. Analiza transkryptéw ekto-
powych wymaga odwrotnej transkrypcji catkowitego komdrkowego RNA, a
nastepnie amplifikacji uzyskanego cDNA i jego sekwencjonowania.

5. DIAGNOSTYKA PRZEDURODZENIOWA

Technik genetyki molekularnej uzywa sie na coraz szerszg skale w diagnostyce
prenatalnej, kiedy istnieje wysokie ryzyko wystgpienia ZNP u dziecka. W celu
zapobiezenia wirylizacji ptodu podaje sie matce w 4 do 5 tyg. cigzy doustnie syn-
tetyczny glukokortykoid - deksametazon [8]. W 8 tyg. cigzy mozna wykonac biopsje
kosmowki, za§ w 15 tyg. pobra¢ za pomocg punkcji ptyn owodniowy [29,34].
Po namnozeniu komorek in vitro i okresleniu kariotypu, izoluje sie z nich DNA,
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ktéry nastepnie poddaje sie amplifikacji i analizie molekularnej. Po stwierdzeniu
kariotypu zenskiego i wystepowania mutacji odpowiedzialnych za ZNP, podawanie
deksametazonu kontynuje sie do momentu rozwigzania. Terapia ta stosowana jest
dotad jedynie w nielicznych osrodkach klinicznych inie jest ona catkowicie skuteczna
[9,10,24,26].

6. IDENTYFIKACJA MUTACJI GENU CYP21B

Badania mutacji genu CY P21B dowiodty, ze przyczyng ZNP moga by¢ konwersje,
ubytki, wstawki, podwojenia oraz mutacje punktowe (tranzycje i transwersje), ktérych
efektem sg: zahamowanie ekspresji genu, przedwczesna terminacja transkrypciji,
przesuniecie ramki odczytu i in.

Mutacja, ktéra wywotuje ok. 60% przypadkéw formy klasycznej ZNP, jest kon-
wersja genu CYP21B w pseudogen CYP21A [23,33,39].

Prawie 50% znanych przypadkéw postaci US spowodowanych jest ubytkiem
odcinka o dtugosci ok. 30 kpz, obejmujgcego fragment 3’ genu CYP21A, homo-
logiczny fragment 5° genu CYP21B oraz caly gen C4B. Przyczyng wystapienia
objawéw formy US moze byé réwniez delecja 8 par zasad w eksonie 3 genu
CYP21A [21,23]. Przeniesienie tej mutacji przez crossing-over, do genu CYP21B
powoduje powstanie hybrydy genowej, w ktérej koniec 3 jest typowy dla CYP21B,
za$ koniec 5’ dla CYP21A. Objawy formy US moga byé takze spowodowane
np. wigczeniem dodatkowej T w pozycji 1761 eksonu 7 [14] lub podstawienie
A zamiast T w pozycjach: 1380,1383,1389 eksonu 6 [3]. Wsrdd licznych przypadkow
substytucji zwraca uwage tranzycja CG w intronie 2 (pozycja 655), powodujgca
zaburzenie sktadania pre-mRNA (aberration of splicing). Mutacja ta obniza aktyw-

TABELA 5. Niektore mutacje punktowe wykryte w genie CYP 21B

Ekson Pozycja Mutacja Defekt biatka Posta¢ Aktywnos¢ 21-HS (%)
1 89 C->T Pro —Leu NK 30-60 [38]

4 999 T->A lle —Asn WP 3-7 [5]

7 1645 G—C Ser —Thr us 5 [36]

7 1683 G—T Val -Aleu NK 20-50 [43]

7 1713 G—A Gly —>Ser us 0 [43]

8 1994 C->T Gin —>stop YZ 0 [21]

8 2108 X-YT Arg —Trp us 2 [5]

10 2578 C->T Pro — Ser NK 20-50 [12]

21-HS - 21-hydroksylaza sterydowa (aktywno$¢ mierzono in vitro), NK - forma nieklasyczna, WP
- wirylizacja prosta, US - posta¢ z utratg soli (w nawiasach kwadratowych podano pi$miennictwo)
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no$¢ 21-hydroksylazy sterydowej in vitro do 5% i zwigzana jest z postaciami US
i WP zespotu nadnerczowo-piciowego [14,32,37]. Inne wykryte dotagd podstawienia
w genie CYP21B przedstawiono w tabeli 5.

Jedna pigta poznanych przypadkéw WP zwigzanych jest natomiast z podwojeniem
genéw CYP21A i C4B [23,33].

7. UWAGI KONCOWE

Badania nad niedoborem innych enzymow uczestniczacych w syntezie hormonéw
sterydowych: 17a-hydroksylazy sterydowej, 11(3-hydroksylazy sterydowej czy tez
3[3-dehydrogenazy hydroksysterydowej nie sg tak dalece zaawansowane, jak to ma
miejsce w przypadku 21-hydroksylazy sterydowej, lecz szybki rozwdj technik biologii
molekularnej pozwala przypuszczaé, iz niebawem nastgpi bardzo znaczny postep
badan uwarunkowan genetycznych tych zaburzen.
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ZASTOSOWANIE TECHNIK CYTOGENETYCZNYCH
DO BIOLOGICZNEGO MONITOROWANIA
NARAZENIA NA CZYNNIKI MUTAGENNE

APPLICATION OF THE CYTOGENETIC TESTS IN DETECTION
OF HUMAN EXPOSURE TO MUTAGENIC AGENTS

Maria SASIADEK, Matgorzata PAPROCKA-BOROWICZ, Ryszard SLEZAK
Zaktad Genetyki, Akademia Medyczna, Wroctaw

Streszczenie: Wzrastajgca liczba czynnikéw mutagennych wystepujacych w srodowisku zycia i pracy
cztowieka sprawita, ze narazenie na ich dziatanie dotyczy catej populacji ludzkiej. Prowadzone sg wiec
badania nad opracowaniem metod, ktdre pozwolg na okreslenie wptywu mutagenéw na materiat
genetyczny os6b narazonych. W tym celu stosowane sg nastepujgce testy cytogenetyczne: analiza
aberracji strukturalnych chromosoméw (CA), analiza czesto$ci wymian siostrzanych chromatyd (SCE),
test mikrojadrowy (MN). Testy te zostang oméwione w przedstawianym artykule.

Stowa kluczowe: mutageneza, monitorowanie biologiczne, testy cytogenetyczne, aberracje chromoso-
mowe, wymiany siostrzanych chromatyd, test mikrojadrowy.

Summary: During the last decades human exposure to potentially mutagenic and/or carcinogenic agents
has greatly increased. Therefore evaluation of biological effects of human exposure to mutagenes is very
important. Cytogenetic tests: chromosome aberrations (CA), sister chromatid exchanges (SCE) and
micronuclei (MN) are well recognized and widely used. In present paper CA, SCE and MN tests are
described.

Key words: mutagenesis, biomonitoring, sister chromatid exchanges, micronuclei, chromosome aberra-
tions.

Wykaz skrotéw: BLC (ang. baseline cells) - komérki o podstawowej czestosci SCE, CA (ang.
chromosome aberrations) - aberracje chromosomowe, CBG (ang. C-bands by barium hydroxide using
Giemsa) - prazki C, uzyskiwane przez dziatanie na chromosomy wodorotlenkiem baru, a nastepnie
barwnikiem Giemsy, FISH (ang.fluorescence in situ hybridization) - hybrydyzacja in situ z wykorzy-
staniem barwnika fluorescencyjnego do uwidocznienia miejsca zwigzania sondy, GTG (ang. G-bands
by trypsin using Giemsa) - prazki G, uzyskiwane przez trawienie chromosoméw trypsyna, a nastepnie
barwienie barwnikiem Giemsy, HFC (ang. highfrequency cells) - komérki o najwyzszej czestosci SCE,
ISCN.1985 (ang. International System for Human Cytogenetic Nomenclature) - miedzynarodowy
system nomenklatury stosowany w cytogenetyce cztowieka opracowany w 1985 r, MN (ang. micro-
nuclei) - mikrojadra, PAINT (ang. Protocolfor Aberration Identiification and Nomenclature Termino-
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logy) - system klasyfikacji i zapisu aberracji strukturalnych chromosoméw barwionych technikg FISH,
RI (ang. replication index) - wskaznik replikacji komérek, SCE (ang. sister chromatid exchange) -
wymiany siostrzanych chromatyd.

Wzrastajgca liczba czynnikéw mutagennych wystepujacych w Srodowisku zycia
i pracy cztowieka sprawita, ze narazenie na ich dziatanie dotyczy catej populacji
ludzkiej. Wynika ono zaréwno ze stylu zycia (czynne i bierne palenie papieroséw,
stosowanie kosmetykow, lekéw), jak i pracy zawodowej (narazenie zawodowe).
Prowadzone sg wiec badania nad opracowaniem coraz doktadniejszych metod bio-
logicznego monitorowania narazenia, ktére majg na celu:

(a) okreslenie progu indukowanych zmian genetycznych nie stanowigcego za-
grozenia dla rownowagi genetycznej populacji,

(b) identyfikacje oséb szczeg6lnie wrazliwych na dziatanie czynnikéw geno-
toksycznych,

(c) rutynowe monitorowanie biologiczne osob narazonych zawodowo na dzia-
tanie potencjalnie mutagennych zwigzkow,

(d) ocene zmian genetycznych w populacjach szczeg6lnie zagrozonych (np. po
katastrofach ekologicznych), a takze

(e) badania nad genotoksycznoscig nowych zwigzkéw chemicznych wprowa-
dzanych do $rodowiska [9,12,14,16,20,41,44].

Do tych celow stosowane sg rézne testy (rys. 1) [11], a wsréd nich testy cyto-
genetyczne:

(a) aberracji strukturalnych chromosoméw (CA),

(b) analizy czesto$ci wymian siostrzanych chromatyd (SCE),

(¢) mikrojadrowy (MN) [8,23,27,31,34,37].

Rys. 1. Badania stosowane w biologicznym monitorowaniu narazenia na zwigzki mutagenne (wg [11])
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Wszystkie trzy testy cytogenetyczne sg stosowane zaréwno do biologicznego
monitorowania narazenia, jak i w badaniach doswiadczalnych.

I. MATERIAL DO BADAN CYTOGENETYCZNYCH

Badania cytogenetyczne mogg byé prowadzone na chromosomach limfocytéw
krwi obwodowej lub komérek narzadéw docelowych dla badanego zwiazku [11].
W badaniach prowadzonych u narazonych ludzi chromosomy sg zwykle uzyskiwane
z limfocytéw krwi obwodowej, gdyz sa to komorki tatwe do pobrania od badanych
i do hodowli in vitro. Ponadto obserwowane w nich zmiany sg czutym markerem
procesoOw zachodzacych w organizmie, gdyz limfocyty kragzac w krwioobiegu sa
eksponowane na dziatanie zwiazkéw mutagennych lub ich metabolitéw w réznych
narzadach. Okres péttrwania limfocytéw T w organizmie wynosi trzy lata, dlatego
tez obserwujemy w nich uszkodzenia chromosoméw zaréwno nowopowstate, jak
i przetrwate, najczesciej bedace efektem kumulacji wptywow mutagennych. W ba-
daniach doswiadczalnych czesto uzywane sg linie komérkowe. Zasady wykonywania
badan cytogenetycznych oraz analizy wynikoéw sg Scisle okre$lone, w celu uzyskania
poréwnywalnosci wynikéw badan uzyskiwanych przez rézne zespoty badaczy
[20,28,37].

Il. TEST ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH

Aberracje chromosoméw (chromosome aberrations - CA) strukturalne u ludzi
nienarazonych na dziatanie znanych mutagenéw wystepujg w 0,7 do 1,0% metafaz
[1,3]. Pod wptywem dziatania zwigzkéw mutagennych moze dojs¢ do zwiekszenia
czestosci wystepowania CA: ztaman, odcinkdw achromatycznych (co do ktérych
nie ma petnej zgodnosci wsrdd autordw, czy nalezy je zalicza¢ do aberracji), trans-
lokacji, delecji, chromosomoéw policentrycznych badz fragmentéw acentrycznych
[19]. Aberracje wystepujg zwykle przypadkowo, w pojedynczych metafazach, a
nie w klonach (klon jest to populacja komdrek pochodzacych ze wspdlnej komorki
macierzystej). Aberracje strukturalne zaliczamy do zmian klonalnych, jesli dana
aberracja wystepuje w co najmniej dwoch z 25 analizowanych metafaz, a aberracje
liczbowe - je$li wystepuje w co najmniej 3 ze 100 analizowanych metafaz [47].
W badaniach z zakresu mutagenezy aberracje chromosomowe sg najczesciej oceniane
na preparatach barwionych barwnikiem Giemsy, rzadziej - barwionych technikami
prazkowymi. W ostatnich latach wykorzystywana jest technika hybrybyzacji in situ
(fluorescence in situ hybridization - FISH), przede wszystkim w modyfikacji po-
zwalajgcej na wybarwienie catych chromosoméw (tzw. technika malowania chro-
mosomow - chromosome painting technique).
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Barwienie barwnikiem Giemsy prowadzi do uzyskania jednolicie ciemno wy-
barwionych chromosomoéw, ktore sa klasyfikowane na podstawie wielkosci i ksztattu
(uwarunkowanego potozeniem centromeru). Dlatego tez analiza chromosomow wy-
barwionych barwnikiem Giemsy jest mato doktadna i pozwala jedynie na ocene
ilosciowg wystepowania ztaman i odcinkéw achromatycznych, fragmentéw acen-
trycznych oraz chromosoméw policentrycznych. Nalezy sie liczy¢é z mozliwoscig
btednego zaklasyfikowania skrzyzowania chromatyd, jako dodatkowego centro-
meru.

Aby doktadnie oceni¢ centromery, stosuje sie technike wybiorczego ich barwienia
- najczesciej prazki C (CBG - C-bands by barium hydroxide using Giemsa).

Doktadng analize aberracji strukturalnych chromosomoéw mozna przeprowadzié¢
stosujagc metody prazkowe barwienia chromosomoéw. Sg to techniki, ktére prowadza
do uzyskania naprzemiennie utozonych jasnych i ciemnych obszar6w (tzw. praz-
kéw), uktadajacych sie w charakterystyczny dla kazdej pary chromosoméw wz6r.
Najczesciej wykorzystywana jest technika prazkéw G (GTG - G-bands by trypsin
using Giemsa). W 1985 roku zostat opracowany miedzynarodowy system nomen-
klatury stosowany w cytogenetyce cztowieka (International System for Human Cy-
togenetic Nomenclature - ISCN,1985)[46]. W ISCN, 1985 zostaty jednoznacznie
okreslone kryteria klasyfikacji i zapisu prawidtowych chromosoméw oraz aberracji
chromosomowych.

Analiza chromosoméw barwionych technikami pragzkowymi pozwala na okre-
Slenie doktadnej lokalizacji aberracji. Na tej podstawie mozna oceni¢, czy rozktad
punktéw ztaman chromosomow w Kkariotypie jest losowy, czy tez pewne pary chro-
mosoméw sg szczegdblnie wrazliwe na wystepowanie w ich obrebie uszkodzen pod
wpltywem okreslonych zwigzkéw mutagennych. Mozna réwniez stwierdzic¢, czy
wystepuje korelacja pomiedzy lokalizacjg obserwowanych punktéw ztaman a lo-
kalizacjag w kariotypie cztowieka gendéw o zasadniczym znaczeniu w procesach
transformacji nowotworowej [17,21]. Po zastosowaniu barwienia GTG stwierdzono
np., ze u pracownikow narazonych zawodowo na dziatanie r6znych mutagendw
chemicznych rozktad punktéw ztaman w kariotypie odbiega od losowego i jest
rozny, w zalezno$ci od rodzaju narazenia [32,33].

Techniki pragzkowe sg réwniez wykorzystane do oceny wynikéw testu bleo-
mycynowego, stosowanego do wykrywaniatzw. "ukrytej tamliwosci chromosomow™,
wynikajgcej ze zwiekszonej podatnosci na dziatanie czynnikéw mutagennych. W
tescie tym limfocyty ludzkie sg poddawane in vitro dziataniu bleomycyny (jest
to antybiotyk o wiasciwosciach cytostatycznych), ktéra uszkadza DNA powodujac
ztamania chromosomadw (rys. 2). W klasycznym tescie bleomycynowym analizowane
sg chromosomy barwione barwnikiem Giemsy (nie mniej niz 50-100 metafaz w
kazdym badaniu), a oceniana jest $rednia liczba ztaman przypadajgca na komorke.
Stwierdzenie wiecej niz jednego ztamania na komorke jest uwazane za wyraz zwie-
kszonej tamliwos$ci chromosoméw. Zwiekszong famliwo$¢ chromosomow w tescie
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Rys. 2. Przyktad metafazy barwionej technikag GTG, z zaznaczonym strzatkg ztamaniem chromosomu

bleomycynowym stwierdzono u okoto 16% zdrowej populacji oraz w grupach pa-
cjentéw z niektérymi nowotworami (np. nowotworami gtowy i szyi, rakiem okrez-
nicy), podczas gdy w grupach pacjentéw z innymi chorobami nowotworowymi
(jak np. rak phuc, czy tez nowotwory centralnego uktadu nerwowego) nie ob-
serwowano zwiekszenia czestosci wystepowania aberracji chromosomowych pod
wptywem bleomycyny [4,16,35]. Hsu i wsp. oceniajac chromosomy barwione te-
chnikg GTG wykazali natomiast, ze w grupach pacjentéw z réznymi nowotworami
rozktad punktow ztaman powstajacych pod wptywem bleomycyny jest nielosowy
i powiazany z postacig histopatologiczng nowotworu [6,45].

Analiza chromosoméw barwionych technikami pragzkowymi jest jednak stosun-
kowo rzadko stosowana w badaniach z zakresu mutagenezy, gdyz przy koniecznosci
wykonywania duzej liczby analiz u poszczegblnych oséb narazonych (minimum
100 metafaz) wymaga duzego naktadu pracy. Metoda pozwalajacg na szybka ocene
wybranych chromosoméw jest FISH, w ktdrej stosowane sg sondy hybrydyzujace
ze zdenaturowanym DNA chromosoméw metafazalnych. Miejsce zwigzania sondy
jest widoczne dzieki zastosowaniu barwnikéw fluorescencyjnych. Obecnie mozliwe
jest wykonanie dwu- lub tréjkolorowej hybrydyzacji, a wiec uwidocznienie jed-
nocze$nie dwdch lub trzech par chromosoméw. Ta metoda zostala szczegétowo
opisana w pismiennictwie polskim przez Zawade i Latos-Bielenska [46].

Dzieki wybidrczemu barwieniu poszczeg6lnych par chromosomoéw mozna do-
kona¢ szybkiej oceny wybranych chromosomow w duzej liczbie metafaz. Zostat
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opracowany wzdr matematyczny, pozwalajgcy na obliczenie $redniej czestosci wy-
stepowania aberracji w komdrce na podstawie oceny dwoch lub trzech chromosoméw
przy zatozeniu, ze rozklad aberracji w chromosomach jest losowy:

'S 205/8d -fp)

gdzie:

Fqg - czesto$¢ wystepowania aberracji w genomie,

Fp - obserwowana liczba aberracji,

f - wyrazona w procentach, wybarwiona cze$¢ genomu [18,22].

Obraz chromosomoéw barwionych technikg "malowania chromosomow" jest od-
mienny od obrazu uzyskiwanego w wyniku barwienia technikg GTG. Dlatego tez
ISCN,1985 [47] nie moze by¢ wykorzystany do klasyfikacji i zapisu aberracji stru-
kturalnych obserwowanych w chromosomach barwionych technikg "malowaniachro-
mosomoéw". W 1995 roku zostatl opracowany szczegOtowy system klasyfikacji i
zapisu aberracji strukturalnych chromosoméw, barwionych omawiang technika -
PAINT (Protocol for Aberration ldentification and Nomenclature Terminology)
[39]. W tym systemie zapisu zastosowane zostaty skroty opisujace rodzaj aberracji
zgodnie z ISCN,1985 [47] oraz symbole oznaczajgce niewybarwione (A,a) i wy-
barwione (B,b) fragmenty chromosoméw, przy czym duzymi literami zostalty oz-
naczone fragmenty zawierajgce, a matymi - niezawierajace centromer. Podstawowa
réznica pomiedzy zasadg zapisu aberracji wg ISCN a PAINT wynika z faktu, ze
PAINT polega na zapisie obserwowanych aberracji bez zaznaczenia zwigzkdw mie-
dzy nimi, np. translokacja wzajemna jest opisanajako dwa chromosomy w obrebie
ktérych znajduje sie materiat pochodzacy z innego chromosomu [39].

Omawiana technika, ze wzgledu na tatwos$¢ wykonania i szybkos¢ analizy zna-
lazta zastosowanie gtdwnie w biodozymetrii i obecnie jest juz stosowana do oceny
narazenia na promieniowanie jonizujace [2,40]. Zastosowanie barwienia, w ktorym
wybidrczo uwidoczniane sg translokacje pozwolito np. na stwierdzenie, ze pro-
mieniowanie jonizujgce indukuje powstawanie aberracji niesymetrycznych (chro-
mosomy policentryczne i fragmenty acentryczne) i symetrycznych (translokacje)
réwnie czesto, a nawet, wedtug niektorych autoréw, aberracje symetryczne wystepuja
czesciej [40].

Przy analizie tak barwionych chromosomoéw wystepuje mozliwos¢ blednego
zaklasyfikowania dicentrykow, jako chromosomoéw z translokacjg. Dlatego tez nie-
ktorzy autorzy sugerujg uzupetnienie "malowania chromosoméw" technikami po-
zwalajacych na wybidrcze uwidocznienie centromeréw, wiec barwienia FISH z
wykorzystaniem prob centromerowych lub barwienia technika CBG preparatéw
barwionych uprzednio technikg FISH [22].
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Analiza chromosomoéw barwionych technikg "malowania chromosoméw" ma za-
stosowanie réwniez w badaniach nad mechanizmami powstawania aberracji stru-
kturalnych chromosoméw [5].

1. TEST WYMIAN SIOSTRZANYCH CHROMATYD

Test SCE (sister chromatid exchanges) jest czutym, cho¢ niespecyficznym testem
dla oceny narazenia na czynniki mutagenne (rys. 3) [37,38]. Uwaza sie¢ obecnie,
ze wymiany siostrzanych chromatyd zachodzg w punktach rozpoczecia replikacji
DNA badz tuz obok nich. Wymiany siostrzanych chromatyd sg indukowane efe-
ktywnie przez zwigzki taczace sie kowalencyjnie z DNA, zaburzajace jego strukture,
dziatajagce na prekursory syntezy DNA lub zaburzajace procesy reperacji [7,37].
Analiza wynikéw testu SCE polega na ocenie $redniej liczby wymian siostrzanych
chromatyd w komérkach, przy czym minimalna liczba ocenianych metafaz powinna
wynosi¢ 50-100 w kazdym badaniu. U ludzi nienarazonych na dziatanie znanych
mutagenéw S$rednia czesto$¢ SCE waha sie wedtug réznych autoréw od 4 do 8
wymian na komorke. Poziom ten powinien by¢ ustalany w kazdym laboratorium
wykonujagcym ten test. Wzrost $redniej czestosci wymian na komoérke powyzej
wartosci kontrolnej Swiadczy o zadziataniu czynnika mutagennego. Bardziej do-
ktadna ocene mozna uzyskaé wprowadzajac podziat na komorki o wysokiej czestosci
wymian (HFC - highfrequency cells - jest to 10% komorek o najwyzszej czestosci
wymian w badanym przypadku) oraz komorki o podstawowej czesto$ci wymian
(BLC - baseline cells - jest to 90% komorek, po wytaczeniu 10% komorek o
najwiekszej czestoSci wymian). HFC - to komarki, ktére ulegty najciezszemu usz-
kodzeniu i sg najczesciej eliminowane z organizmu, a zmiany w nich obserwowane
uwaza si¢ za nietrwate (unpersistent lesions). Zmiany w komorkach o podstawowej
liczbie wymian sg zaliczane do zmian trwatych (persistent lesions) i sg wyrazem
w miare statego poziomu SCE dla osoby badanej w danych warunkach [15,43].

Za pomoca barwienia réznicowego siostrzanych chromatyd mozna takze okresli¢
dynamike podziatdw komorkowych, obliczajgc indeks replikacyjny - RI. W tym
celu nalezy oceni¢ 100 losowo wybranych, kompletnych metafaz, okreslajac wsrod
nich liczbe metafaz po pierwszym (Mj), drugim (M2) i trzecim (M3) podziale
komérkowym. Kryterium, na podstawie ktérego okresla sie liczbe podziatéw prze-
bytych przez dang komarke in vitro, jest wzor zabarwienia chromatyd chromosoméw.
Po pierwszym podziale wszystkie chromatydy wybarwione sg jednolicie ciemno,
po drugim potowa chromatyd wybarwiona jest jasno, a potowa - ciemno, a po
trzecim podziale - 2/3 chromatyd wybarwione jest jasno, a 1/3 - ciemno. Do
obliczenia RI stosuje sie wzo6r [28]:

IM, +2  + 3M,

R, = ioo 1
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Rys. 3. Przyktad metafazy wybarwionej technikg SCE (widoczne jest 12 wymian siostrzanych
chromatyd)

Analiza chromosoméw barwionych technikg SCE nie jest czasochtonna a ponadto
jest stosunkowo prosta i dlatego test ten jest powszechnie stosowany w badaniach
nad mutagenezg [15,44].

IV. TEST MIKROJADROWY

Od poczatku lat osiemdziesiatych prowadzone sg intensywne badania nad testem
mikrojgdrowym (MN - micronucleus test) i jego zastosowaniem do wczesnego
wykrywania narazenia na czynniki mutagenne [25,28,30,36].

Mikrojadra sa utworzone przez cate chromosomy, ktore na skutek uszkodzenia
wrzeciona podzialowego pozostaty po podziale komérki w cytoplazmie badz tez
przez acentryczne fragmenty chromosomow, ktore nie przytwierdzone do wrzeciona
podziatowego, pozostaty w cytoplazmie (rys. 4). Sg one widoczne w interfazie.
Podwyzszona liczba MN wskazuje, ze badany byt narazony na dziatanie mutagenu
0 dziataniu klastogennym (powodujacym aberracje strukturalne chromosoméw) lub
aneuploidogennym (powodujacym aberracje liczbowe chromosoméw) [3,10,29].
Mikrojadra sa uznawane za efektywny marker biologiczny, jesli sg oceniane w
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komorkach dzielgcych sie po zadzia-
faniu czynnika mutagennego. Wyty-
powanie tych komdrek jest mozliwe
dzieki zastosowaniu cytochalazyny
B, ktora zatrzymuje podziat komarki
na etapie cytokinezy. W efekcie ko-
moérki, ktére ukonczyty kariokineze,
zawierajg dwa jadra. Mikrojadra sg
wiec oceniane w komorkach dwu-
jadrzastych, w ktorych sg widoczne
jako drobne struktury (jedna lub wie-
cej), barwiace sie tak, jak jadra wia-
$ciwe. Za pomoca testu MN mozna
wykaza¢ od 60 do 90% wszystkich
fragmentéow acentrycznych, nie
mozna jednak odpowiedzie¢ na py- Rys. 4. Przyktad komérki dwujadrzastej z widocznym
tanie, czy delecja dotyczyta jednej, mikrojadrem (zaznaczone strzatka)
czy tez obu chromatyd. Mozliwosci
testu MN zostaly znacznie poszerzo-
ne dzieki zastosowaniu dodatkowych barwien. Barwienie kinetochoréw, lub bar-
wienie centromerdw technikg FISH pozwala na odrdznienie, czy mikrojadro zostato
utworzone przez fragment acentryczny czy tez caty chromosom. Badania za pomocg
przeciwciat przeciw-kinetochorom pozwolity na wykazanie, ze nieomal 50% two-
rzacych sie samoistnie mikrojader zawiera cate chromosomy, a pozostate - fragmenty
acentryczne. Zastosowanie natomiast techniki FISH w modyfikacji "malujacej chro-
mosomy" umozliwia okreslenie, ktéry z chromosomoéw utworzyt mikrojadro [3,9].
Mimo ze liczbe mikrojgder nalezy ocenia¢ w 500-1000 metafaz w pojedynczym
badaniu, nie jest to technika czasochtonna (uznaje sie, ze 1000 komorek mozna
oceni¢ w ciggu 30 min). Ze wzgledu na mozliwos¢ popetnienia istotnych sta-
tystycznie bteddw przy ich liczeniu (nawet przez doswiadczonych cytogenetykow),
postuluje sie obecnie wprowadzenie Scistych zasad analizy MN, jak np. ocena
jedynie bardzo dobrych preparatéw o rGwnomiernym rozktadzie komorek na szkiet-
ku, wytaczenie z analizy uszkodzonych komérek, okreSlenie jednoznacznych kry-
teribw rozrdznienia fragmentdéw uszkodzonych jader od prawdziwych mikrojader,
zwiekszenia obowigzujacej liczby ocenianych komorek do 2000, a przede wszystkim
do ustalenia obowigzujacej minimalnej liczby analizowanych metafaz w pojedyn-
czym badaniu [42].
Mimo ze jak wynika z powyzszych rozwazan, kryteria oceny wynikéw testu
MN sg wcigz jeszcze opracowywane, jest to obecnie jedna ze standardowych
metod oceny narazenia na czynniki mutagenne.
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Dla doktadnej oceny dziatania czynnikéw mutagennych czesto omawiane testy
sq stosowane jednocze$nie, a niejednokrotnie badania te sg poszerzane 0 inne
techniki, jak np. badanie adduktdow DNA lub bialek, czy tez wykrywanie mutacji
genowych [13,24,26,34].
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CYSTATYNY POCHODZENIA ROSLINNEGO

CYSTATINS OF PLANT ORIGIN
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Streszczenie: Cystatyny to superrodzina endogennych inhibitoréw peptydaz cysteinowych, takich jak:
papaina, katepsyny B, H i L. Zainteresowanie cystatynami wynika w duzej mierze z mozliwosci ich
zastosowania terapeutycznego w przypadkach, gdy niekontrolowana aktywno$¢ peptydaz cysteinowych
jest jedng ze sktadowych patomechanizmu choroby. Wiele cystatyn pochodzenia zwierzecego zostato
dobrze scharakteryzowanych. W niniejszej pracy usystematyzowano informacje na temat wtasciwosci
fizykochemicznych, struktury pierwszorzedowej, wtasciwosci inhibitorowych i roli fizjologicznej zna-
cznie mniej poznanych cystatyn pochodzenia roslinnego. Rozwazono problem wyr6znienia nowej
rodziny cystatyn - fitocystatyn.

Stowa kluczowe: cystatyna, inhibitor peptydaz, biatka nasion roslin

Summary: Cystatins are the endogenous inhibitors of cysteine peptidases, such as papain, cathepsins B,
H and L. Interest in cystatins derives mainly from tbeir potential therapeutic applications in cases, when
inappropriate action ofcysteine peptidases is involved in pathomechanism ofdisease. While many animal
cystatins have been well characterized, little is known about cystatins of plant origin. The paper presents
the actual stage of knowledge on plant cystatins (physico-chemical properties, primary structure,
inhibitory properties and physiological function). Distinguishing of a new family of cystatins - phyto-
cystatins is also discussed.

Key words: cystatin, peptidase inhibitor, plant seeds proteins

Stosowane skroty: BANA - N-a-benzoilo-L-arginylo-P-naftyloamid; BAPA - N-a-benzoilo-L-argi-
nylo-p-nitroanilid; ANA - L-arginylo-P-naftyloamid; Z-Phe-Arg-MCA - N-benzyloksykarbonylo-L-
fenyloalanylo-L-arginylo-7-(4-metylo)kumaryloamid;
Ac-Phe-Arg-NA-N-oc-acylo-L-fenyloalanylo-L-arginylo-naftyloamid; OC-I, OC-II - cystatyny ryzowe
I, 1I; CC-I, CC-Il, Cl-4a - cystatyny kukurydziane I, Il, I-4a; WCPI-3 - cystatyna ze stodlinu japoriskiego;
PMC - cystatyna z ziemniaka; m.cz. - masa czasteczkowa; Ki - stata inhibicji

I. WSTEP

Peptydazy cysteinowe to enzymy proteolityczne, ktére hydrolizujg wigzania pep-
tydowe z udziatem reaktywnych reszt cysteiny w centrum katalitycznym. Wyroznia



386 J. GBUREK, K. GOLAB

sie 14 ewolucyjnie spokrewnionych rodzin peptydaz cysteinowych, wsréd nich naj-
liczniejsza jest rodzina papainy obejmujgca enzymy zawierajgce w swoich centrach
katalitycznych reszty Gin, Cys, His, Asn [38]. Najlepiej poznane peptydazy z tej
rodziny to roslinny enzym papaina oraz zwierzece katepsyny B, H i L. Peptydazy
cysternowe rodziny papainowej stwierdzono u zwierzat, roslin i mikroorganizmoéw
(gtdwnie eukariotycznych). Moga one wystepowac zarbwno wewnatrz-, jak i zew-
natrzkomérkowo [39]. U ssakéw katepsyny wystepuja gtownie w lizosomach, cho¢
ich obecnos$¢ stwierdza sie réwniez w granulach wydzielniczych komérek pro-
dukujacych hormony peptydowe. Katepsyny biora udziat w wewnatrzkomoérkowym
katabolizmie biatek oraz w aktywacji swoistych proenzymow i prohormonow [45].
W pewnych stanach chorobowych (nowotworowych, zapalnych) enzymy te moga
ulega¢ sekrecji poza komoérke zachowujgc swoje katalityczne wiasciwosci [14].
U niektérych stawonogoéw peptydazy cysteinowe rodziny papainowej wystepujg
w soku jelitowym i sg uwazane za enzymy trawienne [35, 38]. U roslin znajdowano
je zarowno w wakuolach, jak i zewnatrzkomdrkowo w soku mlecznym (lateksie).
Wiadomo, ze enzymy te sg odpowiedzialne za pierwszy etap degradacji biatek
zapasowych w czasie kietkowania nasion [42].

Aktywno$¢ peptydaz cysteinowych w komérkach i ptynach ustrojowych jest
kontrolowana przez ich endogenne inhibitory - cystatyny. Pierwszg cystatyne wy-
izolowano z biatka jaja kurzego. Nastepne byly izolowane z wielu tkanek i ptynow
ustrojowych, zaréwno ludzkich jak i zwierzecych. Wieloletnie badania nad inhi-
bitorami peptydaz cysteinowych pochodzenia zwierzecego wykazaty, ze ich struktura
i wlasciwosci sg podobne, co pozwolito zaliczy¢ je do jednej superrodziny cystatyn.
Klasyfikacje cystatyn zaproponowat Barrett, wyrdzniajac cztery rodziny. | rodzina
(stefiny) zawiera biatka, sktadajace sie z okoto 100 reszt aminokwasowych (m.cz.
okoto 11 kDa), nie majgce czesci cukrowej oraz wiazan disiarczkowych. Il rodzina
(cystatyny) obejmuje biatka skiadajgce sie z okoto 115 reszt aminokwasowych
(m.cz. ok. 14 kDa), bez komponenty cukrowej i zawierajagce w czesci C-koncowej
dwie petle stabilizowane wigzaniami disiarczkowymi. 11l rodzina (kininogeny) obej-
muje jednotancuchowe glikoproteiny (m.cz. 50-114 kDa), zawierajace trzy lub wiecej
mostkow disiarczkowych, zbudowane z trzech domen homologicznych z cystatynami
z Il rodziny (w tym dwoch inhibitorowo aktywnych) oraz kilku domen nieho-
mologicznych. IV rodzina obejmuje biatka nieinhibitorowe, takie jak glikoproteina
bogata w histydyne czy a2HS-glikoproteina [13, 19]. Cystatyny hamujg na og6t
endopeptydazy cysteinowe z rodziny papainowej, takie jak: papaina, chymopapaina,
ficyna, homologiczne lizosomalne peptydazy (katepsyny B, H i L), nie hamuja
jednak bromelainy. Wykazano réwniez, ze cystatyny majg zdolno$¢ hamowania
egzopeptydazy - katepsyny C. Cystatyny facza sie ze zmodyfikowana papaing,
ktdrej cysteina w miejscu aktywnym zostata zalkilowana grupg karboksymetylowa
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lub karbamoilometylowag, co wykorzystano do ich izolacji. Zmodyfikowanie papainy
przez duze ugrupowania, takie jak E-64 (L-trans- epoksybursztynylo-leucyloamido
(4-guanidyno) butan), stanowi przeszkode do tworzenia kompleksu z cystatynami.

Cystatyny hamujg aktywno$¢ peptydaz w sposob odwracalny. Cystatyna jaja
kurzego hamuje kompetycyjnie papaine w stosunku stechiometrycznym 1:1. Kom-
pleks cystatyna - papaina ulega dysocjacji podczas denaturacji w nieobecnosci czyn-
nikow redukujacych, dlatego tez wyklucza sie tworzenie stabilnego wigzania
kowalencyjnego przy powstaniu kompleksu [15]. Mechanizm oddziatywania pep-
tydaz cysternowych z cystatynami zostat zaproponowany na podstawie struktur
krystalograficznych papainy i cystatyny jaja kurzego przy wykorzystaniu wynikéw
komputerowego modelowania molekularnego. Wedtug tego modelu, cystatyny od-
dziatujg z peptydazami cysteinowymi poprzez konserwatywny region (Gin53 - Gly57)
0 strukturze p-petli, ktora znajduje sie pomiedzy N-koricowym fragmentem (Leu
-Gly9) a drugg p-petlg utworzong przez fragment (Pro103- Leul05). Obydwie petle
1 N-koniec tworzg specyficzng konformacje w ksztatcie klina, ktéry jest komple-
mentarny do centrum aktywnego papainy. N-koAcowy segment cystatyny biatka
jaja kurzego bezposrednio oddziatuje z kieszenig wigzacg S2 centrum aktywnego
(wg terminologii Schechtera i Bergera [14]), ale jego konformacja oraz zbyt duza
odlegto$¢ od Cys nie pozwala na rozszczepienie wigzania peptydowego w cy-
statynie [44]. Stusznos$¢ tej koncepcji zostata potwierdzona w badaniach nad stru-
kturg kompleksu S-karboksymetylowanej papainy ze stefing B [43], a takze przez
dane kinetyczne otrzymane dla oddziatywan natywnych i/lub zmodyfikowanych
cystatyn z roznymi peptydazami cysteinowymi [12, 16, 31, 32]. Rola fizjologiczna
cystatyn nie jest dobrze poznana. Sugeruje sie, ze biorg one udziat w ochronie
komorek przed niekontrolowang proteolizg i w regulacji peptydaz cysteinowych
wiasnego, bakteryjnego i wirusowego pochodzenia [17, 21].

