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W tym zeszycie ¢« Postepow Biologii Komorki e

Struktura i funkcja receptora androgenowego ijego udzial w nowotworzeniu
gruczotu krokowego zostaty oméwione w artykule na stronie 49. Mutacja genu
receptora androgenowego moze przyczyni¢ sie do uzyskania przez komorki
nowotworowe przewagi nad komérkami prawidtowymi. Nie jest jednak wyklu-
czone, ze mutacje wykrywane w genie receptora androgenowego sg raczej
odzwierciedleniem niestabilnosci genomu komorki nowotworowej.

W artykule na stronie 67 omowiono budowe ifunkcje receptora lutropiny (LH,
hCG). Receptor jest glikoproteing zawierajgcg domene zewnagtrzkomorkowa,
domene przezblonowa ztozong z siedmiu segmentéw oraz C-koricowg dome-
ne cytoplazmatyczng. Opisano modele wyjasniajace oddziatywanie hormonu
z receptorem itransdukcje sygnatu zapoczgtkowana przez gonadotropiny.

W punktach ztaman chromosoméw podlegajacym aberracjom strukturalnym
w ostrych biataczkach szpikowych (AML) zlokalizowano geny odgrywajace
role w leukemogenezie. W wyniku translokacji t(8;12) typowej dla AML M2
dochodzi do fuzji genéw eto i aml 1, co zaburza zalezng od AML 1 aktywacje
genéw odpowiedzialnych za hemopoeze. Te iinne rearanzacje genéw w AML
i ich skutki sg szczegétowo omowione w trzecim juz z tej serii artykutow (na
stronie 3) ostatnio publikowanych w Postepach Biologii Komorki (poprzednie
artykuly PBK 23; ss. 169 i 183, z 1996 r.).

Rodzina genow bcl-2 jest przedmiotem intensywnych badan z uwagi na ich
role w procesie apoptozy. Artykut na stronie 33 nawigzuje do wczes$niej
opublikowanego artykutu o apoptozie doswiadczalnej (PBK 23; 421, 1996).
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NAJCZESTSZE ABERRACJE STRUKTURALNE
CHROMOSOMOW W OSTRYCH BIALACZKACH
SZPIKOWYCH DE NOVO

THE MOST FREQUENT STRUCTURAL CHROMOSOME
ABERRATIONS IN DE NOVO ACUTE MYELOID LEUKEMIAS

Marzena CZARNECKAOQO Olga HAUS(2

(IKlinika Hematologii i Choréb Rozrostowych Uktadu Krwiotwo6rczego AM
Wroctaw, <9Zaktad Genetyki, Katedra Patofizjologii AM Wroctaw

Streszczenie'. W punktach ztaman chromosoméw ulegajacych aberracjom strukturalnym w ostrych
biataczkach szpikowych (obs) zlokalizowano geny odgrywajace role w leukemogenezie. Okreslone
aberracje i odpowiadajace im rearanzacje genéw wiaza sie z okreslonymi cechami fenotypowymi
biataczki. W wyniku translokacji t(8;21), typowej dla obs M2, dochodzi do fuzji genéw eto i amll, co
zaburza zalezng od AML1 aktywacje genéw odpowiedzialnych za hemopoeze. W wyniku korzystnej
rokowniczo t(15; 17), specyficznej dla obs M3, dochodzi do fuzji genéwpml i ram (receptora alfa kwasu
retinowego), co blokuje dojrzewanie komoérek szeregu granulocytowego stymulowane przez kwas
retinowy. Specyficzne leczenie duzymi dawkami kwasu retinowego przetamuje blok i indukuje remisje
choroby. Wystepujacym gtéwnie w obs M5a, niekorzystnym prognostycznie aberracjom 11923 towa-
rzyszy rearanzacja genu mil. W wyniku inv( 16)(p 13922) skojarzonej z obs M4Eo dochodzi do powstania
genu fuzyjnego cbfb/myh 11, ktérego produkt hamuje dziatanie genu ami 1, zaburzajgc prawidiowg
eozynopoeze. t(6;9), w wyniku ktérej dochodzi do fuzji genéw dek i can, zaburzajacej transport biatek
i RN A miedzy jadrem komérkowym a cytoplazma, kojarzy sie z mielodysplazja, bazofilia w szpiku oraz
miodym wiekiem chorych.

Stowa kluczowe: ostra biataczka szpikowa, aberracje strukturalne chromosoméw, rearanzacje genow,
fuzja genéw, czynnik rokowniczy

Summary: In the breakpoints of chromosomes involved in structural aberrations in acute myeloid
leukemias (AML) the genes taking part in the leukemogenesis were localized. Particular aberrations and
accompanying gene rearrangements are associated with distinct phenotypic features of leukemia.
Translocation t(8;21), typical of AML M2, results in a fusion of eto and amll genes, which interferes
with AML1 - dependent activation of genes responsible for hemopoiesis. t(15; 17), a good prognostic
factor, specific of AML M3, results in pml/rara (retinoic acid receptor alpha) gene fusion, that blocks



4 M. CZARNECKA, O. HAUS

granulocytic cells maturation stimulated by retinoic acid. Specific treatment with high doses of retinoic
acid overcomes the block and induces remission of the disease. inv(16)(pl3g22) associated with AML
M4Eo results in a fusion gene cbfb/myh 11, which product inhibits amIl gene function subsequently
disturbing normal eosinophilopoiesis. 11923 aberrations, a bad prognostic factor, present mainly in
AML Mb5a, are accompanied by mil gene rearrangement. t(6;9), associated with dek and can gene fusion,
which interferes protein and RNA transport between cell nucleus and cytoplasm, is associated with
myelodysplasia, bone marrow basophilia and young patients age.

Key words: acute myeloid leukemia, structural chromosome aberrations, gene rearrangements, gene
fusion, prognostic factor

NAJCZESTSZE ABERRACJE STRUKTURALNE
CHROMOSOMOW W OSTRYCH BIALACZKACH
SZPIKOWYCH DE NOVO

Aberracje chromosomowe wystepujg w 64 do 90% przypadkow ostrych biataczek
(0.b.). Zmiany te moga mie¢ charakter aberracji liczbowych lub strukturalnych.
Tym drugim z reguly towarzyszg rearanzacje gendw, ktére moga by¢ obecne nawet
woéwczas, gdy nie stwierdza sie zmian cytogenetycznych. Obecno$¢ aberracji chro-
mosomowych oraz ich charakter, warunkujacy rozwéj okreslonego typu o.b. (zaan-
gazowanie okreslonych chromosoméw igendw) majg wptyw naprzebieg o.b., odsetek
osigganych remisji catkowitych iczas przezycia pacjentéw. W zwigzku z tym wynik
badania cytogenetycznego moze wptywaé na rodzaj i intensywno$¢ zastosowanej
u pacjenta terapii. Podstawowe znaczenie ma ocena, czy dana anomalia cytogene-
tyczna, skojarzona z okreslonym typem o.b., jest czynnikiem dobrego czy ztego
rokowania, dobrej czy ztej odpowiedzi na leczenie. W latach siedemdziesigtych
uwazano, ze czynnikiem rokowniczym jest tzw. status chromosomowy badanych
komérek: NN = prawidtowy kariotyp we wszystkich analizowanych mitozach, AN
= jednoczesna obecno$¢ mitoz prawidtowych i mitoz z aberracjami klonalnymi
lub AA = obecno$¢ tylko mitoz z aberracjami klonalnymi. Niezaleznie od typu
0.b. status NN lub AN wigzano z dobrg prognozg, natomiast status AA - ze zi3.
Ttumaczono to faktem, iz u chorych ze statusem AA po zastosowaniu intensywnej
chemioterapii pozostajgce w szpiku komorki, bedgce punktem wyjscia odnowy,
takze moga mie¢ zmiany chromosomowe [48].

W dalszych badaniach analizowano warto$¢ prognostyczng poszczegélnych typow
aberracji chromosomowych. Stwierdzono, ze ztozone zmiany kariotypu skojarzone
sg ze zlg prognoza, inwersje - z dobrg, a trisomia 8 - z posrednig [58]. W 1986
roku "Second MIC Cooperative Study Group", analizujgc wyniki 10-letnich badan
cytogenetycznych kilkudziesieciu laboratoriow Swiata, okreslita zaleznos$ci pomiedzy
konkretnym podtypem morfologicznym iimmunologicznym biataczki a charakterem
towarzyszacej mu zmiany cytogenetycznej. Aberracjami strukturalnymi najczesciej
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Tabela 1. Najczestsze aberracje chromosomowe w ostrych biataczkach szpikowych

Aberracje Geny Wystepowanie Najwazniejsze korelacje
uczest-  (typ ostrej hematologiczno-kliniczne
niczace biataczki szpikowej)

1(9;22) (g34;ql 1) ber MI-mieloblastyczny zte rokowanie
abl bez cech réznicowania
rzadziej inne

t(8;21) (922;922) AML 1 M2-mieloblastyczny duze blasty z ziarnistosciami i pateczkami Auera
ETO z cechami réznicowania pozaszpikowe guzy biataczkowe
rzadziej inne tatwe uzyskiwanie remisji choroby

t(15;17) (q22;q9 12-21) PML M3-promielocy towy dobre rokowanie
RARA specyficzne leczenie kwasem
all-trans-retinowym

inv/del (16) (q22) CBFB M4-mielomonocytowy zaburzenia eozynocytopoezy

MYH 11z nieprawidtowg dobre rokowanie

MT eozynocytopoeza
rearanzacje 11923 MLL Mb5a-monoblastyczny  czesto biataczka dwuliniowa

rzadziej inne zte rokowanie

1(6;9) (p23;q34) dek M2, M4, inne miody wiek

can czesto po zespole mielodysplastycznym (MDS)

bazofilia

zte rokowanie

inv/t(3) (q21q26) 7 rézne zaburzenia trombocytopoezy
nadptytkowos¢

spotykanymi w ostrych biataczkach szpikowych (0.b.s.) de novo sg, przedstawione
w tabeli 1. translokacja t(8;21)(q22;922), translokacja t(15;17)(q22;q 12-q21), in-
wersja lub delecja inv/del( 16)(q22), translokacja t(6;9)(p23;q34), rearanzacje 11q23,
inwersja lub translokacja inv/t(3)(q21q26) [18,50] oraz translokacja t(9;22), ktorej
szczegbtowy opis ukazat sie niedawno w "Postepach Biologii Komorki" [17]. Oprécz
wymienionych aberracji strukturalnych w o.b.s. znajduje sie jeszcze wiele innych,
0 mniejszej czestosci lub geograficznie ograniczonym zasiegu wystepowania [18],
ktérych nie uwzgledniono w niniejszym artykule.

t(8;21)(922;922)

Translokacja ta skojarzona jest gtéwnie z o.b. mieloblastyczng z cechami doj-
rzewania - M2 [M2/t(8;21) wg MIC], choé byta takze znajdowana w o.b.s. typu
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M1, M4 o.b. eozynofilowej oraz w zespole mielodysplastycznym (MDS) RAEB-t
[50,53,59]. Wystepuje w 10% przypadkoéw o.b.s. M2, czesciej (80%) jako jedna
z kilku niz jako pojedyncza aberracja i stanowi prawie 40% zmian cytogenetycznych
obserwowanych w tym typie o.b.s. [50]. Stwierdzana jest gtéwnie u chorych ponizej
50 roku zycia, podczas gdy czesto$¢ o.b.s. M2 jest wieksza w starszym wieku.
Sadzono, ze rzadko wystepuje w przebiegu biataczek wtérnych, lecz ostatnio coraz
czesciej znajdowana jest we wtérnej o.b.s. po leczeniu cytostatykami dziatajgcymi
na topoizomeraze Il - antracyklinami i epipodofilotoksynami [41]. W wystepowaniu
tej zmiany wséréd chorych z o.b.s. M2 stwierdza sie nierownomierng dystrybucje
geograficzna; czestos¢ t(8;21) jest wieksza w Japonii niz np. w USA [20].

Prawdopodobiefstwo btedu polegajagcego na niewykryciu t(8;21) w badaniu w
mikroskopie Swietlnym jest niewielkie, poniewaz fragment 8q22-qter bioracy udziat
w tej translokacji jest wystarczajgco duzy i tatwy do identyfikacji, zwtaszcza w
trakcie analizy chromosomoéw na odbitkach fotograficznych [40].

Punktami ztamania w t(8;21) sa: 8922 i 21922, gdzie zlokalizowano onkogeny:
c-mos i hu-ets 2 [51]. Poczatkowo uwazano, ze c-mos ulega przemieszczeniu na
chromosom 21 lub ze krytycznym momentem dla powstania choroby jest translokacja
hu-ets-2 na chromosom 8, dane te jednak nie potwierdzity sie. W obrebie trans-
lokowanego genu hu-ets 2 nie stwierdzono rearanzacji, ktére mogtyby by¢ od-
powiedzialne za rozwéj choroby. By¢ moze przyczynia sie do niego zmieniona
ekspresja tego genu [48].

Nowsze badania wykazaty, ze w punkcie ztamania chromosomu 21 zlokalizowany
jest gen aml 7, kodujacy czynnik transkrypcji, ktory reguluje funkcje wielu gendw
odpowiedzialnych za prawidtowg hematopoeze [42], a w obrebie chromosomu 8
- gen eto (eight twenty one), okreslany takze jako mtg-8 (myeloid translocation
gene) [10]. Translokacja pomiedzy chromosomem 8 i 21 doprowadza do fuzji obu
genow w obrebie chromosomu 8 [41]. Produkt fuzyjnego genu amll/eto zachowuje
zdolno$¢ oddziatywania z DNA i zaburza aktywacje genoéw zalezng od AML 1
A wiec transformacja nowotworowa zalezna od fuzji aml l/eto moze wynika¢ ze
zmienionej regulacji transkrypcji genéw docelowych dla AML 1 [39]. Wykrywanie
genu amll/eto moze by¢ pomocne w poszukiwaniu t(8;21) w ztozonych kariotypach.
Jego obecno$¢ mozna stwierdzi¢ u 80-100% pacjentéw z M2/t(8;21) w momencie
rozpoznaniachoroby, w czasie dtugo trwajgcej remisji i przy nawrocie. Spowodowane
jest to prawdopodobnie lepszg przezywalnoscia komdrek powodowang przez biat-
kowy produkt fuzji genéw aml l/eto. Gen fuzyjny jest takze obecny u pacjentéw
po autologicznym przeszczepie szpiku, co ogranicza warto$¢ wykrywania aml I/eto
dla klinicznego monitorowania choroby, zwtaszcza dla wykrywania choroby re-
sztkowej [31].

Natomiast przeprowadzona w okresie remisji analiza cytogenetyczna, ktorej wy-
niki dotycza komorek proliferujgcych, wykazuje w wiekszosci przypadkéw znik-
niecie komérek z t(8;21) i powr6t do prawidtowego kariotypu. Jezeli w momencie
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osiggniecia CR stwierdza sie nadal obecnos$¢ t(8;21), czyli brak remisji cytoge-
netycznej, to ze wzgledu na mozliwo$¢ wczesnych nawrotow choroby i zte rokowanie
u takich chorych zaleca sie kontynuowanie bardziej intensywnej chemioterapii [58].
Obecnosé t(8;21) w komorkach pacjentdw w okresie remisji moze réwniez zalezeé
od ekspansji klonu biataczkowego z nieprawidtowym kariotypem w warunkach
hodowli. Zjawisko to zostato doSwiadczalnie udowodnione dla komorek z t(8;21),
t(15;17) i aberracjami 11923 [32].

Wariantowe translokacje, obejmujgce przemieszczenia miedzy 822 albo 21922
a nowym partnerem chromosomowym, wystepuja w 4% przypadkéw i obejmuja
najczesciej chromosomy 3 i 16 [40].

Analizujac translokacje 21q22 zwrécono uwage na zwigzek interleukiny 5 (IL-5)
ze zkamaniami w tym prazku. Mimo ze gen IL-5 nie jest tu zlokalizowany, u
chorych z M2/t(8;21) leczonych IL-5 nastepuje dojrzewanie ir6znicowanie komorek
biataczkowych w kierunku eozynofiléw. Ten typ biataczki okreslono jako "IL-5
- responsive AML" - biataczke reagujaca na leczenie interleuking 5. Komorki bia-
faczkowe z rearanzacjg 21922 majg pewne charakterystyczne cechy immunofe-
notypowe: #gczqa w sobie cechy mieloidalne (CD 13, CD 33) z cechami linii
limfoidalnej B (CD 19) [55].

Dodatkowe zmiany chromosomowe sg obecne w 80% przypadkéw M2/t(8;21)
inajczesciej polegajg nautracie chromosomu ptciowego, cojest trzecig pod wzgledem
czestoSci wystepowania anomalig liczbowg w o.b. [50]. Utrata chromosomu Y,
stwierdzana az u 74% mezczyzn z M2/t(8;21), wystepuje czeSciej niz utrata chro-
mosomu X u kobiet (36% przypadkéw) [48]. Przyczyng utraty tych chromosomoéw
przy obecnosci t(8;21) jest prawdopodobnie przedwczesne indukowanie ekspresji
kinazy proteinowej powodujacej przejscie z fazy G2 do mitozy. Dochodzi w ten
sposéb do skrocenia fazy syntezy, przez co podziat komorki zachodzi, zanim
replikacja chromosomdw zostanie catkowicie zakofnczona. Komaorka traci chromo-
somy poznoreplikujgce - nieaktywny chromosom X albo chromosom Y [40].

Translokacji t(8;21) moga towarzyszy¢ takze inne wtdérne aberracje: izochro-
mosom diugich ramion 17 - i(17q), izochromosom diugich ramion chromosomu
X -i(Xq) oraz czesciowa delecja dtugich ramion chromosomu 9- del(9q), obejmujaca
co najmniej region 9922 - z reguly 9921-9q31 [24,50].

W o0.b.s. M2 pewne cechy morfologiczne komorek blastycznych sygnalizujg obec-
nos¢ t(8;21) - blasty sg duze, o niskim wskazniku jadrowo-cytoplazmatycznym,
z duzymi ziamisto$ciami w zasadochtonnej cytoplazmie. W znacznym odsetku ko-
morek blastycznych i dojrzewajacych stwierdza sie pateczki Auera. W platowatych
monocytoidalnych jadrach komdrkowych obecne sg dwa jagderka potozone obwo-
dowo. W jadrze i cytoplazmie wystepujg wodniczki. Komorki z t(8;21) moga roz-
nicowac sie w kierunku neutrofilow i eozynofiléw, ktére czesto zawierajg mato
ziarnistosci [54]. W badaniu cytochemicznym komdarki te wykazujg pozytywng re-
akcje na peroksydaze oraz niskg aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej, co zwigzane jest
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raczej z obecnoscig og6lnie nieprawidtowego kariotypu niz specyficznej translokacji.
Pacjenci z M2/t(8;21) majg wyzszy odsetek promielocytow i dojrzatych komoérek
szeregu granulocytowego, w tym réwniez eozynofilow, nizszy odsetek prekursoréw
szeregu erytroblastycznego oraz mieloblastbw w szpiku niz pacjenci z M2 bez
tej translokacji. Ich komaérki biataczkowe wykazujg ekspresje antygenu CD 19 [59].
W zakresie parametréw hematologicznych stwierdza si¢ u nich czesto niski poziom
Hb oraz matoptytkowos$¢ [24]. Pacjenci z MDS RAEB-t i t(8;21) majg podobne
do spotykanych u pacjentow M2/t(8;21) zmiany hematologiczne, kliniczne i cyto-
morfologiczne, jednak odsetek blastdw jest u nich mniejszy od 20%. Z tego powodu
zaproponowano nazwanie tego MDS powolnie ewoluujgcg biataczkg M2 [59].

U pacjentdw z M2/t(8;21) wystepuje tendencja do tworzenia sie pozaszpikowych
guzéw biataczkowych. Sato gtéwnie ziaminiaki kwasochtonne (chloroma), potozone
w obrebie oczodotéw i powodujgce jednostronny wytrzeszcz gatki ocznej. Guzy
moga by¢ réwniez zlokalizowane nadtwardéwkowo w odcinku piersiowym kre-
gostupa oraz w obrebie jamy sutkowej kosci skroniowej [54]. Powstawanie guzoéw
biataczkowych (okreslanych obecnie jako migsak granulocytowy) o tak nietypowej
lokalizacji jest prawdopodobnie zwigzane z ekspresjg antygenu CD 56 (N-CAM
= neural cell-adhesion molecule) na komoérkach biataczkowych, stwierdzang w co
najmniej 63% przypadkéw, a byé moze réwniez z wystepowaniem pewnych do-
datkowych aberracji chromosomowych [30,54].

Obecnos¢ t(8;21) w o.b.s. M2 uwazana jest za korzystny czynnik rokowniczy
[59]. Wiekszos¢ (nawet do 100%) pacjentow z M2/t(8;21) osigga catkowitg remisje
choroby (CR) i ma diugi czas przezycia. Ze wzgledu na dobre rokowanie mogg
by¢ oni leczeni jedynie kombinowang chemioterapig i kwalifikowani do badan
nad eksperymentalnym leczeniem wedlug nowych protokotéw intensyfikujacych
remisje, nie wymagaja za$ transplantacji szpiku [58]. Fenaux zwrécit jednak uwage
na duza czestos¢ nawrotéw choroby w ciggu pierwszego roku od momentu uzyskania
CR, co podwaza przekonanie, ze t(8;21) u chorych z M2 ma zawsze charakter
korzystnej rokowniczo zmiany cytogenetycznej. Uznat, iz u tej grupy chorych, zwta-
szcza miodych powinno sie stosowac intensywng terapie konsolidujgcg remisje oraz
allogeniczny przeszczep szpiku [13]. Niemniej jednak w wiekszosci dotychcza-
sowych danych potwierdza sie korzystny rokowniczo charakter t(8;21)[58,59].