Specyficzne biatkowe inhibitory peptydaz serynowych pochodzenia roslinnego
sg znane od dawna. Wiele z nich scharakteryzowano i sklasyfikowano [18]. Niewiele
wiadomo na temat roslinnych inhibitoréw innych peptydaz. O wystepowaniu spe-
cyficznych inhibitoréw peptydaz cysteinowych u ro$lin doniesli po raz pierwszy
Meenakshi i wsp. [33] w 1980 r. Badacze ci stwierdzili obecno$¢ biatkowych in-
hibitoréw w ekstraktach z kultur tkankowych roslin kilkunastu gatunkéw. Od tego
czasu inhibitory takie izolowano z wielu roslin. Niektére z nich zaliczono do su-
perrodziny cystatyn ze wzgledu na budowe i wiasciwosci inhibitorowe. Trwa dyskusja
nad tym, czy wyr6zni¢ nowa rodzine - fitocystatyn, czy tez przyporzadkowac poznane
cystatyny roslinne do jednej z trzech rodzin cystatyn zwierzecych [25, 30]. Najlepiej
scharakteryzowanymi cystatynami roslinnymi sg cystatyny z ryzu (Oryza sativa).
Poczatkowo badano gtownie cystatyny izolowane z nasion [3, 5]. Otrzymanie cDNA
oryzacystatyny | i Il (OC-1 i OC-Il) z biblioteki XgtlO niedojrzatych nasion ryzu
pozwolito na ustalenie ich sekwencji i opracowanie systemu ekspresji w Escherichia
coli. Oryzacystatyna | zostata otrzymana jako biatko fuzyjne, zawierajagce 27-ami-
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nokwasowg sekwencje bakteryjng, poprzedzajgcag wiasciwg sekwencje cystatyny
[1, 2]. Oryzacystatyne Il udato sie otrzymaé w postaci doktadnie odpowiadajgcej
ustalonej uprzednio sekwencji [30]. Obecnos¢ OC | i OC Il w nasionach zostata
potwierdzona przy pomocy techniki westem-blotting z uzyciem przeciwciat skie-
rowanych przeciwko tym biatkom [1, 30]. Poréwnanie skiadu aminokwasowego
inhibitora izolowanego z nasion i OC-I sugeruje, ze s to te same biatka [2]. Wsr6d
cystatyn pochodzacych z kukurydzy (Zea mays) tylko inhibitor oznaczony Cl-4a
zostat wyizolowany z nasion [9, 10]. Cystatyne kukurydziang I (CC-l*otrzymano
jako produkt ekspresji plazmidu kodujacego 105 aminokwasoéw (Glu - Ala )
w Escherichia coli. Sekwencja pierwszych 30 aminokwasow (Metl- Lys30) stanowi
najprawdopodobniej peptyd sygnatowy niedojrzatego biatka. N-koniec dojrzatej cza-
steczki nie jest jednak doktadnie znany [7, 8]. W innych badaniach obie cystatyny
kukurydziane CC-1 i CC-11 zostaty uzyskane jako biatka fuzyjne ztozone z sekwencji
pozbawionej odpowiedniego peptydu sygnatowego i z sekwencji polilinkera [6].
Cystatyna z awokado (Persea americana) jest dotychczas jedyng cystatyng wy-
izolowang z owocu [28]. Inhibitory peptydaz cysteinowych, o wiasciwos$ciach cy-
statyn, wyizolowano takze z bulw ziemniaka (Solarium tuberosum) [46], nasion
soi (Glycine max) [24], nasion stodlinu japoniskiego (Wisteriafloribunda) WCPI-3
[25] i mchu (Collema leptosporum Malme) [36]. Cystatyna z rosliny Ambrosia
artemisiifolia (brak polskiej nazwy) nie zostata dotychczas wyizolowana, znana
jest tylko jej sekwencja, uzyskana na podstawie cDNA [40]. Celem tej pracy jest
usystematyzowanie informacji na temat cystatyn roslinnych oraz poréwnanie ze
znacznie lepiej poznanymi cystatynami pochodzenia zwierzecego.

Il. WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE

Wiasciwosci fizykochemiczne najlepiej poznanych roslinnych inhibitoréw pep-
tydaz cysteinowych zostaty zebrane w tabeli 1. Prawie wszystkie znane cystatyny
roslinne sg biatkami o niskiej masie czasteczkowej rzedu kilkunastu kDa. Wyjatek
stanowi cystatyna wyizolowana z ziemniaka (PMC) o m.cz. 85 kDa. Jest to biatko
ztozone z oSmiu cystatynowych domen o masie czgsteczkowej okoto 10 kDa kazda,
potaczonych sekwencjami wrazliwymi na dziatanie takich peptydaz, jak: trypsyna,
chymotrypsyna, proteinaza K i subtylizyna [46]. Najmniejszg poznang cystatyng
roslinng jest cystatyna z kukurydzy Cl-4a (m.cz. 9,2 kDa), ktdra moze by¢ jednak
fragmentem CC-I, powstatym w wyniku ograniczonej proteolizy w procesie oczy-
szczania [7]. Biatka te sktadajg sie z pojedynczego tancucha polipeptydowego i
nie zawierajg czesci cukrowej. Punkty izoelektryczne cystatyn roslinnych sg zblizone
i wynoszg od 5,0 do 6,0. Inhibitory te nie zawierajg wigzan disiarczkowych i reszt
cysteinowych. Cystatyny roslinne sg termostabilne i pH-stabilne, np. OC-I jest trwata
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TABELA 1 Wiasciwosci fizykochemiczne cystatyn roslinnych

Zrédio Inhibitor Masa czast. pi Obecnosé Literatura
inhibitora (liczba aminokw.) cysteiny
Nasiona ryzu OocC-I (102) 53 brak 2
ocC-Il (107) — brak 30
Nasiona CC-l 13 kDa — brak 7,8
kukurydzy CC-ll 13 kDa — brak 6
Cl-4a 9,2 kDa 5,2 brak 9,10
Nasiona soi SCPI 12 kDa 53 — 24
Nasiona stodlinu  WCPI-3 15,7-17,5 kDa 5,7 brak 25
japonskiego
Mech 3 inhibitory 20 kDa — — 36
Bulwa ziemniaka PMC 85 KDa — brak 46
Pytek Ambrosia  IPC1/5 (92) — brak 40

artemisiifolia

w czasie 30 min ogrzewania w temperaturze do 100°C w pH 7,0 oraz nie ulega
inaktywacji przez 3 godz. w temperaturze 37°C w zakresie pH od 2,2 do 9,0
[5]. Wiasciwosci fizykochemiczne cystatyn roslinnych i cystatyn zwierzecych z
I i Il rodziny sq podobne. Ze wzgledu na brak wigzan disiarczkowych cystatyny
ro$linne sg najbardziej zblizone do inhibitoréw z | rodziny.

I1l. STRUKTURA PIERWSZORZEDOWA

Sekwencje aminokwasowe cystatyn roslinnych oraz wybranych przedstawicieli
cystatyn zwierzecych zostaty zestawione na rysunku 1. Wszystkie cystatyny roslinne,
ktérych sekwencja aminokwasowa jest znana, zawierajg sekwencje GlIn-Val-Val-
Ala-Gly (53-57 wg numeracji cystatyny biatka jaja kury) albo homologiczng z
nig Gln-Xaa-Val-Xaa-Gly. Konserwatywna jest réwniez reszta Gly w regionie N-
konca (Gly9 w cystatynie biatka jaja kury). Nie wystepuje ona tylko w przypadku
OC-I1l. Obydwa powyzsze fragmenty sekwencji uwazane sg za kluczowe w interakcji
cystatyna - peptydaza cysteinowa. Analiza podobieAstw w obrebie sekwencji ami-
nokwasowych przeprowadzona programem komputerowym Clustal V Multiple Se-
quence Alignments [22] wskazuje, ze cystatyny roslinne sg najbardziej zblizone
do cystatyn z I i Il rodziny (odpowiednio 19,2% i 17,8%). W przypadku przed-
stawicieli 11l rodziny podobienstwo to jest mniejsze (15,0%). W obrebie sekwencji
cystatyn roélinnych wystepuja jednak sekwencje typowe dla przedstawicieli 1l ro-
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Rys. 1 Sekwencje aminokwasowe cystatyn
ro$linnych i zwierzecych - zestawienia do-
konano zapomoca programu Clustal V Mul -
tiple Sequence Alignments [22], gwiazdka-
mi oznaczono pozycje catkowicie konser-
watywne, sekwencje wystepujace w czaste-
czkach co najmniej czterech cystatyn ros-
linnych zostalty obramowane: (a) ludzka cy-
statyna A, (b) ludzka cystatyna B, (c) ludzka
cystatyna C, (d) cystatyna biatkajaja kury D,
(e) ludzki kininogen (reszty 128-249) E, (f)
ludzki kininogen (reszty 250-273) F [15],
(g9) CC-I G [8], (h) CC-II H [6], (i) OC-II
[2], (j) OC-11J [30], (k) cystatyna z Ambro-
siaartemisiifolia K [40], (1) cystatyna z awo-
kado L [28]

Rys. 2. Procentowa identyczno$¢ sekwencji cystatyn - dendrogram wykonano przy pomocy programu
Clustal V Multiple Sequence Alignments [22], liczby oznaczajg procentowg identycznos$¢ sekwencji lub
grup sekwencji: (a) ludzka cystatyna A, (b) ludzka cystatyna B, (c) ludzka cystatyna C, (d) cystatyna
biatka jaja kury, (e) ludzki kininogen (reszty 128-249), (f) ludzki kininogen (reszty 250-273) [15],
(g) CC-I [8], (h) CC-II [6], (i) OC-I [2], (j) OC-II [30], (k) cystatyna z Ambrosia artemisiifolia [40],
(1) cystatyna
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dziny, aw szczegdlnosci sekwencja Phe-Ala-Val, obecnaw cystatynach z kukurydzy,
cystatynach z ryzu oraz w cystatynie z ziemniaka. Cystatyny roslinne wykazuja
wysoki procent identycznosci sekwencji (ok. 50% lub wiecej). Na uwage zastuguje
bardzo wysoka homologia cystatyn CC-l, CC-ll i OC-l (70%), znacznie wyzsza
niz w przypadku OC-1 i OC-1l1 (55%). Przypuszczalnie mogg one mie¢ podobne
wiaéciwosci fizjologiczne, inne niz OC-II. Swiadczy¢ o tym moga takze réznice
w poziomie i profilu ekspresji mMRNA tych inhibitoréw podczas dojrzewania nasion,
co omdwiono szerzej w rozdziale V. Rowniez inhibitor z awokado i OC-1 wykazujg
wyzszg homologie (60%) niz oba izoinhibitory. Prawdopodobnie dywergencja OC-I
i OC-I1l zaszta przed zréznicowaniem sie roslin na jedno- i dwuliscienne. Wysoka
homologia cystatyny z awokado i pozostatych cystatyn wskazuje, ze cystatyny z
owocOw i nasion wykazujg jedynie nieznaczne roznice [28]. Na rysunku 2 przed-
stawiono dendrogram, odzwierciedlajgcy podobieristwa pomiedzy analizowanymi
cystatynami.

IV. WEASCIWOSCI INHIBITOROWE

1. Hamowanie peptydaz

WHasciwosci inhibitorowe cystatyn roslinnych zastaty najlepiej przebadane wobec
papainy oraz katepsyn B, H i L. State inhibicji (Ki) wymienionych peptydaz zebrano
w tabeli 2. Rekombinowane cystatyny ryzowe wykazujg r6zng aktywno$¢ hamujaca
w stosunku do peptydaz cysteinowych. OC-II jest okoto 10-krotnie stabszym in-
hibitorem, zaréwno papainy jak i katepsyn H i L, w stosunku do OC-Il. Izolowany
z nasion i rekombinowany OC-I wykazujg podobne state inhibicji w stosunku do
papainy. Prawdopodobnie sekwencja polilinkera poprzedzajgca N-koniec OC-I nie
ma znaczacego wplywu na jego wiasciwosci inhibitorowe [1]. Inhibitory kuku-
rydziane CC-l i CC-II silniej hamujg katepsyny H i L niz papaine. Z kolei CC-II
jest okoto 100-krotnie silniejszym inhibitorem katepsyny L niz CC-l [6]. Cl-4a
hamuje aktywno$¢ papainy w podobnym stopniu jak CC-l i CC-II, jest jednak
znacznie stabszym inhibitorem katepsyny H. Cystatyny ro$linne nie hamujg znaczaco
aktywnosci katepsyny B, jedynie CC-l i CC-Il sg jej stabymi inhibitorami [6].
Inhibitor z nasion stodlinu japonskiego (WCPI-3) i inhibitor z mchu oznaczony
numerem Ill okazaty sie silniejszymi inhibitorami papainy niz cystatyny ryzowe
i kukurydziane. Nie przebadano ich aktywnosci inhibitorowej wobec katepsyn [25,
36]. PMC z ziemniaka, jak ijego fragmenty trypsynowe, sg najlepszymi inhibitorami
papainy sposrod cystatyn roslinnych, co wiecej, PMC moze wigzac jednocze$nie
osiem czasteczek tego enzymu [46].

Najlepiej poznana cystatyna ryzowa OC-I, cystatyna z ziemniaka (PMC) oraz
cystatyna z nasion kukurydzy oznaczona Cl-4a nie hamujg bromelainy, co pra-
wdopodobnie odnosi sie takze do innych cystatyn roslinnych [5, 10, 46]. Cystatyna
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TABELA 2. State inhibicji (Ki) cystatyn roslinnych wobec wybranych peptydaz cysteinowych

Zr6dio Inhibitor Ki [M] Literatura
inhibitora papaina katepsyna B katepsyna H  katepsyna L
Nasiona  OC-I 3,2x10-8 b.i. 7,8x10-8 5,I1x10-9
ryzu (BANA) (BANA) (ANA) (Z-Phe-Arg-MCA) 29
OcC-l1 2,6x10 8,2x10"6 2,5x10“7 3,9x10~8
(BANA) (BANA) (ANA) (Z-Phe-Arg-MCA) 29
Nasiona CC-I 3,7x10-8 2.,9x10-7 5,7x10-9 1,7x10%8 6
kukurydzy (BANA) (BANA) (ANA) (Z-Phe-Arg-MCA)
CC-ll 6,6x10 1,3x10-7 1,Ix10~9 1,1x10-10 6
(BANA) (BANA) (ANA) (Z-Phe-Arg-MCA)
Cl-4a 2,3x10-8 1,6x10“5 2,3x10"8 9
(BANA) (BANA) (BANA)
Nasiona  WCPI-3 6,Ix10-9 — — — 25
stodlinu (BAPA)
japonskiego
Bulwa PMC 1,0x10*10 — — — 46
ziemniaka (BAPA)
Mech | 2,8x10-7 — 36
(Ac-Phe-Arg-NA)
] 8,2x10%9 — —_ 36
(Ac-Phe-Arg-NA)
1l 6,3x10~10 — — 36

(Ac-Phe-Arg-NA)

* - brak znaczgcej inhibicji, - brak danych, w nawiasach podano nazwy substratéw uzytych do
oznaczeh Kj

z soi i cystatyny ryzowe wykazujg aktywno$é hamujaca takze w stosunku do peptydaz
cysteinowych, zawartych w ekstraktach jelitowych larw kilku gatunkdw chrzgszczy.
Ze wzgledu na zwigzek z fizjologiczng rolg cystatyn roslinnych wiasciwosci te
zostaty szerzej oméwione w nastepnym rozdziale.

Ogolnie méwiac, cystatyny roslinne sg duzo stabszymi inhibitorami peptydaz
cysteinowych niz cystatyny zwierzece. Wartos$¢ statej inhibicji najsilniejszego spo-
$rod cystatyn roslinnych, inhibitora papainy - PMC wynosi 0,1 nM. W przypadku
cystatyn zwierzecych wartosci te sg o wiele nizsze i wynosza w przypadku cystatyny
kurzej, stefiny A i cystatyny C odpowiednio 0,005, 0,019 i 0,005 nM. Podobnie
przedstawiajg sie ré6znice w hamowaniu katypsyny H i L [15]. Cystatyny roslinne,
w przeciwienstwie do cystatyn zwierzecych, praktycznie nie hamujag katepsyny B.

2. Mechanizm inhibicji

Cystatyny roslinne tworzg rownomolame kompleksy z papaing [5, 7, 25] i S-
karboksymetylowang papaing [11, 24]. Doktadnego mechanizmu ich oddziatywania
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z peptydazami cysteinowymi jeszcze nie znamy. Pewne dane na ten temat uzyskano
w wyniku analizy wiasciwosci inhibitorowych mutantéw rekombinacyjnych ryzowej
OC-l. Obciecie 21-aminokwasowej sekwencji N-koncowej, zawierajacej wysoce
konserwatywna reszte Gly9 lub 11-aminokwasowej sekwencji z C-korica czasteczki
nie powodowato zmiany statej inhibicji wobec papainy. Regiony N- i C- koricowe
czasteczek cystatyn roslinnych nie biorg prawdopodobnie udziatu w interakcji z
enzymem. Mutacje w obrebie wysoce konserwatywnej sekwencji cystatyn Gln-
Val-Val-Ala-Gly (53-57 wedtug numeracji cystatyny kurzej) miaty natomiast zna-
czny wptyw na wiasciwosci inhibitorowe OC-I. Mutacja Gin 3 -4 Pro powodowata
catkowity zanik aktywnosci, a mutacja Gin53 — Leu i Val55 — Asp powodowaty
podwyzszenie statej inhibicji odpowiednio 150 i 40 razy. Wskazuje to na kluczowe
znaczenie tej sekwencji w interakcji cystatyna - peptydaza, rowniez w przypadku
cystatyn roslinnych. Bezposredni kontakt tego regionu z centrum aktywnym papainy
sugeruja rowniez badania nad cystatyng ze stodlinu japoriskiego. Obecnos¢ Lys
w miejsce konserwatywnej reszty Gin w WCPI-3 jest prawdopodobnie powodem
braku powstawania kompleksu z S-karboksymetylowang papaing. Przypuszczalnie,
WCPI-3 tworzy z natywng papaing bardziej zwarty kompleks niz inne cystatyny
[25]. W OC-II sekwencja ta rozni sie jednym aminokwasem (GIn-Val-Val-Gly-Gly).
Rowniez sekwencja Pro-Trp (103-104 wedtug numeracji cystatyny kurzej), istotna
dla wiasciwosci inhibitorowych cystatyn zwierzecych i obecna w OC-I, zmieniona
jest w OC-Il na Ala-Trp. W powyzszych réznicach strukturalnych upatmije sie
przyczyny roznej specyficznosci inhibitorowej OC-1 i OC-11 [30].

V. ROLA FIZJOLOGICZNA CYSTATYN ROSLINNYCH

Funkcja naturalnie wystepujacych inhibitoréw peptydaz jest dwojaka:

(1) zapobieganie niekontrolowanej proteolizie wewnatrz komorek, w przestrzeni
miedzykomorkowej i w plynach ustrojowych, gdzie ograniczona proteoliza jest
wazna dla proceséw fizjologicznych,

(2) ochrona komérek, macierzy miedzykomérkowej i ptynéw ustrojowych przed
obcymi enzymami proteolitycznymi. Specyficzne funkcje wiekszosci inhibitorow
peptydaz nie sg jeszcze dokladnie poznane.

Jedng z lepiej udokumentowanych funkcji peptydaz cysteinowych u roslin jest
ich udziat w mobilizacji biatek zapasowych podczas kietkowania. Enzymy te sg
syntetyzowane de novo przez cze$é osiowgq zarodka i/lub warstwe aleuronows, a
nastepnie transportowane do wakuoli lub bielma (zboza), gdzie biorg udziat w
poczatkowych etapach procesu kietkowania [26, 37, 42]. Udziat cystatyn w kon-
trolowaniu aktywnosci endogennych peptydaz w okresie dojrzewania i kietkowania
nasion wydaje sie bardzo prawdopodobny. Badania immunohistochemiczne nasion
kukurydzy wykazaty, ze CC-l jest obecny gtéwnie w komoérkach warstwy aleu-
ronowej i zarodka [7]. Stwierdzono réwniez, ze poziom mRNA tego inhibitora



394 J. GBUREK, K. GOtAB

jest najwyzszy dwa tygodnie po zakwitnieciu ro$liny i utrzymuje sie przez caly
okres dojrzewania nasion. Dwa tygodnie po zapyleniu obserwuje sie natomiast
ekspresje mRNA gtownego biatka zapasowego kukurydzy - zeiny [8]. Podobnie,
poziom mRNA oryzacystatyny | osigga maksimum dwa tygodnie po zakwitnieciu
i stopniowo spada az do zupetnego zaniku po 10 tygodniach. Jego ekspresja wy-
przedza o tydzien ekspresje mRNA dla gluteiny - gtownego biatka zapasowego
ryzu [2]. Profile ekspresji mRNA OC-II i OC-I réznia sie. Synteza mRNA OC-II
rozpoczyna sie tydzien wczesniej i utrzymuje sie az do catkowitego dojrzenia nasion,
na poziomie jednak znacznie nizszym niz synteza mRNA OC-I [30]. Wykazanie
udziatu cystatyn w regulacji tych proceséw wymaga stwierdzenia obecnosci ich
komplekséw z peptydazami in vivo. Dotychczas wykazano jedynie w badaniach
in vitro, ze cystatyna z nasion ryzu silnie hamuje peptydaze (Ki =1,6 nM), wy-
izolowang z kietkujacych nasion ryzu, ktdra wydajnie hydrolizuje gluteine [4].
Peptydazy cysteinowe sg gtéwnym sktadnikiem systemow trawiennych larw
szkodnikéw nasion roslin stragczkowych. Wyizolowano i czeSciowo scharakteryzo-
wano peptydazy cysteinowe z jelit cienkich larw strgkowca fasolowego (Acan-
thoscelides obtectus) i strgkowca plamistego (Callosobruchus maculatus) [35].
Wykazano réwniez, ze enzymy te sg istotne dla normalnego wzrostu i rozwoju
owaddw. Hines i wsp. [23] badali rozwdj chrzaszczy wybranych gatunkéw, uzu-
petniajac ich diete specyficznymi inhibitorami peptydaz serynowych i cysternowych.
Monitorowano $miertelno$¢ i przebieg rozwoju, zaczynajac od stadium jaja az do
osiggniecia przez owady dojrzatoSci osobniczej. Dodanie do diety E-64, silnego
i specyficznego inhibitora peptydaz cysteinowych, hamowato rozwo6j i powodowato
wiekszg Smiertelnos¢ larw strgkowca fasolowego, strgkowca plamistego i stonki
ziemniaczanej (Leptinotarsa decemlineata). Dziatanie takie zostato odwrdcone u
strgkowca fasolowego przez dodanie do diety wolnych aminokwaséw w ilosci takiej,
jaka znaduje sie w fasoli zwyczajnej (Phaseolus vulgaris). Wykorzystanie peptydaz
cysteinowych do trawienia pokarmu biatkowego moze byé ewolucyjnym przysto-
sowaniem, ktdre pozwala chrzgszczom zywi¢ sie nasionami roslin strgczkowych
lub innym materiatem roslinnym, wzbogaconym w inhibitory peptydaz serynowych.
Cystatyny prawdopodobnie majg znaczenie w naturalnej obronie roslin, hamujac
peptydazy cysteinowe szkodnikéw. Cystatyna z soi wykazuje aktywno$é hamujaca
w stosunku do peptydaz cysteinowych zawartych w ekstraktach jelitowych larw
chrzgszczy kilku gatunkow. Inhibitor ten wykazywat najwiekszg aktywnos$¢ wobec
peptydaz z jelita strgkowca plamistego (Callosobruchus maculatus) i trojszyka ka-
sztanowego (Tribolium castaneum) [24], duzo stabszg natomiast wobec peptydaz
jelitowych strgkowca fasolowego (Acanthoscelides obtectus). Doktadnie nie wia-
domo, czy roznice w stopniu hamowania aktywnosci peptydazowej tych ekstraktéw
wynikajg z réznej aktywnosci inhibitora wobec peptydaz cysteinowych wystepu-
jacych u réznych owadoéw, czy tez z obecnosci innych peptydaz nie hamowanych
przez ten inhibitor. Wykazano réwniez, ze ryzowy OC-lI hamuje peptydazy cy-
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steinowe zawarte w ekstraktach jelitowych wotka ryzowego (Sitophilus oryzae)
i trojszyka kasztanowego [6]. Wzrost tego ostatniego zostat ograniczony o 35%
przez 10% dodatek cystatyny z nasion ryzu do jego diety [20]. Oba inhibitory
ryzowe OC-I i OC-ll wykazywaly znaczny wptyw na catkowitg aktywno$¢ pro-
teolityczng ekstraktow jelitowych larw stonki ziemniaczanej, a maksymalna inhibicja
zmieniata sie w zakresie od 20 do 80% w zaleznosci od pH 5,0-7,0. Wpityw pH
na wydajnos¢ hamowania zwigzany byt z selektywnga inaktywacjg katepsyny H,
obecnej w ekstrakcie, ktora jest stabo aktywna w pH 5,0, a najwiekszg aktywno$¢
osigga w pH 7,0 [34]. Powyzsze wyniki wskazuja, ze cystatyny roslinne sg dobrymi
kandydatami do dalszych badarh w kierunku uzyskania nasion o zwiekszonej od-
pornosci na owady.

Cystatyny ryzowe hamujg réwniez replikacje in vitro poliowirusa w zakazonych
komadrkach Vero. Poliowirus z rodziny pikomawirusow, wykorzystuje w trakcie
replikacji wasng peptydaze cysteinowg do przetwarzania swoich biatek. OC-I po-
zbawiony 25 N-kofAcowych aminokwasow wykazywat wiekszg aktywno$¢ niz in-
hibitor niezmodyfikowany, ujawniajgc swoje dziatanie w stezeniach mniejszych
niz 0,25 nmol/ml. Inhibitory proteinaz cysteinowych o niskiej masie czgsteczkowej:
E-64, E-64c (L-trans-Epoksybursztynylo-leucyloamido (3-metylo) butan) i loksy-
statyna nie wykazujg dziatania antywirusowego [29]. Mozliwe, Ze cystatyny chronig
rosliny przed wirusami. Udziat peptydaz cysteinowych w obrobce biatek wirusow
ro$linnych jest do$¢ powszechny [39].

Sugeruje sie, ze inhibitory proteinaz cysteinowych wystepujace w mchu (Collema
ieptosporum) moga kontrolowa¢ wewnatrzkomorkowa proteolize, niezbedng w prze-
mianach biatek oraz moga stanowi¢ bariere ochronng dla mchdw przed ros$linnymi
peptydazami cysteinowymi. Inhibitory te prawdopodobnie uczestnicza w procesach
symbiotycznych mchéw [36].

VI. UWAGI KONCOWE

Zainteresowanie cystatynami wynika w duzej mierze z mozliwosci ich zasto-
sowania terapeutycznego w przypadkach, gdy niekontrolowana aktywos¢ peptydaz
cysteinowychjestjedng ze sktadowych patomechanizmu choroby. Niektére inhibitory
peptydaz serynowych, takie jak a 1-inhibitor proteinaz czy inhibitor trypsyny z
trzustki bydlecej typu Kunitza znalazty juz zastosowanie w lecznictwie [15, 27].
Oprocz specyficznoSci w stosunku do peptydaz cysteinowych, szczeg6lnie inte-
resujgca jest mata masa czgsteczkowa cystatyn, gdyz przy podawaniu tego typu
lekdw niebezpieczenstwo odpowiedzi alergicznej i immunologicznej wzrasta z masg
czasteczkowa. Wazna jest takze ich termo- i pH-stabilno$¢. Materiat roslinny moze
by¢ tanim i tatwo dostepnym zrodiem tych inhibitorow. Co wiecej, badania nad
cystatyng z nasion ryzu wskazujg, ze cystatyny roslinne moga by¢ lepszym niz
cystatyny zwierzece materiatem wyjsciowym do ewentualnej modyfikacji w procesie
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opracowywania terapeutyku. Inhibitor ten, w przeciwienstwie do cystatyn zwie-
rzecych, nie traci aktywnosci ani w wyniku znacznego skrécenia jego N-konca,
ani w wyniku dotagczenia do niego dodatkowego peptydu.

Badania nad cystatynami roslinnymi sa takze obiecujace ze wzgledu na zdolnos¢
tych inhibitorow do hamowania aktywnosci peptydazowej sokéw trawiennych nie-
ktérych szkodnikéw roslin. Transformacja roslin za pomocg genéw kodujacych
cystatyny, wyposazonych w silne promotory, moze by¢ w przysztosci strategia,
umozliwiajgcg zwiekszenie odpornosci roslin na szkodniki. Dla takich roslin, jak
ziemniak i pomidor, technologie transformowania zostaty juz opracowane [41].

Wiedza na temat cystatyn roslinnych jest jeszcze dos$¢ skapa. Nie mozna wiec
na razie poda¢ petlnego zestawu cech, charakteryzujgcych cystatyny roslinne, co
byto mozliwe w przypadku cystatyn zwierzecych. Cystatyny rosline wykazujgjednak
na tyle wysoki % identycznosci sekwencji, zblizone witasciwosci fizykochemiczne
i inhibitorowe, ze wyrdznienie rodziny - fitocystatyn wydaje sie w petni uzasadnione.
Poznanie struktur krystalograficznych cystatyn roslinnych utatwitoby ich klasyfi-
kacje.
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BIALKA WIAZACE GTP: BUDOWA | FUNKCJE*

GTP-BINDING PROTEINS: STRUCTURE AND FUNCTIONS

Andrzej TRETYN

Zaktad Fizjologii i Morfogenezy Roslin, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu

Streszczenie: Wiele bodzcow natury fizycznej lub chemicznej aktywuje zlokalizowane w btonie komor-
kowej receptory. Odebrane z zewnetrznej strony btony informacje przekazywane sa poprzez heterotime-
rowe biatka wigzace GTP (biatka G lub Gp) na wystepujace po jej cytoplazmatycznej stronie efektory.
Modulacja aktywnosci efektorow wplywa na zmiany w stezeniu wtérnych przekaznikéw informacji,
ktdre z kolei stymuluja powstanie odpowiedzi komérkowych. Powszechnie przyjmuje sie, ze heterotri-
merowe biatka G petnig centralng role w kontroli przeptywu informacji w komorkach eukariotycznych.
Poza heterotrimerowymi, u zwierzat i roslin wykryto réwniez tzw. "mate" lub niskoczasteczkowe biatka
wiagzgce GTP. W niniejszej pracy omdwione zostang niektdre wiasciwosci heterotrimerowych i nisko-
czasteczkowych biatek wigzacych GTP, funkcjonujacych zaréwno u zwierzat, jak i u roslin.

Stowa kluczowe: biatko G, transdukcja sygnatu, receptory

Summary: Many physical and chemical signals are able to activate membrane-bound receptors. After-
wards, heterotrimeric GTP-binding proteins (G proteins or Gp) relay information from cell surface to
effectors. Changes in effectors activity cause changes in second messenger levels which in turn may lead
to cellular responses. It is widely accepted that heterotrimeric G proteins play central role in controlling
a flow of information in eukaryotic cells. Beside heterotrimeric many types of so-called small GTP-bin-
ding proteins were found in many animal and plant systems. In this review some features of the structure
and function of both heterotrimeric and small GTP-binding proteins in animals and plants will be
summarized.

Key words: G protein, signal transduction, receptors

WSTEP

Organizm cziowieka i organizmy przewazajgcej wiekszosci zwierzat i roslin
wyzszych (eukariontdw) sktadajg sie z olbrzymiej iloSci komérek. W kazdej z nich
zachodza skomplikowane procesy metaboliczne. Ich przebieg czesto regulowany

*Praca powstata w trakcie realizacji Grantu 6-6068-92-03 finansowanego przez Komitet Badan
Naukowych.
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jestprzez czynniki zewnatrzkomérkowe, ktérych obecno$é w srodowisku postrzegana
jest przez receptory, biatkowe struktury wystepujace gtéwnie po zewnetrznej stronie
btony komoérkowej. Przez wiele lat, od chwili wykrycia réznego typu receptoréw,
niewyjasnionym pozostawat mechanizm, w jaki sposéb odbierane przez nie sygnaty
Srodowiskowe przetwarzane sg na wewnatrzkomorkowe odpowiedzi. Rozwigzanie
tej intrygujacej kwestii zawdzieczamy laureatom jednej z ostatnich Nagréd Nobla
(za 1994 rok), Amerykanom: Martinowi Rodbellowi oraz Alfredowi Gilmanowi.
To prestizowe wyrdznienie naukowe przyznano za odkrycie biatek wigzacych GTP
(tzw. biatek G) oraz okreslenie mechanizmu ich dziatania w komorkach eukario-
tycznych.

Juz ponad dwadziescia lat temu M. Rodbell odkryt, ze przytaczenie do pewnych
typéw receptoréw substancji biologicznie aktywnych (hormonéw, neuroprze-
kaznikéw) prowadzi do aktywacji komarki [8, 55]. Wykazat réwniez, ze po roz-
poznaniu sygnatu przez komorke nastepuje jego wielokrotne wzmocnienie. Proces
ten, zwany transdukcja (transmisjg) sygnatu, inicjowany jest w wyniku aktywacji
odpowiednich receptoréw btonowych. Po ich pobudzeniu dochodzi do szybkiego
wzrostu aktywnos$ci tzw. biatek sprzegajacych, ktére odziatlujagc na odpowiednie
biatka efektorowe odpowiadajg za wielokrotny wzrost "natezenia” sygnatu (wzmoc-
nienie) oraz jego przeniesienie na cytoplazmatyczng strone btony komérkowej (rys.
1). M. Rodbell stwierdzit ponadto, ze do prawidtowego przebiegu opisanego powyzej
procesu niezbedny jest doptyw energii zgromadzonej w trifosfonukleotydzie -

Rys. 1. Schemat ilustrujgcy mechanizm transdukcji sygnatow z udziatem biatka G, przed pobudzeniem
receptor (R) i biatko G pozostajg niezwigzane ze sobg (A); w wyniku zwigzania przez receptor ligandu
(L) powstaje kompleks receptor-ligand, ktéry faczy sie z heterotrimerowym biatkiem G; nastepuje
oddysocjowanie podjednostki a od heterodimeru Py, zarébwno podjednostka a, jak i kompleks Py
aktywujg okreslone efektory (B); w wyniku modyfikacji receptora (np. poprzez fosforylacje) nastepuje
jego inaktywacja, co powoduje zablokowanie pierwszego etapu szlaku transdukcyjnego (C); symbol E
oznacza rozne formy “zakotwiczania" podjednostki a oraz kompleksu py w btonie komdérkowej
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GTP [55, 60]. Brakujgce ogniwo tafncucha opisanej powyzej reakcji wykryte zostato
w 1980 roku przez A. Gilmana. Ow czynnik, od swojej wiasciwosci polegajacej
na wigzaniu GTP nazwany zostat biatkiem G [39, 55]. W ciagu kilkunastu lat,
jakie uptynety od wspomnianego odkrycia, dobrze poznano budowe wielu biatek
wigzacych GTP, ktore dzieli sie na: wysokoczasteczkowe lub heterotrimerowe biatka
wigzace i hydrolizujgce GTP oraz niskoczgsteczkowe, monomeryczne (w jezyku
angielskim czesto nazywane smali Gp) biatka wigzace GTP [9, 19-21, 23, 24,
40, 41, 43-56, 60, 71, 72, 74].

W ostathnim czasie opublikowanych zostato kilka polskojezycznych prac prze-
gladowych opisujacych historie odkrycia [7,52] oraz molekularne wiasciwosci biatek
G [1, 53]. Niemniej, w zadnej z nich nie podano danych dotyczacych budowy
molekularnej, wystepowania i mechanizmu dziatania roslinnych biatek wigzacych
GTP.

ZWIERZECE BIALKA G

W komérkach eukariotycznych wystepuje wiele odmiennych biatek G. Przy-
ktadowo ze wzgledu na udziat w stymulujgcym badz hamujacym wptywie hormondéw
i neuroprzekaznikéw na aktywno$¢ cyklazy adenylanowej wyodrebniono odpowie-
dnio Gs i Gj [39, 72]. Z precikéw i czopkdw siatkdwki oka wyizolowano czynnik
biatkowy aktywujacy zalezng od cGMP fosfodiesteraze, ktéry nazwano transducyng
(oznaczany jako T lub Gt) [38]. Badania prowadzone na moézgu bydia wykazaty,
ze obok duzych ilosci Gj w tkance tej wystepuje jeszcze inne, nieznane biatko
wigzace GTP, ktdére oznaczono GO (od angielskiego other G protein - inne biatko
G). Do tej pory u zwierzat opisano kilkadziesiat roznych biatek G, ktére na podstawie
pokrewienstwa budowy i mechanizmu dziatania dzieli sie na cztery rodziny (tab.
1.

) Obecnie wiadomo, ze wszystkie wysokoczgsteczkowe biatka wigzace GTP zbu-
dowane sg z trzech podjednostek: a, @iy [39, 53, 56, 71, 72, 74].

1. HETEROTRIMEROWE BIALKA G

1.1. Budowa podjednostki a

Na podstawie podobienstwa sekwencji aminokwaséw Ga i mechanizméw dzia-
tania wyrdznia sie 4 klasy biatek G, oznaczane jako Gs, Gi? Gq i G12 (tab. 1)[44,
60]. Do tej pory poznano pierwszorzedowg strukture ponad 20 r6znych Ga [53-56,
60, 71]. Ich masa czasteczkowa waha sie w granicach od 40 do 46 kDa [46,
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TABELA 1. Wiasciwosci podjednostek a, P iy heterotrimerowych biatek wigzacych GTP
Rodzina  Masa % identycz- Rozmiesz- Efektor/ rola
pod- czaste- nosci czenie
rodzina czkowa amino- tkankowe

(kDa) kwasow

Gs
6 44,2 100 powszechne Tcyklaza adenylanowa
Ololf 447 88 nabtonek wechowy Tcyklaza adenylanowa
Gi
Gl 40,3 100 dosy¢ powszechne Tkanaty potasowe
cr 40,5 88 powszechne Jkanaty wapniowe
a3 40,5 94 dosy¢ powszechne Tcyklaza adenylanowa (?)
aoAi 40,0 73 mozg i inne tkanki tfosfolipaza C (?)
000A2 40,1 73 mozg i inne tkanki Tfosfolipaza A2
ati 40,0 68 preciki siatkowki TcGMP fosfodiesteraza
at2 40,1 68 czopki siatkowki tcGMP fosfodiesteraza
«g 40,5 67 kubki smakowe ?
iz 40,9 60 mozg mlcyklaza adenylanowa
Gq
«4 42,0 100 dosy¢ powszechne Tfosfolipaza C pi-p3
an 42,0 88 dosy¢ powszechne Tfosfolipaza C pl-p3
«14 41,5 79 krtan, nerki, watroba ?
ais 43,0 57 komérki B i mielinowe  ?
ai6 43,5 58 komorki T i mielinowe Tfosfolipaza C P1-P3
Gl2
«12 44,0 100 powszechne
«13 44,0 67 powszechne
Pl 37,3 100 powszechne niezbedne do interakcji Ga
@ 37,3 90 dosy¢ powszechne z receptorem; hamuja aktywnos$¢ Ga;
P3 37,2 83 dosy¢ powszechne moduluja aktywnos¢ cyklazy adeny-
P4 37,2 89 dosy¢ powszechne lanowej przez Gas lub kalmoduline.
Yi 8,4 100 siatkéwka, inne tkanki stymuluja aktywno$¢ fosfo-
Y2 7,9 38 mézg, nadnercza lipazy C i A2 oraz kanatoéw
Y3 8,5 36 mozg, jadra potasowych; biorg udziat w
va 7 ? nerki, siatkdwka fosforylacji i deaktywacji
Y5 7,3 25 watroba, inne tkanki receptorow
Y6 75 35 mozg, inne tkanki

43-56] (tab. 1). Podjednostka a biatka G jest enzymem, hydrolizujgcym GTP
do GDP i nieorganicznego fosforanu [42]. Poczawszy od pozycji 43 (liczagc od
N-korica) sekwencja kolejnych 18 aminokwaséw Ga jest identyczna dla wszystkich
dotad poznanych typéw biatek wigzacych GTP [71]. Ten fragment polipeptydu
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Rys. 2. Budowa podjednostki a biatka G: zakreskowane regiony (G1-G5, w gérnej czesSci schematu)

ilustrujg odcinki polipeptydu bioragce udziat w wigzaniu nukleotydéw guanidynowych; na dolnym

diagramie przedstawiono domeny uczestniczgce w oddziatywaniu podjednostki a z dimerem (3y(zazna-

czone gwiazdkami), biatkiem efektora (E) i biatkiem receptorowym (R) (na podstawie [28, 60],
zmodyfikowane)

odpowiada za wigzanie GDP i GTP (rys. 2). Poza wspomniang, réwniez cztery
inne sekwencje aminokwasowe uczestniczg w wigzaniu nukleotyddw guaninowych.
Ich doktadng charakterystyke przedstawiono w pracy Boume i wsp. [21].
Oprdcz sekwencji uczestniczacych w wigzaniu GDP/GTP i hydrolizie GTP pod-
jednostki a biatka G majg regiony (domeny) odpowiedzialne za ich wspotdziatanie
z receptorami oraz biatkami efektorowymi (rys. 2). Wigzanie receptorow odbywa
sie w C-koncowym fragmencie polipeptydu [53, 56, 71, 74]. W procesie tym biorg
udziat reszty cysteinowe i argininowe lezace w pozycji 4 i 6 od C-konca [53].
Wspomniana reszta cysteinowa stanowi miejsce docelowego dziatania toksyny krztu-
$ca, hamujacej taczenie sie pewnych biatek G z receptorem. ROwniez przeciwciata
skierowane przeciw epitopom zlokalizowanym w C-koricowym fragmencie pod-
jednostki a blokujg wigzanie sie catego biatka G z receptorami [71].
N-koricowy odcinek czgsteczki Ga odpowiada za jej interakcje z dwiema po-
zostatymi podjednostkami biatka G (rys. 2). Proteolityczne usunigcie (od wspo-
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mnianego konca polipeptydu Ga) pierwszych 18 aminokwaséw uniemozliwia tg-
czenie sie tej podjednostki z kompleksem (3y. W N-koricowej potowie polipeptydu
podjednostki a wystepuja reszty aminokwasowe odpowiedzialne za interakcje biatek
G z efektorami (rys. 2) oraz wigzace reszty kwasu mirystynowego [53, 56]. Na
podstawie analiz rentgenograficznych udato sie odtworzy¢ przestrzenng budowe
podjednostki a biatka G [19].

1.2. Budowa podjednostek [3 iy

Podjednostki P iy wystepujg jako kompleks tworzacy funkcjonalng catos¢. W
komérkach ssakéw wykryto obecno$¢ czterech réznych typéw Gp (tab. 1). Ich
masa czgsteczkowa waha sie w granicach 35-36 kDa. Podjednostki Gp wykazujg
wysoka, wzajemng homologie strukturalng, wahajacg sie w granicach od 83 do
90% (tab. 1) i zbudowane sg z oSmiu powtarzajgcych sie sekwencji aminokwasow,
wchodzacych w skfad dwoch wyraznych domen strukturalno-funkcjonalnych [46,
53, 56, 60, 71]. Pierwsza z nich zbudowana jest, poczgwszy od N-konca, z 39
resztaminokwasowych odpowiadajacych zainterakcje Gp z podjednostka y. Pozostata
cze$¢ polipeptydu zbudowana jest z siedmiu, powtarzajacych sie motywow (rys.
3), w ktorych sktad wchodzi po okoto 43 reszty aminokwasowe. Wspomniane
sekwencje nazwano WD-40 [60]. Jak dotad nie ustalono, jaka funkcje moga
petni¢ wspomniane, powtarzajgce sie motywy Gp. Podobnego typu powtarzajace
sie sekwencje aminokwasowe odkryto rdwniez w biatkach zwigzanych z regulacjg
cyklu komérkowego, funkcjonowaniem cytoszkieletu i represja transkrypcyjng [60].

U ssakdw poznano kompletng sekwencje aminokwasdw szesciu z siedmiu znanych
form Gy. Charakteryzujg sie one wiekszg heterogennocig w poréwnaniu do Ga
i Gp (tab. 1). Dla przyktadu podjednostkg y} z siatkowki oka wykazuje jedynie
38% homologii z formg y2 izolowang z mézgu [1, 46]. N-koricowy fragment cza-
steczek Gy wykazuje wiekszg heterogenno$é w poréwnaniu z C-kohicem [71]. W
C-koincowym odcinku podjednostki y wystepuje reszta cysteinowa ulegajgca estry-
fikacji przez reszty famezylowe lub geranylowe. Obecnos¢ wymienionych reszt
izoprenylowych utatwia wigzanie sie kompleksu (3y z btong komdrkowa.

1.3. Oddziatywania miedzy podjednostkami biatek G

Doswiadczenia nad ukierunkowang mutagenezg oraz ograniczong proteolizg wy-
kazuja, ze za oddziatywanie podjednostki z dimerem odpowiedzialny jest jej krétki
(2 kDa) N-koncowy fragment polipeptydu (rys. 2). Ubytek tego odcinka nie ma
natomiast wpltywu na zwigzang z G aktywno$¢ GTPazowg [26, 57, 71]. Kompleks
(3y odpowiada za przestrzenne ukierunkowanie podjednostki a wzgledem biatek
receptorowych oraz "zakotwiczanie" nieaktywnego biatka G w btonie. W procesie
tym uczestniczg réwniez kwasy tluszczowe (mirystynowy i palmitylowy) kowa-
lencyjnie zwigzane z N-kohcowym fragmentem podjednostki a [8, 53, 56, 74].
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Najprawdopodobniej przytgczanie wspomnianych kwasOw nastepuje przy reszcie
glicynowej Ga, gdyz wymiana glicyny na alaning powoduje przesuniecie biatka
G z frakcji btonowej do cytozolu [60]. W przypadku niewiazacej kwasy ttuszczowe
podjednostki a jej oddziatywanie z btong komdrkowa zachodzi prawdopodobnie
za pomocg C-koncowego fragmentu polipeptydu.

W pewnych typach tkanek stwierdzono obecno$s¢ mRNA kodujacych siedem
réznych rodzajow Ga, czterech Gp i co najmniej trzech GV [71]. Jezeli wszystkie
wspomniane podjednostki biatka G miatyby zdolno$¢ wzajemnego oddziatywania
w pojedynczej komdrce, mogtoby dochodzi¢ do powstawania ponad 100 réznych
heterotrimerow. W naturze istnieje wiele ograniczen znacznie obnizajacych zakres
mozliwych do powstania kombinacji. Przykfadowo, nie wszystkie podjednostki 3
i y moga taczy¢ sie ze soba. | tak podjednostka (X nie oddziatuje z Yi, a P3 nie
wigze sie z podjednostkami yt i y2 [43]. Ponadto, obecnos$¢ oddzielnych przedziatow
w komérce irozne powinowactwo poszczeg6lnych typéw Ga do dimeru (3ypro-
wadzi do dalszego obnizenia liczby powstajgcych form biatka G [57, 71].

1.4. Struktura receptoréw aktywujgcych biatka G

W ciagu ostatnich lat sklonowano i zsekwencjonowano ponad 100 réznych typéw
receptorow sprzezonych z dziataniem biatek G [53, 68]. Ich wykaz mozna znalez¢
w pracy Savarese’aiFrasera [64]. Receptory nalezace do omawianej klasy (nazywane
czesto serpentynowymi lub R7G) aktywowane sg zaréwno przez mate aminy (np.
epinefryna lub histamina), peptydy (np. wazopresyne lub bradykinine), jak i wyso-
koczasteczkowe hormony glikoproteinowe (np. hormon luteinizujacy) [15, 68, 72].

Receptory R7G sg glikoproteinami zbudowanymi z siedmiu transhtonowych seg-
mentéw (TM1-TM7). Kazdy z nich zawiera 22-28 reszt aminokwasowych two-
rzacych strukture a-helisy. Odcinki transbtonowe potgczone sg trzema zew-
natrzkomorkowymi (EC1-EC-3) i trzema cytoplazmatycznymi (IC1-1C3) petlami.
N-koncowy, podlegajacy glikozylacji fragment polipeptydu R7G wystaje na zewnatrz
komarki, natomiast dtuga, okoto 90-aminokwasowa domena C-koncowa wnika w
gtab cytoplazmy [28, 68]. W jej sktad wchodzi reszta cysteinowa, ktéra w przypadku
szeregu typOw receptorow (np. a- i (3-adrenoergicznych oraz rodopsyny) podlega
palmitylacji. Przypuszcza sig, ze poprzez reszte wspomnianego kwasu ttuszczowego
zachodzi zakotwiczanie C-konnicowej domeny receptora w btonie komdrkowej.Bardzo
wazng funkcje, poza wymieniong, petnig dwie inne reszty cysteinowe. Wystepuja
one w pierwszej i drugiej petli cytoplazmatycznej (IC1 i 1C2) i poprzez powstajgce
miedzy nimi wigzanie dwusiarczkowe odpowiadajg za utrzymywanie trzeciorzedowej
struktury receptoréow R7G [53, 68].

W wigzaniu agonisty uczestniczg reszty aminokwasowe wystepujace w zewna-
trzkomérkowych korncach trzeciego, pigtego i szostego odcinka transhtonowego
(TM3, TM5 i TM6). Trzecia petla cytoplazmatyczna (1C3), wystepujgca pomiedzy
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Rys. 3. Struktura podjednostki J3z zaznaczeniem regiondw polipeptydu odpowiedzialnych zajej oddzia-
tywanie z podjednostkami a iy biatka G - dalszy opis w tekscie (na podstawie [60], zmodyfikowane)

TM5 i TM6 taczy sie z N- i C-koricowymi odcinkami podjednostki a biatka G
[68]. Z drugiej strony, petla tgczaca 3 i 4 segment transblonowy R7G wigze sie
z kompleksem (3y wspomnianego biatka [53]. Poza N-koficowym fragmentem po-
lipeptydu Ga w tworzeniu przejsciowego kompleksu pomiedzy uaktywnionym re-
ceptorem, bialkiem G a efektorem uczestniczg cytoplazmatyczne korice pigtego
i szostego odcinka transbtonowego, trzecia petla cytoplazmatyczna oraz C-koniec
R7G [53, 68].

Zaktada sie, ze aktywacja receptora (R) przez specyficznego agoniste (A) pro-
wadzi do wzrostu dyfuzji kompleksu R-A w btonie lipidowej [12, 14, 48, 70].
W wyniku przypadkowych "zderzen" dochodzi do oddziatywania wspomnianego
kompleksu z biatkiem G [48]. Poniewaz w pojedynczej komérce zwierzecej na
jeden receptor przypada¢ moze do 100 czasteczek biatka G, przypuszcza sie, ze
biatko to jest mato mobilne, ajego aktywacja zachodzi w wyniku zderzenh z bardziej
ruchliwym kompleksem R-A [12, 48]. Nie mozna rowniez wykluczy¢ mozliwosci,
ze zardwno kompleks R-A, jak i biatko G majg zdolno$¢ do szybkiego poruszania
sie w plaszczyZnie btony komdrkowej. W kontroli przemieszczania sie kompleksu
R-A (a by¢ moze rdwniez biatka G) w obrebie bton kluczowg role moze odgrywac
uktad spektrynowo-aktynowy [48].

1.5. Mechanizm dziatania biatek G i ich oddziatywanie z biatkami
efektorowymi

W btonach komdrek zwierzecych wystepuje wiele typéw receptoréw, ktérych
dziatanie sprzezone jest z biatkami G. Jak juz wspomniano powyzej, biatko to
jest heterotrimerem sktadajgcym sie podjednostek: a, p iy. W stanie podstawowym
wszystkie one tworza jeden kompleks, przy czym z podjednostka a nieaktywnego
biatka G zwigzana jest czasteczka GDP. Proces dysocjacji i asocjacji podjednostek
a oraz (3y stanowi kluczowe znaczenie dla mechanizmu dziatania biatka G (rys.
4). Zwigzanie sie podjednostki a z dimerem Py powoduje okoto 100-krotny wzrost
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Rys. 4. Cykl regulatorowy hiatka G z zaznaczeniem etapéw wrazliwych na dziatanie toksyn krztusca

(PTX) icholery (CTX) - cykl inicjowany jest w wyniku potgczenia sie kompleksu ligand-receptor (R*L)

z nieaktywnym biatkiem G (ocGDPpy); ten etap przemiany blokowany jest przez toksyne krztusca; kazdy

kompleks R*L moze uaktywnia¢ pewng liczbe (n) biatek G, ktére w wyniku wymiany GDP na GTP

rozpadaja sie napodjednostke a oraz (3y, te zas aktywujg szereg efektoréw odpowiedzialnych zaregulacje

réznych odpowiedzi komérkowych; toksyna cholery hamuje zwigzang z Ga GTP-azg, a tym samym
utrzymuje cate biatko G w formie aktywnej (na podstawie [71], zmodyfikowane)

jej powinowactwa do GDP. Ma to istotne znaczenie dla stabilizacji biatka G w
jego heterotrimerowej formie. Aktywacja biatka G zachodzi w wyniku wymiany
GDP na GTP na podjednostce Ga, oddysocjowaniu Ga-GTP od dwu pozostatych
podjednostek i zwigzaniu sie jej z btong komérkowa. Wiagzagca GTP podjednostka
a taczy sie przejSciowo z receptorem, a nastepnie oddysocjowuje od receptora i
w kolejnym etapie przemiany aktywuje okreslone biatko efektorowe. W wyniku
hydrolizy GTP dochodzi do ponownego potaczenia sie podjednostek a, Biy w
jeden, nieaktywny kompleks (rys. 4). Aktywacja biatek efektorowych prowadzi
to do zmiany cytoplazmatycznego stezenia odpowiednich substancji sygnatowych,
zwanych wtornymi przekaznikami informacji [53].

Obecnie wiadomo, ze oprocz podjednostki a takze kompleks (3y uczestniczy
w regulacji aktywnosci roznych biatek efektorowych [12]. Wsrdd nich mozna wy-
mieni¢ enzymy: fosfolipaze C (PLC-(32) i fosfolipaze A2 oraz cyklaze adenytanowg
(AC) i kinaze receptorowg [12, 23, 24, 27, 67, 69, 76]. Ponadto heterodimer [3y
moze modulowacé aktywnos$¢ kanatow potasowych i wapniowych [23, 24]. Postuluje
sie, ze pojedyncza czasteczka biatka G moze dziata¢ jako tgcznik spajajacy tancuchy
transdukcji sygnatéw inicjowane aktywacjg roznych receptoréw btonowych [12].

1.6. Modyfikacje aktywnosci biatek G

Aktywnos¢ wiekszosci heterotrimerowych biatek G modyfikowana jest przez
toksyny przecinkowca cholery (Vibrio cholerae\ CTX) lub/i pateczki krztusca {Bor-
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detella pertussis; PTX). Wrazliwos¢ na dziatanie toksyn produkowanych przez oby-
dwa gatunki bakterii wykazujg biatka z rodziny Gj, GO i Gt [56, 71, 72]. Mechanizm
dziatania obu wymienionych toksyn polega na przeniesieniu ADP-rybozy z NAD
na okreslony aminokwas Gp [39,67]. Rybozylacji Ga przez toksyne cholery podlega
reszta argininowa, a proces ten wymaga obecnosci specyficznego, 21 kDa biatka
majacego wiasciwosci GTP-azowe (tzw. ADP-ribosylationfactor, w skrécie ARF)
[39]. ADP-rybozylacja Ga przez toksyne cholery hamuje zwigzang z nig aktywnos$¢
GTP-azowa, co prowadzi do dtugotrwatej aktywacji biatka G [56]. Procesowi ry-
bozylacji przez toksyne krztusca mogga podlegac tylko podjednostki a zawierajgce
reszte cysteinowg w pozycji 4. C-konca polipeptydu. Charakteryzujgce sie brakiem
tej reszty biatka nalezgce do rodziny G12 i Gq sg odporne na dziatanie PTX [71].
Zmodyfikowana przez toksyne krztu$ca podjednostka a nie jest zdolna do interakcji
z uaktywnionym receptorem, co prowadzi do zablokowania szlaku transdukcji
sygnatu indukowanego przez ten receptor. Wptyw toksyn krztusca i cholery na
okreslone etapy cyklu regulacyjnego heterotrimerowych biatek G zilustrowano na
rysunku 4.

Poza wymienionymi toksynami aktywnosc¢ biatek G moze podlega¢ modyfikacjom
przez niehydrolizujace analogi GTP i GDP. GTPyS (5’-[y-tio]-trisfosforan guano-
zyny) oraz Gpp(NH)p (5’-[[3,y-imido]-trisfosforan guanozyny) taczac sie z Ga in-
dukuja oddysocjowanie tej podjednostki od kompleksu (3y [39]. Aktywacja biatka
G przez wspomniane analogi GTP indukuje powstawanie okre$lonych odpowiedzi
fizjologicznych. Z drugiej strony GDP[3S #gczac sie z Ga hamuje dysocjacje tej
podjednostki od dimeru (3y, co prowadzi co zablokowania tancuchéw transdukcji
sygnatéw wymagajacych udziatu biatka G [39]. Wptyw niehydrolizujagcych analogow
GTP i GDP na komérki eukariotycznejest mato specyficzny.Poza heterotrimerowy mi
Gp wymienione substancje modulujg aktywno$¢ niskoczasteczkowych biatek wig-
zacych GTP. Aby wyeliminowaé trudnosci zwigzane z interpretacjg wynikéw do-
Swiadczenn prowadzonych z uzyciem wymienionych substancji, nalezy okresli¢
wptyw toksyny cholery i krztuSca na analizowany proces [56].

Fluorek glinu (ALF4") znany jest z jego stymulacyjnego wptywu na aktywnos¢
biatka G [71]. Zwigzek ten ma budowe przestrzenng zblizong do reszt fosforanowych
GTP i dzieki tej wiasciwosci moze wypiera¢ GDP z podjednostki a biatka G.
Zwigzanie sie fluorku glinu z Gp prowadzi do oddysocjowania podjednostki a
od dimeru (3y i aktywacji okreSlonych efektorbw komorkowych. Poniewaz
ALF4*nie ulega rozktadowi przez zwigzang z Ga GTP-aze, stymulacja omawianego
biatka przez ten zwiazek ma trwaty charakter [71].

Wszystkie dotad omdwione czynniki oddziatujg na podjednostke a biatek wia-
zacych GTP. Istnieje rdwniez pewien zwigzek, fosducyna (ang. phosducin), ktéry
docelowo dziata na kompleks (3y [28]. Fosducyna wptywajgc na Gp” siatkowki
blokuje wigzanie sie tego heterodimeru z podjednostkg a biatka Gt. In vitro fosducyna
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hamuje aktywnos$¢ izolowanej z siatkdwki cGMP fosfodiesterazy. Na tej podstawie
przypuszcza sie, ze in situ fosducyna wplywa na szlaki transdukcyjne zwigzane
z procesem widzenia [28].

2. NISKOCZASTECZKOWE (MALE) BIALKA WIAZACE
GTP

Oprdcz heterotrimerowych biatek G u mikroorganizméw, grzybow, zwierzat bez-
kregowych i kregowych (w tym cztowieka), a takze u roslin, wykryto kilkadziesiat
réznych, niskoczasteczkowych ("matych"), monomerycznych biatek wigzacych GTP
[15, 40, 41, 56, 74]. Do omawianej grupy peptyddw zaliczany jest czynnik elon-
gacyjny Tu, biatka Ras (Rai, Rab, Rac, Rho, i Arf) i pokrewne [15, 19-21, 46].
Ich masa czasteczkowa waha sie w granicach od 20 do 30 kDa [56, 74]. Wszystkie
mate biatka G majg podobnie zbudowane domeny uczestniczace w wigzaniu GTP
[56].

Ogélnie "malte" biatka G dzieli sie na trzy gtéwne grupy: biatka Ras, Rho i
Ypt/Rab [15,40, 74]. Od strony molekularnej najlepiej poznano biatka z podrodziny
Ras [9, 15, 24, 38, 39], ktore wykazujg duze podobienstwo do podjednostki a
heterotrimerowych biatek G. Stopien homologii sktadu aminokwaséw pomiedzy
obiema grupami biatek siega 50%. Ponadto ich aktywno$¢ regulowanajest w wyniku
cyklicznego wigzania i hydrolizy GTP. W przypadku biatek Ras w procesie wymiany
GDP na GTP i hydrolizy GTP biorg udziat biatka towarzyszace. W tkankach zwie-
rzecych wykryto obecno$¢ tzw. biatek aktywujgcych GTPaze (GAP - GTPase ac-
tivating proteins) i stymulujgcych wymiane GDT na GTP (GDS - GDP/GTP
dissociation stimulator lub GEF - guanine nucleotide exchangefactor)[56]. Obydwa
te czynniki moga wspdtdziata¢ z biatkami Ras i regulowac ich aktywno$¢ [15].
Jak dotad poznano ponad 50 przedstawicieli biatek wigzacych GTP z rodziny Ras
[15].

Druga grupa niskoczgsteczkowych biatek wiazagcych GTP skiada sie z kilku
przedstawicieli podrodziny Rab u ssakéw, biatek typu Ypjl i SEC4 u drozdzy
oraz pokrewnych. Ich obecno$¢ stwierdzono w pecherzykach wydzielniczych, bo-
nach siateczki $rodplazmatycznej i aparatu Golgiego [5]. Uwaza sie, ze przed-
stawiciele podrodziny Rab/Ypt matych Gp biorg udziatl w procesach sekrecyjnych.
Podobnie jak biatka typu Ras aktywnos$¢ matych Gp z podrodziny Rab/Ypt re-
gulowana jest przez dwa wyzej wymienione czynniki biatkowe (GAP, GEF) oraz
jeden dodatkowy (GDI - guanine-nucleotide dissociation inhibitors), ktory hamuje
dysocjacje GDP z Rab/Ypj [56].

W sklad kolejnej podrodziny matych Gp wchodzg biatka typu Rho i Rac ssakow
oraz CDC42 drozdzy. Zaangazowane sg one w ustanawianiu i utrzymywaniu po-
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lamosci komorek oraz w funkcjonowaniu cytoszkieletu [56, 71, 74, 85]. Oprocz
wymienionych istniejg jeszcze trzy inne, znacznie gorzej poznane grupy nisko-
czasteczkowych biatek wiazagcych GTP. Reprezentantem pierwszej z nich jest biatko
ARF ssakéw i drozdzy, ktére bierze udziat w ADP-rybozylacji podjednostki Ga
heterotrimerowych biatek wigzacych GTP (patrz 1.6). W komarkach drozdzy wykryto
malte biatko G (CIN4), ktore uczestniczy w segregacji chromosoméw. Natomiast
w komorkach ssakéw i drozdzy zidentyfikowano odpowiednio biatka oznaczone
jako Ran i Sari regulujgce transport pecherzykowy [56].

Szczeg6towe omowienie budowy i mechanizméw dziatania niskoczasteczko-
wych, zwierzecych biatek G wykracza poza granice tego artykutu.

3. ROSLINNE BIALKA WIAZACE GTP

Wystepowanie biatek G w komoérkach roslinnych badano okre$lajgc zdolnosé
frakcji btonowych i izolowanych biatek do wigzania radioaktywnie znakowanego
GTP lub oddziatywania z nimi przeciwciat skierowanych przeciw réznym pod-
jednostkom zwierzecych biatek G. Analizowano réwniez wptyw niehydrolizujgcych
analogow GTP i GDP oraz toksyn cholery i krztusca (patrz 1.6) na przebieg rdznych
proceséw zwigzanych z regulacjg wzrostu i rozwoju roslin. Ostatnio udato sie sklo-
nowac kilka gendw kodujgcych poszczegolne podjednostki roslinnych biatek G.

3.1. Wysokoczgsteczkowe biatka G

W drugiej potowie lat osiemdziesigtych [13, 32, 43] oraz na poczatku lat dzie-
wiecédziesigtych [51, 84] stwierdzono, ze [35S]GTPyS wiaze sie z surowymi ekstra-
ktami i frakcjami bton izolowanymi z tkanek réznych gatunkéw roslin. Odkryto
réwniez, ze rosliny zawierajg biatka, z ktérymi reaguja przeciwciata skierowane
przeciw konserwatywnym fragmentom polipeptydu podjednostki a i Bzwierzecych
biatek G [13, 51, 60] (tab. 2).

Od kilku lat, w celu identyfikacji biatek G u roslin zaczeto stosowa¢ metody
inzynierii genetycznej [56-58, 75, 83]. U Arabidopsis thaliana zidentyfikowano
gen (GPA1) zbudowany z 14 egzondéw i 13 intronéw, kodujacy biatko Ga [57].
Na matrycy GPA1l powstaje mRNA kodujacy polipeptyd zbudowany z 383 reszt
aminokwasowych, wykazujacy 36% identycznosci i 73% homologii sktadu ami-
nokwaséw w porédwnaniu do podjednostki a Gj i Gt ssakow [57]. Réwniez jego
masa czasteczkowa (44,582 Da) zblizona byta do Ga ssakow. W genomie A. thaliana
wykryto rowniez sekwencje DNA charakterystyczne dla zwierzecych Gp [31, 83].
Pierwszy ze zidentyfikowanych genéw kodowat biatko (AG[3l) o masie czaste-
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TABELA 2. Roélinne, wysokoczasteczkowe biatka wigzgce GTP - ich wystepowanie w tkankach i
frakcjach poszczeg6lnych gatunkéw roslin okreslano na podstawie: pozytywnej reakcji z przeciwciata-
mi skierowanymi przeciw zwierzecym Ga i Gp (a), zdolnosci izolowanych frakcji btonowych lub
oczyszczonych biatek do wigzania znakowanego GTP (b), badZ na podstawie analizy odpowiednich
cDNA (c), BD oznacza brak danych (na podstawie prac Zrédtowych oraz [56] i [74])

Gatunek Wystepowanie Masa czasteczkowa

Ga Gp
Arabidopsis thaliana tkanki wegetatywne 44,6 [57]c 41.0 [83]c

liscie, korzenie 36,31 [13]a
Avena sativa jadra 75 [63]a BD
etiolowane siewki 24 [52]a

Chlamydomonas reinhardtii plamki oczne 24 [51]a2 9, 24,

21 [51]a 35, 15 [65]c
Commelina communis liscie, korzenie 38, 34 [13]a BD
Cucurbita pepo etiolowane hypokotyle 50, 35 [47]a BD
Dunaliella salina btona komérkowa 30,28,25 [61fb BD
Glycine max zawiesiny komdrkowe 28, 24 [84]b BD
Hordeum vulgare komaérki aleuronowe 32, 36 [56]a BD
Lycopersicon esculentum tkanki wegetatywne 44,9 [58]c BD
Nicotiana tabacum tkanki wegetatywne BD 35,8 [56]c
Oryza sativa koleoptyle 28, 30 [56]a BD
Pisum sativum etiolowane siewki 40, 30 [85]a 46, 36, 32, 26 [56]a
Viciafaba btona komérkowa 37,31 [13]a BD
Zea mays korzenie, pedy 34 [11]b 41,7 [56]°
czkowej 41,0 kDa i stosunkowo wysokim (44%) stopniu podobienstwa do zwie-

rzecych podjednostek Gp [83]. Odkrycie drugiego ze wspomnianych genéw nastgpito
w wyniku izolacji mutanta copl, ktérego rozw6j w ciemnosci (skotomorfogeneza)
przebiega podobnie jak roslin typu dzikiego (WT) na $wietle (fotomorfogeneza).
U WT Swiatto jest niezbedne do uaktywnienia genu blokowanego przez chara-
kteryzujgce sie niezwyklg budowg biatko COP1 (tab. 2). W jego N-konhcowym
odcinku wykryto sekwencje aminokwasowe charakterystyczne dla tzw. "palcow
cynkowych" (majacych zdolno$¢ wigzania sie z DNA) [31]. C-koncowa potowa
tegoz biatka wykazywata duze podobienistwo do podjednostki (3zwierzecych biatek
G, zbudowanych z charakterystycznych domen typu WD-40 [31, 56](patrz rowniez
1.2).
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Obecnos$¢ gendéw kodujacych podjednostki a i [3biatek G stwierdzono réwniez
u pomidora, kukurydzy, tytoniu i glonu Chlamydomonas reinhardtii [57, 58, 65,
83]. Gen pomidorowy, nazwany TGal koduje biatko o masie czasteczkowej 44,9
kDa, ktore w 34% podobne jest do Gtl ssakéw [58]. Tkankowo-niespecyficzna
ekspresja genu ZG(3/ u kukurydzy prowadzi do pojawiania sie biatka o budowie
zblizonej do zwierzecej podjednostki (32 (tab. 2). W przypadku tytoniu i Chla-
mydomonas reinhardtii wspomniane geny kodujg odpowiednio biatka okre$lone
jako arcA i Cblp w 66-67% podobne do zawierajgcych motywy WD-40 zwierzecych
biatek MHC12.3 [56].

Roslinne biatka G, pod pewnymi wzgledami majg odmienne wasciwosci w po-
réwnaniu do zwierzecych, wysokoczasteczkowych biatek wigzgcych GTP. Masy
czasteczkowe poszczeg6lnych podjednostek roslinnych Gp odbiegajg od tych, wy-
znaczonych dla zwierzecych biatek wigzacych GTP (poréwnaj tabele 1 z tabelg
2)[53, 56, 71, 74]. Niemniej, Kinetyke wigzania i hydrolizy GTP przez ro$linne
Gp zblizona jest do rejestrowanych u zwierzat [13, 34, 42, 43, 53, 60]. Ponadto
ich obecnos¢ stwierdzano gtéwnie we frakcjach wzbogacanych w btone komoérkowa
[11,13, 34, 61, 62, 84]. Ostatnio stwierdzono réwniez obecnosé biatek G zwiazanych
z cytoszkieletem i macierzg jadrowg [35]

Badania nad mechanizmem dziatania biatek G u roslin opierajg sie gtdwnie
na doswiadczeniach fizjologicznych, w ktorych analizuje sie wptyw GTPyS oraz
toksyn cholery i krztusca na metabolizm oraz wzrost i rozwoj tych organizmow.
Na tej podstawie twierdzono, ze Gp moze uczestniczy¢ w procesie indukcji kwit-
nienia [16], mechanizmie dziatania fitohormonow [17, 21, 75] oraz fitochromu,
barwnika kontrolujgcego fotomorfogeneze roslin [17, 22, 31, 43, 59, 62, 63, 80].
Indukowana przez $wiatto stymulacja biatek wiazacych GTP prowadzi do aktywacji
genéw odpowiedzialnych za synteze sktadnikdw wchodzacych w sktad aparatu foto-
syntetycznego [59, 60] oraz antocyjanéw [22]. Doswiadczalnie ustalono, ze tylko
w przypadku pierwszej grupy genow (kodujacych sktadniki aparatu fotosynte-
tycznego) wzrost ich aktywnosci transkrypcyjnej wigze sie z podwyzszeniem cyto-
plazmatycznego poziomu Ca2+ [22]. Wydaje sie, ze istnienie sprzezenia zwrotnego
pomiedzy aktywacjg Gp, metabolizmem fosfolipidéw btonowych a wzrostem ko-
maérkowego stezenia jondw wapnia moze dotyczyé wielu innych (poza fotomor-
fogenezg) proceséw u roslin [2, 25, 33]. Od wielu lat wiadomo, ze w btonach
komarek roslinnych, podobnie jak to ma miejsce u zwierzat, funkcjonujg tzw. kanaty
i pompy wapniowe [77, 78, 81, 82]. Ponadto wykazano, ze regulacja cytoplazmaty-
cznego stezenia Ca2+ u roslin ma podobny charakter jak w komdrkach zwierzecych
[6, 8, 10, 25, 33, 78, 82]. Na tej podstawie proponuje sie, ze w przypadku obu
typéw organizmdéw jeden z mechanizméw dziatania biatka G moze polegaé na
zaleznej od fosfolipidow btonowych mobilizacji Ca2+ z wewngtrzkomorkowych
magazynéw [25, 32, 33, 69, 72, 73, 81].
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W genomie komdrek zwierzecych wystepuje wiele genéw kodujacych poszcze-
gélne podjednostki biatek G. W przypadku przebadanych dotad roslin wyzszych
zidentyfikowano pojedyncze kopie genéw kodujacych podjednostki a i @ Gp. Jak
dotad nie wykryto u nich obecnosci genéw dla podjednostki y. Niemniej wydaje
sig, ze mechanizmy dziatania roslinnych i zwierzecych biatek wigzacych GTP sg
podobne. Brak w komarkach roslinnych mozliwosci oddziatywan pomiedzy ré6znymi
typami podjednostek Gp moze powodowaé, ze zachodzace z ich udziatem szlaki
transdukcji sygnatéw sg prostsze i bardziej uniwersalne w poréwnaniu do zwierzat.

3.2. Niskoczasteczkowe biatka wigzgce GTP

Do tej pory sklonowano kilkadziesigt genéw kodujacych roslinne niskoczastecz-
kowe biatka wigzace GTP [56, 74]. Pierwszg rosling, w ktérej genomie stwierdzono
obecnos$¢ sekwencji kodujacych mate biatko G, byt rzodkiewnik (Arabidopsis tha-
liana). Okazato sie, ze produkt tego genu w 26 do 55% podobny byt do wszystkich
zanych zwierzecych niskoczasteczkowych Gp. Poza oméwionym, u rzodkiewnika
sklonowano 10 innych gendw kodujacych podobnego typu biatko, ktére nazwano
ara, rab i rhal [3, 4, 56, 74]. Liczng rodzine gendéw (13), kodujgcych mate biatka
G stwierdzono w tkankach grochu [56]. Réwniez w genomie tytoniu stwierdzono
obecnos¢ kilku gendw (Rhnl, Np-ypt3 i Nt-rab5) kodujacych mate Gp [29, 75].
Ponadto po kilka gendw dla niskoczgsteczkowych biatek wigzacych GTP stwierdzono
u Chlamydomonas reinhardtii (yptC), Glicyne max (sRab), Gossypium hirsutum
(Rac9, Racl3), Lycopersicon esculentum (Rabl, Sari, Ypt2), Nicotiana (Np-ypt3,
Nt-rab5, Rhn i Rgb), Oryza sativa (Rgp, Rie), Viciafaba (Gnrp), Volvox carteri
(YptVI, YptV2p) i Zea mays (Yptm) [30, 35, 56, 70].

Biatka G typu Rhal rzodkiewnika oraz Rhnl i Nt-Rab5 tytoniu wykazujg ponad
65% homologie sktadu aminokwasow i prawie identyczng mase czasteczkowg [70].
Bardzo duze podobienstwo istnieje rowniez pomiedzy biatkami Yptml (23,3 Da)
i Yptm2 (22,5 Da) kukurydzy, Ara2 (23,9 Da) oraz YptVI (22,5 Da) zielenicy
Volvox [2, 36]. Z etiolowanych siewek grochu wyizolowano i sklonowano gen
(RHOIPs) kodujacy niskoczasteczkowe biatko G, nalezgce do podrodziny Rho biatek
Ras. Biatko to zbudowane jest ze 197 aminokwaséw i wykazuje 45-64% iden-
tycznos$ci sekwencji aminokwasoéw w poréwnaniu do innych przedstawicieli zrodziny
Rho i okoto 30% w stosunku do przedstawicieli nadrodziny Ras [85]. Chociaz
ekspresje RHOIPs obserwowano we wszystkich tkankach grochu najwieksze ilosci
transkryptu wykryto w wierzchotku korzenia i w pgku szczytowym pedu [85].