Pojawienie sie miesaka granulocytowego jako pierwotnej lokalizacji choroby
lub wznowy po uzyskanej wcze$niej CR zmienia dobrg prognoze zwigzang z
M2/t(8;21). Zastosowanie cytostatykdw lub radioterapii doprowadza, co prawda,
do szybkiego zmniejszenia sie masy guza, nie zapobiegajednak wczesnym nawrotom,
rowniez w uktadzie krwiotwdrczym. Uwaza sie, ze w przysztosSci duze znaczenie
bedzie miata identyfikacja podgrupy chorych z antygenem CD 56, ktorzy stana
sie kandydatami do leczenia duzymi dawkami arabinozydu cytozyny i nastepnie
przeszczepem szpiku [13].
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t(15;17)(q22;9l2-921)

Translokacja t(15;17) jest specyficzna dla o.b. promielocytowej - M3 i w za-
leznosci od badanej populacji pacjentéw stwierdzana jest u kilku do nawet 100%
chorych, najczesciej miedzy 20 a 40 rokiem zycia [50]. Wykrywana jest w hiper-
i hipogranularnej postaci M3, a takze w promielocytowej postaci przetomu blas-
tycznego przewlektej biataczki szpikowej. Taki zakres wystepowania wskazuje na
jej zwigzek z zahamowaniem dojrzewania komdrek linii mieloidalnej na poziomie
promielocyta. W badaniach laboratoryjnych w M3/t(15;17) stwierdza sie przy roz-
poznaniu prawidtowg leukocytoze, obnizony poziom Hb oraz matoptytkowos$é [58].
Dawniej uwazano, ze wystepowanie t(15; 17) ogranicza sie jedynie do 0.b. powstatej
de novo. Obecnie coraz czesciej stwierdza sie ja we wtérnej o0.b.s. M3 zwigzanej
z leczeniem cytostatykami oddziatujacymi na topoizomeraze Il [44].

Punktami ztaman chromosomdw bioragcych udziat w tej translokacji sg 1522
oraz 17q12-21 - w poblizu ktérego zlokalizowano onkogen c-erb A oraz geny:
granulocytowego czynnika wzrostu - G-CSF, mieloperoksydazy - MPO ireceptora
nerwowego czynnika wzrostu - NGF [22]. Poczatkowo przypuszczano, ze za rozwoj
choroby jest odpowiedzialne ztamanie w obrebie genu G-CSF, ktory indukuje réz-
nicowanie i dojrzewanie linii mieloidalnej, nie wykazano jednak zmian sekwencji
kodujgcej G-CSF w przebiegu t(15;17). Za zaburzong regulacje produkcji G-CSF
mogtyby byé odpowiedzialne ewentualne rearanzacje w obszarze przylegajacym
do sekwencji kodujacej G-CSF [22].

Onkogen c-erb A rowniez nie ulega rearanzacji, pozostajgc na chromosomie
17. Natomiast gen MPO jest translokowany z chromosomu 17 na 15, co pozwolito
na zlokalizowanie punktu ztamania chromosomu 17 miedzy genem MPO a on-
kogenem c-erb A [33].

Najnowsze badania molekularne wyjasnity mechanizm rozwoju M3/t(15; 17). W
regionie 17q12 zlokalizowany jest gen rara(Retinoic Acid Receptor Alpha) kodujacy
tancuch alfa zlokalizowanego w jadrze receptora kwasu retinowego (RA) [4,8].
W warunkach prawidtowych kwas retinowy indukuje ré6znicowanie mieloidal- nych
komarek prekursorowych przez aktywacje receptorow retinoidowych, w tym takze
alfa [6]. W wyniku translokacji t(15; 17) gen rara zostaje przeniesiony z chromosomu
17 w sasiedztwo znajdujacego sie na chromosomie 15 genu pml kodujgcego czynnik
transkrypcji [8]. Ztamanie chromosomu 17 zawsze przerywa gen rara w drugim
intronie, oddzielajagc od siebie domeny A i B receptora jgdrowego, a pozostawiajgc
nietkniete gtéwne domeny odpowiedzialne za wiazanie z DNA i kwasem retinowym.
Natomiast ztamanie w obrebie genu pml moze mie¢ r6zng lokalizacje: ber 1 (break-
point cluster region 1) obejmuje intron 6 i ekson 7 (70% przypadkéw), ber 2 -
ekson 6 (10%), ber 3 - intron 3, ekson 4 i cze$¢ 5’ intronu 4 (20%) [43].
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Nie wiadomo jeszcze, czy roézne punkty ztamania pml majg ré6zne znaczenie pro-
gnostyczne [12].

Gen fuzyjny pml/rara koduje biatko, ktérego obecnos$¢ zamiast prawidtowego
receptora alfa oraz blokowanie przezen drugiego, niezmienionego allelu rara sprawia,
ze komorki nie sa stymulowane do dojrzewania przez prawidtowy poziom RA
[57].

Duze dawki kwasu retinowego (Ali Trans Retinoic Acid = ATRA) indukuja
u chorych z t(15; 17) remisje. Jest ona zwigzana z aktywacjg innych przedstawicieli
rodziny RAR, np. RXR, lub z mechanizmem przetamywania bloku spowodowanego
przez biatko fuzyjne [57]. Odpowiedzig na leczenie jest dojrzewanie klonu biataczko-
wego potwierdzane na podstawie nie tylko cech morfologicznych, cytochemicznych
czy analizy immunofenotypowej, ale takze zmniejszenia ilosci nieprawidtowego
RARA [23,57].

Chorzy z M3/t(15;17) maja wysoki odsetek odpowiedzi na leczenie i dtugi czas
przezycia. Réwnie dobrg odpowiedz na leczenie ATRA wykazujg chorzy z wtérng
M3/t(15;17), nawet jesli jest skojarzona z zazwyczaj Zle rokujgcymi aberracjami
chromosoméw 5 i 7 [19]. Cze$¢ z nich umiera jednak w poczatkowym okresie
choroby z powodu zespotu wykrzepiania wewngtrznaczyniowego (DIC). Dlatego
uwaza sie, ze podawany w niektorych pracach niski odsetek remisji zupeinych
w M3/t(15;17) wynika z wczesnych zgonéw z powodu krwawien podczas okresu
indukcji, a nie z opornosci na leczenie RA. Wystepuje ona tutaj rzadko, co wigze
sie z niska ekspresja genu opornosci wielolekowej - mdr-1 w komorkach biata-
czkowych M3 [9]. W przypadkach komorek o.b.s. M3 opornych na RA stwierdzono
in vitro korzystne dziatanie tacznego podawania ATRA iinhibitoréw P-glikoproteiny
bedacej produktem mdr-1 [26].

Leczenie samym RA moze spowodowaé powiktania w postaci zespotu retinowego,
wynikajgcego z gwaltownego dojrzewania komdrek szeregu granulocytowego, a
charakteryzujgcego sie m.in. gorgczka, naciekami ptucnymi i niewydolnoS$cig od-
dechowg [23]. Laczne leczenie duzymi dawkami RA i cytostatykami zapobiega
jednoczes$nie dwdm powiktaniom - zespotowi retinowemu i DIC [11,47]. Zjawisko
to mozna tlumaczy¢ faktem, ze witasnie intensywna chemioterapia jest odpowie-
dzialna za wystgpowanie DIC przez uwalnianie z niszczonych promielocytéw
czynnik6w dziatajagcych prokoagulacyjnie [23]. Zmniejszenie czesto$ci wystepo-
wania DIC u chorych leczonych ATRA zalezy odjego bezposredniego oddziatywania
na biatka biorgce udziat w hemostazie oraz od stymulacji dojrzewania klonu bia-
taczkowego i w nastepstwie nasilenia apoptozy. Proces ten powoduje zmniejszenie
liczby komorek biataczkowych, a wiec tych, ktére mogtyby sie rozpada¢ uwalniajac
czynniki prokoagulacyjne [11,38,47]. Wykazanie obecnos$ci nieprawidtowego genu
RARA moze byé w przysztosci wykorzystywane jako marker choroby resztkowej
u chorych z o.b.s. M3, co jest tym bardziej istotne, ze transkrypty RARA sg wy-
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krywane u wszystkich chorych osiggajgcych CR po zastosowaniu ATRA jako jedynej
terapii [43,57].

W o0.b.s. M3 rzadko wystepujg formy wariantowe t(15;17). Komérki, w ktérych
wystepuje translokacja pomiedzy innym niz 15 chromosomem a 17, potgczona z
rearanzacjg ram, nie r6znicujg sie pod wptywem ATRA, co $wiadczy o specyficznym
wplywie potgczeniapml/raranawigzanie idziatanie RA [12,15]. Okoto 1/3 pacjentéw
zt(15; 17) matrisomie 8jako dodatkowg zmiane cytoge- netyczng, rzadziej wystepuje
delecja dtugich ramion chromosomu 7 - del(7q) lub izochromosom dtugich ramion
17 - i(17q) [22,50].

inv/del (16)(q22)

Zmiany strukturalne chromosomu 16 wystepuja gtdwnie w postaci inwersji peri-
centrycznej lub delecji, rzadziej translokacji, z ktérych najczestsza jest t(16; 16).
Aberracje te przebiegajg zawsze z zaangazowaniem prazka 22 [50]. W ostatnich
latach ukazato si¢ duzo doniesien na temat tzw. translokacji wariantowych, za-
chodzacych miedzy chromosomem 16 a innymi chromosomami, najczesciej 1, 3,
5, 8 [1,2,7,60]. W wiekszosci z nich punktem ztamania jest 16q22. Badania przy
pomocy techniki FISH pozwolity na odkrycie, ze translokacje wariantowe sg w
istocie translokacjami skojarzonymi z inv(16)(p 139g22), wtérnymi w stosunku do
niej, a ich punkty ztaman w obrebie 16q22 lezg zawsze zewnetrznie w stosunku
do punktu ztamania biorgcego udziat w inwersji [60].

Aberracje 16qg22 skojarzone sg z 0.b. mielomonocytowg ze wzrostem odsetka
eozynofilbw w szpiku powyzej 5%. Eozynofile czgsto wykazujg morfologiczne
icytochemiczne nieprawidtowosci, np. hiposegmentacje jadra, obecno$¢ azurochton-
nych ziarnistosci, wzér chromatynowy charakterystyczny dla monocytéw i pofal-
dowanie jadra. Ze wzgledu na zaburzenia eozynocytopoezy ta posta¢ o.b.s. M4
okreslana jest jako M4 Eo. Morfologiczne cechy komérek biataczkowych w o.b.s.
M4Eo z obecnoscig wariantdw translokacyjnych sg takie same jak w "klasycznej"
MA4Eo' z inv/del(16) [1].

Aberracje 16922 powodujg zmiany strukturalne locus mt - rodziny genéw meta-
llotionein. Kodowana przez nie rodzina biatek o niskiej masie czasteczkowej jest
odpowiedzialna za regulacje szlaku metabolizmu metali i ochrone przeciwko to-
ksycznosci metali ciezkich. W prawidtowych i nieprawidtowych komdrkach szpiku,
zwilaszcza eozynofilach, lecz réwniez w innych granulocytach oraz monocytach
stwierdza sie znaczng koncentracje cynku icynkowych metaloenzymoéw. Rearanzacja
locus mt moze powodowac zaburzenia w wigzaniu i magazynowaniu cynku, ktory
odgrywa role w roznicowaniu linii granulocytéw i monocytéw [51].
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Wedtug najnowszych doniesien w wyniku inwersji inv(16)(pl3q22), ktora jest
najczestszg aberracjg chromosomu 16 w M4Eo, gdyz sprzyjajej znaczna homologia
sekwencji DNA dtugich i krétkich ramion chromosomu 16, dochodzi do fuzji dwdch
genéw; genu dla podjednostki beta czynnika transkrypcyjnego PEBP2 (gen chf
beta = core binding factor), ktdrego produkt zwieksza zdolno$s¢ wigzania DNA
i aktywnos$¢ transkrypcyjng AML 1, oraz genu dla tancucha ciezkiego miozyny
miesni gtadkich (myh 11) [7,35,36,42]. Transformacja nowotworowa zalezna od
fuzji cbf B/myh U wynika, przynajmniej cze$ciowo, z bezposredniego hamowania
dziatania AML 1[16,42]. Nie wiadomo jeszcze, czy w wyniku del( 16)(q22) réwniez
powstajg rearanzacje CBF beta.

Jako wtérne aberracje towarzyszace zmianom 16022 czesto wystepujg trisomie
8 i 22 [48,50].

Chorzy z M4Eo/inv( 16) czesto majg wysoka leukocytoze, a w badaniu fizykalnym
stwierdza sie hepato- i splenomegalie. W wyniku standardowej chemioterapii uzy-
skuje sie u nich najwyzszy wsréd opisywanych odsetek CR. Czasami jednak pdzniej
nastepuje zajecie OUN przez masy biataczkowe. W niektorych przypadkach réwniez
przy rozpoznaniu stwierdza sie¢ komorki biataczkowe w ptynie mézgowo-rdzenio-
wym mimo braku objawow neurologicznych. Z tego powodu profilaktycznie podaje
sie cytostatyki dokanatowo albo dozylnie w dawkach zapewniajgcych osiggniecie
wysokiego stezenia w OUN, a takze naswietla sie OUN [48,50].

Rearanzacje w obrebie diugich ramion chromosomu 11 (llq)

Najczestszymi aberracjami w obrebie 11q sg translokacje, wystepujace gtéwnie
w o0.b.s. o typie monocytowym - M5. Aberracje 11q, réznig sie od grupy tzw.
statych translokacji (np. t(8;21), w kt6érych state sg punkty ztamania oraz partner
chromosomowy translokacji. Punkt ztamania 11q jest zmienny; najczesciej jest nim
11923, rzadziej q13 lub ql4. W translokacjach z 11923 uczestniczg najczesciej
nastepujace punkty zlaman: 6q27, 9p22, 10p12, 17921, 19p 13 [3].

W ponad 80% przypadkéw rearanzacji 11q w o.b.s. M5 de novo punktem
ztamania jest 11g23. Wtérnym o.b.s. M5, gtéwnie zwigzanym z leczeniem cyto-
statykami dzialajgcymi na topoizomeraze Il, takze towarzyszg rearanzacje 11g23,
najczesciej del( 11)(g23) lub t(9;1 1)(p22;q23) [46]. W zwigzku z tym aberracje 11923
traktuje sie jako charakterystyczne dla o.b.s. M5, zwtaszcza M5a (M5a/t(l 1g) wg
MIC), cho¢ ztamania w punkcie 11g23 itranslokacje z ponad 25 réznymi partnerami
chromosomowymi obserwowano w réznych innych nowotworach hematologicznych
[3,50].

Rearanzacje 11923 wykazuja nietypowy rozktad w zaleznosci od wieku pacjentéw,
z przewaga wystepowania w wieku dzieciecym. W biataczkach noworodkowych
sg najczestszymi aberracjami, by¢ moze z powodu skojarzenia ich z najczesSciej
spotykanymi w okresie noworodkowym podtypami o.b. [49].
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Ze zmianami 11923 skojarzone jest zte rokowanie. Co prawda odsetek osigganych
CR waha sie od 71do 80%, ale czas przezycia pacjentow jest krdtki (3-19 miesiecy).
Lepsze rokowanie zwigzane jest jedynie z translokacja t(9;11) u dzieci [3,24].

W regionie 11923 zlokalizowane sg onkogeny: ets-1, mil (myeloid/lymphoid leu-
kemia gene) oraz miejsca tamliwe FRA 11B i FRA 11 G [51]. Aberracjom 11q23
towarzyszg rearanzacje kodujgcego czynnik transkrypcyjny genu mil, ktére mozna
juz ocenia¢ metodami genetyki molekularnej, np. FISFt [3,25,27]. Ma to duze zna-
czenie w przypadkach, gdy rearanzacja wykrywana jest pomimo prawidtowego
kariotypu. Mimo braku zmian cytogenetycznych takich pacjentow kwalifikuje sie
do grupy o gorszym rokowaniu [5,52].

Badania molekularne ostatnich lat wykazaty, ze wiekszos$¢ delecji terminalnych
11923 jest submikroskopowymi translokacjami. Translokacje z 1123 przebiegajg
prawie zawsze z zaangazowaniem genu mil oraz wielu zré6znicowanych strukturalnie
i funkcjonalnie genéw. Produkt fuzji mil z innym genem badz neutralizuje dziatanie
prawidtowego MLL, badz dziata jako nowy czynnik transkrypcji [3].

Immunofenotypowo stwierdza sie czesto ekspresje antygendéw linii mieloidalnej
i limfoidalnej. Te przypadki sg klasyfikowane jako biataczka wieloliniowa [24].
Translokacje obejmujace 11923 sg znajdowane takze w T-ALL [24,50]. Wykrywanie
ich, w o.b. zarébwno szpikowych, jak i limfatycznych, $wiadczy, ze rearanzacja
genu mil prawdopodobnie dotyczy komérek macierzystych szpiku [5].

t(6;9)(p23;934)

Translokacja ta pojawia sie w 1% przypadkoéw o.b.s. de novo. Z reguty wystepuje
w przebiegu 0.h.s. M2 lub M4, ale spotykana jest tez w innych typach nowotworéw
hematologicznych, co Swiadczy, ze powstaje na poziomie komaérki multipotencjalnej
[34]. Wystepuje z reguty jako jedyna aberracja, co podkresla jej role w procesie
leukemogenezy. Sporadycznie pojawiajgce sie dodatkowe aberracje lub ewolucja
kariotypu nie majg wptywu na najczesciej ztg odpowiedz na leczenie pacjentéw
z 1(6;9) [50].

t(6;9) skojarzonajest z bazofilig w szpiku oraz mtodym wiekiem chorych ($rednio
28 lat). U okoto 20% pacjentow z ta translokacjg o.b.s. rozwija sie na podtozu
MDS, co sugeruje zwiazek tej aberracji z uprzednim narazeniem na dziatanie czyn-
nikow mutagennych [34,50]. Sposrod dotychczas opisanych przypadkow o.b.s. z
t(6;9) tylko w 36% stwierdzono bazofilie, zawsze w przypadkach z MDS. Sugeruje
sie wiec, ze bazofilia moze by¢ zwigzana raczej z mielodysplazjg niz z obecnoScia
t(6;9) [34].

W wyniku t(6;9) dochodzi do fuzji genéw; can (obecnie okre$lanego jako nup 214
- gen nukleoporyny 214) - zlokalizowanego w 9q34 i dek - zlokalizowanego w
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6p23 [56]. Gen fuzyjny powstaty z potaczenia N-koncowej czesci genu dek i C-
koricowej genu nup 214 koduje biatko zlokalizowane gtéwnie w obrebie jadra
komérkowego. Natomiast prawidtowy produkt nup 214 jest zlokali- zowany po
cytoplazmatycznej stronie kompleksu nukleoporyn (nuclear pore complex), ktéry
utatwia wybiorczy dwukierunkowy transport biatek i RNA miedzy jadrem a cy-
toplazma. Prawdopodobnie, oprécz zmienionej funkcji genu fuzyjnego, réwniez
iego zmieniona lokalizacja jest odpowiedzialna za zmiane cech biologicznych ko-
morek z t(6;9) [14,29].

inv/t(3)(g21)(g26)

Inwersja inv(3)(q21g26) oraz translokacja t(3;3)(q21;926) moga by¢ zwigzane
z réznymi typami o.b.s. de novo lub rozwijajacych sie po MDS, zwtaszcza M1,
M2, M4, M7. Pacjenci, ktorych komorki biataczkowe cechuja sie tymi aberracjami,
majag wzgledng lub bezwzgledng nadptytkowo$¢ z obecnos$cig nieprawidtowych
megakariocytow, najczesciej mikromegakariocytdw. Innymi aberracjami dtugiego
ramienia chromosomu 3 (3q) sg warianty translokacyjne miedzy 3g21 albo 3qg26
a innymi, niz 3, chromosomami [21,50].

Mechanizm nadptytkowos$ci w biataczkach z aberracjami 3g21 i 3926 nie jest
jeszcze poznany. Moze on by¢ zwigzany z ewentualng rearanzacjg genu transferyny
zlokalizowanego w 3921 lub genu dla receptoréw transferyny zlokalizowanego
w 3026 [24]. Rearanzacje 3021 i 3926 s zwigzane z opornoscig na leczenie i
matym odsetkiem CR [12]. Natomiast insercje lub duplikacje (3)(q21g26) two-
rzg odrebng, heterogenng cytogenetycznie podgrupe, ktdrej skoja rzenia z klini-
cznymi i hematologicznymi cechami choroby wymagajg jeszcze dalszej analizy,
w zaleznos$ci od punktow ztamarn wbudowanego lub podwojonego fragmentu chro-
mosomoéw [21].