Blizsze poznanie funkcji niskoczgsteczkowych biatek G u roslin stato sie mozliwe
dzieki réznego typu manipulacjom genetycznym. Poniewaz otrzymywanie roslin
transgenicznych jest znacznie prostsze w poréwnaniu do zwierzat, badania pro-
wadzone na organizmach roslinnych stanowi¢ moga duzy wkiad do poznania me-
chanizmu dziatania biatek G u eukariontéw. Jak dotad opisano szereg gatunkéw
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roélin, do ktérych wprowadzono obce geny kodujgce roznego typu mate biatka
G lub tez sekwencje antysensowne mRNA blokujgce dziatanie endogennych biatek
wigzacych GTP [75]. Tego typu doswiadczenie przeprowadzono na tytoniu, do
ktérego wprowadzono sensowny i antysensowny mRNA kodujace gen rgpl ryzu
[49]. Oba typy otrzymanych roslin transgenicznych charakteryzowaty sie obnizong
dominacjg wierzchotkowa, karleniem i zaburzeniami w procesie kwitnienia [49].
Réwniez poziom ekspresji macierzystych gendéw kodujacych niskoczasteczkowe
biatka G prowadzi¢ moze do wielu zaburzeh w funkcjonowaniu komérek roslinnych.
Dla przyktadu, zaburzenia w ekspresji genu ypt u drozdzy powoduje dezorganizacje
uktadu mikrotubulamego i utrate integralnosci strukturalnej jader, co ma istotny
wplyw na proces ich paczkowania [66]. Z drugiej strony ekspresja drozdzowego
Ras2 w komorkach Nicotiana plumbaginifolia prowadzita do zahamowania ich po-
dziatdw [45]. Natomiast wprowadzenie wspomnianego genu do komorek rzodkiew-
nika, marchwi i kukurydzy nie miato zadnego wptywu na zachodzgce w nich procesy
[49]. Wydaje sie, ze pewnego typu biatka G moga spetnia¢ podobne funkcje u
wszystkich organizméw eukariotycznych. Przyktadem mogg by¢ pewne, niskoczg-
steczkowe roslinne biatka G, wykazujace wysokie podobienstwo do biatek typu
Y pt/Rab, ktére u zwierzat uczestnicza w regulacji wewnatrzkomdrkowego transportu,
np. w procesie endocytozy [35, 56, 70]. Wiecej informacji na temat roslinnych,
niskoczasteczkowych biatek wigzacych GTP moze znalez¢ czytelnik w pracach
przeglagdowych Ma [56] oraz Terryna i wsp. [74].

ZAKONCZENIE

Poza ssakami heterotrimerowe biatka wigzace GTP wykryto w komorkach $lu-
zowcow ictyostelium discoideum), drozdzy, owadow {Drosophila) i wielu ga-
tunkéw rosdlin [48, 56, 64, 70]. Wykazano, ze tzw. czynnik elongacyjny komoérek
prokariotycznych (Tu), biatko Ras u drozdzy oraz réznego typu roslinne biatka
G kodowane sg przez geny o podobnej sekwencji nukleotydéw [56, 74]. Na tej
podstawie wnioskuje sie, ze biatka wigzace GTP funkcjonowaty juz u pierwotnych
organizmdw, a struktura ich gendw nie ulegta istotnym zmianom mimo uplywu
kilku miliardéw lat rozwoju zycia na Ziemi (rys. 5). Przypuszcza sie, ze podobnie
jak kalmodulina (biatko wigzace Ca2+ [77]) Gp jest powszechnie wystepujagcym
i uniwersalnie dziatajgcym posrednikiem taczacym ze sobg procesy stymulacji ko-
mérek z powstawaniem w ich obrebie odpowiedzi fizjologicznych [50, 53, 56,
60, 67, 71, 72].

Odkrycie biatek G pozwolito lepiej zrozumieé mechanizm powstawania pewnych
choréb. Wykazano miedzy innymi, ze choroby wywotywane przez przecinkowca
cholery {Vibrio cholerae) oraz pateczke krztusca {Bordetella pertussis) wynikaja
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Rys. 5. Poréwnanie budowy (wyrazanej w % identyczno$ci sktadu aminokwaséw) podjednostek a

heterotrimerowych biatek wigzacych GTP, ktérych charakterystyke przedstawia tabela 1; we wspomnia-

nej tabeli nie uwzgledniono biatek typu DG z Drosophila melanogaster, DictyG2 z Dictyostelium

discoideum, ScGIl z Saccharomycescerevisiae, SpG|l z Schizosaccharomycespombe, AtGIl z Arabido-
psis thaliana oraz ToGl z Lycopersicon esculentum (na podstawie [56], zmodyfikowane)

z wplywu toksyn produkowanych przez te bakterie na biatka G wystepujace w
komorkach jelit oraz uktadu oddechowego. Przypuszcza sie réwniez, ze trwate
modyfikacje biatek G (np. ich permanentna aktywacja) mogg prowadzi¢ do po-
wstawania cukrzycy oraz pewnej grupy nowotworéw ztos$liwych [53]. Odkrycia
te moga mieé¢ wielkie znaczenie kliniczne w zwalczaniu wymienionych powyzej
choréb.
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APOPTOZA DOSWIADCZALNA: MODELE INDUKCJI
IN VITRO | ZASTOSOWANIA

EXPERIMENTAL APOPTOSIS. MODELS
OF IN VITRO INDUCTION AND IMPLICATIONS

Danuta ROZYNKOWA
Zaktad Genetyki Cztowieka AM w Lublinie

Streszczenie: W nawigzaniu do wrodzonych i nabytych zespotéw zaburzeri apoptozy u myszy przeglad
skupia sie nad modelami doswiadczalnej indukcji apoptozy w uktadzie komérek krwiotwérczych,
szczegO6lnie limfocytach T i B w centrach rozrodczych i we krwi obwodowej. Obejmuje tez apoptoze
komérek docelowych dla cytotoksycznych limfocytéw T, apoptoze komérek T w AIDS, oraz komérek
linii Jurkat, HL-60 i komérek biataczkowych, gtéwnie z CLL. Podkreslona zostata rola mediator6w
sygnalizacji APO-1/FAS i ich ligandéw, rola cyklu komérkowego i czynnikdw wzrostowych. Opisano
mozliwy wptyw genéw z rodziny bcl-2. Przytoczono argumenty na role proteaz typu ICE/CED-3 w
terminalnej fazie wykonawczej apoptozy.

Stowa kluczowe: apoptoza, mutacja Iprigid, limfocyty T, limfocyty B, receptory APO-1, TCR, CDA40,
bcl-2, cykl komoérkowy, biataczki, HIV.

Summary: Several proposed models for in vitro cytotoxic or activation induced apoptosis of normal T
and B human and mouse lymphocytes, leukemic cells and leukemic cell lines Jurkat and HL-60 have
been reviewed with reference to aberrant apoptotic processes in inborn lymphoproliferative disorders in
mice explained by FAS and FASL mutation. The role of cell cycle control and the presence of growth
factors for survival or onset of apoptosis was discussed. Possible influence of bcl-2 family genes has
been demonstrated. The terminal executive phase of suicidal process in described models seems to use
the specific ICE/CED-3 like protease and endonuclease.

Key words: apoptosis, Ipr and gld mutation, T lymphocytes, B lymphocytes, APO-1 receptor, TCR,
CD40, bcl-2, cell cycle, leukemic cells, HIV

W poprzednim artykule omawiatam zagadnienie apoptozy - programowanej
$mierci komorki - jako procesu genetycznie kontrolowanego i rozpoznawanego
przez charakterystyczne zmiany morfologiczne i chemiczne [96, 100, 101]. Wiele
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czynnikow indukcji i modulacji apoptozy wskazuje na mnogo$¢ przekaZznikéw i
wewnatrzkomorkowych sygnatéw do planowanej Smierci komorki. Pomimo wspoélnej
dla wszystkich drog apoptozy ostatecznej fazy wykonawczej - typowego gwattowne-
go niszczenia chromatyny - za sprawg uaktywnionych swoistych proteaz [46,77], nie
mozna nie zauwazy¢, ze motywacja realizacji planu $mierci jest zdeterminowana
okoliczno$ciami wynikajacymi z programu zycia. Swiadcza o tym m.in. wrodzone i
nabyte zaburzenia regulacji procesu apoptozy. W zwigzku z tym ogranicze niniejszy
artykut gtownie do apoptozy komorek uktadu limfocytowego.

WRODZONE | NABYTE ZESPOLY ZABURZEN
APOPTOZY U MYSZY

Najwczesniejsze obserwacje dotyczg nadmiernej proliferacji komorek limfoidal-
nych lub odwrotnie - rychtego zaniku komérek uktadu immunologicznego. U myszy
zmutacja Ipr (od lymphoproliferation) wykryto defekt genu strukturowego, koduja-
cego biatko powierzchni komdrki nazwane antygenem FAS [93]. Antygen ten,
wielkos$ci 35 kDa ma wspdélng czes¢ homologiczna z innymi biatkami btonowymi jak
receptory TNF - czynnika martwicy nowotworu i NGF - czynnika wzrostu nerwu.
Ekspresja FAS nie jest ograniczona do utkania grasicy; zostata ona opisana w
watrobie, ptucach, sercu ijajnikach [59]. Wstrzykniete dootrzewnowo mysie mono-
klonalne przeciwciato anty FAS byto letalne dla miodych myszek; dramatyczne
objawy chorobowe wynikaty z wybuchu nagtego zapalenia watroby (hepatitisfulmi-
nans) [18]. Role FAS w apoptozie ijego ekspresje w tymocytach grasicy wyjasnia
fenotyp myszy lpr, polegajacy na deregulacji dojrzewania tymocytéw i nie realizo-
wania apoptozy tych komdrek, ktére rozpoznajg wiasne antygeny (defekt selekcji
negatywnej). Autoimmunogenny fenotyp mutacji Ipr cechuje hiperglobulinemia z
krazacymi kompleksami autoreaktywnych przeciwciat, takze przeciw DNA, oraz
gromadzenie limfocytéw T CD4', CD8’ w weztach chtonnych i w $ledzionie, zapale-
nie stawéw i zapalenie kiebkowe nerek. U myszy Ipr opisano 2 mutacje genu fas:
polimorficzna rearanzacje miedzy drugim intronem a trzecim egzonem oraz mutacje
punktowg T-A w nukleotydzie 786 genu chromosomu 19, wskutek ktdrej w domenie
cytoplazmatycznej antygenu FAS asparagina zajmuje miejsce izoleucyny [59]. Od-
powiednik ludzkiego antygenu FAS zostat sklonowany [26].

Druga mutacje spontaniczng o prawie identycznych objawach klinicznych opisano
u myszy jako zesp6t gid (od generalized lymphoproliferative disease) [82]. Badania
molekularne w tym uog6lnionym zespole rozrostowym limfocytow wskazaty na
defekt innej czgsteczki, wszak dopetniajgcej wigzania z receptorem FAS. Gen stru-
kturowy gid koduje liganda antygenu FAS (FASL). Jego obecno$é na aktywnym
limfocycie T .okresla interakcje miedzy komaorka T i B lub inng komorka docelowg z
receptorem FAS.
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Obecnie wiadomo, ze antygen FAS jest rébwnoznaczny z antygenem APO-1 i
antygenem réznicowania CD95. Badania pracowni Nagata’y w Osace zbiegly sie w
czasie z probami immunoterapii doSwiadczalnej w grupie Krammera w Heidelbergu
[87]. Mianowicie jedno z wytworzonych przeciwciat, nazwane anty APO-1 induko-
wato apoptoze nowotworowych limfoblastow B linii SKW 6.4. W wyniku wstrzyk-
niecia przeciwciata anty APO-1 do komérek ludzkiego guza B-limfocytowego,
umieszczonego u bezgrasiczej myszy, nastgpita regresja guza w ciggu kilku dni.
Autorzy potwierdzili charakterystyczne oznaki apoptozy (segmentacjajgder komér-
kowych, zageszczenie cytoplazmy i fragmentacja DNA). Praca Trautha i wsp. [87]
przedstawia tez po raz pierwszy ekspresje APO-1 na komorkach roznych linii hemo-
poetycznych, limfocytach T i B cztowieka i zwierzat doSwiadczalnych oraz na
komoérkach biataczkowych T i B u chorych. Nieobecno$¢ antygenu sugerowata
istnienie réznych subpopulacji (tylko aktywne limfocyty miaty ten receptor powierz-
chni). Obecnosci receptora APO-1 towarzyszyta apoptoza komoérek pod wptywem
przeciwciata anty APO-1 i zahamowanie wzrostu z zahamowaniem syntezy DNA i
zwiekszeniem czestosci apoptotycznych jader komérkowych.

Od wrodzonych spontanicznych mutacji u myszy przechodzimy do wymuszonych
manipulacjg genetyczng zaburzehA apoptozy. U myszy transgenicznych wywotano
wymuszong statg ekspresje genu bcl-2 [81], genu uczestniczacego w regulacji progra-
mowanej $mierci komdrki limfohemopoetycznej [1, 35]. U myszek tych, podobnie
jak w zespotach Ipr i gid doszto do zatrzymania ujemnej selekcji limfocytow B
dojrzewajacych w centrach rozrodczych grudek chtonnych i do ich gromadzenia.
Doswiadczenie to stanowi imitacje nadmiernej ekspresji genu bcl-2 w chioniaku
grudkowym z translokacjg chromosomowa 14; 18, ktérg to sytuacje omoéwilisSmy
wczesniej [33, 69].

Przeciwstawny obraz zaburzen apoptozy przedstawili Nakayama i wsp. [54] u
myszy, ktore w okresie embrionalnym pozbawiono genu bcl-2 w komorkach macie-
rzystych krwiotworzenia. Po dokonaniu podwdjnej amputacji (double knockout) genu
bcl-2, zostat on wprowadzony do komérek embrionalnych (ES:embryonic stem cells)
w wyniku nastepujacych po sobie homologicznych rekombinacji. Na koniec wprowa-
dzono taka linie komérek bcl-2' do blastocysty myszek bcl-2++ szczepu C57B1/6 i
wyhodowano mieszance z amputowanym genem. U myszek pozbawionych genu
bcl-2 w krwiotwdrczych komdrkach macierzystych stwierdzono po ich urodzeniu
poczatkowo prawidtowy rozdziat subpopulacji tymocytéw i populacji limfocytéw T
i B w szpiku i weztach chtonnych. Jednakze miedzy drugim a czwartym tygodniem
zycia doszto do gwattownego obnizenia limfocytow Bcl-2°/" we krwi obwodowej.
Zniknety nie tylko dojrzate komarki T i B, ale takze niedojrzate tymocyty z grasicy i
komérki pre-B z centrow rozrodczych.

Myszki homozygotyczne z amputowanym genem bcl-2, wyhodowane z linii za-
rodkowej homozygotycznej bcl-2'/bcl-2' [92], wykazywaty poczatkowo prawidtowy
rozwa@j, byty jednak mniejsze, a gtowy ich cechowato zmienione uksztattowanie. W
dalszym rozwoju zmniejszata sie stopniowo liczba limfocytéw we krwi, dojrzate
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limfocyty objawiaty in vitro zwiekszong sktonno$¢ do apoptozy. Roéznicowanie
limfocytéw, poczatkowo prawidtowe, byto zaktdcone w miare masywnej inwolucji
grasicy i $ledziony komérek w drodze spontanicznej apoptozy komérek. U myszek
dochodzito do groZnej torbielowatosci nerek. Siwienie siersci z powodu anomalii
syntezy melaniny dopetniato charakterystycznego fenotypu mutantéw defektywnych
genu bcl-2.

Podsumowujac te cze$¢ artykutu trzeba zaznaczy€, ze spontaniczne mutacje auto-
somalne recesywne u myszy Iprigid sg mutacjami FAS i FASL odpowiednio. Rozwdj
limfadenopatii i splenomegalii oraz zaburzen autoimmunologicznych potwierdza, ze
system FAS/APO-1 bierze tez udziat w apoptozie komoérek T w grasicy i klonalnej
delecji autoreaktywnych komorek T na obwodzie. Manipulacje genowe majace na
celu uzyskanie nadmiernej lub braku ekspresji genu bcl-2, doprowadzaty do hamo-
wania apoptozy limfocytéw B lub odwrotnie - do jej gwattownego nasilenia.

APOPTOZA W DOSWIADCZENIACH NA KOMORKACH
LIMFOIDALNYCH IN VITRO

Na pierwsze miejsce w sygnalizacji apoptozy wysuwaja sie nastepujace czasteczki
powierzchni:

Antygen-receptor FAS/APO(CD 95),

jego ligand, FASL, zwany takze ligandem, APOL;

receptor limfocyta T: TCR/ CD3 i CD4;

receptory limfocyta B: CD40 ijego ligand CD40L,

receptory lIg.

Doswiadczenia nad indukcjg apoptozy w ukfadach komdrkowych in vitro sg
nacelowane na te czasteczki, chociaz, jak sie okaze, uktad cytolityczny z perforyng
ma takze i tutaj swoj znaczacy udziat. Eksperymentator musi zwaza¢ na zmiany
martwicze, niezaleznie od uzyskania dowoddéw na proces apoptozy. W tej mysli
przedstawiam metody jg demonstrujace.

Metody badan. Szereg réznych technik stosowano dawniej i proponuje sie dzi$
dla wykrycia i oceny iloéciowej komérek gingcych w drodze apoptozy. Smieré
fizjologiczna programowana w czasie rozwoju narzagdéw przebiega czesto niepost-
rzezenie izmiany morfologiczne in situ najdoktadniej sguwidocznione w mikroskopie
elektronowym [101]. Metodg orientacyjngdla izolowanych komorek krwijest analiza
ciatek apoptotycznych w preparacie z wiréwki komérkowej, tzw. cytospinie, wy-
barwionym wg metody May-Grunwalda i Giemsy i oglagdanym pod powiekszeniem
1000 x. Kolejng metodajest elektroforeza w zelu agarozowym, demonstrujgca chara-
kterystyczng drabinke DNA, ktéra obrazuje degradacje DNA do makrofragmentéw
50 kz, nastepnie do mono- i oligomeréw nukleosomalnych o wielkosci okoto 200
pz [14, 100]. Duze zastosowanie znalazta wieloparametrowa cytometria przepty-
wowa, okreslajgca hipodiploidie DNA, jego ubytki i fragmenty [84]. Ztamania i
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przerwy w DNA mozna udokumentowa¢ badaniami enzymatycznymi, poniewaz
stwarzajg one miejsca akceptorowe dla polimerazy DNA lub koncowej transferazy
deoksyrybonukleotydowej [52]. Niezaleznie od zastosowania tych technik w mi-
kroskopii przeptywowej lub obrazowej, na takich samych zasadach enzymatycznych
opierajg sie metody wykrycia apoptozy poszczeg6lnych komoérek w metodach in
situ. Jest to o tyle korzystne, ze pozwala oceni¢ jednoczes$nie morfologie komaérek
co jest szczeg6lnie wazne w badaniach tkanek o znacznej heterogennosci jak np.
szpiku [52]. Te metody wykrycia apoptozy in situ nazwano TUNEL (od TdT
mediated dUTP-biotin nick end labeling) [19], ISNT (od in situ nick translation)
[20] lub ISNL (od in situ end labeling) [95]. W domysle tych skrotéw pozostaje
"sfragmentowanego DNA". Ogélna zasada metod TUNEL opiera sie na reakcji
wigzania sie TdT-terminalnej transferazy deoksynukleotydowej do kohcow 3’OH
DNA i wbudowaniu deoksyurydyny znakowanej biotyna lub digoksygening w miej-
scu ztaman, ktore z kolei mozna wykry¢ awidyna/peroksydazg. Modyfikacja tej
metody zwana FISEL opiera sie na reakcji z terminalng transferaza nukleotydowa,
ktora bezposrednio inkorporuje dCTP znakowany fluorochromem [105]. IloSciowe
oznaczenie pofragmentowanego DNA jest tez mozliwe w aparacie typu ELISA
na podstawie fluorometrii lub innej barwnej reakcji z fragmentami DNA obecnymi
w supematancie hodowanych komérek.

W dalszej czesci omawiam pismiennictwo w zaleznosci od tego, czy zajmuje sie
ono procesem apoptozy w interakcji miedzykomorkowej dziataniem cytotoksycznym
limfocyta T, czy tez chodzi o procesy autodestrukcji w wyniku innych dziatan
wewnetrznych i zewnetrznych.

a Wihasciwosci cytotoksyczne limfocytdw T realizujg sie droga zalezng
perforyny idrogg zalezng od interakcji FAS/FASL [15, 102]. Perforyny uwalniajg sie
z wewnatrzkomaérkowych ziarnisto$ci komarki atakujacej, w czasie kontaktu komé-
rek wnikajg do warstwy lipidowej btony cytoplazmatycznej komorki docelowej i w
zalezno$ci od naptywu jondéw Ca2+ tworzg pory i kanaliki. Gwaltownej zmianie
przepuszczalnosci btony i obrzekowi towarzyszy liza komarki [24, 15]. Zdaniem Shi
iwsp. [73] w dziataniu cytotoksycznym limfocytow NK i CTL moze dodatkowo dojs¢
do fragmentacji DNA dziataniem tzw. fragmentyny, sktadajacej sie z granzymu A,
granzymu B i leukaleksyny, spowinowaconej antygenowo z czynnikiem martwicy
nowotworéw TNF a. Udowodniono ostatecznie [64], ze indukcja $mierci przez
apoptoze jest czescia sktadowa komorkowej cytotoksycznos$ci wywieranej przez
limfocyty CD4+ i CD8+, a wcze$niej wykazano [67], ze w apoptozie komorki
docelowej uczestniczy receptorjej powierzchni - antygen APO/FAS. Pewne rozbiez-
nosci zostaty rozwiane, po udokumentowaniu [2, 44], ze niezaleznie od mechanizmu
realizacji cytotoksycznosci, z udziatem perforyny lub bez niej, na powierzchni cyto-
toksycznych limfocytéw T dochodzi do ekspresji ligandu FAS (FASL). Jego ekspresje
kontroluje biatkowa kinaza tyrozynowa PTK. Tanaka i wsp. [83] indukowali toksy-
cznos$¢ ludzkich limfocytéw T przez aktywacje mitogenem, nastepnie ekspansje ich
w hodowli z interleuking 2 przez 2 tygodnie, po czym dodanie na ostatnig dobe

od



426 D. ROZYNKOWA

jonoforu wapnia i estréw forbolu. Nastepnego dnia stwierdzono apoptoze komérek
docelowych z ekspresjg FAS. Komorki T nie tylko na powierzchni miaty ligand FAS
ale réwniez wydalaty FASL do supematantu hodowli.

Inne szczegéty doswiadczalnej apoptozy cytotoksycznej zawiera praca Ju [27].
Zdolno$¢ komérek CD4+ i CD8+do indukcji fragmentacji DNA komdrki docelowej
nie byta zalezna od obecnosci inhibitorow syntezy RNA (aktynomycyny) ani od
zahamowania syntezy biatka (cykloheksimid), byta natomiast hamowana przez toksy-
ne cholery. Natomiast jony cynku, hamujace naptyw Ca i hamowanie aktywnosci
endonukleazy w komorkach docelowych blokowaty ich Smieré. Te fakty sprawdzity
sie dla innych komorek docelowej apoptozy, komorkach HelLa [23].

Praca Kagi i wsp. [31] miata odpowiedzie¢ na pytanie, czy cytotoksycznosé
komorki T, zalezna od kontaktu z antygenem przez TCR i indukowana za po$rednic-
twem ekspresji FAS (opisana powyzej), jest tez realizowana podczas usuwania
wewngtrzkomarkowych wiruséw chorobotworczych i niepatogennych. Badania wy-
konano u myszy wsobnych C57BL/6, wérdd ktérych wyhodowano szczepy mutantéw
z defektami receptora TCR lub u myszy z defektem FAS - C57BL/6 Ipr iz defektem
FASL - C57BL/6 gid. Ostre infekcje wirusowe myszy zostalty wywotane przez wirus
LCMV (lymphocyticchoriomeninigitis virus), VSV (versicularstomatitis virus), SFV
(Semliki forest virus) i wirus krowianki W . Tylko wirus niepatogenny LCMV byt
usuwany za pomocg perforyny, lecz bez udziatu FAS limfocyta T. Natomiast wirusy
cytopatyczne byty kontrolowane mechanizmami odpornosci przeciwwirusowej przez
cytokiny w bezposrednim sasiedztwie zakazonej komorki i przez wytwarzanie neu-
tralizujacych przeciwciat. Myszy gid i myszy z amputowanym genem perforyny byty
catkowicie niezdolne do zwalczenia wirusowego zapalenia opon mézgowych takze
w badaniach Lowina i wsp. [44].

Dalsze pytanie byto zwigzane z antyapoptotycznym dziataniem genu bcl-2: czy
dotyczy $Smierci komérek docelowych drogg przez receptor FAS/FASL, czy drogg za
posrednictwem perforyny z uwolnieniem proteolitycznych granzyméw. Do tych
badan cytotoksycznych stuzyly Schroterowi i wsp. [72] limfocyty T z 5-dniowej
hodowli mieszanej allospecyficznej lub aktywowane mitogenem. Jako komaérki efe-
ktorowe odpowiedzi immunologicznej postuzyty mysie limfocyty $ledzionowe, po-
chodzace od myszy z amputowanym genem perforyny lub od myszy gid z defektem
ligandu FAS. Inne komorki docelowe pochodzity z linii komoérkowej mysiego masto-
cytoma (guz z komérek tucznych) P815 z mysim transgenem cDNA bcl-2 oraz
komérki Sledzionowe z transgenem bcl-2, aktywowane przez ConA. Uwalnianie
chromianu Cr51 znakowato uszkodzenie btony komoérkowej jako wstep do martwicy,
podczas gdy uwalnianie 1125-Urd znakowato degradacje DNA. Obydwie drogi cyto-
lityczne prowadzity do $mierci komérek w warunkach kontrolnych i obydwu mecha-
nizmom przeciwdziatat, przynajmniej czesciowo, transgen bcl-2. Autorzy spekuluja,
ze interakcja genu bcl-2 mogtaby zachodzi¢ na etapie proteolitycznego dziatania
proteaz ICE (w przypadku $Smierci komdrkowej przez FAS ) lub proteaz granzymu B
(w przypadku drogi do martwicy przez perforyne).
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b. Dhein i wsp. ustalili tzw. minimalny model autodestrukcji przez apoptoze dla
ludzkich obwodowych limfocytow T [13]. Model ten polega na poddaniu réznych
limfocytow T, takich jak: linie Jurkat-komérek CD4+ z ostrej biataczki T-komérko-
wej, komorki klonu S13 (alloreaktywne limfocyty T) lub limfocyty T pomocnicze z
krwi obwodowej, aktywacji antygenem lub przeciwciatem monoklonalnym anty
TCR/CD3. Model ten nazwano AICD (od activation induced cell death). Zauwazono,
ze juz w kilka godzin po aktywacji receptora antygenu dochodzi do ekspresji mRNA
ligandu APO-1, a w krotki czas pdzniej zaczyna sie apoptoza, co uchwycono pobie-
raniem do komaérek jodku propidyny (PI) lub fragmentacja DNA w cytofluorymetrze
przeptywowym. Dotyczyto to komérek linii Jurkat i S13. Natomiast ocbwodowe
limfocyty T byty aktywowane superantygenem SEB (od Staphylococcus enterotoxin
B) przez 5-10 dni lub bezpos$rednio przez swoiste przeciwciata przeciw CD3. We
wszystkich hodowlach apoptoza byta blokowana przez dodanie do podtoza swoistego
przeciwciata - blokera wigzacego APO-1: (F/ab/2anty APO-1). Autorzy uwazaja, ze
w modelu AICD podstawg apoptozy jest interakcja czagsteczek TCR (CD3 i
APOR/APOL). Aktywowana przez TCR komoérka T, jak komentujg autorzy, wytwa-
rza sama wszystkie elementy potrzebne do wiasnej destrukcji, a jej $mierci mozna
zapobiec przez interakcje miedzy receptorem/antygenem APO ajego ligandem. W
opisanym przez Dheina i wsp. [13] minimalnym modelu endogennej apoptozy kryje
sie autokrynne samobdjstwo z receptorem FAS jako czynnikiem $mierci. Ten poglad
zostal potwierdzony przez Brunnera i wsp. [7], ktorzy pracowali na doswiadczalnym
modelu mieszancow somatycznych (hybrydoma) limfocytéw T oraz przez Ju i wsp.,
ktérzy stwierdzili jednoczesng ekspresje mMRNA FAS i FASL w hybrydowych komor-
kach T aktywowanych przeciwciatem anty TCR/CD3. Cyklosporyna A i pochodna
kwasu retinowego 9-cis hamowaty proces AICD [28, 75].

W opisanym modelu apoptoza obwodowych limfocytéw T rozwijata sie stopniowo
i towarzyszyto jej pobudzenie receptoréw powierzchni CD95 ijego ligandu; proces
apoptozy byt przy tym niezalezny od fazy cyklu komérkowego, ale zalezny od syntezy
biatek. Inny model, o ktérym bedzie mowa ponizej, dotyczy fazy Go/Gl, sprzyja mu
blok syntezy biatek, a apoptozarozwija sie spontanicznie w pewnych okolicznos$ciach
hodowli lub w wyniku zadziatania glukokortykosterydami. Brunetti i wsp. [6] wyka-
zali, zejeden idrugi typ apoptozy wymaga pozbawienia mikrosrodowiska czynnikow
wzrostowych, IL-2, IL-4 i IL-10oraz komorek nie - T. Dla przebiegu drugiej apoptozy
nalezato doda¢ dexaven,glikokortikosteryd- nie wczesniej niz po ustaniu proliferacji
w krotkoczasowej hodowli komérkowej, gdy limfocyty powr6cag do fazy Go/Gl.
Hodowane limfocyty nie sa wrazliwe na dexaven w fazie S/M cyklu komérkowego.
W tym modelu apoptozy autorzy upatrujg imitacje wczesnego mechanizmu negatyw-
nej selekcji lubjej regulacji krotko po ustaniu odpowiedzi immunologicznej. Zdaniem
Shi i wsp. [74] zrozumiatg jest regulacja apoptozy w zaleznosci od fazy cyklu
komérkowego. Autorzy ci obserwowali zmiany morfologiczne i biochemiczne przy-
pominajace apoptoze w komorkach chtoniaka YAC-1 w wyniku aktywacji kinazy
seryno-treoninowej p34c ¢ indukowanej przedwczesnie i w niewtasciwym czasie
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Fot. 1. Fragmentacja DNA w komdrkach z ostrej biataczki limfoblastycznej poddanych w hodowli 24

godz. w temp. 37°C dziataniu deksametazonu 1(T6 M (Sciezka 1), kamptotecyny 0,15 pm (Sciezka 2) i

metotreksatu 10 (im (Sciezka 3, bez leku in vitro ($ciezka 4); chory byt uprzednio leczony glikokorty-

koidem dexaven; $ciezka L: marker DNA (DNA Ladder, Serva), najdalej wedrujacy prazek odpowiada

monomerowi 142 pz; elektroforeza w zelu wg Gorczycy i wsp. [21]; autor dziekuje pani dr Agacie Filip
za udostepnienie wymienionych badan

cyklu komoérkowego w obecnosci proteaz fragmentyny-2 i perforyny [74]. Obraz
zniszczen nasuwa podobienistwo apoptozy do katastrofy mitotycznej [22, 74]. Jak
wiadomo, kinaza p34cdc2 w kompleksie z cykling B ma podstawowe znaczenie dla
regulacji przejscia komorek z fazy G2 do M [99].



APOPTOZA DOSWIADCZALNA - MODELE INDUKCJI 429

Model endogennej apoptozy autoreaktywnych tymocytéw metodg hodowli in
vitro przedstawili Smith i wsp. [78]. Hodowle tymocytéw prowadzono w ptatach
grasicy u myszy BALB/C z dodatkiem przeciwciat anty TCR/CD3 i zabezpieczeniem
naptywu jonow Ca2+ przez jonomycyne. Ta apoptoza byta blokowana dodatkiem
cyklosporyny do podtoza [78]. Autorzy nie badali wowczas interakcji FASL i zdaje
sie, ze taki mechanizm nie zostat dotychczas udowodniony w negatywnej selekcji
tymocytéw i ich Smierci w grasicy [7, 13].

Przeglad cytowanych prac wzbudza refleksje, ze aktywacja dojrzatych limfocytow
T antygenem lub przeciwciatem przeciw TCR zudziatem ekspresji FAS ijego ligandu
wyzwala nie tylko proliferacje z mitogenezg, ale takze kryje potencjalny plan $mierci
i mechanizm delecji obwodowych limfocytéw T w drodze apoptozy [30, 42].

W dalszym ciggu do$wiadczer zobwodowymi limfocytami T CD4+powzieto plan
zbadania $mierci tych komoérek w zespole nabytego braku odpornosci - AIDS. Jak
wiadomo, antygen CD4 jest receptorem HIV. W pracy Westendorpa i wsp. [94]
znajdujemy dane na ten temat. Autorzy pracowali na komdérkach Jurkat oraz kontrol-
nych limfocytach T pomocniczych, aktywowanych przez przeciwciata anty CD3,
CD4, anty CD95/APO/FAS i przez superantygen SEB. Do hodowanych komoérek
dodano biatek wirusa HIV: Tat i gp 120. Okazato sie ze dodatek biatka HIV Tat
wzmagat ekspresje mMRNA ligandu CD95/FAS tak w komorkach T linii Jurkat, jak i
w obwodowych komérkach T od zdrowych dawcéw, stymulowanych przeciwciatem
anty CD4. Z tego wynika, ze w apoptozie limfocytow zakazonych przez HIV tez
dochodzi do zwigkszonej ekspresji tego ligandu. Przeciwciata blokujgce ekspresje
ligandu FAS/APO(CD 95) hamowaty tez apoptoze. Nalezy zauwazyé, ze w opisanych
doswiadczeniach stosowano stezenie biatek wirusa HIV na podobnym poziomie, w
jakim wystepujg one w surowicy krwi os6b zakazonych wirusem HIV-1. Wydaje sie
wysoce prawdopodobne, ze przyspieszenie apoptozy przez biatka wirusa HIV jest tym
mechanizmem, ktory przyczynia sie do utraty limfocytow typu pomocniczych u
chorych z AIDS [50]. Przedtuzenie przetrwania limfocytow T zakazonych HIV jest
mozliwe w drodze endogennego uruchomienia zwiekszonej ekspresji genu bcl-2
[104].

APOPTOZA LIMFOCYTOW B

Aktywacja limfocytéw B jest, jak wiadomo, zalezna od obecnosci swoistego
antygenu, komorek go prezentujagcych (APC) i komoérek T pomocniczych, antygenos-
woistych. Tg samg drogg odbywa sie hamowanie i blokowanie apoptozy limfocytéw
B, indukowanej za posrednictwem Slg - stymulowania powierzchniowych recepto-
réw immunoglobulinowych. Zdaniem Tsubaty i wsp. [88] autoreaktywne limfocyty
B sg usuwane, jesli nie ma autoreaktywnych limfocytow T. W przeciwnym razie, gdy
tolerancja limfocytdw T ulegnie zatamaniu, autoreaktywne limfocyty T moga zapo-
czatkowac patogeneze zespotu autoimmunologicznego z udziatem autoreaktywnych
komorek B, jak to sie dzieje w zespole glp u myszy. Méchanizm apoptozy dojrzatych
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obwodowych limfocytéw B jest imitowany in vitro w drodze usieciowania krzyzo-
wego (erosslinking) powierzchniowych receptorow immunoglobulinowych przez
przeciwciata anty IgM (t.zw. Slg B celiapoptosis) [53]. O tym czy stymulowane przez
antygen limfocyty B ulegng aktywacji, czy poniosg Smier¢, moze zadecydowac sygnat
pojawiajacy sie w czasteczce CD40, obecnej na wszystkich limfocytach B, ktorej
ligand, CD40L, w komérkach T dopetnia sygnalizacji immunologicznej. Taki wnio-
sek sformutowali Tsubata i wsp. na podstawie obserwacji, ze jezeli komérki B (linia
WEHI) potraktowaé przeciwciatem anty CD40, to zwieksza sie ekspresja genu bcl-2,
pojawia sie jego produkt, apoptozajest zablokowana, postepuje proliferacja i rozwdj
komaérek pamieci. Ligand CD40 obecny jest na aktywnych limfocytach T, komérkach
nabtonkowych, monocytach, makrofagach i ukierunkowanych prekursorowych ko-
markach krwiotworzenia. We wspotpracy T-B zasadniczym ogniwem jest sygnaliza-
cja przez CD40/CD40L tak, jak bezposredni kontakt komorek dotyczy interakcji
CD72/CD72L. Rezultatem jest dojrzewanie komérki B z przetgczeniem izotypu klasy
IgM na inne [3, 36].

Podobnie jak limfocyty T, takze i limfocyty B mogg uczestniczyé w regulacji
wiasnej zagtady [66]. Limfocyty B ze $ledziony myszy o prawidtowej ekspresji FAS
lub z defektem FAS (zespét Ipr) poddano testowi cytotoksycznosci z efektorowymi
komdrkami Th-1. Komorki B byty uprzednio stymulowane przez LPS, przez CD40L
lub przeciwciata przeciw IgM. Biatko CD40L uzyskano z ptynu hodowlanego
komérek J558L. Spos6b aktywacji komérek B przesadzit o ich wrazliwosci na
cytotoksyczny atak komaérek T. Mianowicie stymulacja przez ligand CD40 sprawita,
ze staty sie one niezwykle podatne na apoptoze za posrednictwem FAS; w przeciw-
ienstwie, po stymulacji anty IgM, czyli przez receptor antygenu, komoérki B byty
oporne na proces zagtady [66]. Jezeli za$ stymulowano je obydwiema drogami,
komorki B byly oporne na apoptoze, co Swiadczy, ze protekcja przez receptor
antygenu bierze gére. Mechanizm regulacji apoptozy przez czasteczki powierzchni
CD40L/IgR mogtby zatem stanowi¢ zawor bezpieczenstwa, dzieki ktéremu przezy-
waja limfocyty B z odpowiedzig antygeno-swoistg nawet mimo uruchomienia syg-
nalizacji FASL/FAS. Sprawa jest jednak bardziej skomplikowana, je$li wrocimy do
pracy Tsubaty iwsp. [88] wedtug ktérej ligand CD40 stanowi droge zabezpieczenia
zywotnosci komorek B (str. 12). Trzeba jednak zwréci¢ uwage, ze indukcja wrazli-
wosci docelowych komérek B na cytotoksyczne dziatanie limfocytow T poprzez
receptor FAS w doswiadczeniach Rothsteina i wsp. [66] dotyczyta tylko takich
warunkow, gdy nie zachodzita jednoczesna sygnalizacja przez Slg. Izolowane z
centrum rozrodczego grudki chtonnej limfocyty B ging w hodowli, jezeli nie dokonaé
usieciowania (erosslinking) Slg [40, 41]. W wyniku takiego sygnatu dochodzi do
wzmozonej ekspresji genu bcl-2 oraz biatka powierzchni CD40.