Rola badan cytogenetycznych, w potgczeniu lub bez badarn molekularnych, w
rozpoznawaniu oraz prognozowaniu przebiegu 0.b.s. jest obecnie coraz szerzej uz-
nawana [28]. Klasyfikacja aberracji chromosomowych jest metodg wystandaryzowa-
ng i dostepng kontroli jakosSciowej [37,45]. Ze wzgledu na znaczenie rokownicze
zmian cytogenetycznych wykrywanych w o.b.s. bardzo wazne jest jak najszybsze
uzyskanie wyniku badania cytogenetycznego, co pozwala na podjecie odpowiednich
decyzji terapeutycznych. Mimo licznych zastosowan klinicznych cytogenetyka
ostrych biataczek jest jeszcze naukg stosunkowo mitoda. Ciggle dochodzi do iden-
tyfikacji nowych aberracji chromosomowych i nowych jednostek hematologicz-
no-klinicznych z nimi zwigzanych. Intensywnie rozwijajgce si¢ metody molekularne
pozwalaja na wyjasnienie molekularnego podtoza wielu aberracji chromosomowych,
aco za tym idzie - naprzynajmniej czagstkowe wyjasnienie etiopatogenezy biataczek.
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ZASTOSOWANIE PROTOPLASTOW
BURAKA CUKROWEGO {BETA VULGARIS L))
W MANIPULACJACH GENETYCZNYCH?*

APPLICATION OF SUGAR BEET {BETA VULGARIS L))
PROTOPLASTS IN GENETIC MANIPULATIONS

Aleksandra NIKLAS**

Zaktad Genetyki i Hodowli Ros$lin Korzeniowych,
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, Bydgoszcz

Streszczenie: Burak cukrowy (Beta vulgaris L.) jest najwazniejszym pod wzgledem ekonomicznym
gatunkiem w obrebie rodziny Chenopodiaceae. Doskonalenie materiatéw hodowlanych zachodzi przy
wykorzystaniu metod tradycyjnego krzyzowania i oceny potomstwa wymagajacych znacznego naktadu
pracy i czasu. Rozw6j metod biotechnologicznych, szczeg6lnie szybki w ostatnich kilku latach, stwarza
nowe mozliwosci zwiekszenia zmiennosci genetycznej tego gatunku. Znaczaca role wsréd technik in
vitro odgrywa kultura protoplastéw, stanowigca jeden z waznych etapéw szeroko pojetej modyfikacji
genetycznej. Podstawowe problemy, ktérych rozwigzanie staje sie mozliwe dzieki wykorzystaniu
techniki protoplastéw w programach hodowlanych, obejmuja: (i) wprowadzenie do Beta vulgaris ssp.
vulgaris nowego typu meskiej sterylnosci z dzikiego gatunku Beta vulgaris ssp. maritima, (ii) indukcje
roslin typu O, niezbednych do odtwarzania linii cytoplazmatycznie meskosterylnych (CMS), a takze (iii)
otrzymywanie roédlin transgenicznych odpornych na choroby i herbicydy. Realizacja wymienionych
zamierzen wymaga zatem doskonalenia procedur kultury i regeneracji protoplastéw, jak réwniez
opracowania protokotow hybrydyzacji somatycznej w obrebie rodzaju Beta.

Stowa kluczowe: burak cukrowy, protoplast, hybrydyzacja somatyczna, transformacja genetyczna.

Summary: Sugar beet (Beta vulgaris L.) is the most important economic species of the family Chenopo-
diaceae. The progress in sugar beet breeding is achieved by traditional crossing and testing of the progeny

*Praca wykonana w ramach grantu KBN 5 S 301 018 07.

**A. Niklas jest doktorantka Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin. Adres staly: Katedra
Genetyki, Hodowli Ros$lin i Nasiennictwa, Akademia Techniczno-Rolnicza, ul. Kaliskiego 7,
85-796 Bydgoszcz
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which is troublesome and time-consuming. The spectacular development of biotechnological methods
during the last several years creates new possibilities to increase the genetic base of this species.
Protoplast culture has a special place among in vitro techniques predestinated for genetic manipulations.
In the case of sugar beet, some problems may be solved due to the involvement of protoplast technique
into breeding programmes: (i) the introduction of male sterility traits from wild species Beta vulgaris
ssp. maritima to Beta vulgaris ssp. vulgaris, (ii) the induction new O type plants necessary for the
reproduction of cytoplasmic male sterile ones (CMS), and (iii) obtaining of transformants resistant to
diseases and herbicides. These tasks require the improvement of protocols for protoplast culture and
regeneration, as well as the elaboration of procedure for somatic hybridization within the genus Beta.

Key words: sugar beet, protoplast, somatic hybridization, genetic transformation.

WSTEP

Burak cukrowy jest najwazniejszym gospodarczo gatunkiem w obrebie rodziny
Chenopocliaceae. Obok trzciny cukrowej, stanowi podstawowe zrodlo Swiatowej
produkcji cukru, ktéry wykorzystywany jest do konsumpcji oraz jako surowiec
w przemysle chemicznym, farmaceutycznym i fermentacyjnym. Liscie, wystodki
buraczane i melasa stanowig wartosciowy pokarm dla zwierzat [2]. Ze wzgledu
na dwuletni cykl uprawy hodowla buraka cukrowego jest czasochtonna, ponadto
wymaga duzych obszaré6w uprawowych. Wiele uzytkowych cech tego gatunku,
w tym plon korzeni i lisci, zawarto$¢ cukru oraz sktadnikéw melasotwdrczych
uwarunkowanych jest poligenicznie, co znacznie utrudnia hodowle nowych odmian
metodami konwencjonalnymi. Szybki rozwo6j metod biotechnologicznych, aw szcze-
golnosci biologii i genetyki molekularnej, poszerza mozliwos$ci doskonalenia buraka
cukrowego w wyniku manipulacji in vitro na poziomie poszczegélnych organéw,
tkanek czy protoplastow.

Hodowla twdércza buraka cukrowego ma na celu potgczenie w nowej odmianie
pozytywnych cech form rodzicielskich, na przykiad wysokiej plennosci, duzej za-
warto$ci cukru i odporno$ci na choroby. W tradycyjnym rolnictwie celowi temu
stuzg metody hodowlane, takiejak krzyzowanie czy indukowanie mutacji, a nastepnie
wyszukiwanie w ich potomstwie roslin o pozgdanych genotypach. Konsekwencjg
takiego postepowania jest rozszerzenie zmienno$ci genetycznej materiatu hodow-
lanego. Wiele cech waznych rolniczo, w tym cytoplazmatyczna meska sterylnosc,
odporno$¢ na patogeny, herbicydy czy toksyny, wystepuje u dzikich gatunkéw
[11, 74]. Trudno$ci w przeniesieniu tych cech do form uprawnych wynikajg z
dziatania r6znorodnych mechanizmdéw uniemozliwiajacych krzyzowanie form filo-
genetycznie odlegtych [21]. Niekt6re bariery biologiczne udaje sie jednak przetamac
w wyniku pozageneratywnego przenoszenia gendw. Uzycie do tego celu komorek
somatycznych powoduje, ze pominiete zostajg etapy rozmnazania piciowego, w
ktérych dochodzi do ujawnienia sie niezgodnoS$ci prezygotycznej i postzygotycznej
[22, 41, 43, 76, 77]. Ponadto mozliwe staje sie nie tylko aczenie catych genomow,
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ale rowniez ich fragmentdéw. Opracowanie i doskonalenie metod przenoszenia po-
szczegblnych chromosomow, wprowadzania pojedynczych genéw lub fuzjowania
genomu jadrowego jednego gatunku z genomem organelli (cytoplazmg) drugiego
jest w tej chwili priorytetowym zadaniem w wielu laboratoriach biotechnologi-
cznych.

Technike kultury i modyfikacji genetycznej protoplastow probuje sie zastosowaé
w celu wprowadzenia do B. vulgaris ssp. vulgaris nowego typu meskiej sterylnosci
z dzikiego gatunku Beta vulgaris ssp. maritima [41, 49], indukowania linii do-
petniajagcych typu O [29], a takze produkcji roslin transgenicznych odpornych na
choroby, zwtaszcza rizomanie [28, 36], i herbicydy [28, 73].

SOMATYCZNA HYBRYDYZACJA W OBREBIE RODZAJU
BETA

Postep hodowlany w uzyskiwaniu mieszancéw somatycznych dotyczy wielu ga-
tunkéw roélin, gtéwnie w obrebie rodziny Solanaceae, Papilionaceae, Cruciferae,
Cucurhitaceae oraz rodzaju Citrus [1,16,17,48,50,59,61,63]. Wyniki doswiadczen
stwarzajg podstawy do wykorzystania techniki protoplastow w celu tworzenia mie-
szancéw somatycznych buraka cukrowego.

Wprowadzenie mtDNA z Beta vulgaris ssp. maritima
do Beta vulgaris ssp. vulgaris

Odmiany uprawne, uszlachetniane w wyniku zabiegéw hodowlanych, charakte-
ryzuja sie niekiedy obnizong odpornoscig na niekorzystne warunki srodowiska, cze-
Sciej atakowane sg przez szkodniki czy bardziej podatne na choroby. Zawezenie
zmiennos$ci genetycznej w odniesieniu do okres$lonych cech uzytkowych moze byé
przyczyng epidemii, takich jak: zaraza ziemniaczana, wirus mozaiki trzciny cu-
krowej, czy porazenie heterozyjnej kukurydzy zawierajagcej cytoplazme T, przez
Helminthosporium maydis [41].

Hodowla heterozyjna buraka opiera sie na wykorzystaniu linii cytoplazmatycznie
meskosterylnych (CMS). Wszystkie komponenty CMS maja wspdlne pochodzenie
od form wyodrebnionych przez Owena [53] i charakteryzujg sie tym samym typem
sterylnej plazmy. Wynika to z braku zmiennosci w obrebie genéw mitochondrialnych
warunkujacych powstawanie nieptodnego pyitku. Istnieje zatem konieczno$¢ po-
szukiwania nowych zrodet CMS, zwtaszcza wérdd form dzikich tego gatunku. Analiza
restrykcyjna mitochondrialnego DNA (mtDNA), w obrebie rodzaju Beta, wykazata
istnienie innego typu meskiej sterylnosci u buraka nadmorskiego Beta vulgaris
ssp. maritima [27, 41]. Podgatunek ten krzyzuje sie z B. vulgaris ssp. vulgaris,
dlatego podjeto probe przeniesienia meskiej sterylnosci do genomu formy uprawnej
buraka cukrowego drogg tradycyjnego krzyzowania. Wymagato od 5 do 8 krzyzowan
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introgresywnych i nie ma catkowitej pewnos$ci wyeliminowania niepozadanych ge-
néw jadrowych pochodzacych z B. vulgaris ssp. maritima [12].

Rozwigzaniem moze by¢ metoda asymetrycznej fuzji protoplastow, umozliwiajgca
bezposrednie wprowadzenie mtDNA z dzikiej formy buraka nadmorskiego do me-
skosterylnych linii buraka cukrowego obecnie uprawianych [41] (rys. 1). Takg pro-

Rys. 1. Wprowadzanie mtDNA z B. vulgaris ssp. maritima do B. vulgaris ssp. vulgaris:
CMS - cytoplazmatyczna meska sterylnos'’c, mtDNA - mitochondrialny DNA, IAA- kwas jodooctowy,
UV - promieniowanie ultrafioletowe
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cedure zastosowano z powodzeniem dla niektérych gatunkéw w obrebie rodziny
Cruciferae, Solanaceae, Gramineae i otrzymano nowe linie CMS [37, 38, 58, 69,
70, 78].

Indukowanie linii typu O Beta vulgaris ssp. vulgaris

Poszukiwanie linii dopetniajgcych w populacjach jednonasiennych zapylaczy jest
ktopotliwe i czasochtonne. Tradycyjna selekcja linii O wymaga licznych, indy-
widualnych krzyzowan roslin sterylnych z zapylaczami i analizy uzyskanego po-
tomstwa. Trwa to 6-8 lat i jest' bardzo kosztownym elementem hodowli buraka.
Tworzenie linii dopetniajagcych moze przebiegac takze w wyniku fuzji asymetrycznej
cytoplastu formy ptodnej z nukleoplastem linii meskosterylnej (rys. 2), a cykl ten
moze trwa¢ okoto jednego roku.

Inaktywacja jadrowego i mitochondrialnego DNA protoplastow
buraka cukrowego

Tworzenie roslin cybrydowych wymagauprzedniej inaktywacji badz tez eliminacji
DNA jadrowego lub organellowego z protoplastow wybranej formy rodzicielskiej.
Cytoplasty mozna otrzymac¢ kilku metodami: (i) ultrawirowania protoplastow w
izoosmotycznym gradiencie cukréw i mechanicznego usuniecia jadra [3, 18], (ii)
plazmolizy podczas enzymatycznego trawienia $ciany komdrkowej [74], (iii) pro-
mieniowania jonizujacego X [4, 21, 62, 74], gamma [4, 19, 20, 21], czy niejoni-
zujagcego promieniowania ultrafioletowego UV [7, 19, 20, 21, 62, 71].

Powszechng metodg eliminacji chromosoméw w protoplastach buraka cukrowego
jest ich napromienianie UV. Czas i intensywno$¢ naswietlania powinny by¢ tak
ustalone, aby uniemozliwiaty prawidtowy przebieg replikacji i transkrypcji, a w
konsekwencji powodowatly zahamowanie podziatbw komdrkowych [19, 20, 21].

Chemiczna inaktywacja organellowego DNA w protoplastach wymaga doboru
odpowiedniego zwigzku, jego stezenia i czasu dziatania. Najcze$ciej stosuje sie
kwas jodooctowy (IA) [10, 43], octan jodu (IAA) [11, 18], jodooctan (IOA) lub
rodamine 6-G [18]. Rodzaj inhibitora i dawke okresla sie w zalezno$ci od testowanego
gatunku i genotypu [10]. Wedtug Halla [22] i Melchersa [51] mitochondria sg
organellami najbardziej wrazliwymi na te zwigzki chemiczne, a fizjologiczng kon-
sekwencja ich dziatania jest zaburzenie proceséw oddechowych i zahamowanie
podziatéw komérkowych.

TRANSFORMACJA GENETYCZNA BURAKA CUKROWEGO

Inzynieria genetyczna umozliwia wyizolowanie okreslonego genu z genomu daw-
cy,jego klonowanie poza organizmem, a nastepnie wprowadzenie do genomu biorcy.
Produkcja roslin transgenicznych moze odbywac sie za posrednictwem Agrobac-
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CSM B. vulgaris B. vulgaris - zapylacz
(dawca jadra) (dawca mtDNA)
Inaktywacja Inaktywacja jadra
mtDNA (1AA) (UV)
nukleoplast cytoplast

asymetryczna fuzja

regeneracja

rodlina typu O

Rys. 2. Indukowanie nowych roslin typu O: CMS - cytoplazmatyczna meska sterylnos¢,
mtDNA - mitochondrialny DNA, IAA - kwas jodooctowy, UV - promieniowanie ultrafioletowe

terium (transformacja wektorowa) lub w wyniku bezposredniego transferu DNA
(transformacja bezposrednia).

Transformacja wektorowa

Warunkiem efektywnej transformacji genetycznej jest zintegrowanie fragmentu
DNA dawcy z genomem biorcy, a w nastepstwie ekspresja pozadanej cechy w
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kolejnych pokoleniach. Prace badawcze prowadzone w réznych laboratoriach wska-
zuja, ze w przypadku wielu roslin uprawnych, w tym buraka cukrowego, z sukcesem
mozna stosowac transformacje wektorowg za posrednictwem Agrobacterium tu-
mefaciens [8, 39] \ub Agrobacterium rhizogenes [55]. Zaletg transformacji za pomocg
wektordw bakteryjnych jest mozliwo$¢é szybkiej regeneracji roslin z dowolnych
eksplantatdw. W przypadku buraka uzyskano regeneranty z wielu organéw, migdzy
innymi z liscieni [9, 40], lisci [8, 40, 42, 52, 54, 64], ogonkow lisciowych [14,
40, 42, 68] i hypokotyli [40], ktére sg najczesciej wykorzystywane do inokulacji
z Agrobacterium.

Szczepy Agrobacterium mogg by¢ takze uzyte do przenoszenia gendw do pro-
toplastéw [36, 57]. Kallerhof i wspét. [36] transformowali zawiesine protoplastow
buraka za posrednictem wektora binarnego niosgcego gen warunkujacy powsta-
wanie otoczki biatkowej wirusa z6ttej nekrozy nerwoéw (BNY W), gen odpornosci
na kanamycyne i reporterowy gen (3-glukoronidazy (GUS). Uzyskane wyniki wska-
zuja, ze gen syntezy otoczki biatkowej chroni komarki przed epidemia rizomanii,
jedna z najpowazniejszych choréb wirusowych atakujacych plantacje uprawne bu-
raka. Autorzy donoszg rowniez o mozliwosci transformowania protoplastéw buraka
za pomocg glikolu polietylenowego (PEG) lub w wyniku elektroporacji w celu
wprowadzenia odpornosci na te chorobe.

Transformacja bezposrednia

Rosliny transgeniczne mozna rowniez otrzymywaé¢ wprowadzajgc DNA do ko-
morek lub protoplastdw za pomocg elektroporacji, fuzji z liposomami, mikrowstrze-
liwania [67], sonikacji [31, 32, 67], czy tez w obecnosci glikolu polietylenowego
[13, 26, 67]. Sposoby bezposredniego transformowania sg szczeg6lnie skuteczne
w odniesieniu do protoplastéw, ktore pozbawione sg $ciany komdrkowej utrudniajgcej
swobodne przemieszczanie sie DNA [45, 47]. Bezpos$rednie pobieranie DNA umo-
zliwia wprowadzenie genéw zwtaszcza do tych gatunkoéw, ktére nie sg podatne
na infekcje Agrobacterium badz tez nie ulegajg transformacji w dostatecznym
stopniu. Burak cukrowy jest skutecznie transformowany za posrednictwem bakterii.
Jednakze podjeto proby bezposredniego wprowadzania DNA do protoplastéw tego
gatunku w drodze elektroporacji i sonikacji.

Elektroporacja polega na poddawaniu zawiesiny protoplastéw i egzogennego
DNA dziataniu elektrycznych mikroimpulséw prostokatnych, zanikajagcych wyktad-
niczo lub impulséw pradu przemiennego. Proces poracji na skutek wzbudzenia
pola elektromagnetycznego powoduje, ze w btonach plazmatycznych tworzg sie
mikropory, przez ktére moze przenika¢ DNA [34, 47]. Pomiary stopnia przepusz-
czalnosci fenylosafraniny, barwnika nieprzenikajgcego w warunkach fizjologicznych
przez btony plazmatyczne sugeruja, ze powstawanie porow jest procesem odwra-
calnym [45]. Efektywnos$¢ elektroporacji mozna okresli¢ za pomocg enzymoéw re-
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porterowych, w tym transferazy chloramfenikolu (CAT). Aktywnos¢ CAT zalezy
od stezenie plazmidu, gestosci protoplastéw, parametrow pola elektrycznego oraz
stanu fizjologicznego protoplastéw [44]. Joersbo i Brundstedt [30] poréwnali r6zne
impulsy pola elektrycznego i wskazali, ze drgania pragdu zmiennego wptywajg po-
zytywnie na ekspresje genu CAT. Lindsey i Jones [46], po zastosowaniu krotkich
impulséw prostokatnych oraz pojedynczych, dtugich, wyktadniczo zanikajgcych uzy-
skali z protoplastéw buraka kolonie wykazujace trwatg ekspresje, ktérg okreslono
na podstawie testow odpornosSciowych na kanamycyne i wykonujac analize hy-
brydyzacyjnga- Southern biot. Wwyniku elektroporacji udato si¢ réwniez wprowadzi¢
gen odpornosci na antybiotyk do tytoniu, a nastepnie przenies¢ te ceche, rowniez
dzieki bezpos$redniej transformacji, do protoplastow buraka cukrowego [15].

Sonikacja stosowana jest w celu transformowania tkanek roslinnych, zawiesin
komérkowych iprotoplastéw [31,32, 33,35]. Oprocz zwiekszenia przepuszczalnosci
bton, ultradZzwieki mogg stymulowaé synteze biatek [32]. Joersbo i Brunstedt [28]
zastosowali nieznang wczes$niej metode inokulacji protoplastéw buraka cukrowego
w obecnosci wirusa z6ttej nekrozy nerwéw (BNY W) stymulowang ultradzwiekami.

Hall iin. [26] oraz Denys iin. [13] przedstawili wyniki doswiadczen zmierzajacych
do wprowadzenia do protoplastow buraka cukrowego genu odpornosci na herbicyd
Basta w obecnosci glikolu polietylenowego. Odtworzone rosliny buraka, wszystkich
testowanych genotypow, okazaty sie ptodnymi formami diploidalnymi. Analiza PCR
i hybrydyzacja Southern biot wykazata, ze w 40-50% nastgpito zintegrowanie genu
odpornosci na herbicyd z genomem buraka. Obecnie prowadzone sg doswiadczenia
polowe, w ktérych testuje sie ekspresje tej cechy w kolejnych pokoleniach roslin
i bada sposo6b jej dziedziczenia [13].

OSIAGNIECIA | PERSPEKTYWY ZASTOSOWANIA
TECHNIKI PROTOPLASTOW W HODOWLI BURAKA
CUKROWEGO

Postep w pracach dotyczacych regeneracji protoplastéw buraka cukrowego szcze-
golnie wyraznie zaznaczyt sie w ostatnich szesciu latach. Podobnie jak w przypadku
somatycznej hybrydyzacji czy transformacji genetycznej podstawowy problem sta-
nowig trudnosci zwigzane z indukcjg morfogenezy lub embriogenezy kalusa uzy-
skanego z protoplastow buraka [24]. Niedawno pojawily sie pierwsze informacje
0 regeneracji Beta vulgaris ssp. vulgaris z totipotentnych protoplastéw. Steen i
wspot. [72] zregenerowali genotyp 68-3 w wyniku somatycznej embriogenezy. W
pracy brak jakichkolwiek danych o procedurze izolacji protoplastow iich regeneracji.
Krens i wspot. [41] oraz Pedersen i wsp6t. [56] indukowali morfogeneze linii SVP
no. 31-188-NF z mezofilowych protoplastéw izolowanych z 6-8-tygodniowych sie-
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wek. W celu zwiekszenia reproduktywnosci izolacji i regeneracji Pedersen i wspot.
[56], a takze Lenzner i wspot. [43] wykorzystali jako tkanke donorowg liscie po-
chodzace z kultur in vitro. Hall iwsp6t. [23] informujg o udanych probach regeneracji
z protoplastéw mezofilowych az 5-7 linii buraka. Rowniez Pedersen i wspot. [56]
zregenerowali Beta vulgaris ssp. maritima, linie Bm-F z protoplastéw izolowanych
z ogonkéw lisciowych. Do spektakularnych osiggnie¢ nalezy opracowanie przez
Krensaiin. [25] szczeg6towej metody selekcji totipotentnych protoplastéw z komaérek
przyszparkowych buraka. Nalezy jednak podkreslié, ze i w tym przypadku procedura
regeneracji protoplastéw dotyczy tej samej linii buraka cukrowego, ktéra juz wczes-
niej odtworzono z protoplastdéw mezofilowych. Odpowiedni dobdr tkanki do izolacji
protoplastow nie stanowi jedynego ograniczenia, ktére niesie cykl eksplantat - pro-
toplast - zregenerowana roslina. Nadal w sferze badan pozostajg problemy zwigzane
zczestotliwos$cia podziatéw mitotycznych komérek oraz brakiem jednolitej procedury
regeneracyjnej dla innych linii i genotypéw buraka [43]. Zdolno$ci do podziatow,
tworzenia kalusa i regeneracji z protoplastéw buraka cukrowego zaleza od wielu
czynnikow, wsérdd ktérych gtowng role odgrywa wiasnie genotyp [49].

Podjeto réwniez préby asymetrycznej fuzji za pomoca glikolu polietylenowego
(PEG) oraz impulséw polaelektrycznego. Wydajnos¢ fuzji chemicznych ifizycznych
dla protoplastow buraka nie przekracza jak dotad 1,12% [22, 43]. Ponadto nie
potwierdzono mieszancowego charakteru tkanki kalusowej uzyskanej w wyniku
tych doswiadczen. W $wietle przedstawionych doniesien literaturowych wydaje sie
uzasadnione doskonalenie warunk6w izolacji i regeneracji z totipotentnych pro-
toplastow dla poszczeg6lnych genotypéw buraka cukrowego oraz jednoczesne po-
dejmowanie préb zastosowania fuzji i transformacji protoplastow jako nie-
konwencjonalnej metody pomocnej w realizacji programéw hodowlanych.
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Streszczenie: Rodzina gendw bcl-2 jest obecnie przedmiotem intensywnych badan z uwagi na ich role
w procesie apoptozy. Apoptoza - zaprogramowana genetycznie $mier¢ komérki - jest fizjologicznym
procesem przebiegajacym w kilku etapach i koriczacym sie destrukcja i fagocytozg komorki. Czesé
genéw z rodziny bcl-2 hamuje ten proces, cze$¢ go utatwia. Takze inne geny i cytokiny wptywajg na
apoptoze.

Summary: bcl-2 gene family is at present intensively studied on account of his function in apoptosis.
Apoptosis - genetically programed cell death - is a physiological process proceeding in several stages
and finishes in destruction and phagocytosis of cell. Some genes with bcl-2 related sequences suppress
apoptosis, the another act in opposition and allow apoptosis to proceed. Also other genes and cytokines
control apoptosis.

GENY bcl

Pie¢ gendw bcl nie ma, poza nazwa nic wspdlnego ze sobg, chociaz byé moze
bcl-5 i bcl-6 sg tym samym genem. Prawdopodobnie istnieje takze kooperacja po-
miedzy bcl-1 i bcl-2 oraz bcl-2 i bcl-6. Nazwa genéw bcl (B-Cell Leukaemia/Lymp-
homa) pochodzi stad, ze pierwotnie wykryto je w rdznych biataczkach i/lub
chtoniakach wychodzacych z komérek B. Geny te i ich produkty przedstawiono
w tabeli 1
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Tabela 1 Proto-onkogeny BCL ich lokalizacja chromosomowa, produkty i dotychczas poznane

34

Proto- Lokali-

onkogen zacja
chromo-
somowa

bcl-1 11ql3

prad-1

(parathyroid

adenoma -1)

bcl-2 18q21

bcl-3 199 13.1

bcl-5 3q27

bcl-6 3927

(identyczna
z lokalizacja

bcl-5)

dziatanie

Produkt

Cyklina D1 jadra
komérkowego

Biatko BCL-2 alfa
btony mitochondria-
Inej, otoczki jgdrowej
i czesciowo siateczki
endoplazmatycznej
Biatko BCL-2 beta
wystepuje w cytozolu

Biatko jadrowe

(z rodziny I kappa B)

o motywie CDC 10,
jak réwniez czynnika
transkrypcyjnego z mo-
tywem helix-loop-helix
c-MYC i E2A

Biatko przypominajace
biatko kodowane
przez gen Krippela

Drosophila, odpowiada-

jace biatku palca

Dziatanie

W fazie G1
cyklu komérkowego

BCL-2 alfa blokuje apoptoze
by¢ moze w torze antyoksyda-
cyjnym (w domenie przezbto-

nowej znajduje sie ciag

hydrofobowych aminokwasow)
BCL-2 betajest pozbawiony
zdolnos$ci hamowania apoptozy

Czynnik transkrypcyjny

Przypuszczalny czynnik
transkrypcyjny

cynkowego (Knippel-like

Zinc-Finger Protein)

Biatko jadra

Przypuszczalny czynnik

komérkowego transkrypcyjny
0 motywie palca
cynkowego

APOPTOZA

Pismien-
nictwo

[30]

[20, 50, 52

[24,34]

[34]

[22, 62]

W pracy niniejszej omawiamy jedynie rodzine gendw bcl-2. W klasyfikacji pro-
to-onkogenow Korsmeyera [27] bcl-2 zostat zaliczony do genéw programowanej
$mierci komérki - hamujacych apoptoze (kontrola negatywna) w przeciwienstwie
do p 53, genu drogi ku $mierci, ktory utatwia apoptoze (kontrola pozytywna).
Geny te przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 2. Rodzaje komérkowych onkogenéw wg Korsmeyera [27]

Grupa Geny

Grupa | Geny kodujace czynniki wzrostu i proliferacji, np. gen g, m-csf, geny kodujace
czynniki transkrypcji lub ogniwa transdukcji sygnatéw, np. gen myc, ras, abl
decyduje zwigkszenie funkcji

Grupa Il Geny supresji nowotworéw - geny przeciwnowotworowe, hamowanie wzrostu
i proliferacji, np. rb, p 53, decyduje utrata funkcji

Grupa Il Geny programowanej $mierci komaérki (apoptozy); geny hamujace apoptoze np. bcl-2,
decyduje zwiekszenie funkcji; geny drogi ku $mierci sprzyjajace apoptozie np. p 53,
decyduje utrata funkcji

Nalezy tu krétko wspomnie¢ o apoptozie. Nazwa apoptoza pochodzi z jezyka
greckiego i opisuje opadanie np. ptatkow kwiatow lub lisci z drzew [23]. Proces
ten w przeciwienstwie do $mierci nekrotycznej spowodowanej zdarzeniem nagtym
i niespodziewanym jest przygotowany przez samg komorke.

Apoptoze mozna podzieli¢ na dwa etapy:

- w pierwszym komérka dochodzi do indukcji procesu samounicestwienia, w
wyniku informacji dochodzacych z wnetrza komoérki, jak i sygnatdw zewnetrznych;

- w drugim etapie nastepuje uaktywnienie genéw, ktérych produkty biora udziat
w samounicestwieniu komorki.

Indukcja apoptozy i przebieg zdarzen molekularnych w komérkach nalezacych
do réznych tkanek jest odmienna i nawet jest inna w limfocytach B (gdzie wazng
role odgrywa antygen CD 40) i limfocytach T (udziat produktow genéw FAS/APO-1
(CD 95) i receptora komorki T) [45].

Komarki ulegajgce apoptozie przechodzg bardzo charakterystyczny cigg przemian
morfologicznych prowadzacych ostatecznie do fragmentacji jadra i cytoplazmy z
powstaniem tzw. ciatek apoptycznych. Ciatka te sq ostatecznie fagocytowane przez
uktad monocytéw-makrofagéw, dzieki czemu nie dochodzi do odczyndw zapalnych
charakteryzujacych proces martwicy komoérek, a sam proces apoptozy jest trudny
do dostrzezenia [23, 59, 60].

Apoptoza u kregowcdéw odgrywa kluczowa role w ontogenezie i organogenezie
(np. w rozwoju uktadu immunologicznego) [41, 60]. W ustroju dorostym utrzymuje
wilasciwg homeostaze tkankowg zapobiegajgc np. rozrostom klonéw autoreaktyw-
nych i nowotworowych, a takze zapewnia selekcje komorek o najwiasciwszym
repertuarze receptoréw np. w ukladzie limfo-hemopoetycznym [1, 53, 55].

CHARAKTERYSTYKA bcl-2

Gen bcl-2 jest jednym z lepiej poznanych genow. W pismiennictwie polskim
w latach ostatnich pojawito sie szereg prac na temat tego genu [16, 26, 44). bcl-2
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koduje dwa biatka: p BCL-2 alfa i p BCL-2 beta. Oba biatka majg identyczne
195 pierwszych aminokwaséw, ale p BCL-2 beta jest pozbawiony domeny prze-
zbtonowej konca karboksylowego. Zachowanie w procesie ewolucji konca kar-
boksylowego p BCL-2 alfa, ztozonego z 17 hydrofobowych aminokwasow, ktéry
poza ssakami wykryto takze u ptakdw, wskazuje na jego znaczenie w domenie
przezbtonowej. Obecno$¢ konca karboksylowego w p BCL-2 alfa warunkuje kilka
charakterystycznych cech tego biatka, réznigcych go od p BCL-2 beta [52, 54]:

e Po pierwsze: jego masa czasteczkowa jest wyzsza od p BCL-2 beta (26kD
versus 22 kD).

* Po drugie: jego lokalizacja w obrebie struktur komérkowych jest odmienna
(p BCL-2 alfa jest biatkiem przezbtonowym wystepujgcym w wewnetrznej i zew-
netrznej btonie mitochondrialnej, a przy wzmozonej ekspresji - w siateczce endo-
plazmatycznej oraz w otoczce jadrowej; p BCL-2 beta jest rzadko wykrywalny
w strukturach komorkowych i wystepuje w cytosolu).

« Po trzecie: jego czynnoscig w warunkach pozbawienia komorek cytokiny. Mia-
nowicie p BCL-2 alfa ma zdolno$¢ przedtuzania zycia komorki przez blokowanie
apoptozy nawet przy braku interleukiny 3 (IL-3). Natomiast w doswiadczeniach
na linii hemopoetycznej 32 D p BCL-2 beta nie przedtuzato zycia komérek po-
zbawionych IL-3.

» Po czwarte: w zwigzku z wewnatrz komdrkowa lokalizacja i zdolno$cia ha-
mowania apoptozy p BCL-2 alfa moze byé odpowiedzialne zawielolekowg odporno$é
komdrek nachemioterapie. Wykazano bowiem, ze wysoki poziom wewnatrz komorki
p BCL-2 alfa blokuje apoptoze indukowana lekami przeciwnowotworowymi [9,
35].

Z drugiej strony zaréwno p BCL-2 alfa, jak i p BCL-2 beta zwiekszajg onkogeneze
w linii fibroblastow NIH-3T3 i wraz z onkogenem ras wywotujg zto$liwg trans-
formacje ptodowych fibroblastow szczura [42].

P BCL-2 alfaw uktadzie limfo-hemopoetycznym wystepuje w grudkach chtonnych
weztéw chtonnych lub $ledziony i to prawie wytgcznie w mankiecie limfocytow
otaczajgcych centrum rozrodcze grudki. Taka lokalizacja, wskazuje ze p BCL-2
alfa jest biatkiem komérek plazmatycznych i dtugo zyjagcych komérek B pamieci
immunologicznej [37]. Brak ekspresji BCL-2 w centrum rozrodczym prawidtowej
grudki chtonnej sprzyja selekcji wiasciwych komérek i $mierci antygenowo-ne-
gatywnych limfocytow B.

Stwierdzono takze réznice w czasie przezycia miedzy tymocytami kory grasicy,
ktére prawie wszystkie ging w nastepstwie apoptozy, a tymocytami rdzenia grasicy,
ktore charakteryzuje ekspresja p BCL-2 alfa.

W aspiratach szpiku prekursorowe komorki hemopoetyczne wszystkich linii sg
p BCL-2 alfa dodatnie, podczas gdy dojrzate komdrki potomne, takie jak neutrofile
czy retikulocyty, sg p BCL-2 alfa ujemne [21, 40].
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Powyzsze badania zostaly takze potwierdzone przez doswiadczenia na trans-
genicznych myszach. Zwiekszona ekspresja BCL-2 w komdrkach B u tych zwierzat
wystepuje po wtérnej stymulacji antygenowej, ktorej nastepstwem jest powstanie
duzych ilosci sekrecyjnych komoérek plazmatycznych. Wzrost ekspresji BCL-2 wy-
stepuje takze w komdrkach pamieci immunologicznej [37]. BCL-2 odgrywa réwniez
role u transgenicznych myszy w rozwoju tymocytow. Ekspresja BCL-2 w korowych
tymocytach chroni je przed apoptozg indukowang przez glikokortikoidy, promienie
jonizujace iprzeciwciataanty CD 3 [48]. U homozygotycznych myszy pozbawionych
genu bcl-2 (bcl-2 -/-) wkrétce po urodzeniu tymocyty otrzymujace apoptotyczne
sygnaty szybko ging, a grasica i $ledziona ulegajg dramatycznej inwolucji [57].

W hemopoetycznych liniach komérkowych zaleznych od zewnatrz pochodnych
czynnikdéw regulujgcych wzrost komorek, takich jak np. IL-2, IL-3, IL-4, IL-6,
czynnik stymulujacy wzrost kolonii granulocytéw-makrofagéw, w razie ich braku
w Srodowisku hodowlanym BCL-2 zapobiega apoptozie [8, 38, 46, 56]. Podobnie
BCL-2 chroni hodowle komo6rkowe wspotczulnych neuronéw przed $miercig w
srodowisku pozbawionym czynnika wzrostu komérek nerwowych, neutropowego
czynnika mozgowo-pochodnego lub innych [2,14]. Chociaz BCL-2 nie zapobiega
wszystkim czynnikom przyspieszajagcym $mier¢ komorki, moze jednak hamowacd
apoptoze wywotang onkogenami indukujacymi proliferacje. Nadmierna ekspresja
c-myc w hodowli komérek CHO pozbawionej osocza lub w hodowli fibroblastow
indukuje proliferacje potaczong z apoptoza; réwnoczesna ekspresja BCL-2 za-
pobiega tej Smierci [4, 11].

BCL-2 jest znany jako onkogen. Ztamanie DNA w locus genu strukturowego
tancucha ciezkiego immunoglobulin (Ig) komérki B lub w locus receptora anty-
genowego komorki T sg czestym miejscem translokacji BCL-2. Zwtaszcza trans-
lokacja t(14; 18)(q32;q21) charakteryzuje chtoniaki B-komdérkowe cztowieka (85%
chtoniakéw grudkowych i 20% chtoniakéw o rozlanym typie proliferacji, w tym
przewlekta biataczke limfatyczng B-komorkowa) [64]. W nastepstwie t(14;18)
(932;921) BCL-2 zostaje przeniesiony w locus genu taficucha ciezkiego Ig wskutek
czego gwattownie wzrasta jego transkrypcja [3,7] i apoptoza zostaje zahamowana.
Zresztg ekspresja BCL-2 wystepuje niezaleznie od t(14;18) (q32;q21) prawie we
wszystkich limfocytach (zaréwno B jak i T) chorych z przewleklg biataczkg lim-
fatyczng B komérkowa [ J. Rolinski obserwacje nie publ.].

Zwrécono takze uwage [43], ze poza samg translokacjg na aktywacje BCL-2
i nadmierne wytwarzanie kodowanego p BCL-2-alfa moze wptywaé punktowa mu-
tacja. By¢ moze z takg mutacjg wigze sie ekspresja BCL-2 u chorych z przewlekig
biataczkg limfatyczna B-komérkowga. Ekspresja BCL-2 i zahamowanie apoptozy
mogg wiec ttumaczy¢ bardzo diugi (niekiedy Kkilkuletni) czas przezycia biatacz-
kowych limfocytow.
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Ekspresje BCL-2 obserwowano takze w plazmocytach pochodzgcych od chorych
ze szpiczakiem plazmocytowym, zbiataczkg plazmocytowg i w liniach komérkowych
wyprowadzonych od chorych ze szpiczakiem plazmocytowym [10, 17]

Rola t(14;18) w nowotworach byta badana w modelu transgenicznych myszy
z insertem mini genu bcl-2-1g imitujagcym translokacje w chioniakach cztowieka.
U zwierzat tych poczatkowo niewielka populacja komérek B pozostajagcych w fazie
spoczynkowej cyklu mitotycznego ulegta znacznej akumulacji wskutek zablokowania
apoptozy. Pod wptywem stymulacji antygenowej nastepowata poliklonalna proli-
feracja, a po pewnym okresie utajenia rozwijaty sie chioniaki B-komorkowe o
wysokim stopniu ztosliwosci. Przetgczenie poliklonalnej hiperplazji w monoklonalny
rozrost nowotworowy wystepowato wskutek wtdrnych zmian genetycznych.W okoto
potowie tych chtoniakéw dochodzito do translokacji genu myc w locus fanicuchéw
ciezkich Ig, jego nadmiernej ekspresji, aktywacji proliferacji, przy hamowanej apo-
ptozie. Tak wiec wydtuzenie czasu zycia komorki jest onkogenne [54].

Badania podwdjnie transgenicznych myszy (noszacych zaréwno transgen recep-
tora komorki T, jak i LCKpr-BCL-2) wykazaty, ze w populacji komérek T bcl-2
utatwia dojrzewanie komorek CD8, ale nie CD4, przedtuza odpowiedZ na ponowng
stymulacje antygenowag (superantygen) [50] i w ostatecznosci podobnie jak u myszy
bcl-2-1g rozwijajq sie chtoniaki T komdérkowe (cyt. wg [57]).

W okresie embrionalnym i w okresie prenatalnym ekspresja BCL-2 wystepuje
w wiekszosci badanych narzgdéw. Obserwowano np. ekspresje BCL-2 w zawigzkach
kohczyn w komdrkach strefy palcéw, natomiast w strefach miedzy palcami ekspresji
tej nie stwierdzono i komaérki umieraty. Szczeg6lnie uderzajgcajest ekspresja BCL-2
w ukladzie nerwowym. Wraz z dojrzewaniem w okresie porodowym ekspresja
BCL-2 zostaje w znacznym stopniu ograniczona. U osobnikéw dorostych ekspresja
BCL-2 wystepuje w miodych populacjach komorkowych, takich jak: komorki pre-
kursorowe wszystkich linii w szpiku, prekursory komdrek nabtonkowych w jelitach
i w skorze. Stwierdzono takze wysokiego stopnia ekspresje BCL-2 w nabtonkach
reagujacych na hormony cyklami rozrostu i inwolucji, takich jak nabtonki macicy
[21]iw neuronach obwodowego uktadu nerwowego (cyt. wg [57]). Zaréwno nabtonki
macicy, jak i uktad neuronéw obwodowych sg zdolne do regeneracji po ekspozycji
na czynniki uszkadzajace.

U homozygotycznych myszy pozbawionych genu bcl-2 wprawdzie rozwdj em-
brionalny jest catkowity, ale wkrétce po urodzeniu nastepuje zahamowanie wzrostu
i przedwczesna $Smiertelno$é. Jak to juz powiedziano, grasica i $ledziona ulegaja
inwolucji. Rozwija sie torbielowate zwyrodnienie nerek, ktére charakteryzuje roz-
strzen proksymalnych i dystalnych segmentow kanalikow nerkowych, nadmierna
proliferacja nabtonkdw oraz tkanki srédmigzszowej prowadzace do niewydolnosci
nerek. Wystepuje przedwczesna siwizna z pojawieniem sie wtdérnych mieszkéw
witosowych, co wskazuje na zaburzenia w syntezie melanin regulowanej procesami
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utleniania-redukcji. Wszystkie te nieprawidtowos$ci sugeruja, ze bcl-2 hamuje apo-
ptoze przez oddziatywanie na procesy antyoksydacyjne [57].

RODZINA GENOW bcl-2

Obecnie méwi sie o rodzinie genow bcl-2. Sam gen bcl-2 wykazuje podobienstwo
do odlegtego ewolucyjnie genu ced-9 nicienia Caenorhabditis elegans. Utrata tego
genu w pierwszym pokoleniu nicieni powoduje zwigekszong $miertelno$¢ komarek,
za$ w czasie embriogenezy w drugim pokoleniu jest cechg letalng. Biatka kodowane
przez bcl-2 i ced-9 sg homologiczne zardwno strukturalnie, jak i czynnos$ciowo,
24% sekwencji aminokwasowych biatka CED-9 jest identycznych z biatkiem BCL-2,
a 49% wykazuje podobienistwo. Wprowadzenie genu bcl-2 do komérek mutanta
Caenorhabditis elegans z nieczynnym genem CED-9 hamuje apoptoze [18, 19].

Niedawno Kozopas i wsp. [26] wyizolowali z linii ML-1 pochodzacej z ludzkiej
biataczki szpikowej gen mcl-1. Autorzy wykazali, ze ekspresja tego genu wystepuje
we wczesnym okresie réznicowania linii, juz po 1-3 godz. od podania estru forbolu,
jeszcze przed wystgpieniem antygenowych markeréw réznicowania i zmianami mor-
fologicznymi (1-3 dni). Wykryto takze podobienstwo sekwencji miedzy MCL-1
a BCL-2, ale nie ustalono, czy MCL-1 wplywa na apoptoze, chociaz uczestniczy
w roznicowaniu i ukierunkowaniu komorek.