Antygen CD40 jest wiec czasteczkg krytyczng dla proliferacji limfocytow B,
przetaczenia klasy lg i umknigcia przed apoptozg tych komdrek B w centrach
rozrodczych, ktére przeszty somatyczna mutacje. CD40 tez nalezy do rodziny recep-
torow TNF i NGF. Nie ma on aktywnosci kinazowej, a przekazywanie sygnatu
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odbywa sie za sprawg innej czasteczki sprzezonej i wspotdziatajgcej, nazwanej przez
Hu iwsp. CD40bp (od CD40 binding protein) [25]. To biatko wigze sie z N-terminalng
czescigcytoplazmatyczngreceptora CD40 icechuje sie strukturowym motywem palca
pierscieniowego (RINGfinger).

Przy wykorzystaniu systemu CD40 rozwinieto techniki dtugodystansowej hodowli
limfocytéw B, niejako uragajace apoptozie in vitro. Aktywacja CD40 przez rozpusz-
czalne monoklonalne przeciwciato i przez anty IgR pozwala na ekspansje in vitro
przez ponad 10tygodni limfocytéw B z migdatkow, $ledziony, krwi obwodowej i krwi
pepowinowej. Hodowla limfocytéw B przy wykorzystaniu antygenu CD40 byta
poréwnywana z centrum rozrodczym in vitro [4].

W pracowni Nossala opracowano mysi model apoptozy komérek B in situ [63].
Nasladuje on sytuacje uczulonych i nadmiernie zmutowanych w loci Ig limfocytow
B grudek $ledzionowych. Antygenem uczulajgcym byt zwigzek nitrofenylowy (NP)
zawierajacy hapten w sprzezeniu z albuming ludzkiej surowicy, podany dootrzewno.
Limfocyty B ulegaly gwaltownej apoptozie in situ (met. TUNEL w skrawkach
parafinowych tkanki $ledziony) jes$li po 6 dniach podano przypominajaca dawke
rozpuszczalnego antygenu, ktora dotarta do sieci komorek dendrytycznych grudki.
Rozlegte obszary apoptozy byly widoczne w miazdze jasnej i ciemnej $Sledziony
myszek C57B1/6, szczyt zmian byt po 4 godzinach od drugiego wstrzykniecia anty-
genu. Prawie jednoczes$nie Shokat i Goodnow [76] przedstawili przy pomocy tej samej
metody TUNEL in situ dwie fale apoptozy komérek B w grudkach chtonnych
$ledziony po podaniu przypominajacej dawki rozpuszczalnego antygenu DEL lub
HEL (od duck egg lysozoyme i hen egg lysozyme) dootrzewnowo myszkom C57B1/6.
Pierwsza fala apoptozy pojawita sie w centrum rozrodczym grudki chionnej a druga
w strefie obwodowej bogatej w komorki T. Wymuszona ekspresja genu bcl-2 u
myszek transgenicznych zahamowata eliminacje immunoreaktywnych komoérek B,
zalezng od komérek T.

Przytoczone powyzej przyktady dowodzg czynnej kontroli komérkowej w sytuacji
hiperimmunizacji limfocytéw B. Wybdr apoptozy w tych okolicznosciach moze by¢
sposobem na regulacje proliferowania klonéw nowotworowych.

PROCESY APOPTOZY W BIALACZKACH
| ROLA CZYNNIKOW WZROSTOWYCH

Dalszym uzytecznym modelem do badafd apoptozy jest linia promyelocytow
HL-60, wyprowadzona z komérek szpiku chorej na biataczke promielocytowg [10].
Komdrki tej linii oscyluja, w zaleznosci od indukcyjnego mikrosrodowiska farma-
kologicznego, pomiedzy fenotypem stransformowanych promielocytéw aréznicuja-
cych granulocytéw lub monocytéw i makrofagéw. Pierwszemu kierunkowi sprzyja
dodatek do poditoza pochodnych kwasu retinowego, drugiemu - dodatek estrow
forbolu [10]. Réznicowaniu komérek HL-60 w hodowli towarzyszy nieuchronnie
apoptoza niezaleznie od sposobu réznicowania. Komérki HI-60 cechuje brak obydwu
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kopii protoonkogenu p53 i znaczna amplifikacja protoonkogenu c-myc [10, 98].
Insercja genu p53 wspomaga proces roznicowania i op6znia apoptoze [79]. W
podobnym kierunku wptywa wymuszona ekspresja genu bcl-2 w wyniku jego insercji
z retrowirusem do komérek HL-60 [12, 55]. W badaniach Gorczycy i wsp. apoptoza
oraz endonukleoliza zachodzita w komérkach HL-60 juz w trzy godziny po zastoso-
waniu wielu réznych lekéw uzywanych w klinicznej chemioterapii i wielokrotnie byta
zalezna od fazy cyklu komorkowego i zdolno$ci naprawczej [21].

Przytoczone doswiadczenia zwracajg uwage, ze wrazliwos¢ lub oporno$¢ na
apoptoze zalezy od fazy cyklu komorkowego. Mowig o tym takze wyniki doSwiadczen
Komady i wsp. [34], ktérzy indukowali proces apoptozy za posrednictwem receptora
FAS (CD95) w komdrkach z ostrej biataczki szpikowej. Analizujgc rownocze$nie
stan cyklu komérkowego w cytometrze przeptywowym i zdolno$¢ syntezy DNA na
podstawie wbudowywania trytowanej trymidyny autorzy wykazali, ze komoérki opor-
ne na apoptoze za posrednictwem FAS stawaty sie wrazliwe, gdy przed dodaniem
monoklonalnego przeciwciataanty FAS dodano do hodowli czynnikéw wzrostowych:
interleukiny-3 lub GM-CSF-czynnika stymulujacego kolonie granulocytowo-makro-
fagowe. W wyniku aktywacji przej$cia wczesnej fazy G1 do fazy S cyklu komaérko-
wego zwiekszyla sie liczba komdrek w fazie S i jednocze$nie zwiekszyta sie ich
podatnos¢ na apoptoze. Od jednego z chorych ustalono linie komorkowg MML-1 o
duzej wrazliwosci na indukcje $Smierci programowanej za posrednictwem receptora
FAS. Na podstawie obserwacji tej linii wysunieto hipoteze, ze sygnaty hamujgce
wzrost i indukujace apoptoze za posrednictwem receptora FAS/APO saprzekazywane
w czasie, gdy komérki wchodza w przedziat cyklu komérkowego GIB. Zjawisko to
moze zosta¢ zaktécone w wyniku np. dodania estréw forbolu i zahamowania przejscia
GlAdoGIBz szybkim ubytkiem komorek w fazie S.

Manabe i wsp. [45] przedstawili pierwszy eksperymentalny dowdéd na indukcje
apoptozy komoérki krwiotwdrczej przez cytokinge. Komorki pochodzity ze szpiku
dzieci z ostrg biataczkg B-limfoblastyczng. Te limfoblasty ginety in vitro w procesie
apoptozy zjednoczesnym blokiem proliferacji przed fazg S w wyniku 48 godzinnej
inkubacji z interleuking 4. Wptyw tej cytokiny na kontrolne limfoblasty populacji B
byt rézny i zalezat od stadium ich réznicowania, im miodsze byty komérki, tym
bardziej byt zaznaczony. Autorzy wskazujg w dyskusji na mozliwosci biologicznej
chemioterapii pacjentow wysokiego ryzyka z tego typu biataczka.

Rola czynnikéw wzrostowych hemopoezy w modulacji apoptozy zdaje sie polegaé
nazmianie w cyklu komérkowym. Dotychczas byto wiadomo, ze czynniki wzrostowe
sg sygnatami przezycia oraz mitogenezy i sprawiajg, ze namnozeniu okreslonej
populacji towarzyszy réznicowanie i dalszy rozwdj. Przezycie komdrek macierzys-
tych wielowaznych i ukierunkowanych krwiotworzenia wymaga statej obecnosci
czynnikdw wzrostowych [38] niezaleznie od determinacji réznicowania w mysl
modelu stochastycznego [86] czy indukcyjnego [11, 49, 70]. Badaniom proliferacji i
réznicowania dawniej nie towarzyszyty regularne pomiary programowanej sSmierci.
Wyjasnienie tych zalezno$ci podjeto drogg hodowli in vitro komorek linii macierzy-
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stej wielowaznej krwiotwoérczej FDCP-Mix, nie biataczkowej. Komérki te byty
zalezne od interleukiny-3 i roznicowaty pod wptywem komorek zrebu szpikowego
lub czynnikéw wzrostowych, rozpuszczonych w podtozu [17]. Komdérki te ginety w
drodze apoptozy po usunigciu IL-3 [17, 96]. Do komdrek FDCP-Mix wprowadzono
gen bcl-2 przy pomocy wektora plazmidowego i po preselekcji tych komérek pod
wzgledem ekspresji genu bcl-2 w podiozach z i bez czynnikdéw wzrostowych doko-
nano charakterystyki molekularnej ekspresji i produktu genu bcl-2. Analiza kinetyki
zywotno$ci i apoptozy w obu typach komdrek w odpowiedzi na usuniecie i ponowne
dodanie IL-3 byta prowadzona metoda cytometrii przeptywowej. Okazato sie, ze
zwiekszonej ekspresji genu bcl-2 towarzyszyto znaczne opdznienie apoptozy komo-
rek (80% komorek przesuneto sie do fazy Go-Gl). Dodanie po 8 dniach IL-3 spowo-
dowato wznowienie proliferacji po nastepnych 4 dniach. Smiertelno$é komérek
kontrolnych byta znaczne wyzsza. Ustanie proliferacji byto zalezne od braku czynnika
wzrostowego, niezalezne od ekspresji genu bcl-2. Jednakze w tym czasie 8 dni, gdy
komorki byty pod wptywem wymuszonej ekspresji genu bcl-2 ajednoczes$nie pozba-
wione czynnika wzrostowego, odbywato sie roznicowanie wielokierunkowe do gra-
nulocytow/makrofagéw lub erytroblastow. Te profile réznicowania byty poréw-
nywalne z fenotypem komérek pozostajgcych w hodowli z dodatkiem niskiej dawki
IL-3, G-CSF i GM-CSF oraz z fenotypem komorek, ktdrych podtoze wzbogacono
niska dawka IL-3 z dodatkiem erytropoetyny i heminy. Pierwsze obrazuja réznico-
wanie do granulocytéw/makrofagow, drugie do erytroblastéw. Z przebiegu tego
doswiadczeniaautorzy wysuneli wniosek, ze rolahemopoetycznych czynnikéw wzro-
stowych niejest pierwotnie zwigzana z dojrzewaniem iréznicowaniem, lecz z supresjg
apoptozy i wptywem mitogennym. Te dwa ostatnie procesy zostaly rozprzegniete w
linii FDPC w transfektantéw genu bcl-2. Taki wniosek oczywiscie nie przeczy
wybidrczemu wplywowi modulujgcemu kierunek hemopoezy, jaki jest wywierany
in vivo przez zrab szpiku i dostepnosé réznych cytokin i surowic in vitro [80].
Limfocyty FAS+ populacji T, pochodzace od chorych z mononukleozg zakazna,
ulegajg in vitro apoptozie juz po 6-godzinnej hodowli, jesli nie doda sie czynnikow
wzrostowych [90]. Podobnie komérki T linii Jurkat CD4+ sg podatne na apoptoze,
jesli odejmie sie surowice z podtoza. W przypadku limfocytow T cytotoksycznych
zaleznych od IL-2 wystarczy usunaé¢ z hodowli ten czynnik wzrostowy, aby nastgpito
wewnatrzkomorkowe przesuniecie pH, zakwaszenie i apoptoza [39]. Nawet limfo-
cyty biataczkowe z przewlektej biataczki limfocytowej CLL udaje sie dtuzej utrzymac
w hodowli in vitro, je$li doda sie do pozywki komorek zrebu szpiku. Wniosek ten
pochodzi z pracowni Hoffbranda i na jego podstawie zostat zaproponowany nowy
spos6b hodowli, nasladujacy mikrosrodowisko fizjologiczne tych komoérek i uzytecz-
ny do badan wzrostu i lekowrazliwosci limfocytow z przewlektej biataczki limfocy-
towej [60]. Do znaczacej cechy limfocytéow CLL i chtoniakéw B-komoérkowych
nalezy stata ekspresja genu bcl-2, nawet w centrach rozrodczych grudki chtonnej [40,
58, 91]. Uwaza sie ja za czynnik utrudniajacy przebieg apoptozy, co potwierdzity
doswiadczenia ze stabilng infekcjg komdrek mysich i linii komorek ludzkich retrowi-
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rusem zawierajagcy rekombinowany bcl-2 [58, 89]. Ponnathpur i wsp. w pracowni
Reeda przeniesli gen bcl-2 do komorek linii 697 ludzkiego chtoniaka i obserwowali
wplyw tej wymuszonej ekspresji na fragmentacje DNA iapoptoze komérek chtoniaka
pod wptywem taxolu. Lek ten powoduje przedtuzong blokade metafaz co moze
stworzy¢ warunki sprzyjajace endonukleolizie i fragmentacji DNA wobec dtugocza-
sowego wymieszania przedziatdw jadra i cytoplazmy. Transfer genu bcl-2 wptywat
na obnizenie tego zjawiska [61].

Rozlegty jest dziat chemioterapii i badan apoptozy komorek biataczkowych. Akty-
wacja programu $mierci jest zalezna od naptywu Ca +do cytosolu, stanu pobudzenia
komorki i stanu kinazy proteinowej C. McConkey i wsp. potwierdzili, ze hormon
glikokortykosterydowy, jonoforjonéw wapniowych i przeciwciata anty IgM indukuja
Smier¢ programowang limfocytéw B biataczkowych CLL, a estry forbolowe blokujg
ten proces [47]. Podobne wyniki otrzymano dla niebiataczkowych limfocytéw kon-
trolnych z migdatkdw. To sugeruje, ze stan aktywacji kinazy biatkowej C zmniejsza
podatno$¢ komaérek na Smierc.

Udzial naptywu do cytozolu jonéw wapniowych w spontanicznej i polekowej
apoptozie potwierdzit Robertson i wsp. [65]. Wewnatrzkomoérkowa chelacja wapnia
udaremniata fragmentacje DNA do nukleosomalnych multimerow w komdrkach
biataczkowych B z CLL. Obserwowano jednoczesnie pewng zalezno$¢ rozmiarow
fragmentacji DNA od stanu klinicznego pacjenta. Nizszy rozmiar fragmentacji byt
odnotowany u chorych wysokiego ryzyka, opornych na leczenie. W dyskusji poru-
szono takze role komdrkowego biatka Bcl-2 modulujacego wapn 2+ w cytosolu. O
podobnej zalezno$ci miedzy intesywnoscig apoptozy in vitro a stanem Klinicznym
pacjenta wspomina praca Begleitera i wsp. [5]. Autorzy analizowali proces fragmen-
tacji DNA w komorkach z CLL, pobieranych ex vivo w przerwie terapii chlorambu-
cylem iinkubowanych in vitro przez 72 godziny z tym lekiem. Zmian apoptotycznych
DNA in vitro nie bylo ani przed leczeniem, ani tuz po leczeniu, jednak wyrazna
apoptoza wystgpita in vitro po terapii in vitro i byla zbiezna ze spadkiem liczby
limfocytow we krwi chorego. Wynika z tego wniosek, ze pomiary zdolnosci fragmen-
tacji DNA w komorkach biataczkowych w okreslonych warunkach in vitro moga mie¢
pewne znaczenie w monitorowaniu leko-wrazliwosci i prognozy leczenia.

Jednak badania in situ weztéw chtonnych w chtoniakach nie-Hodgkinowskich nie
uchwycity réznic w intensywnos$ci apoptozy zaleznie od histologicznego stopnia
oceny ztosliwosci. Apoptoza byta niewielka lub znikoma. Natomiast badania tg samg
metodg ISEL w skrawkach parafinowych komérek pochodzacych z utkania szpiku
w zespole myelodysplastycznym, wykryty oznaki znacznej apoptozy ito nie tylko w
jadrach komérek myelopoetycznych i myeloidalnych, ale takze w erytroblastach,

Fot. 2. Mikrofotografia komdrek mieloidalnych z krwi obwodowej chorego na przewlekta biataczke
szpikowg (CML) leczonego hydroksymocznikiem: A - w trakcie leczenia, B - po podaniu komérek in
vitro dziataniu hydroksymocznika (1,3 x 10~6 M) przez 2 godz.; obraz apoptozy komorek z fragmentacjg
jader i zageszczeniem chromatyny w B; preparaty z cytowiréwki, barwienie May-Griinwald-Giemsa,
fotografia w mikroskopie, powiekszenie x 1250; fotografia ze zbioru pani dr Agaty Filip
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jadrach dojrzatych megakariocytéw oraz komorek zrebu szpiku tgcznie z komorkami
$rddbtonka, fibroblastami i komorkami beleczkowatymi [52].

MOLEKULARNE BADANIA W FAZIE WYKONAWCZEJ
APOPTOZY

Pozostat do omoéwienia etap prowadzacy od sygnatéw $mierci do aktywacji swois-
tych protez i endonukleaz, dokonujgcych ostatecznego pociecia biatek chromatyny i
proteolizy innych biatek cytoszkieletu i cytoplazmy. Jednym z najwczes$niejszych
argumentéw na udziat proteaz w immunologicznym procesie apoptozy byto uwalnia-
nie perforyny z ziarnistosci cytoplazmatycznych limfocytéw T i NK oraz proteaz
serynowych z granzymem B i fragmentyng-2, nazwang przez Shi i wsp. [73] pocatun-
kiem $mierci. Auto-apoptoza komérek T aktywowanych przez TCR tez jest zalezna,
jak inne drogi $mierci fizjologicznej, od proteazy serynowej lub cysteinowej [71].
Podobnie w wyniku sygnalizacji przez FAS w apoptozie komorki docelowej uczest-
niczy proteaza ICE (od interleukin-1 $-converting enzyme) [43] opisana w pracach
Kaufmana i wsp. oraz Wilsona i wsp. [29, 97] i Nicholsona i wsp. [57]. Cysternowa
proteaza ICE katalizuje przeksztatcenie formy prekursorowej interleukiny 1 8 do
formy biologicznie aktywnej i tojej dziatanie jako konwertazy nie ma nic wspélnego
z apoptoza.

Proteaza ICE cechuje sie znaczng homologia z produktem genu CED-3, wspomnia-
nym juz genem $mierci nicienia C.elegans [16, 37, 103]. Z wynikéw tych autoréw
mozna przypuszczac, ze cytotoksyczna aktywnos$¢ wywierana przez czynnik martwi-
cy nowotwordw TNF przebiega wolniej niz przez receptor FAS/APO. Jednak recep-
tor TNF i FAS majg podobng molekularng domene zabojcza (killing domain) w czesci
cytoplazmatycznej i te dwa receptory przekazujg nastepnie sygnat do czasteczki
podobnej do ICE. To $wiadczy, ze mechanizm apoptozy jest zabezpieczony od
dawien dawna w czasie ewolucji od nicieni do ssakow [16, 103]. Do tego dotgcza sie
fakt, ze fizjologiczna $mier¢ pewnej puli komdérek w rozwoju nicienia pod wptywem
genu CED-3, kodujacym proteaze CED, jest hamowana przez produkt genu CED-9
podczas gdy apoptoza limfocytow za posrednictwem FAS dokonuje sie dziataniem
proteazy ICE ijest hamowana przez produkt genu bcl-2, homologu genu CED-9 u
ssakow [51]. Reasumujac, aktywacja proteazy ICE ijej pokrewnych jest zdarzeniem
krytycznym w $mierci komorek za posrednictwem FAS/APO. Udziat tych proteaz w
programowanej $mierci komorek ssakow zostat potwierdzony przez dziatanie swois-
tych inhibitoréw, ktére nieodwracalnie wigza sie do cysteiny-aktywnego miejsca
enzymu. Nalezg do nich pewne metylo-ketono-peptydy i aldehydo-peptydy [57].

Ostatnio stwierdzono, ze biatko REAPER (RPR) majgce pewng homologie w
domenie zabojczej z FAS i TNFR-1 i kontrolujagce apoptoze komoérek Drosophila
melanogaster w czasie rozwoju embrionalnego, tez dziata za posrednictwem prote-
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azy podobnej do konwertazy interleukiny-1 @ (ICE), a wiec tej, ktorg postugujg sie
sygnaty z FAS/APO-1 lub TNFR kregowcéw. Indukowano ekspresje genu reaper
stosujac transfekcje cDNA RPR do komérek Drosophila melanogaster linii Schnei-
der in vitro pod kontrolg genu metalotioneiny (Mt-RPR). Pod wptywem dodatku
siarczanu miedzi doszto do gwattownej, cho¢ niejednoczesnej apoptozy komorek,
poprzedzonej ekspresjg mMRNA rpr. Cytotoksyczne sygnaty od matego wewnatrz-
komorkowego peptydu RPR byty zablokowane inhibitorem ICE ( Z-VAD-fmk)-
N-benzyloksykarbonylo-Val-Ala-Asp-fluorometylo-ketono-peptydem. Ten fakt po-
stuzyt za argument, ze apoptotyczna proteaza muszki owocowej nalezy do tej samej
grupy enzymatycznej co proteazy typu ICE kregowcoéw [62]. Praca ta zwraca jedno-
cze$nie uwage na role ceramidéw jako wtornego przekaznika w procesie apoptozy;
prawdopodobnie zwigzki te powstajg w wyniku jednoczesnej aktywacji sfingomie-
linazy lub syntezy de novo krotko po indukcji apoptozy.

Innym sposobem zahamowania apoptozy jest zastosowanie konstruktu antysenso-
wego ICE lub wymuszona ekspresja genu kodujgcego inhibitor CrmA, produkt wirusa
ospy bydlecej. Inhibitor CmrA nalezy do nadrodziny serpin tak, jak inhibitory akty-
wacji plazminogenu [85].

W latach 1994-1995 wykryto dalsze homologi ICE/CED-3, uczestniczace w
egzekucji apoptozy: ICH-I/NEDD-2, CPP32/YAMA, Tx/icH-2, MCH-2 [46]. Maja
one wspdlny iewolucyjnie stabilny pentamerowy peptyd QACR w migjscu aktywnym
enzymu (Cys). Kazdy z nich moze wszcza¢ apoptoze po transfekcji. Nicholson i wsp.
nadali nazwe apopaina oczyszczonej aktywnej formie CPP z proenzymu CPP32.
Proteaza ta jest odpowiedzialna za rozktad poli (ADP-rybozo) polimerazy -PARP.
Substrat PARP jest enzymem jagdrowym uczestniczacym w naprawie DNA, kontroli
integralnosci genomu w odpowiedzi na stres zaktdcen z zewnatrz. Rozktad proteo-
lityczny przez apopaine w okreslonych miejscach PARP prowadzi do rozdzielenia 2
podczesci z motywem palca cynkowego w czesci aminokwasowej od domeny kata-
lizujgcej poli (ADP-rybozylacje) w czesci karboksyterminalnej. W wyniku rozktadu
PARP staje sie niezdolna do naprawy DNA i utrzymania genomu [57].

Nicholson i wsp. wykazali tez, ze znana dotad jako gtéwna oznaka apoptozy -
aktywnos$¢ endonukleazy [14, 100], zaleznej od jonéw wapnia i magnezu ulega
negatywnej regulacji w wyniku poli (ADP-rybozylacji). Gdy brak dziatania PARP,
endonukleaza staje sie bardzo aktywna w umierajgcych komoérkach. Takze inne
proteazy, takie jak: trypsyna, chromotrypsyna, proteinaza K, granzym B, moga
indukowaé apoptoze [57].

Dokonanie aktywnej fazy apoptozy w uktadzie bezkomoérkowym wniosto argu-
menty dla preaktywacji cytoplazmatycznych enzymow proteolitycznych w okreslo-
nym etapie cyklu komoérkowego. Lazebnik i wsp. [37] potraktowali izolowane jadra
komorek Hela (zawierajgce enzym PARP) lub oczyszczony enzym jadrowy PARP,
wyciggiem z cytoplazmy komorek kury linii DU249, ktére byty skazane na apoptoze
w wyniku presynchronizacji cyklu komorkowego dziataniem afidikoliny i nastepnie
zgromadzone w fazie M. Ten wyciag cytoplazmatyczny, zwany tez ekstraktem S/M
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dokonat fragmentacji jader komdrkowych HelLa lub oczyszczonego enzymu PARP
w ciggu 3 minut. Inne biatka pozostaty nienaruszone. Natomiast Newmeyer i wsp.
[56] w pracowni Reeda odtworzyli zjawiska destrukcji jader watroby szczura w kilka
godzin po zadziataniu na nie wyciggiem z cytoplazmy jaj zabich, ztozonych po
uptywie 14 dni od wstrzykniecia samicy gonadotropiny tozyskowej. Warunki auten-
tycznosci tego modelu potwierdzita kondensacja chromatyny, fragmentacja jader,
drabinki nukleosomalnych fragmentow DNA. Proces degradacji byt hamowany jona-
mi cynku i inhibitorem proteaz cysteinowych a blokowany przez biatko Bcl-2.
Autorzy zauwazyli takze, ze pewna szczeg6lna frakcja komdrkowa, bogata w mito-
chondriajest potrzebna do wykonawczej fazy apoptozy. W uwarunkowaniu fizjologi-
cznym tego zjawiska autorzy odwotujg sie do atrezji owocytdw jako rodzaju Smierci
haploidalnej gamety. Wspdlna cechg tych ostatnich doniesien jest zwrdcenie uwagi
na cytoplazmatyczng gotowos$¢ do wykonania apoptozy, gotowo$¢ zalezng od cyklu
komdrkowego komérki. Punkt S/M cyklu zastrzezony dla ostatniego doswiadczenia
moze sugerowac, ze geny znaczace dla mitozy sg krytyczne dla apoptozy.

Stan aparatu mitochondrialnego w okresie poprzedzajagcym doswiadczalng
apoptoze byt badany w pracy Castedo i wsp. [8]. Zauwazono dyskretne zmiany
potencjatu wewnatrzbtonowego mitochondrium jeszcze przed wystgpieniem oznak
jadrowych apoptozy w limfocytach T pod wptywem réznych czynnikéw antygeno-
wych, hydrokortyzonu i wirusa HIV w warunkach in vitro.

W niekoinczacym sie repertuarze nowych czasteczek zwigzanych z apoptoza
nalezy wspomnie¢ o nowym cztonku rodziny bcl-2, genie bak (od bcl-2 homologous
antagonist/killer) [9]. Hamowaniu apoptozy dziataniem genu bcl-2 przeciwstawia sie
produkt genu bak [32]. Przypomina to wptyw onkogenéw myc i abl majacych
alternatywne funkcje na wzrost i apoptoze [48].

W podsumowaniu nasuwajg sie refleksje:

Los komorek limfopoetycznych spoczywa w delikatnych wahaniach réwnowagi
pomiedzy sygnalizacjg immunologiczng, nadrzednym mechanizmem regulacyjnym
przy udziale mechanizméw cyklu komérkowego, poziomu i aktywacji kinaz cyklu,
produktami onkogendw, szczegdlnie rodziny bcl-2, myc i p53 a aktywacjg proteaz
typu ICE(CED-3)CPP. Dwa ostatnie protoonkogeny kodujg czynniki transkrypcyjne.
Rola produktéw gendéw bcl-2 i bak jest, jak dotad, nierozszyfrowana. Moze tu lezy
rozwigzanie kaskady aktywowanych proteaz?

Niekt6re tu przedstawione metody indukcji apoptozy limfocytdw zdajg sie nasla-
dowac drogi fizjologicznej, planowanej a priori, $mierci komérki. Moga zatem
stanowic¢ pretekst do myslenia, jak wyksztatcity sie takie formy kontroli homeostazy
ijak je wykorzystac¢ do niszczenia komorek nowotworowych.
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REGULATORY FACTORS OF APOPTOSIS
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Streszczenie: W artykule przedstawiona jest koncepcja tzw. uniwersalnego regulatora apoptozy wg
Stellera [39], z uwglednieniem genu reaper, a takze mechanizm wywotywania apoptozy Fas-FasL w
komorkach uktadu odpornosciowego. Omoéwiono réwniez fizjologiczne, patologiczne i terapeutyczne
czynniki regulujace proces apoptozy.

Stowa kluczowe: apoptoza, regulatory, stymulacja, hamowanie

Summary: The article deals with the mechanism as a model for the convergence of regulation of death
signal (gen "reaper"- Steller [39]) and with the effector of apoptosis Fas-FasL in immune system.
Physiological, pathological and therapeutic regulatory factors are also disscussed.

Key words: apoptosis, regulatory factors, stimulation, inhibition.

WSTEP

Aktywacja mechanizmu apoptozy jest requlowana przez wiele réznorodnych syg-
natdbw pochodzacych zarébwno z wnetrza komérki, jak i z otaczajgcego komorke
$rodowiska. Z aktualnego pismiennictwa wynika, ze regulacja procesu apoptozy
moze zachodzié przede wszystkim na poziomie genowym i znane jest wiele prac
nad wptywem regulacyjnym ekspresji protoonkogenow i gendw przeciwnowotwo-
rowych, zwiaszcza rodziny genu bcl-2 i genu p53 [32,35,37]. Apoptoza moze byé
tez uzalezniona od przebiegu cyklu komérkowego [17,50]. Nie do konca rozwig-
zanym problemem jest zagadnienie selektywnego przeznaczania wybranych komérek
do realizacji apoptozy.
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UNIWERSALNY REGULATOR APOPTOZY

Apoptoza moze by¢ inicjowana przez liczne i bardzo réznorodne sygnaty, jed-
nakze rozne drogi sygnalizacyjne aktywujg w konicu ten sam program apoptotyczny.

Ekspresja biatek antyapoptotycznych, takich jak BCL-2, moze zatrzymac apo-
ptoze wywolang przez rézne sygnaty indukujace [42]. To wskazuje, ze biatko to
moze wchodzi¢ w interakcje z komponentami, ktére sg badz wyodrebnione z innych
drég sygnalizacyjnych badz dziataja wspélnie od momentu (punktu) konwergencji
tych drog.

W badaniach u Drosophila melanogaster, gdzie podobnie jak u ssakéw poczatek
apoptozy podlega regulacji przez r6znorakie sygnaty wewnatrz- i zewnatrzkomaor-
kowe) wykazano, ze r6zne drogi sygnalizacyjne stuzace aktywacji apoptozy ulegajg
konwergencji w genie okreslonym jako reaper (co mozna przettumaczy¢ jako "gen
zniwiarz"). Gen ten uwaza sie [39] za uniwersalny regulator apoptozy u Drosophila.
Prawdopodobnie gen reaper koduje molekute regulacyjng i w ten sposob dziata
jako zasadniczy regulator apoptotyczny. Produktem tego genu jest maty polipeptyd
0 65 aminokwasach.

Selektywna ekspresja genu reaper nastepuje w komérkach, ktore sa przeznaczone
do apoptozy. Zostat zaproponowany [39] model konwergencji sygnatéw apopto-
tycznych z uwzglednieniem genu reaper, w ktérym ekspresja tego genu jest in-
dukowana przez r6zne sygnaly. Ten gen reaper ma petni¢ funkcje regulatora
apoptozy, ale sam nie uczestniczy w procesie apoptozy:(IT - aktywacja, - ha-
mowanie):

W tym modelu reaper moze wywota¢ apoptoze badz przez aktywacje gendw
indukujacych apoptoze, ktérych produktem sg proteazy, badz przez hamowanie
negatywnych regulatorow apoptozy, np. genu bcl-2 i biatka BCL-2.

ICE-podobne proteazy to np. konwertaza cysteinowa interleukiny 13 (ICE -
Interleukin 7(3 converting enzym). Rola enzymoéw ICE-podobnych w wywotywaniu
efektu apoptotycznego przez gen reaper zostata ostatnio potwierdzona u Drosophila
[46].

Trzeba jednakze pamietac, ze model jest wysoce spekulatywny m.in. z powodu
braku uwzglednienia interakcji pomiedzy genem reaper a innymi genami $mierci
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komorki. Reaper przedstawiony jest w tym modelu jako czynnik integracyjny,
ktéry wiagze rézne drogi sygnalizacyjne z podstawowym programem smierci komorki.
Jest takze mozliwe, ze konwergencja réznych drog sygnalizacyjnych zachodzi na
poziomie promotora genu reaper, z czego wynika kontrolna rola tego promotora
lub czynnikéw dziatajgcych na promotor.

W modelu programu apoptozy z genem reaper przedstawionym na podstawie
badan u Drosophila mozna znalez¢ powazny mankament w przypadku zastosowania
go bezposrednio do komorek u ssakéw. Otéz w zasadzie w komorkach ssakow
in vitro nie mozna indukowac apoptozy pod nieobecno$¢ syntezy biatek, cho¢ mo-
zliwos$¢ indukcji apoptozy jest uzalezniona od stanu metabolicznego komorki. Prébuje
sie [39] jednakze ttumaczy¢ zwigzek syntezy biatek z indukcjg apoptozy w na-
stepujacy sposob. W komdrkach ssakdw istnieje staty poziom biatek anty-apopto-
tycznych, co ma fundamentalne znaczenie dla przezycia komorek. Brak syntezy
moze jednak prowadzi¢ do zmniejszenia poziomu zaréwno anty-, jak i proapo-
ptotycznych biatek, a tym samym zaburzy¢ stan rGwnowagi miedzy tymi rodzajami
biatek w komorce i doprowadzi¢ do apoptozy.

Wynik tej destabilizacji zalezy od rodzaju komérki, atakze od stopnia stabilnosci
tych przeciwstawnie dziatajagcych biatek. Poza tym niektére komorki mogg szybciej
traci¢ biatka uczestniczgce w indukcji apoptozy i dopiero po wznowieniu ich syntezy
ulegajg apoptozie. Nalezy tez pamieta¢ o mozliwosci wystepowania réznic w me-
chanizmach czynnosci komoérek in vivo (Drosophila) i in vitro (komorki ssakow).
Na podstawie wielu badan procesu apoptozy badacze jednakze uwazajg, iz jest
to zjawisko ewolucyjnie bardzo konserwatywne i stad informacje uzyskane w do-
Swiadczeniach z nicieniami (Caenorhabditis) czy owadami (Drosophila) sg cenne
dla poznania apoptozy w komorkach ssakéw. Wystepuje takze pewna homologia
pomiedzy "domenami $mierci" receptora dla TNF {Tumor Necrosis Factor -czynnik
martwicy nowotworu) i czasteczki CD95 a biatkiem reaper, co moze sugerowac
istnienie wspdlnego ewolucyjnego przodka [11].

FIZJOLOGICZNE | PATOLOGICZNE CZYNNIKI
REGULACYJNE APOPTOZY

Zastosowane w modelu uniwersalnej regulacji apoptozy pojecia: sygnaty zewnatrz
i wewngatrzkomérkowe sg czesto traktowane jako czynniki regulujgce apoptoze.
Jak wynika z wielu prac, istotnie decyzja, czy komorka wejdzie w apoptoze, jest
zalezna od tak bardzo r6znych stymulatorow o efekcie regulacyjnym [10,21,43,49].
W organizmie mozna wyrozni¢ fizjologiczne aktywatory i inhibitory apoptozy. Jako
inhibitory apoptozy [42] dziatajg m.in.: czynniki wzrostu, substancja pozakomoér-
kowa, ligand CD40, aminokwasy obojetne, cynk, estrogeny i androgeny.
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Natomiast za aktywatory apoptozy uwaza sie: TNF i molekuty TNF-podobne
(TNF - tumor necrosis factor), TGF-|3 (transformujacy czynnik wzrostu), neuro-
transmittery (np. dopamina), utrate kontaktu komaérki z substancjg pozakomérkowa,
waph i glukokortykoidy.

W wyniku fizjologicznej regulacji apoptozy sg eliminowane komérki w przebiegu
procesow morfotycznych i w trakcie dostosowywania sie organizmu do zmian w
poziomie hormondw, a takze takie, ktére majg defekty genetyczne lub przebieg
ich réznicowania byt bledny [30].

Regulacja apoptozy jest procesem kompleksowym, podobnie jak regulacja pro-
liferacji i trzeba zawsze bra¢ pod uwage mozliwos¢ naktadania sie stymulacji wielu
czynnikéw, takze o przeciwstawnych wiasciwosciach.

Kolejng grupe inhibitorow badz induktoréw apoptozy stanowig czynniki pato-
logiczne. W przypadku inhibitorow sg to m.in. geny wiruséw, np. adenowirus,
bakulowirusy, wirus Epsteina-Barr, niektore wirusy wywotujgce opryszczke. Za
czynniki patologiczne wywotujgce apoptoze uwaza sig: szok termiczny, toksyny
bakteryjne, wolne rodniki, metabolity, niektére infekcje wirusowe.

W takich przypadkach przebieg apoptozy mozna regulowac na czterech zasad-
niczych etapach [18] (rys. 1)

1- poprzez bezposrednie dziatanie na induktory apoptozy (np. blokowanie od-
powiednich receptoréw) na powierzchni komdérek,

2 - poprzez dziatanie cytokin czy hormondw,

3 - poprzez blokade przekazywania sygnatéw w komorce,

4 - poprzez hamowanie proceséw katabolicznych w komorce.

Jednakze po przekroczeniu przez komorke tzw. punktu krytycznego apoptozy,
gdy procesy apoptotyczne wkroczylty w faze reakcji katabolicznych, interwencja
w przebieg apoptozy jest niewykonalna [19].

Poznano takze czynniki farmakologiczne czy terapeutyczne o charakterze in-
hibitoréw lub induktoréw apoptozy. | tak do induktoréw apoptozy nalezg leki che-
mioterapeutyczne, takie jak: cisplatyna, doksorubicyna, bleomycyna, arabinizyd
cytozyny, metotreksat, winkrystyna, a takze promieniowanie UV i promieniowanie
gamma. Do inhibitorow apoptozy zalicza sie m.in.: promotory nowotwordw, takie
jak: fenobarbital i inhibitory kalpainy (proteazy cysteinowej). Staty rozwoj badan
nad apoptozg przynosi informacje o coraz to nowych substancjach i czynnikach
regulujgcych proces apoptozy, jakimi okazaty sie np. ceramidy [29].