Inny gen nazywany Al, specyficzny dla wczesnej odpowiedzi komérek hemo-
poetycznych na czynnik stymulujgcy powstawanie kolonii granulocytéw-makro-
fagow, i lipolisacharyd wykazuje réwniez podobiefAstwo sekwencji do BCL-2 [31].
Jednakze jego rola w procesie apoptozy, podobnie jak MLC-1, wymaga wyjasnienia.

Istniejg jednak inne geny podobne do BCL-2, ktére ponadto odgrywajg role
w procesie apoptozy, sg to bax, bcl-x i bak. Geny te, podobnie zreszta jak ced-9
Caenorhabditis elegans i mcl-1 zawierajg dwie rézne domeny homologii dobrze
zachowane w procesie ewolucji. Sg to domeny BH1 i BH2. Domeny te odgrywajg
istotng role w oddziatywaniu na siebie cztonkéw rodziny bcl-2, gdyz uczestniczg
w procesie wigzania np. biatka BAX z biatkami BCL-2. Gdy w BH1 aminokwas
Gly 145 zostanie zastgpiony przez alanine lub kwas glutaminowy, a w BH2 Trp
188 - przez alaning, zostanie zniszczona mozliwo$é wigzania BAX z BCL-2 i
efekt hamujgcy apoptoze [63].

Biatko BAX p-21 BAX (skrot od BCL-2 associated protein X), o masie czg-
steczkowej 21 kD wykryli Oltwai i wsp. z waszyngtonskiej grupy Korsmeyera
[39]. Znalezione je w ludzkich i mysich tkankach limfoidalnych dzieki réwnoczesnej
precypitacji z BCL-2. Wprawdzie ogdlna homologia aminokwaséw p-21 BAX z
biatkiem BCL-2 wynosi okoto 40%, ale jest wyraznie zaznaczona w domenach
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Rys. 1. Model wzajemnych powigzan miedzy BCL-2 i BAX w regulacji zaprogramowanej $mierci
komdérki; wszystkie omoéwione biatka mogg wystepowac jako dimery lub oligomery; wolny BCL-2 jest
alternatywnie monodimerem lub homodimerem (wg Oltwai i wsp. [39])

BH1 i BH2. Hydrofobowy koniec karboksylowy jest cze$cig przezbtonowg tego
biatka. BAX z BCL-2 tworzy heterodimer (rys. 1).

O ile BCL-2 hamuje apoptoze w niektérych modelach doswiadczalnych (linia
RL-7 wyprowadzona od chorego z chioniakiem, linia FI 5,12 z mysiej biataczki
limfoblastycznej) pozbawionych IL-3, o tyle ekspresja BAX przeciwdziata temu
efektowi i komorki ging wskutek apoptozy. A zatem stosunek biatka BAX do
biatka BCL-2 jest krytyczny dla wystgpienia lub zahamowania apoptozy w $ro-
dowisku pozbawionym IL-3. Biatko BAX poza tkanka limfoidalng (grasica, wezty
chtonne, $ledziona) wystepuje w szpiku, mozgu, ptucach, zotadku, trzustce, nerce,
sercu i miesniach gtadkich.

Boise z grupy Nuneza z Chicago [5] wyodrebnit gen bcl-x, ktéry koduje hiatko
0 zgodnosci okoto 44% aminokwaséw z biatkiem BCL-2. W obrebie genu bcl-x
wyrézniono dwa podtypy:

bcl-xI (large) kodujgcy 233 aminokwasy; biatko to ma domeny BH1 i BH2;

.- bel-xs(small) kodujacy 170 aminokwaséw, w biatku kodowanym przez BCL-XS
brakuje 63 aminokwaséw w obszarach zawierajgcych domeny BH1 i BH2 [5, 12].

bel-Xf zostat wykryty w dojrzatych strukturach tkankowych, gtéwnie w moézgu,
gdzie jego ekspresja jest znacznie wyzsza niz w BCL-2 [15, 29, 36].

bcl-xs wystepuje gtownie w grasicy.

W hodowli pozbawionej IL-3 komo6rki transfekowane BCL-X1 byty oporne na
apoptoze, a wigc BCL-X1 dziata podobnie jak BCL-2. Natomiast w tych samych
warunkach BCL-XS podobnie jak BAX przyspiesza apoptoze hamujgc dziatanie
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BCL-2. Nie wykazano jednak, aby BCL-X1 tworzyt dimer z BCL-2. Natomiast
BCL-Xj w komdrkach ssakéw moze tworzy¢ heterodimer z BAX [47]. Istniejg
réznice we wzorze ekspresji miedzy BCL-2 i BCL-XI. Wydaje sie, ze ekspresja
BCL-2 odgrywa role w utrzymaniu homeostazy spoczynkowych komérek T, na-
tomiast ekspresja BCL-X1 jest istotna dla podjecia decyzji komorki dotyczacej
przezycia po aktywacji [15, 23].

Niedawno trzy niezalezne grupy badawcze [6, 13, 25] zidentyfikowaty i scha-
rakteryzowaty nowy czynnik odgrywajgcy role w procesie Smierci komorki, ktéry
nazwano genem bak. bak jest w 25% identyczny z bcl-2, w 22% z bcl-X/ i w
19% z bax oraz ma domeny BH1 i BH2. Podobnie jak BAX produkt genu BAK
w odpowiedzi na odpowiedni czynnik stymulujacy nasila apoptoze. Jest wiec an-
tagonistg BCL-2, w przeciwienstwie jednak do BAX, BAK hamuje $mieré w liniach
komérek stransformowanych przez wirusa Epsteina-Barr. Produkt BAK ma przy
kohAcu karboksylowym $rédbtonowa domene hydrofobowa, co wskazuje, ze jest
on integralnym biatkiem btony komdrkowej. Biatko BAK r6zni si¢ od biatek BAX
preferencjg do tworzenia dimeréw z BCL-XI, a nie z BCL-2. Przekaznikowy RNA
BAK jest bardzo rozpowszechniony w tkankach, tgcznie zdtugo zyjacymi, catkowicie
zréznicowanymi typami komdrek. Najwyzszy jego poziom odkryto w sercu i mies-
niach szkieletowych, a nieco nizszy w watrobie, trzustce, nerkach i mdzgu.

Wykryto trzy geny bak:

* gen bak zlokalizowano w chromosomie 6,
- bak-2 w chromosomie 20,

.- bak-3 w chromosomie 11.

Szeroko rozpowszechniona w tkankach aktywnos$¢ indukujaca apoptoze musi
by¢ modulowana przez molekuty hamujace ten proces. Do korica nie jest jednak
wyjasniony mechanizm tego zjawiska. By¢ moze BCL-2 dziata tworzac dimer z
BAX i stosunek BCL-2 do BAX hamuje lub nasila apoptoze w odpowiedzi na
bodzce je indukujace [39]. Nie jest jednak wykluczone, ze biatko BCL-2 prze-
ciwdziata utlenianiu przez wolne rodniki warstwy lipidowej btony komorkowej,
ktore to utlenianie prowadzi do jej fragmentacji tak charakterystycznej dla apoptozy
[20]. BCL-2 moze takze wpltywaé na molekuty dziatajgce w innych miejscach
procesu antyoksydacyjnego [57].

Dalsze badania zdolno$ci BCL-2 do interakcji z innymi biatkami w taicuchu
$mierci pozwolity na wykrycie nowego biatka negatywnie modulujgcego czynnosci
BCL-2 i BCL-XI oraz zastepujacego czynnosci BAX. Biatko to nazwano BAD
(BCL-2/BCL-XL- associated death promotor) [61]. R6zni sie ono od innych czton-
kéw rodziny BCL-2, gdyz jego homologia ogranicza sie tylko najstaranniej prze-
chowywanych w procesie ewolucji aminokwaséw w domenach BH1 i BH2. BAD
nie matakze charakterystycznego korica karboksylowego w domenie przezbtonowej,
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Tabela 3. Genetyczna kontrola apoptozy w uktadzie limfo-hemopoetycznym

( modyfikacja wg Sinkovics i Horvath [49])

Geny Geny Objasnienia
i czynniki i czynniki
utatwiajace hamujace
apoptoze apoptoze
p 53 Interleukina-6 Utrata lub mutacja p 53 hamuje apoptoze i utatwia transformacje. Jezeli
(IL-6) uszkodzony DNA nie ulegnie naprawie, p 53 indukuje apoptoze. p 53
antagoni- stabilizowany przez adenowirusa 5 EI A ufatwia apoptoze
sta p 53
c-myc ¢c-MYC GF(-) Przy braku GF ¢ MYC podobnie jak BCL-2 hamuje apoptoze,
i czynniki c-MYC GF(+) W obecnosci GF c-M Y C utatwia apoptoze
wzrostu
{growth factors-GF)
FES Utatwia pozostawanie granulocytéow w fazie Go cyklu komérkowego
i wydtuza ich przezycie
BCL-2 W warunkach prawidtowych biatko kodowane przez BCL-2 wystepuje
w diugo zyjacych komdérkach pamieci immunologicznej; rozw6j komoérek
chtoniaka zostaje utatwiony po transfekcji BCL-2 w sasiedztwo genéw
tancuchow ciezkich immunoglobulin. BCL-2 nie zapobiega jednak
dziataniu cytotoksycznych komérek T
Receptor Utatwia apoptoze, wystepuje on tylko w niektérych tkankach, w tym
FAS w grasicy i watrobie; R-FAS wykazuje szereg homologii z kilkoma
(R-FAS) receptorami powierzchni komoérkowej, jakim jest receptor czynnika

Interferon-alfa
(INF-alfa)

IFN-gamma

martwicy guza (tumour necrosisfactor - TNF) lub receptor o niskim
powinowactwie do czynnika wzrostu komérek nerwowych (nerve
growthfactor- NGF); monoklonalne przeciwciato anty APO-1
indukuje apoptoze.

Gdy gen int koduje konieczny dla angiogenezy czynnik b wzrostu
fibroblastow (bfibroblast growthfactor - b FGF), INF-alfa hamuje
angiogeneze i indukuje apoptoze w komoérkach migsaka Kaposiego
w przebiegu AIDS

Czynnik wzrostu hamujacy apoptoze komoérek przewlektej biataczki
limfatycznej B-komoérkowej

co sugeruje ze nie jest integralnym biatkiem btony komérkowej. BAD w komorkach
ssakow tworzy heterodimery z BCL-2 i BCL-XI, przy czym silniej sie wigze z

BCL-X1 niz z BCL-2.

XLUBAX iBCL-2/BAX.
Inne biatko nazwane

Ponadto BAD zastepuje BAX w heterodimerach BCL-
Przy czym zdolnos¢ ta zalezy od stezenia BAX w komarce.
BAG-1 moze korzystnie wptywaé na aktywno$¢ BCL-2

w hamowaniu $mierci komoérki [51]. Wykazano, ze BAG-1 in vitro ma zdolno$¢
do interakcji z BCL-2. Jednakze BAG-1 nie jest homologiczny z innymi cztonkami

rodziny BCL-2.
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Tak wiec wsérdd cztonkdw rodziny bcl-2 istniejg przeciwstawnie dziatajgce geny,
z ktdérych jedne hamujg {bcl-2, bcl-X[), a inne utatwiajg {bajt, bcl-xs, bak, bad)
$Smier¢ komorki.

INNE GENY REGULUJACE APOPTOZE

Chociaz rodzina bcl-2 odgrywa role w kontrolowaniu $mierci komorki, takze
inne geny nie wykazujgce homologii z bcl-2 sg istotne w tym procesie. W tabeli
3 przedstawiono geny regulujgce apoptoze w uktadzie limfo-hemopoetycznym. Na
rysunku 2 przedstawiono rézne rodzaje odpowiedzi komérkowej na zewnetrzne
i wewnetrzne czynniki sygnalizacyjne.

Na zakonczenie nalezy stwierdzi¢, ze problem zaréwno rodziny gendéw bcl-2,
jak i apoptoza komoérek bedgca wynikiem dynamicznego wspétdziatania réznych
genéw w zalezno$ci od sygnatéw zewnetrznych i wewnetrznych jest daleka do
wyjasnienia. Prawdopodobnie dalsze badania rzucg nowe Swiatto i skomplikuja
istniejgce poglady.
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RECEPTOR ANDROGENOWY -
STRUKTURA, FUNKCJA ORAZ UDZIAL
W NOWOTWORZENIU GRUCZOtU KROKOWEGO

ANDROGEN RECEPTOR - STRUCTURE, FUNCTION,
AND THEIR PARTICIPATION IN PROSTATE NEOPLASMS

Magdalena BRYS, Wanda Matgorzata KRAJEWSKA

Katedra Cytobiochemii, Uniwersytet £6dzki

Streszczenie: Praca zawiera aktualny stan wiedzy na temat struktury i funkcji receptora androgenowego
(AR) ijego udzialu w nowotworzeniu gruczotu krokowego. Zmiany w ekspresji genéw supresorowych,
onkogenéw, czy gendéw, ktérych produkty biatkowe regulujg transkrypcje, w tym genu receptora
androgenowego, moga wywiera¢ wptyw na proces proliferacji komérek. Znaczny udziat androgenéw i
ich receptora w rozwoju i réznicowaniu prostaty pozwala sugerowaé, iz moga one by¢ zwigzane z
procesem karcynogenezy tego gruczotu. Mutacje genu receptora androgenowego na skutek zaburzenia
mechanizmu kontroli jego aktywnosci transkrypcyjnej przez ligand moga przyczyniac sie do uzyskania
przez komérki nowotworowe przewagi nad komérkami prawidtowymi i rozjatrzenia ogniska nowotwo-
rowego. Istnieje réwniez prawdopodobienstwo, ze mutacje wykrywane w genie ar moga by¢ epifeno-
menem odzwierciedlajagcym raczej niestabilno$¢ genomu komérki nowotworowej niz wskazujgcym na
udziat ar w procesie onkogenezy.

Stowa kluczowe: receptor androgenowy: gen, biatko, funkcja; nowotwory gruczotu krokowego; mutacje
receptora androgenowego

Summary: This review presents the contemporary knowledge on the androgen receptor structure and
function, and their participation in prostate neoplasms. Expression changes of tumor suppressor genes,
oncogenes, and transcription-regulating genes, including the androgen receptor gene, could alter the
control of cellular proliferation. Because of the pivotal role of androgens and their receptor in develop-
ment of the prostate, much attention has been focused on their potential role in prostatic cancer. Mutations
in the androgen receptor gene could contribute to the selective advantage of cancer cells and exacerbation
or progression of prostate cancer by abolishing normal ligand control of ar gene transcriptional activity.
But there is the possibility that the mutations detected in the ar gene are an epiphenomenon, reflecting
the genetic instability of neoplastic tissue, rather than implicating the ar in oncogenesis.

Key words: androgen receptor: gene, protein, function; prostatic neoplasms; androgen receptor mutations
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1. WSTEP

Receptor androgenowy (AR; ang. androgen receptor) jest jednym z receptorow
wewnatrzkomaérkowych o funkcji czynnikéw transkrypcyjnych. Obok AR w grupie
tej znajdujg sie: receptor glukokortykoidowy (GR; ang. glucocorticoid receptor),
mineralokortykoidowy (MR; ang. mineralocorticoid receptor), progesteronowy (PR;
ang. progesterone receptor) i estrogenowy (ER ang. estrogen receptor), a takze
receptory hormonow tarczycy (TRa i TR(3; ang. thyroid hormone receptor), kwasu
retinowego (RAR; ang. retinoic acid receptor) i witaminy D3 (VDR; ang. vitamin
D receptor) oraz tak zwane receptory sieroce (ang. orphan receptors), jak np.
czynnik transkrypcyjny wigzacy sie z regionem regulatorowym genu owoalbuminy
kury (COUP-TF; ang. chicken ovoalbumin upstream promoter transcriptionfactor),
indukowalny czynnik wzrostu nerwu -*39 B (NGFI-B; ang. nerve growth factor
induced-B), czy ulegajace ekspresji po ekspozycji na czynnik wzrostu nerwu (NGF;
ang. nerve growth factor) biatko Nur77 (ang. nuclear receptor 77). Hormony za
posrednictwem receptorow wewnatrzkomérkowych przekazujg pochodzace z zew-
natrz sygnaty, ktére moga mie¢ wptyw na tak istotne procesy, jak wzrost, roz-
nicowanie i Smier¢ komorki. Regulacja ta odbywa sie przez aktywacje lub hamowanie
ekspresji okreslonych genow [6, 23, 28, 40, 44, 56, 62, 63, 66, 69].

Gruczot krokowy (stercz) jest androgeno-zaleznym gruczotem meskiego uktadu
ptciowego. Rak gruczotu krokowego jest jednym z najczeSciej rozpoznawanych
nowotwordw ztosliwych powodujgcych zgony mezczyzn. Molekularne podstawy
transformacji nowotworowej tego gruczotu pozostaja niewyjasnione, niemniej su-
geruje sie, ze znaczacy udziat w tym procesie majg androgeny. Ekspresja i mutacje
genu kodujacego receptor androgenowy pozostajg w centrum zainteresowania wielu
grup badawczych [41, 49].

2. RECEPTOR ANDROGENOWY
STRUKTURA | FUNKCJA GENU ORAZ BIALKA

Gen receptora androgenowego

Zar6wno gen receptora androgenowego, jak i kodowane przez niego biatko sg
strukturalnie i funkcjonalnie zblizone do innych receptoréw steroidowych (rys. 1).
Gen ar stanowiony przez pojedynczy allel, zlokalizowany jest na dtuzszym ramieniu
chromosomu X (Xql 1—2) i zawiera 75-90 kpz genomowego DNA. Jego region
kodujacy (ok. 2757 pz otwartej ramki odczytu) skiada sie z oSmiu eksondw oz-
naczanych 1-8 lub A-H, przedzielonych intronami o diugosci do ponad 26 kpz
[41, 49]. W dystalnej czesci eksonu 1, po jego stronie 5°, znajduje sie region
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Rys.l. Gen i biatko receptora androgenowego (wg [41], zmienione). Gen receptora androgenowego
zlokalizowany jest w pericentrycznym regionie dtuzszego ramienia chromosomu X (Xql 1-12). Stanowi
go 75-90 kpz genomowego DNA, osiem eksondéw (numery wewnatrz prostokgtéw) przedzielonych
intronami (numery nad schematem) o dtugosci wahajacej sie od 0,7 kpz do ponad 26 kpz (liczby pod
schematem). cDN A zawiera region kodujacy o dtugosci okoto 2760 pz {wielko$¢époszczegélnych eksonow
podana nad schematem). Ekson 1 koduje domene N-koricowg odpowiedzialng za transaktywacje, a
eksony 2 i 3 domene wigzaca sie z DNA o strukturze palcow cynkowych. Koniec 5’ eksonu 4 koduje
fragment odpowiedzialny za transport receptora androgenowego do jadra komoérkowego, a koniec 3’
eksonu 4 oraz eksony 5-8 kodujg domene wigzaca hormon i biatko HSP90
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zawierajagcy kodon CAG powtarzajacy sie $rednio 21+2 razy, kodujacy sekwencje
poliglutaminowg. U osobnikéw z choroba Kennedy’ego liczba powtorzen kodonu
CAG wynosi nawet 40-72 [30, 32, 33, 41]. Przypuszcza sig, ze regiony bogate
w glutamine, charakterystyczne takze dla wielu innych czynnikéw transkrypcyjnych,
stanowig gtéwng cze$¢ domen odpowiedzialnych za transaktywacje.

Badania nad promotorem genu ar wykazaty, ze gtdbwne miejsce inicjacji trans-
krypcji (TIS I; ang. transcription initiation site 1) odpowiada reszcie adenozyny
zlokalizowanej okoto 1100 pz po stronie 5’ od inicjujgcego translacje kodonu me-
tioniny. Po stronie 3° TIS I, w odlegtosci 11 nukleotyddéw, znajduje sie drugie
miejsce inicjacji transkrypcji (TIS I1). Oba miejsca startu transkrypcji sg przypu-
szczalnie regulowane przez rdozne sekwencje promotorowe. Funkcja TIS |l jest
dotychczas nieznana. Promotor genu ar wykazuje znaczne podobienstwo do pro-
motoréw genu gr czy pr, nie zawierajacych typowych sekwencji TATA lub CAAT.
Promotory te zawierajg natomiast elementy bogate w pary GC, miejsca wigzania
czynnika transkrypcyjnego SP1 (ang. specific protein 7),jak rowniez miejsca wiazace
wiele innych czynnikow transkrypcyjnych, takich jak AP2 (ang. activatorprotein-2)
oraz sekwencje homopurynowg i sekwencje odpowiedzi na cAMP (CRE; ang.
cAMP response element). Okre$lono, ze minimalny fragment promotora ludzkiego
genu ar niezbedny dla zachowania jego aktywnos$ci obejmuje sekwencje od -74
do 84 nukleotydu wokét miejsca inicjacji transkrypcji [37, 41].