REGULACJA APOPTOZY W UKLADZIE
ODPORNOSCIOWYM POPRZEZ SYSTEM Fas-FasL

Powierzchniowa czasteczka nalezaca do rodziny receptorow TNF-podobnych
okre$lana jako Fas wystepuje na wielu ludzkich komérkach, ale specjalng role
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Rys. 1 Schemat przemian apoptotycznycb w komérce uwzgledniajagcy mozliwos¢ ingerencji w przebieg

apoptozy (wg Kroemera [18] uproszczony): a- bezpos$rednia "neutralizacja" induktoréw apoptozy (np.

blokada receptoréw), b - dziatanie substancji typu cytokin czy hormonéw, c - dziatanie substancji

blokujacych przekazywanie sygnatéw (np. kinaz), d - dziatanie substancji hamujacych procesy katabo-
liczne (np. inhibitoréw proceséw rodnikotworczych, a takze proteaz czy nukleaz)

odgrywa na limfocytach [45,47,48]. Czasteczka ta sktada sie z 325 aminokwasoéw
z sekwencjg sygnalizacyjna na kraicu aminowym. Stwierdzono, ze opisana niemal
réwnoczesnie czasteczka APO-1 i Fas sg identyczne i w klasyfikacji CD na V
Konferencji "Leukocyte Differentiation Antigen" w Bostonie w 1993 roku oz-
naczone jako CD95 [6].

U cztowieka gen Fas jest umieszczony na dtugim ramieniu 10 chromosomu.
Wysoka ekspresje tego genu obserwowano w dojrzatych aktywowanych limfocytach,



450 J. KOPEC-SZLEZAK

a takze w limfocytach T po transformacji wirusem HLT-VI oraz HIV i wirusem
Epsteina-Barr [7,9].

Ligand molekuty Fas-FasL tworzy system Fas-FasL o roli regulacyjnej w pro-
cesach eliminacji limfocytéw T i B oraz w reakcjach cytotoksycznosci [34]. FasL
to biatko o masie czasteczkowej okoto 40 000 Da wykazujace wysoka aktywnos$é
cytotoksyczng wobec komorek wykazujacych ekspresje Fas [41].

System Fas jest zaangazowany zaréwno w delecji klonalnej autoreaktywnych
komorek T w obwodowych narzadach limfatycznych, jak i w eliminacji aktywo-
wanych komérek T po ich odpowiedzi na antygeny. Poza tym system ten jest
jednym z dwu mechanizmow, w jaki cytotoksyczne limfocyty T usuwajg komarki
docelowe (np. zakazone wirusem). Podobny mechanizm moze mie¢ miejsce w pro-
cesie usuwania aktywowanych komérek T [34].

Dojrzate komorki T wykazuja ekspresje Fas, a aktywacja antygenami podnosi
poziom tej ekspresji i tym samym czyni te limfocyty podatne na apoptoze dzieki
obecnosci Fas.

Jednoczes$nie na limfocytach cytotoksycznych wystepuje ekspresja FasL (ktorg
wywotujg antygeny) i komorki te sg w ten sposéb zdolne do eliminacji aktywowanych
komédrek T poprzez mechanizm Fas-FasL [16].

W populacji komoérek B podczas ich rozwoju w szpiku te limfocyty, ktore silnie
reagujg na wiasne antygeny, sa usuwane poprzez mechanizm niezalezny od Fas.
Natomiast system Fas moze uczestniczy¢ w usuwaniu dojrzatych komorek B (ha
obwodzie), bowiem aktywacja dojrzatych limfocytéw B antygenem wywotuje eks-
presje Fas i czyni je podatnymi na apoptoze poprzez mechanizm Fas-FasL. Jest
mozliwe, ze ligand Fas na aktywowanych limfocytach T wigze sie do komdrek
B wywotujac w nich apoptoze i eliminacje z populacji [6,31]. System Fas-FasL
moze dziata¢ w tej samej komdrce albo w dwu réznych komdrkach, tak jak to
przedstawia schemat wg Nagata [25] (rys. 2).

Cytotoksyczno$é limfocytéw T oparta na systemie Fas-FasL obejmuje 2 eta-
py [41]:

1 - rozpoznanie komérki docelowej i ekspresje FasL na cytotoksycznym lim-
focycie T,

2 - aktywacje poprzez Fas-FasL apoptozy w komérce docelowej.

Komérki T CD8+ zdolne sg do reakcji cytotoksycznych zaréwno poprzez Fas,
jak iz udziatem granzyméw i nie wiadomo, jaki czynnik decyduje o zastosowaniu
okreslonego mechanizmu cytotoksycznosci w danym przypadku.

Komorki T o fenotypie CD4+ Thl czeSciej wykazujg ekspresje FasL niz komorki
TH2; a zasadniczym mechanizmem wywotywania apoptozy w komdrkach doce-
lowych jest mechanizm z udziatem granzymoéw [25].

Ekspresja antygenu Fas nasila sie w niektérych chorobach uktadu krwiotwér-
czego, np. w aplazji szpiku stwierdzono wzrost ekspresji Fas na komdérkach ma-
cierzystych szpiku CD34+ [22].
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Rys. 2. Schemat mechanizmu regulacji apoptotycznej limfocytéw poprzez system Fas-Fas L (wg Nagata

[25] skrocony): A - ekspresja systemu Fas-Fas L na dwu komoérkach prowadzaca do apoptozy komorki

z Fas (tzw. uktad trans), B - ukfad Fas-Fas L w pozycji cis, tzn. na tej samej komérce, wywotujacy jej
samobojcza Smier¢, APC - komorka prezentujaca antygen

Regulacja apoptozy przez Fas-FasL [25] moze zachodzi¢ bez udziatu jadra ko-
maérkowego i tym samym nie wymaga indukcji genéw. Komoérki ulegajgce apoptozie
indukowanej tg drogg prawdopodobnie sg wyposazone w program apoptotyczny
w cytoplazmie, ktéry to program moze by¢ aktywowany przez Fas. Jednakze w
pisSmiennictwie nie ma jednomyslnosci na ten temat. Wprawdzie stwierdzono [7],
ze w komoérkach ostrej biataczki linii T istnieje "program antyapoptotyczny" nie-
zalezny od bcl-2, z drugiej strony wykazano [28], ze wysoki poziom bcl-2 w ko-
markach przewlektej biataczki limfatycznej i wiochatokomdrkowej hamuje apoptoze,
wywotywang poprzez Fas. Istnieje podobna opinia o zwigzku wysokiej ekspresji
bcl-2 z apoptozg mediowang przez Fas [13].

Nieprawidtowe funkcjonowanie systemu Fas-FasL moze powodowac zaburzenia
autoimmunologiczne poprzez niewtasciwg selekcje limfocytéw reagujacych na wias-
ne antygeny, a takze ujawnia¢ sie w chorobach limfoproliferacyjnych [34].

Krytyczng czasteczka regulujacg wywotanie apoptozy w limfocycie jest w wielu
przypadkach receptor powierzchniowy Fas [6]. W schorzeniu o podtozu autoimmu-
nologicznym (Toczen rumieniowaty uktadowy) wykazano [4] podwyzszony poziom
rozpuszczalnej formy receptora Fas w surowicy chorych i obnizenie komérkowego
receptora Fas, co wigze sie z patogenezg choroby. Jednakze badania te wymagajg
dalszych potwierdzen. Zwiekszong ekspresje receptora Fas na limfocytach T CD4+
stwierdzono w zakazeniach wirusem HIV, co przy$piesza ich eliminacje z populacji
droga apoptozy. W ten spos6b receptor Fas wzbudzit zainteresowanie zespotow
badajgcych mozliwosci terapii AIDS [38].
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System Fas moze takze mie¢ udzial w odrzucaniu allogenicznych przeszczepow
szpiku. By¢ moze powstanie mozliwos$¢ "neutralizacji" Fas lub FasL przy pomocy
przeciwciat lub zastosowania inhibitoréw FasL, co przyczyni sie do zmniejszenia
przypadkow odrzucania przeszczepu [25].

TERAPEUTYCZNA REGULACJA APOPTOZY

Obecnie uwaza sie, ze istniejg realne mozliwosci efektywnej indukcji apoptozy
w komorkach docelowych, w chorobach z inhibicjg apoptozy. Przykltadem moze
by¢ zwigzek 2-chloro-2-deoksyadenozyna (2-CDA) stosowany z powodzeniem w
celu wywotania apoptozy w przewlektej biataczce wtochatokomorkowej [33].

Do standw patologicznych z zatrzymaniem apoptozy nalezg wedtug Thompsona
[42] i Orreniusa [27]:

1. Nowotwory: niektore chtoniaki,
nowotwory z mutacjg p 53,
nowotwory hormono-zalezne gonad;
2. Zaburzenia autoimmunologiczne;
3. Niektore infekcje wirusowe (np. wirusami Herpes czy Adenowirusami).

W chorobach autoimmunologicznych z ekspansjag proliferacyjng limfocytow re-
aktywnych na wilasne antygeny, stosowano z powodzeniem indukcje selektywnej
apoptozy poprzez Fas [3,5].

Obecne doniesienia sugeruja, ze podatnos¢ komorek na apoptoze jest regu-
lowana w spos6b skoordynowany; np. ekspresja BCL-2 moze podwyzsza¢ opornos¢
komorek na dziatanie bardzo wielu znanych induktoréw apoptozy [24]. Dlatego
terapia w kierunku ekspresji BCL-2 (czyli hamowania apoptozy) moze by¢ stosowana
w wielu réznorodnych schorzeniach zwigzanych z nadmierng utrata komérek
w drodze apoptozy.

W poszukiwaniach sposobow regulacji apoptozy w przypadkach jej nieprawidto-
wosci ostatnio wiele uwagi poswieca sie retinoidom i ceramidom, jako czynnikom
regulujagcym inicjacje apoptozy. Ceramidy to zwigzki powstajgce w komadrkach
w wyniku rozktadu sfingomieliny przez sfingomielinaze, np. pod wptywem dziatania
TNF-a. Okazato sig, ze in vitro w komorkach biataczkowych (U937) ceramid C-2
indukuje apoptoze [26]. Podobnie efekt indukcji apoptozy potwierdzono w innych
liniach komorkowych [29]. Z badan tych réwniez wynikto, ze efekt apoptotyczny
wywotywany przez TNF-a i ceramid jest hamowany przez jednoczesne stosowanie
1,2-diacyloglicerolu, co zasugerowato, ze ceramid moze by¢ antagonista DG w
przewodzeniu sygnatdw apoptotycznych w komorce.

Na podstawie tych i podobnych badan zaproponowano [29] schemat udziatu
cyklu sfingomielinowego w przekazywaniu sygnatéw w komoérce z uwzglednieniem
ceramidu, jako przekaznika Il stopnia. Powstaty pod wptywem TNF-a w przebiegu
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cyklu sfingomieliny ceramid aktywuje kinaze serynowo-treoninowa i powoduje ha-
mowanie aktywnosci fosfolipazy dziatajagc w ten sposob na komoérkowe elementy
systemu przekazywania sygnatéw, co prowadzi do wyzwolenia programu apopto-
tycznego w kom@rce.

Ponadto ceramid i DG jako przedstawiciele przekaznikow pochodzenia (odpo-
wiednio) sfingolipidowego i glicerolipidowego wykazujg interakcje przejawiajgce
sie nie tylko w regulacji apoptozy, ale i cyklu komérkowego [14]. Na przyktadzie
komorek U937 wykazano [3], ze fragmentacjaDNA w procesie apoptozy wywotanej
poprzez TNF-a i ceramid C-2 jest zwigzana z obnizeniem m-RNA dla BCL-2.
Ceramidy mogg réwniez stabilizowa¢ mRNA dla pewnych biatek, np. ceramid
C-6 wplywa na wzrost stezenia mRNA dla 11-2 w komorkach T [2].

Badano takze wptyw retinoidéw na regulacje apoptozy. Przyktadem takich badan
jest praca nad wptywem retinoidu N(-hydroksyfenylo) catkowicie trans retinamidu
(HPR) na apoptoze komoérek linii biataczkowych. Poziom m-RNA bcl-2 po 24
godzinach dziatania HPR wyraznie sie zmniejszyt, a apoptoza zostata w tych ko-
markach zaindukowana [8]. Autorzy tej pracy sprawdzali takze jednoczesne dzia-
tanie HPR, jako induktora apoptozy, i antyoksydantow, takich jak: acetylocysteina,
kwas askorbinowy i a-tokoferol, ktorych wptyw okazat sie supresyjny na apoptoze
indukowang przez HPR.

Utlenienie grup -SH w komdrce wydaje sie indukowaé apoptoze, ale nie dotyczy
to oksydacji glutationu. Autorzy tych badan sg sktonni przypisaé kluczowg role
komdérkowemu statusowi oksydo-redukcyjnemu zwigzkdw tiolowych w regulacji
apoptozy. Inni badacze na podstawie badan mysich tymocytdw uwazajg, ze spadek
poziomu GSH w cytosolu komérki poprzedza proces apoptozy i jest jednym z
warunkéw jej zaistnienia [1].

W terapii schorzen uktadu krwiotwoOrczego czesto stosuje sie interferony, naj-
czesciej IFN-a i IFN-y. Badania nad dziataniem IFN-a w komdrkach B-CLL
(in vivo i in vitro) wykazaty wzrost ekspresji bcl-2, a tym samym ochrong komoérek
przed apoptoza. Efekt ten utrzymywat sie rbwniez przy indukujacym apoptoze dzia-
faniu promieni gamma i hydrokortyzonu. Natomiast IFN-y w komérkach biala-
czkowych linii B na réznych stadiach rozwoju moze indukowaé apoptoze, co
wykazano w komorkach chtoniaka RAMOS 1 W komérkach pre-B (KM-3) autorzy
nie stwierdzili ani biochemicznych (fragmentacjaDNA), ani morfologicznych zmian
Swiadczgcych o apoptozie tych komérek [15,44].

Nie bez znaczenia w procesach regulacji apoptozy jest poziom jondw wapnia
w komorkach. Stwierdzono [20], ze lek przeciwnowotworowy harringtonina w od-
powiedniej dawce wywotujgca apoptoze moze byé hamowana przez chelatory we-
wnatrzkomérkowych jonéw wapniowych. Interesujagce wydajg sie tez badania
szukajgce wewnetrznych czynnikéw indukujacych apoptoze. Komérki nabtonkowe
nowotworu przetyku wydzielajg czynnik o dziataniu [23] immunosupresyjnym, ktory
wywotuje indukcje apoptozy w ok. 20% limfocytow krwi obwodowej. Autorzy



454 J. KOPEC-SZLEZAK

tych badan sadza, ze indukcja apoptozy wigze sie z podwyzszeniem poziomu Ca
w limfocytach przez czynnik wydzielany z komérek nowotworowych.

Z niektorych prac wynika, ze rodzaj stymulatora wowotujgcego apoptoze zwig-
zany jest z wystepowaniem okre$lonych cech w komorce apoptotycznej. W ko-
moérkach nerki in vitro podczas apoptozy wywotanej przez TPA nastepowata
ekspresja genu glikoproteiny klusteryny, ktérej nie stwierdzono po stymulacji cho-
lesterolem [10].

UWAGI KONCOWE

Na koniec wydaje sie celowe przytoczenie pracy Henkarta z 1995 roku [12],
w ktérej autor podejmuje dyskusje nad zagadnieniem dotagd uwazanym za zamkniete.

Destrukcja jadra komérkowego i fragmentacja DNA byty okreslane jako atrybuty
apoptozy. Wedlug Henkarta [12] apoptoza moze zachodzi¢ z naruszeniem struktury
jadra komérkowego, co stanowi integralng cze$¢ mechanizmu apoptozy, ale w pew-
nych przypadkach fragmentacja DNA moze by¢ jedynie konsekwencja procesow
katabolicznych w komorce wystepujacych podczas apoptozy. Autor ten jest jed-
nocze$nie zwolennikiem pogladu, ze mechanizm apoptozy wywotywanej via Fas
nie angazuje jadra komoérkowego, jako niezbednego elementu tego mechanizmu.

Problematyka apoptozy znajduje sie ciggle w kregu zainteresowania wielu ba-
daczy. Ostatnio [40] stwierdzono, ze istniejg bardzo Sciste powigzania pomiedzy
apoptoza a mitoza wyrazone udziatem kinazy p34 cdc2 (ktora jest uwazana za
kluczowg kinaze rozpoczynania mitozy) - w inicjowaniu apoptozy. Te wyniki na-
wigzuja bezposrednio do jednej z uwag koricowych, zawartej w artykule Radzi-
szewskiej [30]:"szlaki komorkowe prowadzgce do apoptozy, proliferacji i
réznicowania zawierajg wiele elementow wspélnych".

PISMIENNICTWO

[1] BEAVER JP, WARING P. A decrease in intracellular glutathione concentration precedes the
onset of apoptosis in murine thymocytes. Eur J Cell Biol 1995; 68: 47-54.

[2] CHAN G, OCHI A. Sphingomyelin-ceramide turnover in CD 28 costimulatory signaling. Eur
J Immunol 1995; 25: 1999-2004.

[3] CHEN M, QUITANS J, FUKS Z, THOMPSON C, KUFE DW, WEICHSELBAUM RR.
Suppression of Bcl-2 messenger RNA production may mediate apoptosis after ionizing radia-
tion, TNF-alfa, and ceramide. Cancer Res 1995; 55: 991-994.

[4] CHENG J, ZHON T, LUIC. Protection from Fas-mediated apoptosis by a soluble form of the
Fas Molecule. Science 1994; 263: 1759-1762.

[5] CRITCHFIELD J, RACKE M, ZURIGA |, PFLUCKER Z. T cell deletion in high antigen dose
therapy of autoimmune Encephalomyelitis. Science 1994; 263: 1139-1142.

[6] DANIEL PT, KRAMMER P H. Activation induces sensivity toward APO-1 /CD95/ mediated
apoptosis in human B cells. J Immunol 1994; 152: 5624-5631.



CZYNNIKI REGULACYJNE APOPTOZY 455

[7] DEBATIN KM, KRAMMER PH. Resistance to APO-1 (CD95) induced apoptosis in T-ALL
is determined by a BCL-2 independent anti-apoptotic program. Leukemia 1995; 9: 815-820.
[B] DELIA D, AIELLO A, FORMELLIF, FONTANELLA E,COSTA A,MIYASHITA T,REED
JC, PIEROTI'i MA. Regulation of apoptosis induced by the retinoid N-(4-hydroxyphenyl)

retinamide and effect of deregulated bcl-2. Blood J995; 85: 359-367.

[9] FALK MH, TRAUTH BC, DEBATIN KM, KLAS C, GREGORY CD, RICKINSON AB.
Expression of the APO-1 antigen in Burkitt lymphoma cell lines correlates with a shift towards
a limphoblastoid phenotype. Blood 1992; 79: 3300-3306.

[10] FLACH R, CATTARUZ M, BRANDT CK. Clusterin gene expression in apoptotic MDCK
cells is dependent on the apoptosis-inducing stimulus. Bioch Bioph Acta 1995; 1268: 325-328.

[11] GOLSTEIN P, MARGUET D, DEPRATERE V. Homology between reaper and the cell death
domains of Fas and TNFR1. Cell 1995; 81: 185-186.

[12] HENKART PA. Apoptosis: O death, where is thy sting? J Immunol 1995; 154: 4905”4908.

[13] ITOH N, TSUJIMOTO Y, NAGATA S. Effects of bcl-2 an FAS antigen mediated cell death.
J Immunol 1993; 151: 621-627.

[14] JAYADEV S, LIU B, BIELAWSKA AE, LEE JY, NAZAIRE F, PUSHKAREVA MY,
OBEID LM, HANNUN YA. Role for ceramide in cell cycle arrest. J Biol Chem 1995; 270: P
2047-2052.

[15] JEWELL AP, WORMAN CP, LYDYARD PM, YONG KL, GILES FJ, GOLDSTONE AH.
Interferon-alpha up-regulates bcl-2 expression and protects B-CLL cells from apoptosis in vitro
and in vivo. BrJ Haematol 1994; 88: 268-274.

[16] KABELITZ D, POHL T, PECHOLD K. Activation-induced cell death (apoptosis) of mature
peripheral T lymphocytes. Immunol Today 1993; 14: 338-339.

[17] KOCKIJ, ROZYNKOWA DM, RUPNIEWSKA ZM, WOJCIEROW SKI J. Cell cycle linked
expression of the protooncogene BCL-2. Ann Hematol (suppl.), 1992; A.81.

[18] KROEMER G, MARTINEZ C. Pharmacological inhibition of programmed lymphocyte death.
Immunol Today 1994; 15: 235-242.

[19] KROEMER G. The pharmacology of T cell apoptosis. Adv Immunol 1995; 58: 211-296.

[20] LIU YP, UEDA T, YOSHIDA A, IWASAKIH, NAKAMURA T. Effect of harringtonine on
apoptotic cell death and cell cycle progression in human leukemia HL60 cells. Anticancer Res
1994;14:1509-1515.

[21] LU XJ, XIE D, REED D, BRADSHAW WS, SIMMONS DL. Nonsteroidal antiinflamatory
drugs cause apoptosis and induce cyclooxygenases in chicken embryo fibroblasts. Proc Nat
AcadSci USA 1995; 92: 7961-7968.

[22] MACIEJEWSKIJP, SELLERIC, SATO T, ANDERSON S, YOUNGU N. Increased expres-
sion of Fas antigen on bone marrow CD34+ cells of patients with aplastic anemia. BrJ Haemat
1995; 91: 243-252.

[23] O'MAHONY AM, O’SULLIVAN GC, O’CONELL 3, COTTER TG, COLLINS JK. Immune
suppressive factor derived from oesophageal squamous carcinoma induces apoptosis in normal
and transformed cells of lymphoid lineage. J Immunol 1993; 151: 484774856.

[24] MIYASHITA T, REED JC. Bcl-2 oncoprotein blocs chemoterapy-induced apoptosis in a
human leukemia cell line. Blood 1993; 81: 151-157.

[25] NAGATA S, GOLSTEIN P. The Fas death factor. Science 1995; 267: 1449-1455.

[26] OBEID LM, LINARDIE CM, KAROLAK L. Programmed cell death induced by ceramid.
Science 1993; 259: 1769-1771.

[27] ORRENIUS S. Apoptosis: molecular mechanisms and implications for human disease. J Int
Med 1995; 237: 529-553.

[28] PANAYIOTTDIS P, GANESGAHURU K, FORONIL, HOFFBRAND AV. Expression and
function ofthe FAS antigen in B chronic lymhocyfic leukemia and hairy cell leukemia. Leukemia
1995; 9:1227-1232.



456 J. KOPEC-SZLEZAK

[29] PUSHKAREVA M, OBEID L, HANNUM YA. Ceramide, an endogenous regulator of
apoptosis and growth suppression. Immunol Today 1995; 16: 294-297.

[30] RADZISZEWSKA E. Fizjologiczna rola apoptozy. Post Biol Kom 1995; 22: 247-264.

[31] RATHMELL J, GOODNOW CC. Effects of the Ipr mutation on elimination and inactivation
of self reactive B cell. J Immunol 1994; 153: 2831-2842.

[32] REED CJ. Bcl-2 prevention of apoptosis as a mechanism of drug resistance. Hematol/Oncol
Clin N A 1995; 9: 451-473.

[33] ROBERTSON E, CHUBB S, MEYN RE, STORY M, FORD R, HITTELMAN WN,
PLUNKETT W. Induction of apoptotic cell death in CLL by 2-CDA .fi/0041993; 81: 143-150.

[34] ROBERTSON MJ. Functional consequences of APO-1/FAS antigen expression by normal
and neoplastic cells. Blood 1993; 82: 39a.

[35] ROZYNKOWA D. Genetyczne regulacje apoptozy, programowanej $mierci komorek. Post
Biol Kom 1994; 21: 303-318.

[36] SATO N, IWATA S, NAKAMURA K, HORIT, MORI K, YODOI J. Thiol-mediated redox
regulation of apoptosis. Possible roles of cellular thioles other than glutathione in T cell
apoptosis. J Immunol 1995; 154: 3194-3203.

[37] SIKORA EJ. Apoptoza. Post Bioch 1994; 40: 150-160.

[38] STALDER T, HAHN S, ERB P. Fas antigen is the major target molecule for CD4+T cell
mediated cytotoxicity. J Immunol 1994; 152: 1127-1133.

[39] STELLER H. Mechanism and genes of cellular suicide. Science 1995; 267: 1495-1498.

[40] SCHROETER M, PEITISCH L, TSCHOPP J. Increased p34cdc2 dependent kinase activity
during apoptosis. Eur J Cell Biol 1996; 69: 143-150.

[41] SUDA T, TAKAHASHIT, GOLDSTEIN P, NAGATA S. Molecular cloning and expression
of the Fas ligand a novel member of the TNF-receptor family. Cell 1993; 75: 1169-1178.

[42) THOMPSON CB. Apoptosis in the pathogenesis and treatment of disease. Science 1995; 267:
1456-1462.

[43] TOREN A, RECHARI G. Antiapoptotic role of infections agents in lymphoid malignancies.
BrJHematol 1994; 87: 675-677.

[44] TRUBIANI O,BOSCO D, DI-PRIMIO R. Interferon-gamma (IFN-gamma) induces program-
med cell death in differentiated human leukemic B cell lines. Exp Cell Res 1994; 215: 23-27.

[45] WATANABE-FUKUNAGA R, BRAUNAN CI, ITAKI N. The c-DNA structure, expression
and chromosomal assiquement of mouse Fas antigen. J Immunol 1992; 148: 1274-1279.

[46] WHITE K, TAHAOGUA E, STELLER H. Cell killing by the Drosophila gen reaper. Science
1996; 271:805-807.

[47I]WONG GW, GOEDDEL DV. Fas antigen and p55 TNF receptor signal apoptosis through
distinct pathways. J Immunol 1994; 152: 1751-1755.

[48] YOSHINO T, KONDO E, CAO L. Inverse expression of bcl-2 protein and Fas antigen in
lymphoblast in peripheral lymph nodes and activated peripheral blood T and B lymphocytes.
Blood 1994; 83: 1856-1861.

[49] ZHAO Y, TOZAWA Y, ISEKIR. Calcineurin activation protects T cells from glucocorticoid
induced apoptosis. J Immunol 1995; 154: 6346-6354.

[50] ZHU L, ANASETTIC. Cell cycle control of apoptosis in human leukemic T cells. J Immunol
1995; 154: 192-200.

Otrzymano: 05.01.1996 r.

Przyjeto: 27.05.1996 r.

Adres autora: Zaktad Fizjopatologii Instytutu Hematologii i Transfuzjologii
00-957 Warszawa, ul. Chocimska 5



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 23, NR 3 1996 (457-"476)

NIEKTORE ZASTOSOWANIA METOD
KOMPUTEROWEJ ANALIZY OBRAZU
(CYTOMETRII OBRAZOWEJ)

W BIOLOGII KOMORKI*

APPLICATIONS OF COMPUTER-ASSISTED IMAGE ANALYSIS
TO CELL BIOLOGY

Zbigniew MADEJA, Witodzimierz KOROHODA

Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw

Streszczenie: W artykule oméwiono wybrane zastosowania komputerowej analizy obrazu w biologii
komérki. Dokonano przegladu zastosowan analizy obrazu w fotometrii i morfometrii oraz w badaniach
ruchéw komérek. W pracy przedstawiono podstawowe zatozenia stosowanych metod, ich ograniczenia
oraz przyktady wykorzystania.

Stowa kluczowe: analiza obrazu, fotometria, morfometria, ruchy komérek

Summary: This paper reviews applications of computer-assisted image analysis to cell biology. The
current status of image analysis in photometry, morphometry and cell movement analysis is summarized.
The limitations and advantages of the presented methodology are discussed.

Key words: image analysis, photometry, morphometry, cell movement.

I. WSTEP

W biologii komérki, podobnie jak w biofizyce, biochemii lub genetyce, istnieje
potrzeba prowadzenia badan ilosciowych [59]. Przez wiele lat opisy morfologii

*Praca finansowana w ramach grantu KBN 6 P204 057 07.
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komorek, wynikow reakcji histochemicznych wzglednie reakcji komorek narozmaite
czynniki zewnetrzne zazwyczaj mialy charakter werbalny, jakoSciowy, wzglednie
ich jedyng dokumentacje stanowity mikrofotografie.

Proby obiektywizacji opisu, co jest warunkiem powtarzalnos$ci przedstawianych
w pracach wynikéw, podejmowano od wielu lat. Przyktadem moze by¢ wprowadzenie
przed 20-30 laty metod morfometrycznych Weibla do analizy mikrofotografii z
mikroskopow elektronowych w celu obiektywizacji opisu ksztattdw i wielkosci
badanych obiektéw biologicznych [97,112]. Juz w latach piecdziesiagtych probowano
wykorzystywaé metody cytospektrofotometryczne do ilosciowych badan sktadnikow
komérek lub produktéw reakcji histochemicznych.

Podstawowe kierunki ilosciowych badahn obrazéw mikroskopowych dotycza:

1) analizy ksztattéw i wielkosSci obiektéw (komorek, organelli etc.);

2) okreslania ilosci sktadnikéw (DNA, RNA, produktéw hybrydyzacji sond mo-
lekularnych z kwasami nukleinowymi, wybranych biatek, jonéw, etc.) i ich lokalizacji
w komdrkach;

3) analizy kinetyki zmian zachodzacych w mierzonych parametrach podczas
obserwowanych zjawisk;

4) migracji komérek i towarzyszacych jej zmian ksztattu komorek, organizacji
cytoszkieletu, rozmieszczenia biatek i jondw.

Chociaz zasady opisu i analizy obrazu zapisanego cyfrowo (po tzw. digitalizacji,
por. ponizej) opracowano na poczatku lat osiemdziesigtych [1, 100], to ich po-
wszechne wprowadzenie do badan nie byto wéwczas mozliwe i poczatkowo wyko-
rzystywano analize obrazu do okreslania morfotycznych sktadnikow krwi. Dopiero
w drugiej potowie lat osiemdziesiatych, a przede wszystkim po roku 1991, rozwdj
technik umozliwiajgcych wykorzystanie stosunkowo szybkich, majgcych duza pa-
mie¢ komputeréw osobistych, kamer CCD (charge coupled devices) oraz prze-
twornikéw obrazu na zapis cyfrowy poddajacy sie matematycznemu opracowaniu
umozliwit szerokie wykorzystanie metod iloSciowej analizy obrazu w biologii ko-
morki, genetyce, patologii, immunologii, biochemii i biofizyce.

W Polsce pionierami badan z zastosowaniem cytometrii obrazowej byli prof.
Aleksandra Krygier-Stojatowska [50, 51] i prof. Jerzy Warchot [23].

Celem tego artykutu jest przedstawienie podstaw metod cytometrii obrazowej
(ang. image cytometry) i przyktadow jej wykorzystania, miedzy innymi w pracach
prowadzonych w Zaktadzie Biologii Komorki Instytutu Biologii Molekularnej im.
Jana Zurzyckiego, Uniwersytetu Jagielloriskiego.

Il. PODSTAWOWE ZALOZENIA STOSOWANYCH METOD

Biologowie, podobnie jak chemicy i fizycy, szeroko wykorzystujg metody spe-
ktrofotometryczne. Swiatto, zazwyczaj monochromatyczne, przechodzac przez
obiekt, np. roztwér barwnika w kuwecie, jest pochtaniane. Detektor (fotoogniwo,
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fotopowielacz, fotodioda) mierzy ilos¢ Swiatta przechodzacego i pochionietego
przez badany obiekt. W ten sposéb dokonuje sie pomiaréw transmitancji, absorbancji
i ekstynkciji.

Podobny sposob postepowania jest wykorzystywany w uktadach pomiarowych
dostosowanych do analizy obrazéw mikroskopowych. Obserwator, wykorzystujgc
przestone pola "wybiera" interesujagcy go fragment obrazu, np. jadro komdrkowe
lub mitochondrium (fot. 1 A,B). Uklad detekcyjny, zwykle wykorzystujacy foto-
powielacz, umozliwia dokonanie pomiaru Swiatta przechodzgcego przez wybrany
wycinek obrazu. W starszych "cytofotometrach" wykorzystywano siatki dyfrakcyjne
i pryzmaty do uzyskania $wiatta monochromatycznego. W nowszych wykorzystuje
sie filtry interferencyjne, lustra dichroiczne i monochromatory wzglednie mono-
chromatyczne $wiatto laserowe. Roéwniez detektory ulegty zmianie. Najczulsze foto-
powielacze wykorzystywane w mikroskopach firmy Leica, pozwalajg na pomiary
z doktadnoscig 1(T Iluksa. W ten sposob, stosujgc odpowiednio dobrane uktady
filtréw interferencyjnych iluster dichroicznych mozna mierzy¢ zaréwno absorbancje,
jak i fluorescencje wybranych obiektow biologicznych.

Zapis wynikdw pomiarow w pamieci komputera oraz wykorzystanie sterowanych
komputerem mchow stolika krzyzowego pozwala na stosunkowo szybkie skanowanie
obrazu. W mikroskopach konfokalnych, analizujgcych obraz w podobny sposéb,
skanowanie obrazu odbywa sie dzieki wedrowaniu skolimowanej wigzki $Swiatta
laserowego. Stosujac skanowanie obrazu mozna bez trudnosci okreslaé ilos¢ DNA
wyznakowanego barwnikiem fluorescencyjnym (np. bisbenzylamidem Hoechst, DA-
Pl, oranzem akrydynowym) w wielu pojedynczych jadrach komérek. Pomiary takie
znalazty zastosowanie do badan syntezy DNA i wzrostu komérek. Odznaczajg sie
one duzg doktadnoscia, okazaty sie jednak zbyt powolne dla celéw diagnostycznych.
Stad w badaniach medycznych w latach 1970-1994 dominowaty metody wyko-
rzystujgce cytometrie przeptywowa. Zaletg cytometrii przeptywowej jest mozliwos¢
wykonaniapomiaréw naduzej liczbie pojedynczych komorek lubjgder komdérkowych
w krétkim czasie, np. kilkudziesieciu tysiecy komdrek w kilkadziesigt sekund.

Pomimo gwattownego rozwoju wszelkiego rodzaju posrednich, gtéwnie bioche-
micznych i biofizycznych metod badawczych, analiza obrazu mikroskopowego po-
zostaje wcigz podstawowym narzedziem pracy uzywanym w biologii komorki i
histopatologii.

Komputerowa analiza obrazu jest dziedzing wiedzy probujacag w tym celu wy-
korzysta¢ systemy komputerowe. Aczkolwiek w dalszym ciagu niedoskonate, kom-
puterowe systemy analizy obrazu pozwalajg na stosunkowo szybkie i precyzyjne
opisanie szeregu parametrow obrazu mikroskopowego. Obecnie metody takie
stosuje sie na szeroka skale w badaniach fotometrycznych, morfometrycznych oraz
do analizy potozenia obiektow ruchomych. Wiele tego typu badan bez udziatu
komputerowych metod analizy obrazu byloby niezwykle utrudnione lub wrecz
niemozliwe do przeprowadzenia. W badania fotometrycznych omawiane metody
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Fot. 1. Jadra komorek BHK wybarwione barwni-
kiem Hoechst 33258: A - obszar preparatu widocz-
ny pod mikroskopem, B - wybrany za pomoca
przestony pola obszar preparatu, z ktérego uktad
detekcyjny dokonuje pomiaru intensywnosci fluore-
scencji, C - jednoczesna analiza intensywnosci
$wiecenia wszystkich jader znajdujacych sie w polu
widzenia mikroskopu; system komputerowej anali-
zy obrazu wyodrebnia poszczeg6lne jadra komaérko-
we na podstawie réznicy jasnosci pomiedzy jadrem
komérkowym a ttem

pozwalajg na okreslenie ilosci rozmaitych substancji i jonow (DNA, biatek, Ca++,
H+) w komorce [27, 35, 42, 85, 110]. Wiekszos$¢ tych pomiaréw odbywa sie przy
uzyciu barwnikow fluorescencyjnych wigzacych sie ilosciowo z danym rodzajem
substancji, jednak podobng ocene mozna przeprowadzi¢ stosujac ilosciowe bar-
wieniahistochemiczne, np. barwienie jader z zastosowaniem reakcji Feulgena [18,50,
54, 65]. Z kolei w badaniach morfometrycznych mozliwe jest otrzymanie duzej
ilosci danych dotyczacych powierzchni komaérki ijadra komorkowego, ich ksztattow,
utkania (texture), potozenia w stosunku do innych obiektéw itp. [8, 11, 29, 74,
107,108,114]. Kolejne zastosowanie metody komputerowej analizy obrazu znalazty
w badaniach potozenia poruszajgcych sie obiektow. Wszystkie te rodzaje zastosowan
zostang omowione w dalszej czesci tego artykutu.
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I1l. OBRAZ KOMPUTEROWY

Obraz analizowany przez komputer skiada sie z szeregu punktow zwanych pi-
kselami (fot. 2 A,B). Informacja dotyczgca analizowanego obiektu zawarta jest
wiasnie w ich potozeniu (wspétrzednych X,Y), intensywnosci $wiecenia, wzglednie
barwie. Pod wzgledem formalnym obraz komputerowy jest wiec zbiorem punktdw,
zktérych kazdy ma okreslone potozenie oraz okreslongjasnosé lub kolor. Najprostsze
sg obrazy czarno-biate, zwane obrazami binarnymi, w ktorych kazdy piksel moze
przyjmowac wartos$¢ 0 (czarny) lub 1 (biaty) (fot. 3). Obrazy takie zajmujg stosunkowo
mato pamieci komputerowej, jednakze sa praktycznie bezuzyteczne w analizie foto-
metrycznej. Ten typ obrazu jest natomiast czesto wykorzystywany w analizie mor-
fometrycznej rzutéw obrazu komoérek na plaszczyzne, szczegélnie w ukladach w
petni zautomatyzowanych, gdyz w znakomity sposob ufatwia zdefiniowanie ba-
danego obiektu oraz liczbowy zapis jego wielkosci i ksztattu.