Regulacja ekspresji genu receptora androgenowego

Regulacja, jakiej podlega ekspresja genu receptora androgenowego zaréwno na
poziomie transkrypcji, jak i translacji, zalezy od wieku organizmu oraz od typu
tkanek i komorek, w ktorych proces ten nastepuje. Na uwage zastuguje fakt, ze
ar i mRNA dla ar podlegaja odmiennej regulacji przez androgeny, nawet w obrebie
komorek tego samego typu. W komaérkach eksponowanych na dziatanie androgenow
obserwuje sie wzrost poziomu receptora androgenowego w wyniku obnizenia de-
gradacji biatka. U szczuréw poddanych kastracji stwierdzono natomiast wzrost po-
ziomu mRNA receptora androgenowego. Zjawisko to ulega rewersji w wyniku
podania zwierzetom androgenéw. W przypadku innych receptoréow steroidowych
wykazano, ze negatywna regulacja poziomu mRNA odpowiedniego receptora na-
stepuje przez zmniejszenie czestosci inicjacji transkrypcji i/lub skrocenie okresu
pottrwaniamRNA [8,41,61]. Przypuszczasie, ze podobnie jak w przypadku receptora
glukokortykoidéw sekwencje w obrebie domeny wigzacej sie z DNA moga by¢
niezbedne dla autoregulacji ekspresji genu ar. Poza androgenami réwniez inne hor-
mony wplywajg na regulacje ekspresji genu receptora androgenowego i stabilnosci
jego mRNA w réznych typach komérek i tkanek. Zaobserwowano, ze folitropina
powoduje zaré6wno wzrost poziomu mRNA, jak i receptora androgenowego w ko-
morkach Sertoliego, prawdopodobnie za posrednictwem cAMP. Z kolei w komdrkach
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raka prostaty linii LNCaP stwierdzono obnizenie iloSci mRNA receptora andro-
genowego przez czynnik wzrostu naskdrka (EGF; ang. epidermal growth factor)
w stopniu wyzszym niz obserwowano pod wpltywem androgendw [41].

Domeny funkcjonalne receptora androgenowego

Receptor androgenowy jest biatkiem o masie czasteczkowej 110-114 kDa skta-
dajacym sie z 910-919 aminokwaséw. Rozbhiezno$¢ dotyczgca wielkosci biatka
wynika z réznej diugosci odcinka poliglutaminowego kodowanego przez powta-
rzajacy sie triplet CAG, zlokalizowany w eksonie 1 [41, 49].

W strukturze receptora androgenowego wyodrebnia sie domeny odpowiedzialne
za gtdwne jego funkcje, tj. transaktywacje gendw, wigzanie sie z DNA, transport
receptora do jadra komérkowego i przytgczenie hormonu (rys.l.) [2, 23, 49, 66].
Struktura wyzszego rzedu receptora androgenowego jest dotychczas nieokreslona,
ale przypuszcza sie, ze jest ona podobna do struktury receptora glukokortykoidow,
dla ktérego strukture domeny wiazacej sie z DNA okre$lono metodg spektroskopii
rezonansu jadrowego i analizy krystalograficznej [41].

Domena N-koncowa

Domena ta kodowana jest przez ekson 1 i stanowi ponad potowe catego biatka
(reszty aminokwasowe 1-537). Wykazuje ona niski stopieri homologii i duzg zmien-
nos¢ liczby aminokwaséw w poréwnaniu z pozostatymi receptorami steroidowymi.
Koniec aminowy tej domeny moze na skutek interakcji z innymi regionami biatka
przyczyniaé sie do tworzenia struktury trzeciorzedowej receptora. Miedzy amino-
kwasami 51-211,141-338 oraz 244-360 zidentyfikowano sekwencje odpowiedzialne
za transaktywacje genow [22, 54]. Przypuszcza sie, ze w domenie tej mogg byé
zlokalizowane takze inne obszary odpowiedzialne za regulacje ekspresji genow,
jak rowniez wptywajgce na aktywnos$¢ promotora genu ar. W przeciwienstwie do
pozostatych receptordw steroidowych, ar cztowieka, szczura i myszy zawiera w
domenie N-koncowej regiony o charakterze homopolimeréw. W jej czesci N-ter-
minalnej znajduje sie sekwencja ztozona z 21+2 reszt glutaminowych (aminokwasy
58-79). Miedzy resztami 372-379 wystepuje sekwencja 9 reszt proliny. W poblizu
domeny wigzacej sie z DNA miesci sie kolejna sekwencja, sktadajgca sie z okoto
24 reszt glicyny (aminokwasy 449-472). Funkcja tych regionéw w receptorze an-
drogenowym jest dotychczas niewyjasniona, jakkolwiek badania nad czynnikami
transkrypcyjnymi pozwalaja przypuszczaé, ze regiony te przez oddziatywania biat-
ko-biatko z innymi czynnikami transkrypcyjnymi sg istotne dla procesu transkrypcji
[2, 41, 66]. Stwierdzono, iz syntetyczne poliglutaminowe fancuchy przyjmujg stru-
kture, ktora in vivo moze oddziatywac na zasadzie polarnego zamka btyskawicznego
wigzgcego specyficzne biatka uczestniczace w transaktywacji [38].



54 M. BRYS, W. M. KRAJEWSKA

Domena wigzgca sie z DNA

W centralnej czesci biatka AR (reszty aminokwasowe 538-627) zlokalizowany
jest obszar bogaty w reszty cysteiny, kodowany przez eksony 2 i 3, ktory zawiera
domene (reszty aminokwasowe 557-624) odpowiedzialng za wigzanie sie receptora
ze specyficzna sekwencjg DNA okreslanajako sekwencja odpowiedzi androgenowej
(ARE; ang. androgen response element). Konserwatywne ewolucyjnie reszty cy-
sternowe, obecne we wszystkich receptorach steroidowych, potgczone wigzaniami
koordynacyjnymi z atomami cynku warunkujg strukture przestrzenng dwéch palcéw
cynkowych [40, 41, 52, 53, 66]. Pierwszy palec cynkowy (reszty aminokwasowe
559-579) kodowany jest przez ekson 2, natomiast drugi (reszty aminokwasowe
595-619) - przez ekson 3. Sekwencje aminokwasowa domeny wigzacej sie z DNA
wszystkich receptorow steroidowych charakteryzuje duzg konserwatywnos$é. Palce
cynkowe receptora androgenowego wykazujg w 80% identyczng sekwencje ami-
nokwasowg z receptorem glukokortykoidéw, mineralokortykoidéw i progesterono-
wym. Tak jak we wszystkich receptorach steroidéw, domena wigzaca sie z DNA
wykazuje wysoka specyficzno$¢ oddziatywania z DNA [27]. Trzy aminokwasy
pierwszego palca cynkowego - glicyna 577, seryna 578 i walina 581 sg odpo-
wiedzialne za wigzanie ze specyficzng sekwencjg ARE zlokalizowang w obszarach
wzmacniaczy transkrypcji, zwykle po stronie 5’ genu podlegajgcego regulacji. Drugi
palec cynkowy, wysoce zasadowy, stabilizuje oddziatywania receptor-DNA przez
kontakt ze szkieletem cukrowo-fosforanowym DNA oraz posredniczy w dimeryzacji
receptora. Na koncu karboksylowym domeny wigzacej sie z DNA znajduje sie
arginina i lizyna, ktore sg czesScig regionu odpowiedzialnego za transport receptora
do jadra komdrkowego [40, 41, 63, 66].

Region odpowiedzialny za transport receptora do jadra komdérkowego

Miedzy domeng wigzgcg sie z DNA a domeng wigzacg ligand znajduje sie
region o sekwencji aminokwasowej wykazujacej niski stopied homologii z innymi
receptorami steroidéw (“zawias", ang. hinge region). Region ten jest kodowany
przez koniec 5’ eksonu 4 (aminokwasy 628-669) i zawiera sekwencje sygnatowg
posredniczacg w transporcie receptora androgenowego z cytosolu do miejsca do-
celowego w jadrze komorkowym. Stanowig jg nastepujgce aminokwasy zlokali-
zowane miedzy resztg 629 i 633: arginina, lizyna, leucyna, lizyna, lizyna [41, 54].

Domena wigzgca ligand

Domena odpowiedzialna za wigzanie androgenow jest karboksyterminalng do-
meng receptora androgenowego kodowang przez koniec 3’ eksonu 4 i eksony 5-8,
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zawierajgcg w przyblizeniu reszty aminokwasowe 670-919. Sekwencja aminokwa-
sowa tej domeny wykazuje 50% homologii z innymi receptorami steroidowymi.
Gtowng jej funkcja jest specyficzne, wykazujgce wysokie powinowactwo, tgczenie
sie z androgenami. Prawdopodobnie region ten jest réwniez odpowiedzialny za
zahamowanie aktywnoSci receptora niezwigzanego z ligandem [54]. Obszar zawarty
miedzy aminokwasami 715-737 bierze udziat w wigzaniu biatek inhibitorowych,
takich jak biatko szoku cieplnego HSP90 (ang. heat shock protein), a takze odgrywa
role w dimeryzacji receptora. Wyniki badan pozwalajg réwniez przypuszczac, ze
w domenie tej znajduje sie region odpowiedzialny za transaktywacje [41, 54]. Sub-
stytucje: Asp—>His/Asn w pozycji 686, Met—lle w pozycji 742, Met—lle w pozycji
780, Arg—>Cys w pozycji 840, Arg—>His w pozycji 855, czy lle—=Met w pozycji
869, powoduja catkowite lub czeSciowe zahamowanie wigzania androgenéw, pod-
czas gdy substytucja Gin—>Glu w pozycji 798 wptywa na zaburzenie funkcji trans-
aktywacyjnej receptora [4, 22].

Molekularne podstawy dziatania androgenéw

Androgeny w postaci zwigzanej z biatkami osocza transportowane sg do tkanki
docelowej, gdzie po oddysocjowaniu od no$nika dyfundujg do komorki i taczg
sie z wewnatrzkomdrkowym biatkiem receptorowym (rys. 2.). Polaczenie to sty-
muluje zmiany konformacyjne receptora i transport do jadra komdérkowego, utatwia
jego dimeryzacje i potgczenie ze specyficzng sekwencjg DNA, a w konsekwencji
regulacje transkrypcji okreslonego genu [41, 55]. Pewien wptyw na optymalizacje
tego procesu ma takze temperatura Srodowiska reakcji [45]. Z receptorem andro-
genowym moga tgczyc sie rozne androgeny i inne steroidy. Jednak ma on najwieksze
powinowactwo dihydrotestosteronu, a nastepnie do testosteronu [3, 41]. Niskie po-
winowactwo receptor androgenowy wykazuje do hormonéw kory nadnerczy, takich
jak: dehydroepiandrosteron, androstenedion i do nieandrogenowych steroidéw, ta-
kich jak: progesteron i estradiol [41, 49, 66].

Przytgczenie androgenu do receptora indukuje zmiany strukturalne przeksztat-
cajgce receptor w forme aktywng. Analogicznie jak w innych receptorach steroi-
dowych ligand powoduje oddysocjowanie zwigzanego z receptorem biatka HSP90.
Od#taczenie biatek inhibitorowych odstania miejsca funkcjonalne i indukuje zmiany
konformacyjne konieczne dla transportu receptora do jadra komdrkowego oraz di-
meryzacje i tagczenie sie z DNA. Przypuszcza sie, ze we wszystkich receptorach
steroidowych biatko HSP90 nie odgrywa znaczacej roli w transaktywacji per se,
natomiast bierze udziat w transdukcji sygnatu [19, 48, 57]. Obok biatka HSP90
zidentyfikowano wiele innych biatek wspdétdziatajacych z receptorami steroidow.
Nalezg do nich miedzy innymi biatko HSP70 oraz biatko p55 nalezgce do rodziny
disulfido-izomeraz biatek (PDI; ang. protein disulfide isomerase) [29].
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Rys. 2. Sekwencja zdarzen zwigzanych z regulacjg transkrypcji przez androgeny (wg [41], zmienione).

Pierwszym etapem jest zwigzanie androgenu z wewngtrzkomérkowym receptorem, co powoduje odig-

czenie biatek inhibitorowych (np. HSP90) i gotowos$¢ receptora do wigzania sie¢ z DNA. W jadrze

komérkowym ar ulega dimeryzacji i taczy sie z ARE - specyficzng sekwencjg odpowiedzi androgenowej

zlokalizowang w regionie regulatorowym okreslonego genu. A- androgeny, T - domena uczestniczaca

w transaktywacji, D - domena wigzaca si¢ z DNA, L - domena wigzaca hormon i HSP90, HSP90 - biatko
szoku cieplnego o m.cz. 90 kDa

Przytaczenie androgenu stabilizuje receptor, co przejawia sie wyzszym poziomem
immunoreaktywnego biatka, jak réwniez wyzszym poziomem jego fosforylacji. Fun-
kcja jakg peini fosforylacja jest dotagd nieznana. Receptor androgenowy jest fo-
sforylowany zar6wno w obecnos$ci, jak i nieobecnosci hormonu i obie jego formy
majg duze powinowactwo do androgenu. [24, 41].

Zwigzanie androgenu jest niezbedne dla specyficznego tgczenia sie z DNA
i funkcji transaktywacyjnej receptora typu dzikiego, chociaz badania in vitro wy-
kazaty, ze zmutowany ar z delecja w domenie wigzacej ligand moze indukowaé
transkrypcje w nieobecnos$ci hormonu. Wyniki te sugerujg, ze w nieobecnoS$ci an-
drogenu, domena wigzgca hormon w przypadku niezmutowanego biatka dziata jako
represor regionow odpowiedzialnych za transaktywacje [41].

Receptor androgenowy przed przytgczeniem androgenu jest prawdopodobnie zlo-
kalizowany w cytosolu, jednak S$cista lokalizacja nie jest znana [6, 18, 23, 66].
W potaczeniu z hormonem AR jest bezsprzecznie umiejscowiony w jadrze ko-
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morkowym, gdzie w postaci homodimeru tgczy sie z ARE genu docelowego. Przy-
faczenie receptora do sekwencji odpowiedzi hormonalnej reguluje poziom trans-
krypcji, prawdopodobnie przez interakcje z innymi elementami kompleksu
transkrypcyjnego. Badania in vitro pozwolity stwierdzi¢, ze AR, podobnie jak GR,
PR i MR oddziatuje z sekwencjg 5’-GGTACAnNnNnTGTTCT-3’ [2, 9, 53, 66]. Kry-
tycznymi dla wigzania i funkcji AR in vivo wydaja sie pozycje 2, 3, i 5 w kazdym
odcinku potéwkowym. Cleutjens i wsp. [10] wykazali, ze sekwencja AGAACAg-
caAGTGCT funkcjonuje identycznie jak typowa sekwencja ARE.

Znaczna réznorodnos¢ regulowanych przez androgeny genéw oraz fakt, iz pod-
stawg tego procesu jest tgczenie sie receptora z niezmiennym regionem odpowiedzi
hormonalnej, wskazuje jednoznacznie na konieczno$¢ istnienia niereceptorowych
czynnikéw warunkujacych swoisto$¢ tego procesu [2, 23, 40, 42, 63, 66]. Po-
twierdzeniem tego sg miedzy innymi badania Adlera i wsp. [1] nad androgenowg
regulacjg ekspresji genu slp myszy (ang. mouse sex-limited protein). Wykazaty
one oprocz konieczno$ci istnienia sekwencji ARE, takze obecno$¢ elementdw wspot-
dziatajacych, umiejscowionych w obrebie sekwencji wzmacniajacej genu slp. Ba-
dania Scarletta i Robins [50] pozwolity stwierdzi¢, ze jednym z czynnikdw
niereceptorowych wspétdziatajagcych w hormonalnej regulacji transkrypcji genu slp
myszy moze byé czynnik transkrypcyjny Oct-1 (ang. octamer transcription factor).
Podobny mechanizm funkcjonowania wykazujg rowniez receptory innych steroidéw
[20, 35, 43, 46, 47, 57, 58, 59, 70]

3. NOWOTWORY GRUCZOtU KROKOWEGO
A MUTACJE RECEPTORA ANDROGENOWEGO

Gruczot krokowy, jego wzrost i stan funkcjonalny podlegajg kontroli endokrynnej
podczas ontogenezy. Hormony wytwarzane przez jadra, jak réwniez ich metabolity,
wptywajg w istotny sposob na réznicowanie zaréwno prawidtowych, jak i pato-
logicznych komérek prostaty [31, 34, 49]. Mimo iz niepodwazalny jest udziat an-
drogendw w procesie transformacji nowotworowej gruczotu krokowego, doktadne
nakre$lenie tego procesu pozostaje w sferze hipotez [5, 11, 49, 68]. Nadal otwarta
pozostaje kwestia odmiennej lub wsp6lnej genezy tagodnego rozrostu i raka tego
gruczotu [16, 60]. Nie wytypowano takze zadnego onkogenu czy genu supresoro-
wego, ktérego mutacje mozna by, z duzym prawdopodobienstwem, przyjac za przy-
czyne powstawania nowotworéw prostaty [7, 41, 68].

Znaczgca funkcja, jakg odgrywajg w rozwoju gruczotu krokowego androgeny
i receptor androgenowy, nasuwa przypuszczenie o udziale tych czynnikéw w pro-
cesie nowotworzenia prostaty. Hipotetyczny model wspoétdziatania androgenow i
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Tabela
Zrédio
Rak prostaty
guz pierwotny
Rak prostaty
guz pierwotny
Rak prostaty
przerzuty do kosci
Rak prostaty
przerzuty do kosci
Rak prostaty
guz pierwotny
Rak prostaty
guz pierwotny
Rak prostaty
guz pierwotny
Rak prostaty
guz pierwotny
Rak prostaty
przerzuty do kosci
Rak prostaty
guz pierwotny
Rak prostaty
przerzuty do kosci

Linia komérkowa
LNCaP

Rak prostaty

guz pierwotny
Linia komérkowa
LNCaP

Rak prostaty
przerzuty do kosci

Rak prostaty
przerzuty do kosci

1

M. BRYS, W. M. KRAJEWSKA

Mutacje receptora androgenowego w nowotworach gruczotu krokowego

Ekson/domena

1(A)/T
1(A)IT
3(C)/D
3(C)/D
4(D)IL
4(D)IL
5(E)/L
5(E)/L
6(F)/L
6(F)/L

7(G)IL

8(H)/L

8(H)/L

8(H)/L

Kodon/aminokwas

(CAG)n/(GIn)n

(GGC)(Gly)n

595 G—A/ Cys—Tyr
605 A—G/ Lys—»Arg
701 T—A/ Leu—>His
715 G—A/ Val-»Met
726 G—»T/ Arg—Leu
730 G—A/ Val-»Met
792 A—G/ GIn->Arg
798 C—»G/ GIn->Glu

860 ANG/ Thr—Ala

868 A—»G/ Thr—Ala

877 A—G/ Thr—Ala
jw.
877 T-»C/ Thr—»Ser

902 A—»G/ Gin—»Arg

Typ mutacji

polimorfizm dtugosci
polimorfizm diugosci
substytucja
substytucja
substytucja
substytucja
substytucja
substytucja
substytucja
substytucja

substytucja

substytucja

substytucja

substytucja

substytucja

PiSmiennictwo

[21,51]
[21]
[wg 25]
[wg 25]
[17, 64]
[12]
[13]
[36]
[wg 25]
[wg 25]

[wg 25]

[67]

[17,64]

[15]

[wg 25]

T - domena uczestniczgca w transaktywacji, D - domena wigzaca sie z DNA, L - domena wiazaca

hormon i HSP90

ich receptoréw z czynnikami wzrostu i czynnikami transkrypcyjnymi przedstawia
rysunek 3 [2, 23, 31, 40, 66].

Wyniki szeregu prac wskazujg na wystepowanie mutacji w obrebie receptora
androgenowego w komorkach nowotworowych prostaty (tab. 1). Mutacje receptora
androgenowego wykrywane sg gtdwnie w zaawansowanych stadiach raka prostaty
[12, 13, 15, 36, 49, 64, 65]. Przypuszcza sie, ze mutacje te moga przyczyniac
sie do wytworzenia przewagi komoérek patologicznych nad prawidtowymi i do pro-
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Androgeny
Receptor Proliferacja
androgenowy komorek
Antyandrogeny nowotworowych
Czynniki Lokalna

wzrostu inwazyjnosc¢
i przerzutowa nie

Rys. 3. Model kontroli proliferacji i inwazyjnosci komérek nowotworowych w gruczole krokowym
przez receptor androgenowy, czynniki wzrostu i inne czynniki transkrypcyjne (wg [43], zmienione)

gresji raka poprzez zaburzenie fizjologicznej, regulowanej przez ligand aktywnosci
transkrypcyjnej genu receptora. Ponadto mutacje w domenie wigzgcej ligand moga
powodowac wystgpienie zjawiska aktywowania gendéw przez receptor niezwiagzany
z hormonem.

W eksonie lreceptora androgenowego obserwuje sie wystepowanie polimorfizmu
w regionie zawierajacym powtdrzenia kodonu CAG. Schoenberg i wsp. [51] badajac
komorki raka prostaty stwierdzili w genie receptora androgenowego obecnos$é dwéch
typow takich fragmentow, tj. zawierajacych 24 i 18 powtorzen kodonu CAG. Mimo,
iz dtugosci obu regionéw odpowiadajg wartosciom przyjetym dla tkanki prawidtowe;j
prostaty, wydaje sie, ze ta niestabilno$¢ genu ar ma charakter patologiczny [30,
51]. Podobne obserwacje przyniosty badania Irvinea i wsp. [21]. W locus ar w
komorkach raka prostaty pobranych od mezczyzn trzech réznych ras wykazali oni
obecnos¢ regionéw polimorficznych o dtugosci od 9 do 29 powtdrzen kodonu CAG
(Gin) oraz od 8 do 17 powtdrzehn kodonu GGC (Gly). Autorzy sugeruja pozytywna
korelacje miedzy skroceniem diugosci regionu polimorficznego CAG i/lub GGC,
wyzsza zdolnoscia aktywacji transkrypcji genéw docelowych i ryzykiem zacho-
rowania na raka prostaty.