Druga grupe czesto uzywanych obrazéw sg obrazy wieloodcieniowe (fot. 4).
W odro6znieniu od obrazéw czarno-biatych niosg one réwniez informacje o in-
tensywnosci $wiecenia danego punktu. Dlatego wiasnie ten typ obrazéw znajduje
zastosowanie w analizach fotometrycznych. Najcze$ciej stopien jasnosci pojedyn-
czego punktu okre$lany jest przez 256 poziomdéw szarosci. Takie obrazy zajmuja
znacznie wiecej pamieci komputera niz obrazy binarne. Z tego wzgledu, jak réwniez
z uwagi na czas przeprowadzania obliczen, w stosowanych systemach analizy obrazu
uzywa sie zwykle obrazéw o mozliwie niewielkiej liczbie pikseli (256x256 lub
512x512 punktéw). Takie typy obrazéw sg szeroko wykorzystywane w ilosciowej
analizie fotometrycznej przy réwnoczesnym zastosowaniu o$wietlania preparatéw
Swiattem monochromatycznym wzglednie rejestrowaniu emisji monochromatyczne-
go Swiatta fluorescencyjnego.

Fot. 2. Cyfrowy obraz komérek miesaka szczura: A - peten obraz o rozdzielczo$ci 560/420 pikseli, B -
10-krotne powiekszenie zaznaczonego fragmentu obrazu, z uwidocznieniem jego struktury punktowej
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Fot. 3. Cyfrowy obraz keratynocytéw rybich Fot. 4. Obraz wieloodcieniowy - komérki XC ob-
poddany procesowi "binaryzacji" serwowane w kontrascie réznicowym Nomarskie-
go

Najwieksze i najbardziej ztozone sg obrazy kolorowe, ktérych analiza réwniez
zaczyna by¢ wykorzystywana w wielu dziedzinach biologii i medycyny [8, 29].

W rzeczywistosci, oprocz danych dotyczacych potozeniaijasnosci danego piksela,
plik zawierajgcy dane obrazu musi mie¢ réwniez inne informacje dotyczgce sposobu
zapisu i organizacji danych. Wiasnie sposéb zapisu tych informacji decyduje o
formacie graficznym zapisanego obrazu. O tym, z jakim formatem mamy do czy-
nienia, informuje uzytkownika rozszerzenie nazwy zbioru, np. BMP, TIF, TGA,
PIC. Istnieje takze mozliwo$é konwersji jednego formatu obrazu na inny. Szersze
omawianie podstaw komputerowej analizy obrazu wykracza poza ramy niniejszego
opracowania. Zwiezty opis podstaw komputerowej analizy obrazu mozna znalez¢
w ksigzce L.Wojnara i M. Majorka "Komputerowa Analiza Obrazu" [115].

IV. APARATURA WYMAGANA DO ANALIZY
OBRAZOW MIKROSKOPOWYCH

Typowe systemy analizy obrazéw mikroskopowych obejmujg (rys. 1) [17, 101]
1/ mikroskop,

2/ kamere CCD,

3/ komputer z kartg akwizycji obrazu,

4/ oprogramowanie do analizy obrazu,

5/ uktad monitoréw.
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Rys. 1 Uktad do analizy obrazu mikroskopowego - opis w tekscie

Widziany pod mikroskopem obraz preparatu jest za posrednictwem kamery prze-
niesiony do komputera, zamieniony na obraz cyfrowy i zapisany. W uzywanych
do analizy kamerach CCD obraz powstaje poprzez wspo6tdziatanie tysiecy nieza-
leznych fotoelementdw, co zapewnia jednoczesny pomiar z catlego obserwowanego
obszaru preparatu (zasada rejestracji obrazu za pomoca " migawki", podobna jak
w aparacie fotograficznym - odmienna niz przy rejestracji metoda skaningowa i
z wykorzystaniem telewizyjnych kamer analogowych). Nastepnie otrzymane obrazy
poddaje sie analizie za pomocg odpowiednio dobranego oprogramowania. Czesto
konieczne jest wstepne przetworzenie obrazu w celu umozliwienia zdefinowania
analizowanego obiektu poprzez wskazanie jego krawedzi, co jest warunkiem ko-
niecznym do przeprowadzenia jakiejkolwiek analizy iloSciowej. Otrzymanie wyod-
rebnionego z tta obiektu pozwala nastepnie na stosunkowo proste wydobycie
parametrow fotometrycznych, morfologicznych, wzglednie dotyczacych aktualnego
potozenia obiektu analizy.

V. FOTOMETRIA

Oznaczenia fotometryczne polegajg na ocenie ilosci substancji na podstawie in-
tensywnosci Swiecenia (tzn. zsumowanej wartosci poszczegélnych pikseli w ana-
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lizowanym obszarze) odpowiedniego wskaznika. Oczywiscie mozliwos$¢ zastoso-
wania cytometrii obrazowej do oznaczania ilosci badanej substancji w komorce
jest uzalezniona od istnienia barwnika specyficznego dla tej substancji. Jedng z
najpowszechniej oznaczanych za pomocg komputerowej analizy obrazu substancji
w komorce sg jony wapnia. Do pomiaréw stezenia jonow wapnia w komorce (za
pomocg takich wskaznikéw fluorescencyjnych, jak np. Fura-2, Quin-2 lub Indo-1),
wykorzystuje sie stosunek dwdéch sygnatéw fluorescencyjnych, bedacych wynikiem
zmiany spektrum wzbudzenia (fura-2) badz emisji (Indo-1) po zwigzaniu przez
barwnik jondw Ca++ [19, 32, 45, 53, 61, 62, 63, 76, 78, 89, 104]. W cytometrii
obrazowej polega to na podzieleniu przez siebie dwéch obrazéw cyfrowych otrzy-
manych przy réznych diugosciach fali Swiatta wzbudzajgcego badz emitowanego
przez wskaznik fluorescencyjny. Poniewaz ten sposéb pomiaru jest niezalezny od
stezenia wskaznika wewnatrz komorki, metoda ta pozwala na doktadne wykali-
browanie uktadu pomiarowego oraz uzyskanie pomiaru bezwglednego stezeniajonéw
wapnia. Pomiary stezenia jon6w wapnia moga by¢é wykonywane przy uzyciu sy-
stemOw opartych na fotopowielaczach jako detektorach sygnatu jednak coraz po-
wszechniej stosuje sie w tym celu systemy komputerowj analizy obrazu [19, 32,
45, 53, 62, 89, 104]. Na podobnej zasadzie mozna dokonywa¢ pomiar6w wewnatrz-
komoérkowego pH [7, 27, 113] oraz stezenia innych jondw.

Inng dziedzing fotometrii, w ktdrej komputerowa analiza obrazu znalazta ol-
brzymie zastosowanie, sg pomiary ilosci DNA w jadrze komdérkowym (ostatnio
rowniez w mitochondriach) (fot. 1C, rys. 2). Szczegdlnie duzo badan z wyko-
rzystaniem tej techniki wykonuje sie na komérkach nowotworowych, prébujac wy-
korzysta¢ jg jako potencjalng metode diagnostyczng [12, 16, 37, 48, 55, 84, 86,
90, 92, 94, 111, 117]. Obecnie istniejg dwie gtdwne metody oceny ilosci DNA
w komdrce. Jedna z nich, cytometria przeptywowa, pozwala na szybka analize
duzej liczby komdrek pozostajgcych w zawiesinie [69]. Dodatnimi cechami tej
metody sa szybkos$¢ i doktadno$é. Natomiast zastosowanie cytometrii obrazowej
pozwala na analize nienaruszonych wycinkéw tkanek oraz korelowanie oznaczenia
iloSci DNA z ksztaltem i wielkoscig jader [20, 36, 44, 49, 66, 72, 82]. Ponadto
metoda ta umozliwia korelowanie ilosci DNA z cechami morfologicznymi komorek.
Oznaczanie niektorych cech morfologicznych komorek (np. wielko$¢ komorki w
zawiesinie) z rownoczesng oceng ilosci DNA jest rdwniez mozliwe przy uzyciu
cytometrii przeptywowej [41]. W cytometrii obrazowej ilos¢ DNA okre$la sie przy
uzyciu do barwienia jader reakcji Feulgena [12, 16, 37, 48, 55, 84, 86, 92, 94,
111,117]. Coraz czeSciej uzywane sg charakterystyczne dla cytomerii przeptywowej
barwniki fluorescencyjne: jodek propydyny i bromek etydyny oraz Hoechst 33258
i DAPI. Dwa pierwsze barwniki nie rozrézniajg RNA i DNA. Dlatego konieczne
jest trawienie preparatu DNA-azg lub RNA-aza w zaleznos$ci od potrzeb. Ich zaletg
jest stosunkowo stabe wyswiecanie barwnika i mate zmiany fluorescencji kompleksu
barwnik - kwas nukleinowy w czasie. Dwa nastepne barwniki, szczeg6lnie Hoechst
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33258 (bisbenzimide) sg specyficzne dla DNA, jednak wzbudzane sg Swiattem
ultrafioletowym i szybko sie wyswiecajg, a ponadto sg drozsze [79, 80, 88, 91].

W ostatnich dwu latach ukazato sie wiele prac, ktérych autorzy poréwnujg sku-
tecznos¢ analizy aneuploidii komorek metodami cytometrii przeptywowej icytometrii
obrazowej w diagnostyce nowotworéw. Mimo iz cytometria przeptywowa analizuje
wiekszg liczbe komdrek w krotkim czasie, wigkszo$¢ autoréw uwaza, ze metody
cytometrii obrazowej sg doktadniejsze. Obecnie, dzieki nowym programom mozna
wykona¢ analize ksztattu komdrek i zawartosci DNA w ich jadrach z predkoscig
analizy okoto 500 komdrek w ciggu godziny [3, 5, 26, 75]. Doktadno$¢ analizy
pozwala nie tylko na diagnostyke komorek nowotworowych, ale takze stanéw przed-
rakowych [11, 28, 29, 87].

Metody komputerowej analizy obrazu stosuje sie réwniez do iloSciowej analizy
reakcji histochemicznych [4, 71, 96], pomiaru antygendw jadrowych [85] i wi-
rusowych [38], w pomiarach immunohistochemicznych [2] lub toksykologicznych
[15]. W ostanich latach pojawita sie mozliwo$¢é wykorzystania iloSciowej analizy
obrazu w badaniach wykorzystujgcych hybrydyzacje in situ, szczeg6lnie w jej wersji
okreslanej jako FISH (ang. fluorescent in situ hybridization) [77, 98].
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V. MORFOMETRIA

Odmiennie niz w wypadku oznaczen fotometrycznych, w morfometrii interesujaca
informacja zwigzana jest z ksztattem i strukturg analizowanych komorek. Dlatego
kluczowym problem wszystkich analiz morfometrycznych pozostaje mozliwie pre-
cyzyjne zdefinowanie analizowanego obiektu, tzn. segmentacja obrazu na tto i obiekt.
W praktyce jest to najtrudniejszy problem do rozwigzania, z jakim spotykamy sie
przy analizach morfologicznych. Najpowszechniej stosowanym sposobem wyod-
rebnienia komorki jest okreslenie granicznego progu jasnosci pomiedzy komaérka
a ttem [2, 57, 70, 99, 114], co pozwala na automatyczne narysowanie linii bedacej
brzegiem komorki (fot. 5). Inna, trudniejsza, ale doktadniejszg metodg jest wy-
odrebnianie zaryséw komorek w obrazach z mikroskopow interferencyjnych [21,
117]. Niestety temu sposobowi analizy poddajg sie jedynie preparaty, w ktérych
komorki sg oddzielone od siebie i r6znig sie stopniem jasnosci od tta lub barwa
po wybarwieniu histologicznym preparatu. W wielu preparatach, a szczegélnie w
wycinkach tkanek, liczne obiekty stykajg sie bagdZ naktadajg na siebie, a wyrdznienie
ich jest mozliwie jedynie na podstawie réznic w barwie lub w charakterystycznej
strukturze uktadu pikseli. W takich wypadkach mozna wyodrebnié obiekt poprzez
reczne wykonanie konturu komérki kursorem (fot. 6) lub poprzez stosowanie skom-
plikowanych, najczesciej projektowanych dla okreslonego typu obrazu algorytméw,
przetwarzajacych obraz [8, 11, 58]. Otrzymanie wyodrebnionej komérki pozwala
nastepnie na stosunkowo tatwe otrzymanie liczbowych parametréw opisujacych
morfologie komérki, np. obwodu, powierzchni, maksymalnej i minimalnej $rednicy,
wspotczynnika kolistosci, dyspersji i wielu innych parametréow ksztattu komorki
lub jej elementu, np. jadra komorkowego. W ten sposéb otrzymane dane znalazty
zastosowanie zaréwno w medycynie, jak i w naukach podstawowych [2, 34, 43,
57,58,70,83,99,106]. W ostatnich latach metody te sgjuz szeroko wykorzystywane
w diagnostyce nowotworéw. Histopatologowie od lat wyré6zniali komérki nowo-
tworowe na podstawie ich cech morfologicznych. Takiej charakterystyki nie mozna
przeprowadzi¢ wykorzystujac metody cytometrii przeptywowej, natomiast cytome-
tria obrazowa stwarza mozliwo$¢ obiektywizacji oceny obrazu komorek na podstawie
ilosciowego opisu ich cech morfologicznych, takich jak rzut powierzchni komorki,
jego obwdd, ksztatt, rzut powierzchni jadra i jaderka, obwod rzutu jadra i jaderka,
ksztatt jadra oraz stosunki miedzy tymi wielkosciami. Jak dotychczas badania takie
byly niemozliwe do wykonania na duzej liczbie komdrek, co jest warunkiem ich
wykorzystania w diagnostyce histopatologicznej. Autorom tego opracowania wydaje
sie, ze ten Kierunek rozwoju cytometrii obrazowej, obok badania fotometrycznego
ilosci sktadnikdw komorki (poszczegolnych biatek, DNA, RNA itp.), bedzie sie
intensywnie rozwijat w najblizszych latach.
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Fot. 5. Automatycznie wykonturowane makrofa- Fot, 6. Recznie konturowane komdrki miesaka
gi szczurze hodowane na ultracienkich rowkach szczurahodowane nawarstwie fibroblastéw-chara-
- komorki wybarwiono barwnikiem Coomasie kterystyczne dla kontrastu fazowego "halo" oraz
Brillant Blue duza gesto$¢ komérek uniemozliwia automatyczne

wyodrebnienie obiektéw analizy

VIl. KOMPUTEROWE METODY ANALIZY OBRAZU
W BADANIACH RUCHOW KOMOREK

Aktywno$¢ ruchowa komoérek zwierzecych odgrywa znaczacg role w procesach
morfogenezy, regeneracji, gojenia ran, reakcjach obronnych uktadu immunologicz-
nego oraz w procesach tworzenia przerzutow przez komoérki nowotworowe [6, 9,
10, 30, 31, 39, 40, 46, 60, 68, 81, 93, 94, 102, 105]. Z tego wzgledu badaniami
nad mechanizmami migracji komorek zajmuje sie wiele pracowni na catym Swiecie.
W badaniach tych uzywane sg rozmaite metody pomiarowe. Krytyczne omowienie
tych metod mozna znalez¢ w innych opracowaniach [33, 47]. Tutaj ograniczymy
sie do krotkiego oméwienia Kilku przyktadow ich wykorzystania.

Zastosowanie systemdOw komputerowych do badan migracji komorek oparte jest
na okreSlaniu zmian potozenia komdrek w czasie doswiadczenia i wyznaczaniu
na tej podstawie trajektorii ich ruchéw (rys. 3). Odmiennie niz w przypadku analiz
morfometrycznych i fotometrycznych interesujgca informacja lezy w zmianie po-
tozenia komorki, gdyz na tej podstawie mozemy okresli¢ takie parametry, jak:
predkos$¢ ruchu, przemieszczenie komorki, liniowos¢ i kierunkowos$¢ ruchu. Pod-
stawowg cechg tego typu analizy jest porownywanie sekwencji obrazéw bedacych
kolejnymi elementami "filmowanego" procesu. Z tego wzgledu dodatkowymi ele-
mentami systemu do analizy obrazu sg w tych ukfadach magnetowid poklatkowy
lub program komputerowy zapisujacy obrazy w zadanych odstepach czasowych
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(ang. time-lapsing). Ponadto w wie-
kszosci przypadkoéw konieczne jest
uzupetnienie mikroskopu o komore
inkubacyjng utrzymujaca statg tem-
perature.

Najczesciej stosowanym sposo-
bem okreslania potozenia komérki
jest oznaczenie potozenia jej srodka
geometrycznego, gdyz ten punktjest
zazwyczaj uznawawany za wskaznik
potozenia komdrki w danym czasie.
W obecnie stosowanych uktadach
pomiarowych problem ten jest roz-
wigzywany na dwa sposoby. Syste-
my w petni automatyczne okres$laja
potozenie $rodka komérki samo-
dzielnie, bez koniecznosci interwe-
ncji obserwatora, poprzez detekcje

Rys. 3. Trajektorie komorek XC migrujacych po war- kréwgdz_l _ko,morkl i obliczenie po-
stwie fibroblastéw ludzkich - kazda trajektoria zostata t0zenia jej $rodka geometrycznego

sporzadzona na podstawie 97 kolejnych, wyznaczanych  [13, 56, 103, 109]. Dziatanie innych
w pieciominutowych odstepach, potozef komérek systemoOw opiera sie na wyznaczaniu
Srodka poruszajacej sie komarki
przez obserwatora i najczesciej automatycznym zapisie w pamieci komputera danych
0 jego potozeniu [14, 24, 73, 114, 116]. Nalezy jednak zdawaé sobie sprawe z
faktu, ze dziatanie systemow automatycznych jest mozliwe jedynie do $ledzenia
komoérek izolowanych, nie tworzacych kontaktéw z innymi komaérkami, co w duzym
stopniu ogranicza stosowanie tych metod. Z doSwiadczenia autoréw tego opracowania
(dysponujacych zaréwno automatycznymi, jak i semiautomatycznymi metodami do
wyznaczania trajektorii ruchu komérek) wynika, ze te drugie majg na obecnym
etapie rozwoju systeméw do analizy ruchu komorek daleko wieksze mozliwosci
zastosowania.

Kolejnym problemem, z ktérym spotykamy sie przy badaniach ruchéw komorek,
jest konieczno$¢ jednoczesnego monitorowania mozliwie duzej liczby komérek.
W przypadku komoérek szybko poruszajacych sie takich jak Amoeba proteus, Dic-
tyostelium discoideum lub leukocyty problem ten jest stosunkowo tatwy do roz-
wigzania poprzez prowadzenie obserwacji przy matych powiekszeniach. Jednak
nawet dla komorek poruszajacych sie wolniej (wiekszos$¢ komorek tkankowych)
mozna dobraé takie parametry, ktére pozwalajg jednoczesnie obserwowaé do 20
komorek, przy wystarczajgco duzym powiekszeniu [114].
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Ciekawe rozwigzanie tego problemu

zaproponowat Thurston i wsp. [103].

Uzywany przez nich system miat ru-

chomy stolik mikroskopowy, ktérego

potozenie kontrolowane bylo przez

komputer. Poniewaz komputer zapa-

mietywal potozenie stolika, przy ktdrym

widoczna byta analizowana komdrka,

magt okreslac¢ potozenie wielu komorek

znajdujacych sie w réznych polach wi-

dzenia. System ten pozwalat na jedno-

czesne $ledzenie ponad 100 komorek

przy stosunkowo duzym powiekszeniu,

co umozliwiato ponadto prowadzenie

Fot. 7. Wyznaczanie nowej powierzchni zajetej analiz. morfometrycznych. Poniewaz

przez poruszajaca si¢ Ameba proteus poprzez nato- jednak oznaczanie potozenia komérki

Zenie_na siebie 2_k(_)lejn)_/c_h obrazéw migru_jqcej kc_)- wigzato sie najpierw z jej odszukaniem,
morki: obszar najciemniejszy - nowa powierzchnia . . .

zajeta przez komorke; obszar o zabarwieniu posred- zwigkszanie liczby analizowanych ko-

nim - powierzchnia zwolniona przez komérke; maorek ograniczato jednoczes$nie cze-

obszar najjasniejszy - powierzchnia zajeta przez sto$¢ pomiaru. Przy czasie odszukiwa-

komorkg na obu obrazach nia ok. 3s/lkomérke dla analizy 100 ko-

mérek minimalny krok czasowy pomie-

dzy kolejnymi pomiarami wynosi 5 min.

Jest to dla szybko poruszajacych sie komorek czas zbyt diugi. Nalezy ponadto

zwroci¢ uwage, ze takie rozwigzanie techniczne zostato niejako wymuszone przez

wspomniane wczesniej ograniczenia metod w petni automatycznej detekcji potozenia

komorki, tj. koniecznos$ci analizowania komoérek znajdujacych sie w duzej odlegtosci

od siebie i nie majgcych mozliwosci spotkania sie ze sobg podczas doswiadczenia

[52, 64].

Opisane sposoby wyznaczania trajektorii ruchu komorek sg najczesciej stosowane
do analizy ich aktywnosci ruchowej. Istnieja jednak réwniez inne sposoby cha-
rakterystyki ruchu. W przypadku komorek wolno migrujacych niekiedy mierzy sie
ich aktywnos$¢ migracyjng poprzez okreslanie stosunku nowej powierzchni wy-
tworzonej przez pseudopodium w kierunku ruchu do powierzchni catkowitej komorki
lub stosunek powierzchni, o jaki zmniejszyta sie powierzchnia od strony przeciwnej
do kierunku ruchu do jej powierzchni catkowitej (fot. 7) [22, 25, 67]. Prébuje
sie réwniez zastosowaé analize Fourierewska do analizy ruchliwosci komdrek
[107,108]. Réznice dziatania tych systemdéw analizy w stosunku do omawianych
poprzednio wystepujg praktycznie jedynie na poziomie analizy danych.
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VIIl. PODSUMOWANIE

Komputerowe metody analizy obrazu zaréwno w petni zautomatyzowane, jak
i wymagajace wspotdziatania obserwatora sg niezwykle skutecznym i wszechstron-
nym systemem badawczym. Intensywne prace prowadzone obecnie w celu przy-
stosowania tych metod do celéw diagnostycznych doprowadzity do ich roz-
powszechnienia i udoskonalenia. Uzywajgc komputerowych metod analizy obrazu
nalezy jednak pamigta¢ o koniecznosci starannego wykalibrowania wszystkich ele-
mentow systemu oraz uwzglednieniu ograniczer stosowanej metody.
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STRUKTURA | FUNKCJA SYSTEMINY - PEPTYDU
O WLASCIWOSCIACH HORMONU ROSLINNEGO

STRUCTURE AND PROPERTIES OF SYSTEMIN - THE PEPTIDE
WITH PLANT HORMON PROPERTIES

Genowefa SLOSAREKY, Jan BARCISZEWSKI2

1Zaktad Biofizyki Molekularnej, Instytut Fizyki, Uniwersytet im. A. Mickiewicza,
Poznan,2Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk, Poznan

Streszczenie: Systeminajest peptydem zawierajgcym 18 aminokwaséw: AVQSKPPSKRDPPKMQTD.
Wyodrebniono jg z lisci ziemniaka i pomidora. Powoduje ona indukcje systeméw obronnych roslin
poprzez aktywacje syntezy wielu biatek, jak np. inhibitoréw proteaz serynowych 1 i Il czy oksydazy
polifenolowej. Mechanizm tego procesu nie jest dotychczas znany. Systemina powstaje w wyniku
swoistej proteolizy 200-aminokwasowego biatka - prosysteminy. W wyniku ataku owadéw, patogenéw
lub zranienia rosliny nastepuje natychmiastowa, systemiczna synteza prosysteminy, ktérauodparnia dang
roéline na dalsze uszkodzenia. Na podstawie widm NMR systeminy oraz obliczeh dynamiki molekularnej
stwierdziliSmy, ze peptyd przyjmuje strukture typu Z-like $-sheet. Podobne struktury znaleziono takze
w biatkach wigzacych DNA.

Stowa kluczowe: systemina, prosystemina, sygnaty systemiczne, aktywacja syntezy inhibitoréw proteaz.

Abstract: The synthesis of proteinase inhibitor proteins in response to wounding is a defensive response
against pest and pathogen attacks. Wounding of leaves results in the relase of a mobile wound signal
which induces proteinase inhibitor synthesis through-out the plant. The signal transduction pathway
regulating this response is not fully understood, but several compounds have been identified which are
capable of inducing proteinase inhibitor synthesis in tomato and potato leaves. These compounds include
cell wall fragments of both plant and pathogen origin, abscisic acid, jasmonic acid and, most recently,
an 18-amino-acid polypeptide AVQSKPPSKRDPPKMQTD, called systemin, isolated from tomato
leaves. In this chapter,we describe the properties of systemin and its precursor prosystemin, and we
summarize the evidence supporting arole of systemin as an initial signal that regulates proteinase inhibitor
synthesis in response to wounding. Using two-dimensional NMR spectroscopy it has been concluded
that the peptide can adopt a Z-like-(3-sheet structure, which has previously been found in many specific
DNA-binding proteins.

Key words: systemin, prosystemin, systemic signals, proteinase inhibitors synthesis activator.
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1. WPROWADZENIE

Istnienie i funkcjonowanie organizméw wyzszych zalezy od ich zdolnosci do
skoordynowanych zmian rozwojowych w odpowiedzi na wszelkie zmiany $rodo-
wiskowe zachodzace w ich otoczeniu. Réznorodne impulsy odbierane (rejestrowane)
przez komdrke, indukujg odpowiednie sygnaty (transdukcja sygnatu) i powoduja
powstanie okreslonych zmian biochemicznych (reakcja na sygnat) w komérce. Proces
ten oparty jest na swoistym mechanizmie polegajagcym na rozpoznaniu sygnatu
przez receptor i wykorzystaniu wtérnych przekaznikéw (ang. second messenger)
oraz biatek efektorowych do jego rozprzestrzeniania (przekazywania), a takze wy-
wotaniu odpowiedniej reakcji. Jest oczywiste, ze proces transdukcji sygnatu musi
charakteryzowac sie duzg szybkoscia, czutoScig (osiaga sie ja przez amplifikacje)
i specyficznos$cig wszystkich pozytywnych i negatywnych elementéw wystepujacych
na tym etapie. Dziataniu "pozytywnych" elementéw zapewniajacych transmisje syg-
natlu musi towarzyszy¢ okre$lona aktywno$¢ elementéw "negatywnych" zapew-
niajgcych przebieg reakcji na odpowiednim poziomie i we wtasciwym czasie. Musi
ona by¢ takze skoordynowana z innymi aktywnosciami komorki.

Poznanie mechanizmu transdukcji sygnatow w organizmach wyzszych uzalez-
nione sg od wiedzy na temat specyficznosci réznych bodzcow, biochemicznych
wiasciwosci receptoréw oraz swoisto$ci odpowiedzi komoérkowych. Sg one jednak
bardzo skomplikowane u roslin, poniewaz przebieg wielu reakcji wywotywanych
przez rézne sygnaly jest podobny; np. wptyw Swiatta na morfologie roslin i ekspresje
genow jest bardzo zblizony do efektu wywolywanego przez cytokininy, a takze
etylen, kwas jasmonowy, kwas salicylowy, systemine - peptyd o witasciwosciach
hormonu lub sygnaty elektryczne [1,6]. Moze to wynika¢ miedzy innymi z faktu,
ze u roslin brak jest systemu antygen - przeciwciato, a odporno$é¢ roélin powodowana
jest roznymi zmianami chemicznymi, biochemicznymi lub strukturalnymi bedgcymi
odpowiedzig na atak szkodnikéw, bakterii i wiruséw, a takze uszkodzeniami me-
chanicznymi (zranieniami).

Jak juz wspomnieliSmy, rosliny ze wzgledu na statg okreslong lokalizacje sg
narazone na rozne czynniki zewnetrzne powodujgce stres, takie jak: wysoka lub
niska temperatura, metale ciezkie, utleniacze, toksyny, sole oraz infekcje bakteryjne
i wirusowe. W wyniku ich dziatania nastepuje zmiana (modyfikacja) ekspresji genow
i synteza polipeptydéw powodujacych, ze dana komorka, a takze caty organizm,
stajg sie odporne na dziatanie czynnika wywotujacego stres. Zmiany te moga na-
stepowaé w miejscu ataku (zranienia) powodujac superczutg odpowiedz (od ang.
Hypersensitive Response - HR) np. poprzez synteze fitoaleksyn lub pojawiac sie
réwnoczesnie w odlegtych od miejsca ataku czesciach rostiny. Jest to reakcja sy-
stemiczna (od ang. Systemie Acquired Resistance - SAR) [6]. Ros$lina reagujac
na okaleczenie (zranienie), szok termiczny, chemiczny lub atak owaddw uwalnia
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sygnaty (mate zwigzki chemiczne), ktére w wielu przypadkach prowadzg do syntezy
oraz akumulacji inhibitoréw proteaz serynowych. Mimo ze do konca nie jest jasne,
czy inhibitory te sg odpowiedzialne za ochrone (catej) rosliny (systemiczna, sy-
stemowa), istotny jest fakt ich znaczacego ilosSciowego wzrostu (syntezy) inhibitora
proteaz bezposrednio po uwolnieniu sygnatu [18]. Szybka akumulacja inhibitorow
proteaz zachodzi nie tylko w uszkodzonych lisciach, ale réwniez w innych czesciach
rosliny. Wskazuje to, ze sygnat z miejsca inokulacji przemieszcza sie po calej
roslinie, co moze oznaczaé, ze mechanizmy obronne (odpornos$¢) u roslin opieraja
sie w duzej mierze na czasteczkach sygnalnych przenoszacych informacje o za-
atakowaniu tkanki roslinej [6].

Hipoteza o udziale niewielkich czasteczek sygnalnych w odpowiedzi systemicznej
zostata sformutowana na poczatku wieku, ale pierwsze potwierdzajace ja wyniki
uzyskano dopiero w latach piecdziesigtych. Zaproponowano model reakcji syste-
micznej [18], w ktérym substancje o matej masie czasteczkowej (Mr), powstajgce
podczas ataku szkodnikow lub w wyniku uszkodzenia mechanicznego, przemie-
szczaja sie w catej roslinie w wyniku swoistych oddziatywan z receptorami znaj-
dujagcymi sie na btonach komérkowych. Sygnat przekazywany jest do jadra
komorkowego, gdzie nastepuje synteza odpowiednich mRNA, a nastepnie ich trans-
lacja w cytoplazmie do biatek stanu patogenezy (od ang. Pathogenesis Related
Proteins - PRP). Sg one transportowane do wakuoli lub przytaczane do receptorow
komorkowych. Czasteczkami majacymi charakter sygnatéw obronnych u roslin,
oprécz wymienionych wczes$niej, sg miedzy innymi: lipopolisacharydy pochodzace
z bakterii atakujacych rosline oraz pektyny (oligosacharydy i oligomery kwasu
oc-l,4-galakturonowego) wytwarzane przez rosline, ktére indukujg synteze inhibi-
toréw proteaz (od ang. Proteinase Lnhibitor hiducing Factor - PIIF) [18].

Stosunkowo duzo wiadomo na temat matych czasteczek sygnalnych, aktywujacych
ekspresje gendw inhibitorow proteaz serynowych | (Mr=8100) i Il (Mr=12300)
[6]. Do czasteczek tych nalezg miedzy innymi: kwas salicylowy, kwas jasmonowy
i jego ester metylowy, etylen oraz systemina - jedyny dotychczas poznany peptyd
o wiasciwosciach hormonu [12].

Kwas salicylowy powstaje w ros$linie z kwasu cynamonowego. Powoduje on
odporno$¢ na wirusy, bakterie i pasozyty grzybowe. Wydaje sie, ze akumulacja
kwasu salicylowego w zainfekowanych lisciach zwigzana jest z indukcjg opornosci.
W liSciach tytoniu zaatakowanych wirusem mozaiki tytoniu (TMV) ilos¢ kwasu
salicylowego wzrasta 20-krotnie. Podobng akumulacje stwierdzono po traktowaniu
lisci tytoniu egzogennym kwasem salicylowym. Wykryto réwniez, ze w tkankach
transgenicznego tytoniu stransformowanego genem hydrolazy salicylanowej z Pseu-
domonas putide nie obserwuje sie akumulacji kwasu salicylowego. Oznacza to,
ze zwigzek ten nie przemieszcza sie w roslinie, ale jest niezbednym elementem
systemu indukcji odpornosci. Ponadto stwierdzono, ze po infekcji lisci tytoniu wi-
rusem TMV nastepuje 10-krotny wzrost wydzielania etylenu. Jego synteza jest
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najwieksza w okresie 10 godzin przed ukazaniem sie lokalnego uszkodzenia wi-
docznego na lisciach. Etylen jest waznym regulatorem wzrostu powodujagcym kiet-
kowanie, opadanie lisci, dojrzewanie, a takze reakcje roslin na zmienne warunki
otoczenia, takie jak zranienie, niska temperatura, patogeny. W ostatnim okresie
dzieki badaniom genetycznym, poznano elementy fafcucha transdukcji sygnatdw
indukowanych etylenem poprzez kilka produktéw gendéw zaangazowanych w ten
proces. Przypuszcza sie, ze biatko ETR 1 (btonowy receptor etylenu) kontroluje
poziom etylenu poprzez fosforylacje kaskady obejmujgcej dwa inne biatka CTR
1i EIN 3 [2,3,21].

Kwas jasmonowy ijego ester metylowy sg rowniez waznymi efektorami wzrostu
i rozwoju roslin. Poczatkowo zwiagzki te wykryto w oleju Jasminum grandiflorum,
a nastepnie w komaérkach wielu grzybow, glonéw i roslin wyzszych. Sg one réwniez
sktadnikami niektérych feromonow. Kwas jasmonowy syntetyzowany jest z kwasu
linolenowego w wyniku wielu nie do korica poznanych reakcji. Wykazano, ze ester
metylowy jest uwalniany w roslinie na skutek uszkodzenia, ataku patogenéw, braku
wody lub w odpowiedzi na inne stresy. Przypuszcza sig, Ze jasmonian przemieszcza
sie w catej roslinie, a takze ze wzgledu na duzg lotno$¢ uwalniany jest do atmosfery.
Zwigzek ten wptywa na ekspresje genéw kodujacych swoisty typ biatek (od ang.
Jasmonate Induced Proteins — JIP), selektywng represje syntezy niektorych pep-
tydéw oraz czasowe opOznienie biosyntezy innych biatek. Jego dziatanie wptywa
na regulacje aktywacji i transkrypcji genéw dojrzewania potranskrypcyjnego od-
powiednich mRNA, modyfikacji wewngatrzkomérkowego transportu i degradacji
biatek. W odpowiedzi na atak owadéw lub inny stres prowadzacy do uwalniania
wtornych przekaznikdw, pochodne kwasu jasmonowego "uruchamiajg" program
ekspresji gendéw zwigzanych z obrong roslin, a takze w wyniku dziatania biatka
deaktywujacego rybosomy JIP 60 (ang. ribosome-inactivating protein) wplywaja
na obnizenie poziomu biosyntezy biatka [16].

2. WEASNOSCI SYSTEMINY

Systemine wyodrebniono z lisci pomidora Lycopersicon esculentum (v. Cast-
lemart), (Ifig peptydu z 2 kg lisci). Indukuje ona ekspresje inhibitorow proteaz
serynowych identycznych z powstajagcymi podczas ataku owadéw lub uszkodzenia
rodlin. Przypuszcza sie, ze zwiekszona ilos¢ inhibitoréw nagromadzona w lisciach
obniza aktywnos$¢ trawiennych proteaz w owadach, prowadzgc ostatecznie do ich
$mierci [7,12]. Systemina posiada aktywno$¢ o okoto 5 rzedow wielko$ci wiekszg
niz oligogalaktouronowe induktory inhibitoréw proteaz. Jeden pmol systeminy wpro-
wadzony do lisci pomidora powoduje synteze okoto 140 jug inhibitora | i okoto
60 fig inhibitora 1l na gram tkanki roslinnej. Wykazano, ze syntetyczny peptyd
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znakowany 14C podany na $wiezo zraniony lis¢, rozprzestrzenia sie na calg po-
wierzchnie liscia w ciggu 30 min. Po 2 godzinach radioaktywno$¢ rejestrowana
byta w wydzielinie tyka [12,13], co oznacza, ze systeminajest zdolna do systemicznej
migracji w roSlinie.

WKkrotce po wykryciu systeminy znaleziono gen jej prekursora - prosysteminy
[8,9]. Zbudowany jest on z 4526 par zasad, w ktorym 76% stanowig pary AT.
Fragmenty niekodujace, zawierajace 104 i 246 par zasad znajduja sie odpowiednio
przy koncach 5’ i3’ genu. Region kodujacy genu prosysteminy zawiera 10 intron6w
0 roznej diugosci oraz 11 egzondw, ktérych wielko$é waha sie w granicach 34
-90 par zasad. Egzony tworzg pary: 1-2, 3-4, 5-6, 7-8 i 9-10. Sekwencja genu
wykazuje duzg homologie miedzy egzonami parzystymi: 2,4,6,8,10 i miedzy eg-
zonami nieparzystymi: 1,3,5,7,9. Nie zauwazono natomiast homologii miedzy se-
kwencjami egzonow tworzacych pare, np. 1i 2. Egzon 11 nie jest homologiczny
do zadnego z pozostatych dziesieciu egzondéw i koduje systemine (rys. 1).

W prosysteminie wystepujg trzy sekwencje: RepA, RepB i RepC, ktore sg po-
wtoérzone we fragmentach Rep2A, Rep2B i Rep2C. Ustalono, ze fragmenty RepA,
RepB i RepC sa kodowane przez egzony 3, 4, 5 i 6, natomiast ich powtdrzenia
- przez egzony 7, 8, 9 i 10 (rys. 2). Nie stwierdzono homologii prosysteminy
do zadnego z dotychczas opisanych lub zarejestrowanych w bankach biatek.

Brak homologii miedzy parami egzon6éw moze sugerowaé, ze pierwotng forma
genu prosysteminy byta para egzonéw. Wystepowanie powtarzajgcych sie poli-
petydéw kodowanych przez pary egzonéw wskazuje, ze ewolucja genu mogta prze-
biega¢ poprzez duplikacje i elongacje. Wystepowanie egzonu 11 (bez pary) mozna
ttumaczy¢ wczesniejsza, niezalezng ewolucja, po ktérej nastgpito jego przytaczenie
do genu prosysteminy lub tez stopniowym zanikiem egzonu mogacego tworzyé
pare z egzonem 11.