Wiekszo$¢ pozostatych mutacji wykazanych w komérkach raka prostaty ma cha-
rakter substytucji i wykrywana jest w minimalnym odsetku badanych przypadkow.
Suzuki i wsp. [64] stwierdzili mutacje genu receptora androgenowego w kodonie
701 (T—A, substytucja Leu—>His) w jednym przypadku zaawansowanego raka
prostaty. Badaniami objetych byto siedem przypadkéw raka w stadium B oraz
osiem w stadiach zaawansowanych po hormonoterapii. Mutacje w kodonie 715
(G—A, substytucja Val—=Met) Culig i wsp. [12] zaobserwowali réwniez w jednym
z siedmiu przebadanych zaawansowanych rakéw prostaty. Zamiana waliny 715,
wystepujacej w tej pozycji takze w receptorze progesteronowym i mineralokor-
tykoidowym, na metionine, obecng w receptorze estrogenowym, nie powoduje zmian
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funkcjonalnych receptora po przytgczeniu testosteronu czy dihydrotestosteronu. Ana-
logiczng substytucje Val—=Met w kodonie 730 zaobserwowali Newmark i wsp.
[36]. W przypadku obu mutacji odmienna od prawidtowej aktywno$¢ receptora
nastepuje dopiero po przytaczeniu metabolitéw testosteronu, progesteronu, czy anty-
androgenéw wskazujac, ze w domenie wigzania ligandu rézne aminokwasy zaan-
gazowane sg w przytgczenie hormonu i transaktywacje [12, 36, 39, 41, 49]. Elo
i wsp. [13] w jednym przypadku zaawansowanego raka prostaty stwierdzili z kolei
wystepowanie mutacji o charakterze prezygotycznym w kodonie 726 (G—T, sub-
stytucja Arg—>Leu). Przebadano tacznie 29 przypadkoéw raka prostaty i 11 tagodnego
rozrostu stercza. Pozycja 726 znajduje sie w wysoce konserwatywnym regionie
receptorow androgenowego, progesteronowego i glukokortykoidowego. W recep-
torze mineralokortykoidowym w pozycji tej znajduje sie zasadowa lizyna, natomiast
w receptorze estrogenowym obojetna walina. Znaczne podobienstwo leucyny do
waliny powoduje wzrost powinowactwa zmutowanego receptora androgenowego
do estradiolu. Badania prowadzone na linii komdrkowej raka prostaty LNCaP (ang.
lymph node carcinoma of the prostate) pozwolity wykryé mutacje w pozycji 868
(A—G, substytucja Thr—Ala). W tak zmutowanym receptorze nastepuje wspot-
zawodniczenie miedzy androgenami a progestagenami, estradiolem i antyandro-
genami 0 miejsce wigzania [14, 49, 67].

Znaczng czesto$¢ mutacji, w poréwnaniu z poprzednio omawianymi, zaobser-
wowano w kodonie 877 (A—>G, substytucja Thr->Ala). Gaddipati i wsp. [15] oraz
Suzuki i wsp [64] wykazali ja w 6 z 24 przebadanych przypadkéw raka prostaty
i w linii komérkowej LNCaP. Mutacja ta zostata wytypowana jako jedyny do tej
pory "goracy region" (ang. hot-spot) genu receptora androgenowego.

Na uwage zastugujg takze badania Koivisto i wsp. [26], ktdrzy analizowali
komorki raka prostaty pochodzace od pacjentéw poddanych hormonoterapii. Stwier-
dzili oni zaréwno zwiekszenie liczby kopii chromosomu X, jak iamplifikacje samego
genu receptora androgenowego w nowotworach bedacych wznowa. Przyczyng tego
zjawiska jest prawdopodobnie stosowanie terapii hormonalnej pozbawionej andro-
genéw, co powoduje zachwianie rownowagi na korzy$¢ nadmiernej proliferacji
komérek i odnawianie sie ognisk nowotworowych w gruczole krokowym. Sugestia
ta pozostaje w zgodzie z wynikami pracy Visakorpiego i wsp. [68]. Amplifikacja,
jak réwniez mutacje punktowe genu receptora androgenowego obserwowane sg
najczesciej u pacjentéw poddanych hormonoterapii, w nowotworach o znacznym
stopniu zaawansowania (rys. 4.).

Omowione powyzej wyniki badan dotyczg tkanek zmienionych nowotworowo,
pobranych z guza pierwotnego oraz linii komorkowych. Natomiast badania prze-
prowadzone przez Taplina i wsp. [cyt. wg poz. 25] dotyczg komorek pochodzgcych
z przerzutow raka prostaty do kosci pobranych od trzech pacjentéw. Stwierdzono
w nich wystepowanie mutacji punktowej w pozycji 877 (T—C, substytucja Thr->Ser),
czyli "goragcym regionie" u pierwszego z pacjentow oraz w pozycjach 595 (G—A,
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Rys. 4. Schemat molekularnego podtoza transformacji nowotworowej gruczotu krokowego (wg [68],
zmienione). Zaznaczono mutacje w obrebie chromosoméw i okre$lonych genéw, ktére moga mie¢ udziat
w nowotworzeniu prostaty

substytucja Cys—>Thr), 605 (A—G, substytucja Lys—>Arg), 860 (A—>G, substytucja
Thr—Ala) i 902 (A—G, substytucja Gin—>Arg) u drugiego z pacjentéw. W materiale
pobranym od trzeciego pacjenta nie stwierdzono zadnych mutacji w genie receptora
androgenowego.

4. UWAGI KONCOWE

Receptor androgenowy bedacy jednocze$nie ogniwem w endokrynnej drodze
przekazywania informacji, jak réwniez czynnikiem transkrypcyjnym regulujgcym
ekspresje wielu genéw, stanowi nadal wyzwanie dla biologii molekularnej. Dobrze
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poznany pod wzgledem strukturalnym pozostaje jednak prawie catkowicie niezba-
dany pod wzgledem funkcjonalnym. Molekularne podstawy procesu transaktywacji
genow, jak réwniez w wiekszosSci same geny pozostajg nieznane.

Znaczny udziat androgenéw w rozwoju i réznicowaniu gruczotu krokowego,
jak réwniez liczne hipotezy zwigzane z ich udziatem w transformacji nowotworowej
tego narzadu, sktaniajag do podejmowania prac badawczych wyjasniajagcych wzajemng
korelacje tych zjawisk. Z duzym prawdopodobienstwem mozna chyba stwierdzic,
ze u podstaw nowotworzenia gruczotu krokowego nie bedg znajdowaty sie mutacje
receptora androgenowego. Niemniej, nadal w centrum zainteresowania badaczy pra-
gnacych wyjasni¢ mechanizm karcynogenezy prostaty pozostaje regulowana przez
androgeny transaktywacja genoéw i jej zwigzek z dziataniem czynnikéw wzrostu
i innych czynnikéw transkrypcyjnych.
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BUDOWA | FUNKCJA RECEPTORA LUTROPINY
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STRUCTURE AND FUNCTION OF LUTROPIN RECEPTOR
(LH/hCG)

Adam SOBKOWIAK, Andrzej WIERZBICKI, Wiestaw H. TRZECIAK

Katedra i Zaktad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Poznaniu

Streszczenie: Omoéwiono budowe i funkcje receptora lutropiny/ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej
(LH/hCG). Receptor tenjest glikoproteing zawierajacg domene zewnatrzkomérkowa, domeneg przezbto-
nowag, ztozong z siedmiu segmentéw, potgczonych przez zewnatrzkomérkowe i wewngtrzkomorkowe
petle, oraz C-koncowag domene wewnatrzkomérkowa. Receptor LH/hCG oddziatuje z biatkiem Gs. Po
zwigzaniu LH lub hCG, receptor ten aktywuje cyklaze adenylanowg i za po$rednictwem cAMP reguluje
synteze i wydzielanie hormonéw steroidowych w gonadach. Opisano modele wyjasniajace oddziatywa-
nie hormonu z receptorem i transdukcje sygnatu zapoczatkowang przez gonadotropiny. Domena zewnga-
trzkomérkowa odgrywa kluczowa role w specyficznym oddziatywaniu pomiedzy hormonem i
receptorem LH/hCG. Omaédwiono regulacje funkcji receptora LH/hCG i znaczenie zmian w budowie
receptora w patologii.

Stowa kluczowe: lutropina, gonadotropina kosméwkowa, receptor, transdukcja sygnatu

Summary: The luteinizing hormone/human chorionic gonadotropin receptor structure and function were
described. This receptor is a glycoprotein containing a large N-terminal extracellular domain a trans-
membrane domain containing seven segments each connected by extracellular and intracellular loops,
and aC-terminal intracellular domain. The LH/hCG receptor interacts with theGs protein. Upon binding
of LH or hCG, this receptor activates adenylate cyclase and through the mediation of cCAMP regulates
the synthesis and secretion of steroid hormones in the gonads. The models explaining hormone-receptor
interaction and gonadotropin-induced signal transduction were described. The extracellular domain of
the receptor plays a key role in the specific interaction between the hormone and LH/hCG receptor. The
functional regulation of LH/hCG receptors and pathological implications of changes in the receptor
structure were described.

Key words', lutropin, choriogonadotropin, receptor, signal transduction
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I. WSTEP

Gonadotropiny sg to hormony biatkowe, wydzielane przez przedni ptat przysadki
mozgowej (przysadka gruczotowa). Do hormonéw tych zalicza sie folitropine (FSH)
i lutropine (LH) oraz takze, syntetyzowana w komérkach trofoblastu tozyska, gona-
dotropine kosmoéwkowa (CG). Odgrywaja one wazng role w fizjologii rozrodu od-
dziatywujac na gametogeneze isteroidogeneze w gonadach. Komérkami docelowymi
folitropiny sg komorki ziarniste jajnika oraz komorki Sertoliego jader, a lutropiny
komorki ostonki pecherzyka, komorki ziarniste, komarki ciatka zottego jajnika i
jadrowe komorki Leydiga. Z kolei ludzka gonadotropina kosmoéwkowa (hCG) zaste-
puje dziatanie lutropiny na ciatko z6tte po implantacji zaptodnionej komorki jajowej.

Hormony te zaliczamy do glikoprotein o podobnej, heterodimerycznej strukturze
i masie czgsteczkowej od 28 do 38 kD. W sk#ad ich czasteczek wchodzg podjednostka
a, o podobnej budowie w obu hormonach oraz podjednostka (3 specyficzna dla
kazdego hormonu. Podjednostki te potagczone sg mostkami dwusiarczkowymi. W
podjednostce a hCG sekwencja aminokwaséw od 26 do 46 jest konserwatywna
miedzygatunkowo [33]. Hormony te ulegajg w réznym stopniu glikozylacji i choé
obecnos$¢ reszt weglowodanowych wydaje sie by¢ istotna w oddziatywaniu z recep-
torem, réwniez deglikozylowane LH i hCG wigzg sie z duzg specyficznoscia z
receptorem. Brak reszt weglowodanowych w ich czgsteczkach powoduje jednak
stabszg stymulacje aktywnosci cyklazy adenytanowej [23].

W btonach cytoplazmatycznych komorek docelowych gonadotropin znajdujg sie
receptory dla poszczegblnych hormonéw. Receptory gonadotropin zaliczane sg do
rodziny receptoréw wigzacych biatka G [40, 41], do kt6rej nalezg m.in. receptor
tyreotropiny [6], receptory a- i (3-adrenergiczne, cholinergiczne, dopaminowe, sero-
toninowe oraz rodopsyna [6, 10, 11, 15]. Wigzanie agonisty do receptora zapoczatko-
wuje transdukcje sygnatu, w ktorej posredniczg zwigzane z btong cytoplazmatyczng
biatka G, ktdre pobudzajg (Gs) lub hamujg (Gj) cyklaze adenylanowg, regulujac
poziom cAMP w komérce [15].

Wi ieloletnie badania doprowadzity do okre$lenia struktury I-rzedowej receptoréw
gonadotropin [2, 13, 24, 34, 40]. Ustalono, ze receptor lutropiny oraz ludzkiej
gonadotropiny kosméwkowej maja takg samg sekwencje aminokwasowa i hazwano
go receptorem LH/hCG.

Celem pracy jest omowienie budowy i funkcji receptora LH/hCG oraz podjecie
préby wyjasnienia jak nieprawidtowosci struktury tego receptora wptywaja najego
funkcje.

Il. RECEPTOR LH/hCG

Receptor LH/hCG nalezy do klasy receptorow wigzacych biatka G (R7G), wsrod
ktérych wyrdznia sie sze$¢ typdw. Do klasy tej zalicza si¢ receptory z krotkg czeScia
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zewngtrzkomorkowa i wiazagce mate ligandy w kieszeni utworzonej przez cze$é
przezbtonowa(np. receptory: a- i[3-adrenergiczne, atakze muskarynowe, dopamino-
we, serotoninowe, neuropeptydu Y, substancji K oraz rodopsyna) [10, 12, 23, 26, 38,
44].

Do klasy R7G nalezg tez receptory TSH, FSH i LH/hCG posiadajgce dtugg (od 360
do 418 reszt aminokwasowych) domene zewnatrzkomérkowa [6].

Receptor LH/hCG iinne receptory o podobnej strukturze powstaty przypuszczalnie
w wyniku rekombinacji genéw biatek wigzacych glikoproteiny i genéw siedmiu
przezbtonowych pierwotnych, matych receptoréw [3, 23]. Badania poréwnawcze
wskazujg na duze podobiefAstwo budowy receptoréw hormonéw glikoproteinowych
réznego pochodzenia [8, 13, 23-25].

Ludzki receptor LH/hCG jest glikoproteing o wzglednej masie czgsteczkowej 93
kD. W formie nieglikozylowanej wzgledna masa czgsteczkowa receptora wynosi
75,6 kD [24]. Receptor zakotwiczony jest w blonie cytoplazmatycznej poprzez
domene przezbtonowg (TD - transmembrane domain), ktdra sktada si¢ z siedmiu
segmentow przezbtonowych (TM) bogatych w reszty aminokwaséw hydrofobowych
(rys. 1i2). Na zewnatrz komorki znajduje sie hydrofilowa domena N-koricowa (ED
- extracellulardomain). Koniec karboksylowy, ztozony z kilkudziesieciu aminokwa-
séw, znajduje sie po stronie wewnetrznej btony i okre$la sie go jako domene we-
wnatrzkomorkowg (ID - intracellulardomain)[23, 24].

Na koficu aminowym domeny zewnatrzkomérkowej znajduje sie peptyd sygnato-
wy, ktéry bierze udziat w transporcie nowo syntetyzowanego biatka poprzez btony
siateczki $rédplazmatycznej. W domenie tej wyr6zni¢é mozna 14 podobnych, lecz nie
identycznych odcinkéw, po okoto 25 aminokwaséw kazdy. Sze$¢ C-konicowych
odcinkow jest konserwatywnych. Fragmenty o podobnym sktadzie, nazwane powto-
rzeniami bogatymi w leucyne, wykryto w wielu biatkach, ktére zaliczono do rodziny
glikoprotein bogatych w leucyne (leucine rich glycoproteins - LRG) [40]. Bialka te,
za posrednictwem amfipatycznych helikséw utworzonych przez powtarzajgce sie
sekwencje bogate w leucyne, kontaktuja sie z ligandem zaréwno hydrofilowa, jak i
hydrofobowga powierzchnig czgsteczki.

Domena zewnatrzkomérkowa receptora LH/hCG zawiera sze$¢ reszt asparaginy,
ktore stanowig miejsca potencjalnej glikozylacji [2, 13, 23, 24].

Sekwencja dziesieciu aminokwaséw domeny zewngtrzkomdrkowej receptora
LH/hCG (TSLLVA()LC(Y PS)jest identyczna w lektynie sojowej [23].
Takze proteoglikan PG-40, ktory wigze kolagen i wystepuje obficie w macierzy
zewnatrzkomadrkowej tkanki tacznej, wykazuje znaczne podobieristwo sekwencji do
ED receptora LH/hCG.

Domena zewnatrzkomérkowajest najbardziej zmienngczescig receptora. Sekwen-
cjaaminokwasOw tej czeSci receptora ludzkiego, wieprzowego iszczurzego wykazuje
85% homologii [24] .Wykazano nawet rdznice w kolejnosci aminokwaséw w domenie
zewnatrzkomoérkowej receptora LH/hCG otrzymanego z ludzkich jajnikéw itarczycy
[13]. Czes¢ zewngtrzkomorkowa receptora LH/hCG rdzni sie znacznie od analogicz-
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Rys. 1. Sekwencja aminokwaséw czasteczki ludzkiego receptora LH/hCG. N-koncowy peptyd sygnatowy

oznaczono od -1 do -18 [2]. Cyframi arabskimi oznaczono 11 eksonéw przedzielonych linig ciggta.

Czternascie segmentoéw bogatych w leucyne oznaczono cyframi rzymskimi i przedzielono linig przery-

wang [8]. Siedem segmentéw przezbtonowych (TM) zamknieto w ramkach i oznaczono taczace je petle

wewnatrzkomérkowe (i) i zewngtrzkomorkowe (e) [24]. Konserwatywne cysteiny oznaczono gwiazdka-

mi [13, 24, 25]. Gruba linig podkreslono sze$¢ miejsc potencjalnej glikozylacji, a krzyzykami miejsca
mozliwej fosforylacji przez kinaze biatkowg C [24]



RECEPTOR LUTROPINY 71

Rys. 2. Struktura receptora LH/hCG: ED - domena zewngtrzkomérkowa, TM - siedem przezbtonowych

odcinkéw a-helikalnych; ID - domena wewnatrzkomérkowa; e - petle zewnatrzkomérkowe; i- petle

wewnatrzkomdérkowe; C - konserwatywne reszty cysteiny; N - miejsca mozliwej glikozylacji. W

domenie wewngtrzkomdrkowej oznaczono lokalizacje miejsc mozliwej fosforylacji przez kinaze
biatkowg C

nej domeny N-koficowej innych receptoréw hormonéw glikoproteinowych. Homolo-
gia sekwencji aminokwasow z receptorem FSH wynosi 50% [44], a z receptorem TSH
42% [13, 24]. Natomiast w powtodrzeniach bogatych w leucyne stwierdzono 38%
identycznosci z receptorem tyreotropiny [8].

W ludzkim, wieprzowym i szczurzym receptorze FH/hCG oraz w ludzkim recep-
torze TSH iszczurzym receptorze FSH wykazano obecno$¢ dziewieciu konserwatyw-
nych reszt cysteiny [13, 24] wystepujacych gtéwnie w poblizu N-konca i C-kofnica
domeny zewnatrzkomdérkowej (rys. 1i 2).
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Domena przezbtonowa receptora LH/hCG zawiera siedem odcinkéw a-helikal-
nych o charakterze hydrofobowym. Domena przezbtonowa i wewngtrzkomaorkowa
ludzkiego receptora LH/hCG zawierajg tagcznie 335 reszt aminokwasow, z ktérych 72
aminokwasy tworza domene wewnatrzkomorkowa [2]. Segmenty przezbtonowe
(TM) potaczone sgtrzema petlami lezacymi na zewnatrz komarki oraz trzema petlami
wewnatrzkomoérkowymi. Domena przezbtonowa (TD) receptora LH/hCG wykazuje
wiekszy stopien homologii niz ED, z innymi cztonkami rodziny receptorow wigzg-
cych biatka G. Na odcinku siedmiu segmentéw przezbtonowych wystepuje homologia
sekwencji aminokwaséw miedzy receptorem LH/hCG a receptorami substancji K i
serotoninowym 5HT2 (26%), receptorem rodopsyny wotowej (23%) [23] oraz ludz-
kimi receptorami (3-adrenergicznymi (21%).

Segmenty przezbtonowe receptora LH/hCG wykazujg 70% homologii do sekwen-
cji receptorow FSH i TSH [8, 13, 24, 25], a takze 90% homologii miedzygatunkowej
[24]. Wiele krétkich sekwencji aminokwasowych wystepujacych w przezbtonowych
heliksach oraz petlach wewnatrzkomorkowych jest wysoce konserwatywnych. Szcze-
g6Inie waznym miejscem jest C-koficowy region trzeciej petli wewnatrzkomérkowej,
z ktérg przypuszczalnie wigze sie biatko G [6, 17, 23]. Ten odcinek znajdujacy sie
pomiedzy V iVITM, chociaz rozni sie od odpowiedniej sekwencji innych receptoréow
wigzacych biatka G, to jednak dziewie¢ aminokwaséw (N KD TK 1A KK)
C-koncowego fragmentu tej petli jest identycznych w receptorach LH/hCG i FSH
[40].

W czesci przezbtonowej wystepujg tez konserwatywne reszty cysteiny [13, 25].
Reszty te, wystepujagce w drugiej i trzeciej petli zewnatrzkomérkowej, moga oddzia-
tywac z grupami siarczkowymi cysteiny ED, tworzac wigzania dwusiarczkowe [16,
27,32].

W C-koncowej domenie wewngtrzkomérkowej (ID) ludzkiego receptora LH/hCG
wystepuje wiele reszt seryny i treoniny. Wykryto trzy miejsca potencjalnej fosfory-
lacji przez kinaze biatkowg C. Fosforylacja ta przypuszczalnie odgrywa wazng role
w zaleznym od agonisty odigczaniu receptora od biatka G i mogtaby kontrolowaé
aktywnos$c¢ receptora [24]. Miejsca potencjalnej fosforylacji stwierdzono takze w ID
innych receptoréw nalezacych do tej rodziny [23]. Skupiska reszt aminokwaséw
zasadowych, znajdujgce sie na koncu domeny wewngtrzkomodrkowej szczurzego
receptora LH/CG sg podatne na proteolize, nie ustalono jednak, czy receptor ten ulega
modyfikacji potranslacyjnej [23].