Za pomocg analizy typu Northern wykazano, ze ilos¢ mRNA prosysteminy jest
najwieksza po 3-4 godzinach po inwazji lub zranieniu, podczas gdy mRNA inhibitora
1- po 8-10 godzinach [8]. W zdrowych lisciach nie stwierdzono obecnosci mRNA
inhibitoréw proteaz, natomiast zawsze wystepowaty w nich niewielkie iloSci mMRNA
prosysteminy. Obecno$¢ mRNA prosysteminy w liSciach (przed i po uszkodzeniu)

Rys. 1 Schemat organizacji genu prosysteminy - eksony zaznaczone sa w ramkach i oznaczone numerami
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Rys. 2. Struktura pierwszorzedowa prosysteminy [9] - sekwencje powtarzajgce sie oraz systeminy
zaznaczone sg w ramce; aminokwasy tworzgce strukture palindromiczng zaznaczone sa w ramce

Swiadczy o potencjalnej zdolnosci rosliny do dowolnej reakcji na réznego typu
ataki zewnetrzne. Po transformacji pomidora genem zawierajgcym cDNA prosy-
steminy wraz z promotorem 35S wirusa mozaiki kalafiora, w liSciach roslin trans-
genicznych stwierdzono konstytutywng synteze inhibitoréw proteaz | i Il, ktorych
poziom osigga Img/g suchych lisci. Fenotyp rosliny transformowanej jest rézny
od rosliny nie transformowanej, ktéra syntezuje inhibitory proteaz w lisciach jako
odpowiedZ na uszkodzenie zewnetrzne lub induktory chemiczne; rosliny transge-
niczne charakteryzuja sie kartowato$cig. Przeszczepienie gdrnej czesci rosliny nie-
transformowanej do dolnej cze$ci transgenicznego pomidora powoduje kon-
stytutywna ekspresje inhibitoréw w lisciach obu przeszczepionych czesciach rosliny.
Wynika z tego wniosek, ze ekspresja transgenu generuje sygnat, a jego propagacja
w roélinie nie wymaga jej uszkodzen [11].

Aby okresli¢, czy produkt genu prosysteminy jest istotny dla aktywacji ekspresji
gendw inhibitoréw proteaz, dokonano transformacji pomidora genem prosysteminy
w orientacji odwrotnej, tj. antysensownej [8]. Chimeryczny gen, sktadajacy sie
z cDNA prosysteminy w orientacji odwrotnej oraz z sekwencji promotora 35S
wirusa mozaiki kalafiora, wklonowano do wektora pUA64. Ekspresja genu cDNA
prosysteminy powodowata supresje indukcji syntezy inhibitora proteaz. Wskazuje
to, ze systemina jest integralnym skiadnikiem systemu transdukcji sygnatu, ktory
reguluje synteze inhibitorow w odpowiedzi na atak z zewnatrz.
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3. STRUKTURA SYSTEMINY

Systemina stanowi krétki fragment prosysteminy zbudowany z 18 aminokwasow,
w wigkszosci o charakterze hydrofilowym. Zaréwno w prosysteminie, jak i w sy-
steminie najwiekszy procent stanowig bowiem aminokwasy obdarzone tadunkiem
(rys. 3).

Systemina ma rzadko spotykang w biatkgch strukture palindromiczng, Tworzg
ja dwie pary prolin: 6-7 i 12-13 oraz dwie reszty glutaminy: 3 i 16, wystepujace
przy obu korcach farficucha peptydowego. Symetrie dopetniajg aminokwasy za-
sadowe - lizyny 5, 9 i 14 oraz arginina 10 (rys. 2).

Analiza aktywnos$ci systeminy w procesie indukcji genéw inhibitoréw 1 i 1l u
pomidora wskazuje, ze fragmentem niezbednym dla tej wtasciwosci jest tetrapeptyd:
Metl5-GInl6-Thrl7-Aspl8, znajdujacy sie przy koncu karboksylowym czasteczki
systeminy [13]. Delecja jednego z tych aminokwaséw powoduje catkowitg utrate
aktywnosci peptydu. Przypuszcza sie, ze aktywno$¢ biologiczna systeminy zwigzana
jest z mozliwoscig fosforylacji treoniny Thrl7.

Dla oceny roli pojedynczego aminokwasu w specyficznym oddziatywaniu sy-
steminy otrzymano zmodyfikowane czasteczki (mutanty), w ktérych kolejne ami-
nokwasy w sekwencji podstawiano alaning [13]. Wykazano, ze zmodyfikowane
czasteczki systeminy zawierajgce alanine w pozycji 2,3,4,5,6,8,9,10,14 i 15 nie
réznig sie aktywnoscig biologiczng od natywnej systeminy, natomiast wystepowanie
alaniny w pozycjach 7,11,12,13,16,17 i 18 powoduje znaczne obnizenie jej aktyw-
nosci. Szczegdlnie niska aktywnos$¢ biologiczng wykazuje mutant Alal3, a mutacja
Alal7 powoduje catkowita dezaktywacje peptydu. Zaden z mutantéw systeminy
nie wykazal wiekszej aktywnosci biologicznej niz peptyd naturalny [13].

Ze wzgledu na stosunkowo niewielka mase czasteczkowa peptydu badania stru-
ktury przestrzennej systeminy mozna prowadzi¢ przy pomocy spektroskopii mag-
netycznego rezonansu jadrowego (ang. Nuclear Magnetic Resonance - NMR) duzej
zdolnosci rozdzielczej. Mozliwa jest analiza stabilnosci chemicznej systeminy oraz
zdolno$¢ peptydu do tworzenia agregatow [22].

Pomiary widm magnetycznego rezonansu jgdrowego ID NMR) dla réznych
stezen systeminy (od 1,45 do 5,7 mM) nie wskazaty na tworzenie sie agregatow.

Podstawowym celem analizy widm NMR jest jednak okreslenie struktury prze-
strzennej badanej czasteczki w $rodowisku wodnym. Dla uzyskania petnych in-
formacji konieczne jest stosowanie kilku standardowych technik dwuwymiarowe;j
spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego [17]. W przypadku systeminy
okazato sie, ze do analizy poszczeg6lnych linii rezonansowych protonéw systeminy
konieczne jest obnizenie pH. Oznaczenie protonéw niewymienialnych prowadzono
w 6 mM roztworze systeminy w 99,9% D20, 10 mM fosforanie potasu, pH 6,8,
temp. 300 K, natomiast oznaczenie protondw amidowych wykonano w roztworze
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Rys. 3. Skfad aminokwasowy czasteczki systeminy i prosysteminy (w procentach)

90% H20/10% D20, 10 mM fosforanie potasu, pH 4,8, temp. 284 K. Na podstawie
widm COSY wyznaczono stale sprzezenia ynn-spin poszczegblnych
protonéw Ha tancucha gtéwnego. Wartosci J NHX wahaty sie jednak w granicach
7 Hz. Jednocze$nie analiza widm NOESY oraz widm ROESY nie wskazywata
na istnienie oddziatywan dalekiego zasiegu miedzy protonami tancucha gtéwnego
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oraz protonami tancuchéw bocznych poszczegdlnych aminokwaséw. Na podstawie
warto$ci statej J3nhec oraz z ana”zY efektu Overhausera przyjeto, ze systemina
zachowuje w roztworze wodnym strukture statystycznego kiebka.

W innych badaniach NMR (500 MHz) analizowano 8 mM roztwér systeminy
w 90% H20/10% D20, pH 3,2, trzech réznych temperaturach - 281 K, 293 K
i 308 K [20]. Na podstawie analizy widm dwuwymiarowych (DQCOSY, TOCSY,
NOESY) udato sie oznaczy¢ linie rezonansowe wszystkich jader wodoru. Za-
uwazono jednoczesnie, ze w danych warunkach eksperymentalnych (niskie pH)
wystepuje zjawisko izomeryzacji cis-trans peptydu. W widmach NMR ujawniato
sie ono zwielokrotnieniem linii rezonansowych od tego samego ukfadu spinowego,
ktory tworzg wszystkie protony taricucha bocznego okreslonego aminokwasu. Ob-
serwowano podwojenie linii rezonansowych protondéw 13 aminokwaséw - od GIn3
do Metl5 (rys. 4). Izomeryzacja cis-trans systeminy dotyczy wigzan z udziatem
reszt prolinowych. Stwierdzono, ze dwa izomery rdznity sie konformacjg wigzan
peptydowych Lys5 - Pro6 i Aspll - Prol2.

Na podstawie widm 'H NMR oszacowano wzajemny stosunek obu izomeréw
cis i trans. W pH 3,2 populacja izomeru cis zmieniata sie od 7% w temp. 281
K do 20% w temp. 308 K. Znajac populacje poszczegblnych izomerow czgsteczki
w okreslonych warunkach eksperymentalnych mozliwe bylo oszacowanie swo-
bodnej entalpii procesu izomeryzacji, ktéra w temp. 308 K, przy pH 3,2 wynosita
0,98 kcal/mol.

W widmach NOESY zaobserwowano réwniez pojedyncze linie rezonansowe
wskazujace na istnienie oddziatywan dipolowych dalekiego zasiegu: Hy Val2 -
NH Arg10, Ha GIn3 - NH Aspll oraz Hy Lys9 - NH GInl6é [20]. Wszystkie
te sygnaty pochodzity od protonéw izomeru cis. Dla izomeru trans nie obserwowano
sygnatow wskazujacych na oddziatywania dalekiego zasiegu. Na tej podstawie wy-
sunieto wniosek, ze izomer trans zachowuje strukture statystycznego kiebka, na-
tomiast izomer cis przyjmuje forme pofatldowana. Przy pomocy znanych procedur
dynamiki molekularnej oraz uwzgledniajgc wszystkie wiezy, jakie udato sie wy-
znaczy¢ na podstawie badan NMR, obliczono strukture izomeru cis. Na rysunku
5 przedstawiona jest jedna z 20 koncowych struktur o najnizszej energii. Ma ona
forme struktury |3 w ksztatcie litery Z (Z-like $-sheet) [4,5]]. Obliczona struktura
systeminy nie wykazuje takiej symetrii, jaka wynikata ze struktury pierwszorzedowe;j
peptydu (rys. 2). Niewielkie zatamanie symetrii nastepuje gtéwnie ze wzgledu na
rozktad wigzan peptydowych. Poniewaz obliczona struktura odpowiada tylko jed-
nemu z mozliwych izomerow, jest mozliwe, ze dynamiczna rownowaga miedzy
réznymi izomerami systeminy spetnia wymogi struktury palindromicznej. Obliczona
struktura izomeru cis jest prawdopodobnie jedng z najbardziej stabilnych.
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Rys. 4. Fragment widma TOCSY dla systeminy. Widmo zarejestrowano na spektrometrze BRUKER

AMX-500 500 MHz, w czasie mieszania (60 ms) stosowano sekwencje impulsowg MLEV-16 [20].

Prébke stanowito 500 ml 8 mM systeminy w 90%H20/10% D20, pH 3,2, temp. 308 K. Jako wzorzec
wewnetrzny stosowano DSS
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Rys. 5. Struktura przestrzenna systeminy (stereo) obliczona za pomoca programu XPLOR 3.01 [20]

4. ODDZIALYWANIE SYSTEMINY Z BIAIKAMI | DNA

W ostatnim czasie zanotowano znaczny postep w badaniach nad receptorami
systemicznych czasteczek sygnalnych. Udato sie miedzy innymi znalez¢ receptor
kwasu salicylowego oraz sklonowac przypuszczalny receptor etylenu [2,3,21]. Po-
dobne badania prowadzone sg takze w odniesieniu do systeminy. Ostatnio wy-
izolowano biatko wigzace systemine - SBP-50 (ang. Systemin Rinding Rrotein -
SBP) [19]. Autorom nie udato sie jednak wykaza¢ specyficznosci tworzenia kom-
pleksu, natomiast stwierdzono, ze biatko SBP ma wiasciwosci furyny [19]. Jesli
tak, to powstaje pytanie, z jakimi czasteczkami moze oddziatywaé systemina?

Z analizy strukturalnej wielu komplekséw biatko-DNA wiadomo, ze [3-wstega
(ang. [3sheet) jest czesto domeng odpowiedzialng za oddziatywanie miedzy makro-
czasteczkami [14,15]. Z drugiej strony, struktura palindromiczna systeminy sugeruje
mozliwos$¢ oddziatywania symetrycznego peptydu zpalindromiczng sekwencjg DNA,
podobnie jak to ma miejsce w represorach tryptofanowym i metioninowym z E.coli
[21]. W tym ostatnim przypadku domeng odpowiedzialng za oddziatywanie biat-
ko-DNA jest (3-wstega.

Przeprowadzona chromatografia powinowactwa systeminy wskazuje wyraznie
na swoiste oddziatywanie peptydu z DNA kowalentnie zwigzanym z celulozg [20].
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Inny peptyd o podobnej dtugosci (lac peptyd o dtugosci 15 aminokwasow) nie
wigzat sie z DNA. Obserwacje te staly sie podstawg do sformutowania hipotezy
o0 aktywacji ekspresji genu inhibitora proteaz na drodze specyficznego oddziatywania
biatko-DNA.

Kompleksy systeminy z DNA obserwowa¢ mozna takze przy pomocy kapilarnej
elektroforezy [10]. Poznanie petnej swoistosci oddziatywan systeminy wymaga dal-
szych badan.

Czes¢ badan wihasnych opisanych w pracy byta finansowana przez Komitet Badan
Naukowych w ramach grantu dla J.B.
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STATUT POLSKIEGO TOWARZYSTWA CYTOMETRII
(zatwierdzony przez Sad Wojewodzki w Warszawie
dnia 24 kwietnia 1996 r.)

I. Nazwa, siedziba, teren dziatalnosci i charakter prawny Towarzystwa

81

Stowarzyszenie nosi nazwe Polskie Towarzystwo Cytometrii (w dalszym ciggu
oznaczone skrétem PTC).

82
Terenem dziatalnosci PTC jest obszar Rzeczypospolitej Polskiej, a siedzibg
Wtadz miasto Warszawa.

83

PTC rozwija dziatalno$¢ za posrednictwem Zarzadu Gtdwnego i Oddziatéw zor-
ganizowanych w poszczegdlnych miastach.

Il. Celeis$rodki dziatania

84

Celem PTC jest popieranie rozwoju cytometrii i popularyzowanie tej metodyki
oraz jej zastosowan.

§5

Srodki prowadzace do tego celu s nastepujace:

a) urzadzanie posiedzen naukowych i dyskusyjnych, odczytow, wyktadow, wy-
staw, konkurséw i ankiet oraz zjazdéw naukowych i dydaktycznych;

b) wydawanie i popieranie dziatalnoSci wydawniczej z dziedziny cytometrii i
jej zastosowan;

c) popieranie badan naukowych i przyznawanie stypendidw;

d) utrzymywanie tgcznosci z pokrewnymi stowarzyszeniami oraz organizowanie
wymiany wydawnictw naukowych, cztonkostwo w innych pokrewnych organizacjach
miedzynarodowych;

e) organizowanie wymiany naukowej z zagranicg przez zapraszanie uczonych
zagranicznych do Polski i delegowanie za granice przedstawicieli Towarzystwa;

f) tworzenie sposrdéd swoich cztonkdéw sekcji i komisji do wykonywania po-
szczegOllnych zadan.
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I11. Prawa i obowigzki cztonkéw

86
Cztonkowie Towarzystwa dzielg sie na:
a) zwyczajnych,
b) honorowych,
c) wspierajacych.

87

Cztonkiem zwyczajnym Towarzystwa moze zostaé¢ kazda petnoletnia osoba, ma-
jaca dorobek naukowy w dziedzinie cytometrii lub dziedzin pokrewnych, czy tez
przyczyniajagca sie w wybitny sposéb do popularyzacji tych dziedzin.

§8
Godno$¢ cztonkéw honorowych nadaje Walne Zgromadzenie na wniosek Za-
rzagdu Gidwnego, osobom fizycznym, wybitnie zastuzonym na polu cytometrii i
dziedzin pokrewnych. Nabycie praw cztonka PTC nastepuje z chwilg wyrazenia
przez te osoby zgody na udziat w pracach PTC.

89

Cztonkiem wspierajgcym Towarzystwa moze zostaé kazda osoba fizyczna lub
prawna, okazujgca gotowos$¢ wspdtpracy z Towarzystwem w realizacji jego celdw.

8§10
Osoba pragngca zosta¢ cztonkiem zwyczajnym lub wspierajagcym PTC sklada
Zarzgdowi Giownemu lub Zarzadowi Oddziatu deklaracje, zaopiniowang przez
dwach cztonkow zwyczajnych lub honorowych Towarzystwa. Liste przyjetych czton-
kow Zarzad Oddziatu przedstawia do zatwierdzenia Zarzadowi Gtownemu. Zarzad
Gtéwny, w razie decyzji odmownej zawiadamia o niej Oddziat w terminie 2 tygodni
od jej podjecia.

§11
Cztonkowie zwyczajni i wspierajacy optacaja wpisowe oraz sktadki roczne, kt6-
rych wysoko$¢ ustala Walne Zgromadzenie.
§12
Cztonkowie honorowi nie optacajg sktadek ani wpisowego i otrzymuja bezptatnie
wydawnictwa Towarzystwa.
813

Wszyscy cztonkowie Towarzystwa majg prawo:
a) czynnego udzialu w zebraniach naukowych Towarzystwa;
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b) otrzymywania wydawnictw Towarzystwa na warunkach ustalonych przez Za-
rzad Géwny.

Cztonkowie honorowi i zwyczajni majg ponadto prawo:

c) gtosowania na Walnych Zgromadzeniach Towarzystwa;

d) wybieralnosci do wszystkich wiadz Towarzystwa.

§14

Do obowigzkdéw wszystkich cztonkéw Towarzystwa nalezy czynny udziat w
pracach Towarzystwa i popieranie jego zamierzen wymienionych w 84.

8§15

Kazdy cztonek ma prawo wystgpienia z PTC, obowigzany jest jednak powiadomi¢
0 tym na piSmie Zarzad Oddziatu i uregulowac zalegte sktadki.

8§16

W razie nieoptacenia przez cztonka sktadek w ciggu 2 lat, Zarzad Oddziatu
moze podjaé uchwate o skresleniu z listy cztonkéw Towarzystwa, a po ich ure-
gulowaniu przywroci¢ go ponownie do jego praw.

817

Cztonek Towarzystwa moze by¢ wykluczony z listy czionkdéw za czyny nie
licujgce z godnoscig cztonka lub za dziatalno$¢ na szkode Towarzystwa. Wykluczenie
nastepuje na mocy uchwaty Zarzagdu Gtdwnego wiekszos$cig 2/3 gtosow, przy czym
na zadanie wykluczonego motywy powinny by¢ zakomunikowane na pismie. Wyklu-
czonemu przystuguje prawo odwotania sie do Walnego Zgromadzenia w terminie
2 tygodni od doreczenia uchwaty.

IV. Wiadze Stowarzyszenia

818

Wiadzami PTC sg: Walne Zgromadzenie cztonkdw, Zarzad Gtowny, Prezydium
Zarzadu i Komisja Rewizyjna.

819

Walne Zgromadzenie cztonkéw PTC jest naczelng wiadzg PTC. Wytycza ono
kierunki dziatania Towarzystwa i zasady gospodarki finansowej, ustala wysoko$é
sktadki cztonkowskiej, przeprowadza wybory Zarzadu Gidéwnego i Komisji Re-
wizyjnej, udziela lub odmawia absolutorium ustepujacemu Zarzadowi Gtéwnemu,
rozstrzyga odwotania cztonkéw od uchwat Zarzagdu Gtéwnego w sprawie wyklu-
czenia ich z PTC.
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8§20

Walne Zgromadzenia cztonkéw dzielg sie na zwyczajne i nadzwyczajne. Zwy-
czajne Walne Zgromadzenie cztonkéw PTC zwotuje Zarzad Gtowny, w zwigzku
z zakonczeniem swej kadencji, co 2 lata. Nadzwyczajne Walne Zgromadzenie zwotuje
Zarzad Gtoéwny z wiasnej inicjatywy, na pisemne zgdanie Komisji Rewizyjnej PTC
lub na zadanie nie mniej niz 1/4 cztonkébw zwyczajnych i honorowych.

8§21

Walnemu Zgromadzeniu cztonkéw PTC przewodniczy wybrany przez zebranych
cztonek honorowy lub zwyczajny, protokotuje wybrany sekretarz Zgromadzenia.

8§22

Zarzad Gtowny zobowigzany jest przesta¢ zawiadomienie o zwotaniu Walnego
Zgromadzenia, wraz z proponowanym porzadkiem dziennym, wszystkim cztonkom
Towarzystwa, przynajmniej na dwa tygodnie przed wyznaczonym terminem zgro-
madzenia.

§23

Porzadek dzienny zwyczajnego Walnego Zgromadzenia ustala Zarzad Gtéwny.
Porzadek dzienny moze by¢ uzupetniony przez Walne Zgromadzenie, na zyczenie
Zarzadu kazdego z Oddziatéw, doreczone na pismie Zarzadowi Giownemu,
najpdzniej na pieé¢ dni przed terminem Walnego Zgromadzenia.

§24

Porzadek dzienny nadzwyczajnego Walnego Zgromadzenia musi obejmowac pun-
kty dotyczace spraw, celem ktérych zalatwienia nadzwyczajne Walne Zgroma-
dzenie zostato zwotane.

§25

Walne Zgromadzenie cztonkéw PTC jest prawomocne w pierwszym zwotanym
terminie jezeli uczestniczy w nim co najmniej potowa sumy liczby cztonkdéw zwy-
czajnych i honorowych. Jezeli to nie nastapi, w drugim terminie wyznaczonym
nie wczesniej niz 30 minut po uptywie czasu pierwszego terminu, do waznosci
uchwatWalnego Zgromadzenia wystarczy obecno$¢ co najmniej 1/4 liczby cztonkéw.

8§26

Uchwaty zapadajg zwyklg wiekszosciag gtoséw, z wyjatkiem uchwat dotyczacych
zmian statutu, wyboru cztonkéw honorowych i wykluczenia cztonkoéw, ktorzy od-
wotali sie do Walnego Zgromadzenia oraz rozwigzania Towarzystwa. Uchwaty
te wymagaja 2/3 gtoséw. Wybory do Zarzadu Gtdwnego i udzielenie absolutorium
odbywajg sie w gtosowaniu tajnym. Inne uchwaty moga by¢ podejmowane w gto-
sowaniu jawnym, jezeli obecni jednomysinie zgodzg sie na takg forme gtosowania.
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8§27

Walne Zgromadzenie cztonkéw Towarzystwa wybiera w tajnym gtosowaniu:
a) Prezesa,

b) Prezesa-Elekta,

c) czterech cztonkéw Zarzadu Giéwnego,

d) trzyosobowg Komisje Rewizyjna.

Ustepujacy prezes wchodzi do Zarzadu z urzedu, na jedng kadencje.

§28

Kadencja Zarzadu Gtéwnego trwa dwa lata. Tej samej funkcji w Zarzadzie cztonek
nie moze petni¢ przez okres wiecej niz dwoch kadencji, funkcje w Zarzadzie Gtoéw-
nym nie moga by¢ taczone.

8§29

Zarzad Giéwny PTC Kieruje dziatalno$cig Towarzystwa, wykonuje nadzdr nad
dziatalnoscig Oddziatdw i zarzadza majatkiem Towarzystwa, zgodnie z postano-
wieniami niniejszego Statutu i uchwatami Walnego Zgromadzenia cztonkéw oraz
reprezentuje Towarzystwo na zewnatrz.

8§30

Zarzad Gloéwny PTC sklada sie z Prezesa, Prezesa-Elekta, Przewodniczacych
Oddziatéw oraz ponadto pieciu cztonkéw - w tej liczbie Sekretarza i Skarbnika
oraz Prezesa poprzedniej kadencji. W przypadku zmniejszenia sie skfadu Zarzadu
Gtéwnego ma on prawo dokooptowania do swego sktadu najwyzej dwoch cztonkéw,
poza wymienionymi wyzej. W razie niemoznosci przybycia Przewodniczgcego Od-
dzialu na posiedzenie Zarzadu Gitdéwnego, ma on prawo upetnomocnié jednego
z cztonkéw Zarzadu Oddziatlu do zastepowania siebie na tym posiedzeniu. Pet-
nomochictwo to winno byé wydane na pismie ijest wazne tylko najedno posiedzenie
Zarzadu Giownego. Prezes, Prezes-elekt, Sekretarz i Skarbnik tworzg Prezydium
Zarzadu Giownego PTC. Biezgce sprawy PTC sg prowadzone przez Prezydium
Zarzadu Gtownego.

830

Najp6zniej w 10 dni po wyborach winno sie odby¢ posiedzenie konstytucyjne
Prezydium Zarzadu Gitdéwnego, na ktdrym cztonkowie wybrani przez Walne Zgro-
madzenie dokonujg wyboru sposrdd siebie funkcji Sekretarza, Skarbnika i ewen-
tualnie inne.

8§32

W razie ustgpienia Prezesa Towarzystwa w czasie trwania kadencji, funkcje
jego az do najblizszego Walnego Zgromadzenia obejmuje Prezes-elekt. Jezeli Zgro-
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madzenie to byloby Nadzwyczajnym Walnym Zgromadzeniem, to w jego porzadku
dziennym winien znalez¢ sie punkt przewidujacy wybory nowego Prezesa-Elekta.

833

Zarzad Gléwny organizuje przynajmniej raz na trzy lata zjazdy naukowe lub
powierza ich organizacje Zarzadom Oddziatow.

§34

Posiedzenie Prezydium Zarzadu Gtdwnego PTC zwotuje Prezes lub Prezes-elekt,
w zasadzie raz na dwa miesigce.

835

Posiedzenie plenarne Zarzadu Gtownego PTC zwotuje Prezes lub Prezes-elekt,
co najmniej jeden raz w roku. Zwotuje on ponadto posiedzenia plenarne na pisemny
wniosek Komisji Rewizyjnej lub przynajmniej 3 cztonkéw Zarzadu Gtdwnego. Wszy-
scy cztonkowie Zarzagdu Gtéwnego powinni otrzymac zawiadomienie o posiedzeniu,
przynajmniej na tydzien przed terminem, wraz z proponowanym porzadkiem dzien-
nym.

§36

Do prawomocnosci uchwat Zarzadu Gtéwnego wystarczy obecnos$¢ co najmniej
2/3 cztonkéw tego Zarzadu, w tym Prezesa lub Prezesa-Elekta. Uchwaty Zarzadu
Gtownego lub jego Prezydium zapadajg zwyklg wiekszoscig gtoséw. W razie row-
nosci gloséw rozstrzyga gtos przewodniczacego zebrania. Przebieg obrad jest proto-
kotowany. Protokot podpisuje Przewodniczacy i Sekretarz.

§37

Prezes Zarzadu Gtéwnego przewodniczy z urzedu posiedzeniom Zarzadu. Re-
prezentuje PTC we wszystkich jego stosunkach z wiadzami iinstytucjami naukowymi
w kraju i za granicg. Do dokonywania czynnosci prawnych w imieniu PTC upo-
wazniony jest Prezes Zarzadu Gtownego oraz ustanowieni przez niego petnomocnicy.

§38

Skarbnik prowadzi ksiegowo$¢ Zarzadu Gtéwnego, sporzadza zestawienia i spra-
wozdania finansowe dla wtadz, Walnego Zgromadzenia cztonkéw oraz Komisji
Rewizyjnej, prowadzi i podpisuje korespondencje dotyczacg zobowigzan material-
nych.

839

Komisja Rewizyjna sktada sie z trzech oséb, wybranych przez Walne Zgro-
madzenie na okres kadencji Zarzagdu Gtdwnego. Komisja Rewizyjna konstytuujac
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sie, wybiera ze swego sktadu Przewodniczacego i zastepce. W przypadku zmniej-
szenia sie sktadu Komisji Rewizyjnej ma ona prawo dokooptowania do swego
sktadu nie wiecej niz 1 osobe.

§40

Komisja Rewizyjna przeprowadza kontrole dziatalnosci Towarzystwa ijest obo-
wigzana przynajmniej raz w okresie kadencji przed Walnym Zgromadzeniem czton-
kéw dokonaé rewizji ksigg, dokumentéw kasowych, sprawdzi¢ stan majatku i
prawidtowos¢ wydatkow finansowych w oparciu o preliminarz oraz ztozy¢ na pismie
sprawozdanie i wnioski Walnemu Zgromadzeniu. Wsréd tych wnioskow Komisja
Rewizyjna stawia rowniez wniosek o udzielenie lub odmoéwienie absolutorium uste-
pujgcemu Zarzagdowi Gtdwnemu. Postanowienia Komisji Rewizyjnej podejmowane
sg zwyklg wiekszoscig gtosow.

V. Struktury terenowe

§41
W celu realizacji zadan PTC, z inicjatywy Zarzadu Gtéwnego albo z inicjatywy
terenowej, moga powstawa¢ w poszczegOlnych miejscowosciach Oddziaty PTC,
ktére beda jednostkami regulaminowymi PTC. Do powotania Oddziatu wymagany
jest udziat przynajmniej pieciu 0séb.
§42
Na pokrycie kosztow zwigzanych z dziatalnoscig - Oddziaty otrzymujg fundusze,
ktérych wielko$¢ ustala Zarzad Gidéwny.
§43

Oddziaty zobowigzane sg sktadac raz do roku Zarzadowi Gtéwnemu sprawozdania
z dziatalnosci naukowej, organizacyjnej i finansowej.

VI. Majatek Towarzystwa

§44

Majatek Towarzystwa powstaje z:

a) optat wpisowych,

b) skiadek cztonkowskich,

¢) subwencji panstwowych, instytucji samorzadowych itp.,
d) darowizn, spadkéw i zapiséw.

§45

Towarzystwo prowadzi ksiegi rachunkowe i inwentaryzacyjne, przygotowane
do czynnosci i potrzeb, zgodnie z wymaganiami przepisow ogo6lnych.
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§46

Funduszami Towarzystwa dysponuje zgodnie z opracowanym i zatwierdzonym
preliminarzem Prezes lub Prezes-elekt wspdlnie ze Skarbnikiem, albo osobg przez
nich upowazniong, zgodnie z obowigzujgcymi przepisami. Oni tez sg uprawnieni
do zaciggania zobowigzan majatkowych.

VII. Przepisy koricone

§47

Zmiany Statutu PTC zapadajg na mocy uchwaty Walnego Zgromadzenia czton-
kéw PTC wiekszoscig 2/3 gtoséw. Walne Zgromadzenie cztonkéw PTC jest pra-
womocne w pierwszym zwotanym terminie jezeli uczestniczy w nim co najmniej
potowa sumy liczby cztonkdw zwyczajnych i honorowych. Jezeli to nie nastagpi,
w drugim terminie wyznaczonym nie wcze$niej niz 30 minut po uptywie czasu
pierwszego terminu, do waznosci uchwat Walnego Zgromadzenia wystarczy obe-
cno$¢ conajmniej 1/4 liczby cztonkow. Projekt zmiany Statutu powinien by¢ przestany
cztonkom PTC na co najmniej trzy tygodnie przez Walnym Zgromadzeniem.

8§48
Rok gospodarczy Towarzystwa trwa od 1 stycznia do 31 grudnia.

849

Rozwigzanie Towarzystwa moze nastgpi¢ na mocy uchwaty Walnego Zgroma-
dzenia Cztonkow PTC, powzietej wiekszoscig 2/3 gtoséw. Walne Zgromadzenie,
uchwalajac rozwigzanie Towarzystwa, jednoczes$nie decyduje o sposobie likwidacji
i 0 uzyciu jego majatku. Walne Zgromadzenie cztonkéw PTC jest w sprawie
rozwigzania Towarzystwa prawomocne w pierwszym zwotanym terminie, jezeli
uczestniczy w nim co najmniej potowa sumy liczby cztonkéw zwyczajnych i ho-
norowych. Jezeli to nie nastgpi, w drugim terminie wazno$¢ uchwat Walnego Zgro-
madzenia nie zalezy od liczby obecnych cztonkéw Towarzystwa.
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VI Ogdlnopolska Konferencja Biologii Komorki
odbedzie sie w dniach 12-14 wrzesnia 1996 r. w Lublinie.

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

>- Blony biologiczne

>m Patologia komorki

>e Starzenie sie i Smier¢ komorek

>m Biologia rozwoju

>- Ruch i cytoszkielet- Komunikacja miedzykomorkowa
> Komorka a $rodowisko

>* Wspobtczesne metody w biologii komarki

> Morfologiczna analiza iloSciowa

>- Varia.

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

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

Obrady Konferencji beda prowadzone w jezyku polskim.

Wszelkich informacji zwigzanych z Konferencjg udziela

dr hab. K. Trebacz

Zaktad Biofizyki Instytutu Biologii UMCS

20-033 Lublin, ul. Akademicka 19

Fax: (81)375102, tel. 375080

E-mail: TREBACZ BIOTOP. UMCS. LUBLIN. PL
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Komunikat Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

Zarzad Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczng
nagrode naukowg, w tym réwniez w roku 1996, za wyrdzniajacg sie oryginalng
prace z zakresu biologii komorki, indywidualng lub zespotowg, wykonang wylgcznie
w krajowej placowce naukowej, opublikowang w ostatnich dwdch latach w cza-
sopismie figurujgcym w Current Content.

Wysokos$¢é nagrody w 1996 r. wyniesie 600 NZt

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

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

Regulamin
dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

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

A 2. Praca musi by¢ wydrukowana w czasopismie naukowym referowanym
w Current Content.

~ 3. Praca powinna by¢ opublikowana nie wczes$niej niz w ostatnich dwéch
latach poprzedzajacych nadanie nagrody.
4. Preferowane beda prace miodych autorow.
N 5, Wysoko$é nagrody w danym roku kalendarzowym ustala Zarzad Funda-
cji-
N 6. Zgtasza€ prace do nagrody moze kazdy.
AN 7. Prace nalezy zgtasza¢ do Zarzadu Fundacji ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa, pokéj 314 do 15 pazdziernika kazdego roku.
~ 8. Ocene kwalifikujaca prace do nagrody przeprowadza Komisja Nagrod
powotana przez Zarzad Fundacji zasiegajac w razie potrzeby opinii specjali-
stow.
9. Decyzja Komisji ogtaszana bedzie w "Postgpach Biologii Komarki".

10. Nagroda wreczana bedzie w czasie jednej z konferencji naukowych z
zakresu biologii komorki.



http://rcin.org.pl



XXVI Konferencja szkoleniowa z zakresu biologii komdrki

Uprzejmie zawiadamiamy, ze Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Anatomi-
cznego i Polskiego Towarzystwa Histo- i Cytochemikéw oraz Redakcja Postepow
Biologii Komorki organizujg doroczng konferencje szkoleniowg na temat:

"Mechanizmy regulacji ekspresji genéw eukariotycznych",
ktora odbedzie sie w dniu 7 grudnia (sobota) 1996 r. w Warszawie w sali wyktadowej
im. L. Paszkiewicza w "Anatomicum" Akademii Medycznej przy ul. Chatubiiskiego
5. Poczatek obrad o godz. 10.

Optata za uczestnictwo 5 NZt ptatna na miejscu obrad. W ramach optaty ucze-
stnicy otrzymaja suplement 6 PBK zawierajagcy materiaty Konferencji.

Program konferencji:

Otwarcie konferencji

Woprowadzenie - Jacek Kuznicki

Struktura chromatyny a regulacja transkrypcji - Andrzej Jerzmanowski (Pra-
cownia Biologii Molekularnej Roslin, UW/IBB)

Rola metylacji DNA w ekspresji gendw - Jan Fronk (Instytut Biochemii UW)
Xenopus laevis jako model do badari funkcjonalnych czynnikdéw transkry-
pcyjnych - Monika Puzianowska-Kuznicka (NIH, NICHD, LME)

Przerwa

Promotory genéw kodujacych biatka o komdrkowo-specyficznej ekspresji -
Jacek Kuznicki (Inst. Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN)

Rola indukowanych czynnikdéw transkrypcyjnych w regulacji ekspresji genéw
- Bozena Kaminska-Kaczmarek (McGill, Department of Psychology, McGill Uni-
versity)

TBP - struktura, funkcje oraz interakcje zinnymi czynnikami transkrypcyjnymi
Ewa Bartnik (Zaktad Genetyki, UW/IBB)

Podsumowanie

Uczestnikom Konferencji zostang réwniez udostepnione po nizszej cenie zeszyty
PBK.

Warszawa, sierpien 1996 r. Organizatorzy
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukuja artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiggnie¢ biologii
komarki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za Scisto$¢ podawanych informacji.
Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i
embriologicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga by¢ bez zgody redakcji
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autoréw o nadsytanie prac bezposrednio do Redaktoréw odpowiedniej
specjalnosci, ado Redakcjiw Warszawie tylkote artykuty, ktére nie odpowiadaj g zadnej zwymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1) artykuty przegladowe nie przekraczajgce 20 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych w zasadzie z ostatnich 5 lat
(do 10% pozycji bibliograficznych starszych);

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

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

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

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

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

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

Tabele, opisy schematéw irysunkéw powinny by¢ zatgczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza
by¢ wykonane w postaci nadajacej si¢ do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na
btyszczacym papierze. Wymiary poszczeg6lnych rysunkéw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zatagczniki sa zapozyczone z innych Zrédet, nalezy poda¢, skad zostaty zaczerpniete i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza si¢ w niezmienionej formie.
Wszystkie zataczniki muszg by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem gory i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI.

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

Redakcja prosi o propozycje do 5 0s6b (nazwisko, imie, adres, fax), ktdre bytyby odpowiednimi recenzentami
maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktdérej pracuje autor, anijego wspétpracownikami.
Redakcja prosi takze gtdwnego Autora o dotagczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

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

tabel i rycin. tak nie wystana do innej redakcji. tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptujg prace, tak nie Dotaczono kopie pracy na dyskietce z podaniem nazwy

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

kowane sg zamieszczone w tek$cie artykutu tak nie Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zat. maszyn, tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w "Postepach Biologii Komérki" przechodzi na wtasno$¢ reda-
kcji i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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