I1l. GEN RECEPTORA LH/hCG

Gen ludzkiego receptora LH/hCG znajduje sie w chromosomie 2 (2p21) w poblizu
genu receptora folitropiny. Na obszarze ponad 70 kpz zawiera on 11 eksondéw (rys.
3) [2]. W pierwszym eksonie, o dtugosci 1252 pz tylko 167 pz jest kodujacych, reszte
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stanowi sekwencja nie kodujgca. Kolejne dziewie¢ krétkich eksonéw jest podobnej
wielkosci. Eksony te odpowiadajg czternastu powt6rzeniom bogatym w leucyne (rys.
3). Introny sg roznej diugosci, od 88 pz (5) do ponad 8 kpz (7), a polaczenia
ekson/intron zawierajg typowe sekwencje GT i AG. Pierwsze 10 eksondéw i cze$é
ostatniego kodujg domene zewngtrzkomorkowa, podczas gdy domeny przezbtonowa
i wewnatrzkomdérkowa sg kodowane przez pozostatg czes¢ eksonu 11 (rys. 3).

W odlegtosci 1085 pz w kierunku 5’ od kodonu inicjujagcego znajduje sie miejsce
inicjacji transkrypcji. W regionie promotorowym przypuszczalna sekwencja TATA
znajduje sie w pozycji -47 (TATATT) i -34 (TTTAAA), a sekwencja CAAT w
pozycji -89 (CCATCC). Ekspresja genu LH/hCGR moze by¢ regulowana miedzy
innymi przez cAMP, gdyz znaleziono potencjalng sekwencje CRE (GTCGTCA) [29]
w pozycji -697.

Ekspresje receptora lutropiny stwierdzono w komérkach ostonki pecherzyka,
ziarnistych jajnika i komadrkach ciatka zéttego oraz komérkach Leydiga jader [23], a
takze w ludzkiej tarczycy. W tkankach pozagonadalnych ekspresja genu receptora
LH/hCG nastepuje w macicy itetnicy macicznej [21, 42], jajowodach [22], tozysku i
btonach ptodowych [36], pepowinie [32] oraz naczyniach krwiono$nych jader [9].
Metodg hybrydyzacji, z zastosowaniem cDNA receptora LH/hCG jako sondy, nie
stwierdzono mRNA dla tego receptora w watrobie, nerce, ptucach, jelitach i mie$niach
szkieletowych [8, 13].

Rys. 3. Organizacja genu ludzkiego receptora LH/hCG. Eksony oznaczone prostokgtami ponumerowano
od 1do 11. Introny oznaczono liniami przerwanymi. Zaznaczono miejsce startu transkrypcji (ATG).
Wi ielko$¢ eksonéw podano w skali 100 par zasad

IV. WIAZANIE HORMONU | TRANSDUKCJA SYGNALU

Mimo podobieAstwa budowy, receptory hormondéw glikoproteinowych wykazujg
réznice strukturalne warunkujace specyficzno$¢ wigzaniahormonu. Badaniawigzania
gonadotropin réznych gatunkéw zwierzat z ludzkim i szczurzym receptorem LH/CG
wykazaty, ze CG konska oraz LH koniska, szczurza i owcza tgczg sie z receptorem
LH/CG szczurzym, nie wigzg sie jednak z receptorem ludzkim. Takze folitropina
zwierzat tych gatunkéw nie oddziatuje ani z ludzkim, ani szczurzym receptorem
LH/CG [13].
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Wyniki licznych badan wskazujg na decydujaca role domeny zewnatrzkomorko-
wej receptora w procesie wigzania hormonu [8, 23, 26, 27, 34, 44, 45]. Badania te
uwzgledniajg zarowno budowe hormonu [5, 7, 33], jak i modyfikowanych postaci
receptorow np. hybryd réznych receptoréw, receptoréw o zmienionej sekwencji w
poszczegblnych odcinkach ich czasteczki, uzyskiwanych dzieki klonowaniu i ukie-
runkowanej mutagenezie [6, 16, 26, 30, 34, 45].

W iazanie duzych czasteczek hormonow glikoproteinowych pomiedzy siedmioma
segmentami przezbtonowymi bytoby mozliwe tylko wowczas, gdyby hydrofilowe
petle zewnatrzkomdrkowe wywotywaty zmiany konformacyjne receptora (model
kieszeni elastycznej) [12].

Dowiedziono, ze powinowactwo hormonu do zrekombinowanej domeny zewng-
trzkomdrkowej receptora LH/hCG jest pordwnywalne do oddziatywania z nim catego
receptora [34, 44, 45], lecz hormon oddziatuje réwniez z zakotwiczonym w btonie
krétkim koncowym fragmentem domeny zewngtrzkomorkowej. Sugeruje to istnienie
co najmniej dwéch miejsc odpowiedzialnych za wigzanie liganda [12, 30].

Zaproponowano kilka modeli wigzania hormonu przez receptor. Jeden z nich
zaktada oddziatywanie z domeng zewngtrzkomdrkowg wylgcznie poprzez motyw
LRG, inny model dopuszcza udziat w wigzaniu hormonu zaréwno domeny zewnga-
trzkomoérkowej, jak i przezbtonowej [8, 30] (rys. 4). Choé¢ ustalono, ze domena
przezbtonowa receptora moze oddziatywac¢ z hormonem poprzez fragment C-konco-
wy jego podjednostki cc [33], w wigzaniu hormonu bierze udziat caty receptor,
ktérego konserwatywne reszty aminokwasow drugiej itrzeciej petli zewnatrzkomor-
kowej decydujg o niekowalencyjnym oddziatywaniu pomiedzy domeng zewnatrzko-
morkowa i przezbtonowg [12]. Badania z uzyciem chimer receptoréw, ztozonych z
fragmentdw N-koncowych receptora LH lub receptora (39-adrenergicznego oraz do-
men przezbtonowych réznych receptorow wykazaty, ze zarowno domena zewng-
trzkomdérkowa, jak i przezbtonowa sg konieczne do interakcji z hormonem [26].
Chimera receptora ztozona z ED receptora lutropiny i domeny przezbtonowej recep-
tora folitropiny powoduje transdukcje sygnatu witasciwg dla LH, za$ chimera skon-
struowana odwrotnie powoduje transdukcje sygnatu charakterystyczng dla FSH.
Sugeruje to, ze specyficzno$¢ w stosunku do liganda zaleznajest od budowy domeny
zewnatrzkomaérkowej. Zastosowanie syntetycznych domen zewnatrzkomorkowej i
przezbtonowej oraz podjednostek a i [3 hormonu daje wzrost produkcji cAMP
poréwnywalny z efektem oddziatywania catego receptora i hormonu. Pozwala to
przypuszczac, ze tworzy sie tetrameryczny kompleks tych biatek, tj. dwéch podjed-
nostek hormonu oraz dwoéch domen receptora [34].

Jeden z modeli wyjasniajacych przekazywanie sygnatu zaktada, ze hormon zwig-
zany z ED zbliza sie do domeny przezbtonowej, tgczac sie z receptorem jednym lub
dwoma regionami. Deglikozylowana a podjednostka hCG tworzy trzy petle potgczo-
ne wigzaniami dwusiarczkowymi.Petle pierwsza itrzecia tej podjednostki sg do siebie
zblizone, adruga, w swej czesci przylegajacej do pierwszej itrzeciej petli podjednostki
(3 ma najbardziej konserwatywny sktad aminokwasowy. Badajgc wigzanie przeciw-
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ciat do kompleksu hormon-receptor stwier-
dzono, ze reszty aminokwasowe hormonu,
tworzace kompleks z receptorem, znajduja
sie w regionie N-koncowym czasteczki i
fragmentach pierwszej i trzeciej petli pod-
jednostki ot. Ustalono, ze zwigzane ze soba
podjednostki a (druga petla) i [3(petle pier-
wszaitrzecia) hormonu tworza bruzde, kt6-
ra moze taczy¢ sie z domeng zewnatrz-
komérkowa wygieta w ksztatcie litery U lub
J. Zmiana konformacji ED powoduje prze-
niesienie efektu do domeny wewnatrz-
komorkowej i zapoczatkowuje transdukcje
sygnatu [27] (rys. 4). Stwierdzono, ze prze-
rwanie tgcznosci pomiedzy ED i TD powo-
duje odczulenie (desensitization) receptora
na dziatanie hormonu [27].

tancuchy boczne cukrowcéw majg
wazne znaczenie dla prawidtowego od-
dziatywania podjednostki cchormonu z re-
ceptorem [13]. Uwaza sig, ze taincuchy te,
wystepujagce w podjednostkach hormonu,
ze wzgledu na swojg wielko$¢, moga roz-
dziela¢ ramiona domeny zewngtrzkomor-
kowej receptora i w ten sposéb modulowac
efekt dziatania hormonu [27, 47].

Domena przezbtonowa odgrywa role w
transdukcji sygnatu fgczac sie z biatkiem G
[6, 12, 17, 23, 38, 40, 44]. Wiekszos¢ auto-
row uwaza, ze w wigzaniu biatka G bierze
udziat trzecia petla wewngtrzkomoérkowa
[10]. Mutacje C-koncowego regionu tej
petli receptora a-adrenergicznego i recep-

Rys.4. Modele tworzenia kompleksu LH/hCG z receptorem btonowym. A. Podjednostka (3 hormonu
przytacza sie do domeny zewnatrzkomoérkowej receptora, tworzacej helikalng strukture segmentéw
bogatych w leucyne. Model ten nie zaklada kontaktu hormonu z czescig przezbtonowgq receptora. B.
Podjednostka 3 hormonu przyfgcza sie do domeny zewnagtrzkomoérkowej receptora i cata czgsteczka
hormonu, dzigki rozsunieciu segmentéw przezbtonowych, kontaktuje sie z cze$cig przezbtonowga recep-
tora. C. Domena zewngtrzkomoérkowa receptora uformowana w ksztatcie litery U umozliwia kontakt z
nig obu podjednostkom hormonu. Srodkowa jej cze$¢ (aminokwasy od 94 do 169) odpowiada za
specyficzno$¢ wigzania hormonu. W tym regionie przytgcza sie druga petla podjednostki a oraz pierwsza
i trzecia petla podjednostki (3 hormonu. Petle pierwsza i trzecia podjednostki a oraz petla druga
podjednostki [3 hormonu kontaktujg sie z C-kohncowym fragmentem domeny zewngtrzkomaérkowej.
Model ten nie wyklucza oddziatywania hormonu z domeng przezbtonowa. A i B wg Frazier i wsp. [8],
C wg Moyle i wsp. [27] zmodyfikowano
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tora tyreotropiny powodujg ich aktywacje konstytutywna, tj. zachodzgcg bez udziatu
ligandow [14, 17]. Wskazuje to na wazna role fragmentu C-kofAcowego trzeciej petli
wewngatrzkomorkowej w wigzaniu biatka G. Oddziatywanie tego fragmentu receptora
z biatkiem G moze nastepowaé przez utworzenie amfifilowej struktury a-heliksu, w
ktérym pojednej stronie zlokalizowane sg reszty obdarzone fadunkiem, adruga strona
jest hydrofobowa [40].

Niecatkowicie wyjasniony pozostaje wptyw przytgczenia biatka G na wigzanie
hormonu. Powszechnie akceptowany jest model kompleksu potréjnego (hormon -
receptor-biatko G). W przypadku receptorow [3-adrenergicznych utworzenie komple-
ksu hormon-receptor wymaga oddziatywania biatka Gs z receptorem, natomiast
wigzanie hormonu do receptora LH/hCG nie wymaga obecnos$ci biatka G [45].
Stwierdzono, ze odtgczenie biatka G moze kontrolowaé kinaza biatkowg C, gdyz
miejsca fosforylacji dla tego enzymu stwierdzono w wewnatrzkomérkowej domenie
receptorow (rys. 1i 2).

W surowicy krwi szczura stwierdzono obecno$é domeny zewnatrzkomérkowej
receptora LH/hCG [44]. Mogtaby ona wigza¢ LH/hCG, zmniejszajagc w ten sposob
stezenie wolnego hormonu i obnizajac jego skutecznos$¢ biologiczng, podobnie jak
SHBG zmniejsza stezenie wolnego testosteronu oraz estradiolu i obniza efektywnosc
dziatania obu hormonéw. Gen receptora LH/hCG spetnia podstawowe wymogi
umozliwiajgce produkcje wolnej formy domeny zewnatrzkomdrkowej, gdyz jego
fragment, kodujgcy domene wigzacg ligand, jest oddzielony intronem od fragmentu
kodujacego domene przezbtonowa. Wolna domena receptora LH/hCG mogtaby wiec
powstawa¢ w wyniku roznicowego sktadania specyficznego mRNA (differential
splicing).

Wyniki wielu prac wskazujg na mozliwo$¢ alternatywnego sktadania mRNA
receptoréw gonadotropin [13, 24, 44]. Obecno$¢ sekwencji potencjalnego alterna-
tywnego sktadania (TTXCAG) stwierdzono w intronie w pozycji 960 szczurzego
receptora LH/CG oraz w kolejnym 11 eksonie w pozycji 1225, przypadajgcej na
Srodek TM II, ktéra umozliwia tworzenie kompleksu enzym-snRNA podczas dojrze-
wania mRNA. Skutkiem drugiej wersji sktadaniajest brak w transkrypcje fragmentu
TM | oraz przesuniecie ramki odczytu tak, ze nastepuje przedwczesna terminacja w
odlegtosci 26 aminokwasdw od miejsca ciecia [44].

Dowiedziono, ze rekombinowana domena zewnatrzkomdrkowa, skonstruowana
przy uzyciu cDNA receptora LH/hCG wigze sie zduzym powinowactwem z hormo-
nem [44,45]. Wolna ED receptora LH/hCG mogtaby wiec odgrywac role w wiazaniu
LH do receptoréw komorek docelowych w réznych etapach rozwoju, a takze w
réznych fazach cyklu miesigczkowego oraz wptywac na funkcje parakrynowg gonad.
Ponadto mogtaby utrzymywacé state stezenie LH, zapobiegajac w ten sposéb wzro-
stowi poziomu hormonu wolnego pociggajacego za sobg odczulenie receptoréw
(idown regulation) [44].

Zjawisko zmniejszania liczby receptorow btonowych LH/hCG stwierdzono w
komérkach Leydiga i ciatka zétego. Po wstepnej aktywacji funkcji tych komérek,
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dalsze dziatanie hormonu powodowato zmniejszenie liczby miejsc wiazacych i
odczulenie komorek. Supresja miejsc wigzacych moze byé wynikiem indukowanej
ligandem internalizacji lub modyfikacji potranslacyjnej receptora przez fosforylacje,
ale takze moze wynika¢ ze zmniejszenia ilosci specyficznego mRNA. Hormon hCG
hamuje bowiem synteze mRNA receptora LH/hCG o dtugosci: 7, 4.2, 2.5, 1.8 kz w
jajnikach, lecz nie zmniejsza syntezy fragmentu 1.8 kz w jgdrach. Sugeruje to
tkankowo specyficzne dojrzewanie transkryptow LH/hCGR [19], podobnie jak wy-
kazano to w przypadku mRNA LH/hCGR ztarczycy [8]. Przypuszcza sie, ze produkt
translacji 1.8 kz mMRNA moze dziata¢ jako biatko wigzace LH, podobnie jak ma to
miejsce zreceptorem hormonu wzrostu, ktérego niepetnaforma moze wiaza¢ hormon.
Krétsza forma receptora LH/hCG mogtaby rowniez dziata¢ jako endogenny antago-
nista LH ita forma moze by¢ syntetyzowana pomimo zahamowania ekspresji catego
receptora po dziataniu hCG [19]. W przeciwienstwie do wykazanej regulacji przez
zmniejszenie liczby receptoréw LH podczas owulacji [19], zaobserwowano tez zwie-
kszanie sie ich liczby (up regulation) podczas tworzenia pecherzykéw iwe wczesnych
stadiach luteinizacji [18]. Jednak mechanizm molekularny tego zjawiska pozostaje
niecatkowicie wyjasniony.

V. ZNACZENIE RECEPTOROW LH/hCG W PATOLOGII

Zauwazono, ze zmiany sekwencji reszt aminokwasowych receptora powodujg
nieprawidtowe jego dziatanie. Zjawisko mutacji punktowych, powodujacych aktywa-
cje konstytutywna receptoréw, obserwowano u Prokaryota [46], jak tez w organizmie
ludzkim [17,28,31]. Przejawiac sie¢ ona moze w r6zny sposéb, w zaleznosci od funkcji
receptora.

Pierwszy opis nieprawidtowosci receptora dziatajgcego za posrednictwem biatka
G dotyczy nerkowopochodnej moczowki prostej (congenital nephrogenic diabetes
insipidus - CNDI). Dowiedziono, ze delecja jednej zasady, w znajdujgcym sie na
chromosomie X, genie kodujgcym receptor hormonu antydiuretycznego (V9) powo-
duje przesuniecie ramki odczytu, co wywotuje przedwczesne pojawienie sie kodonu
terminacyjnego i w konsekwencji produkcje niepetnej formy receptora, nie wigzacej
hormonu [37]. U osobnikéw zdrowych konsekwencjg wigzania hormonu antydiure-
tycznego z receptorem V-, jest zwiekszenie resorpcji zwrotnej wody w kanalikach
nerkowych. Nieprawidtowosci receptora V2powodujg zahamowanie resorpcji zwrot-
nej wody i prowadzg do postaci nerkowej moczowki prostej.

Stwierdzono, ze mutacja w trzeciej petli wewngtrzkomdrkowej receptora
a 2-adrenergicznego prowadzi do jego aktywacji konstytutywnej [1, 35]. Podobne
zjawisko zaobserwowano w receptorze a ]B-adrenergicznym.

Mutacja genu kodujgcego receptor TSH, powodujaca zastapienie Arg przez His,
jest podtozem uogdéinionej opornosci na hormony tarczycy (generalised thyroid
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hormone resistance - GTHR). Zamiana tego aminokwasu zmienia konformacje
biatka receptora i wptywa, badZ na oddziatywanie miedzy ligandem i receptorem,
badz powoduje dimeryzacje kompleksu ligand-receptor [4]. Stwierdzono takze inne
mutacje genu receptora TSH wywotujgce jego aktywacje konstytutywng, obserwo-
wane np. w nadczynnosci tarczycy [31].

Kolejnym zaburzeniem funkcji receptora dziatajgcego za posrednictwem biatka G
jestrodzinne przedwczesne dojrzewanie mezczyzn (familial male-limitedprecocious
puberty - FMPP) polegajgce na pojawianiu sie objawow przedwczesnej dojrzatosci
ptciowej u chtopcdw w wieku 4 lat [39]. U osobnikéw dotknietych tg wadg nastepuje
niekontrolowany rozrost komoérek Leydiga i w konsekwencji wzmozona produkcja
testosteronu. Choroba ta jest uwarunkowana mutacjg konstytutywna receptora
LH/hCG idziedziczy sie w sposéb dominujacy. Mutacja dotyczy pojedynczej zasady
powodujgcej substytucje Asp na Gly (pozycja 562 na rys. 1) w TM VI w polowie
dtugosci heliksu. Aminokwas ten jest konserwatywny w receptorach wszystkich
hormonow glikoproteinowych, ale nie wystepuje w innych receptorach wigzacych
biatko G [43]. W stanie nieaktywnym receptora reszta Asp jest potaczona wigzaniami
elektrostatycznymi lub wodorowymi z jedng lub wiecej resztami aminokwaséw
sgsiedniego heliksu, warunkujgc odpowiednig konformacje TM VI. Zwigzanie ago-
nisty powoduje przerwanie tego wigzania, co wywotuje zmiany konformacji recep-
tora ijego uaktywnienie. Substytucja reszty Gly, nie tworzacej podobnych wigzan, w
miejsce Asp moze prowadzi¢ do przybrania aktywnej konformacji receptora pod
nieobecno$¢ hormonu, lecz nie wptywa to na powinowactwo do agonisty. U chorych
z FMPP stwierdzono mozliwo$¢ wystepowania trzech innych mutacji receptora
LH/hCG powodujacych zastgpienie aminokwaséw w TM VI oraz mutacje w TM V
(rys. 1 Hes526 na Leu) i w trzeciej petli wewnatrzkomdrkowej (rys. 1 Asp548 na Gly)
[20]. Wskazuje to na udziat takze innych aminokwaséw w utrzymywaniu konformacj i
receptora w stanie nieaktywnym.

UWAGI KONCOWE

Dowiedziono, ze mutacje genéw receptoréw niektdrych hormonéw glikoprotei-
nowych powodujg okreslone zespoty chorobowe. Mutacje receptora TSH wywotujg
badz niewrazliwo$é nahormony (zespétuogolnionej opornosci nahormony tarczycy),
badz tez mogg umozliwiaé dziatanie receptora bez udziatu liganda (nadczynnos$¢
tarczycy), natomiast mutacje konstytutywne receptora LH/hCG powodujg przed-
wczesne dojrzewanie ptciowe. Choroby te wystepujajednakze bardzo rzadko idlatego
nie majg wiekszego znaczenia klinicznego. Niewyjasnione pozostajg nieprawidtowo-
§ci receptora FSH i ich konsekwencje kliniczne.

SzczegOlnie interesujgce wydajg sie jednak badania mutacji receptora LH/hCG u
kobiet, gdyz ulega on ekspresji w jajniku w co najmniej trzech rodzajach komorek:
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ostonki pecherzyka, ziarnistych i ciatka zéttego. Mutacje te mogg stanowi¢ podtoze
molekularne chorob zwigzanych z niedoborem lub nadmierng produkcjg hormonéw
ptciowych.
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WPLYW CYTOKIN NA FUNKCJONOWANIE CIALKA
ZOLTEGO

THE EFFECT OF CYTOKINES ON THE CORPUS LUTEUM
FUNCTION
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Streszczenie: Cytokiny maja wptyw na powstawanie, funkcjonowanie i regresje ciatka z6ttego. Podczas
luteolizy IL-1 (3 TNF-a i IFN-y hamuja produkcje progesteronu stymulowang gonadotropinami, wzma-
gaja za$ synteze prostaglandyn przez komorki lutealne. TNF-a sprzyja tworzeniu lutealnych prostaglan-
dyn poprzez stymulacje fosfolipazy A2, podczas gdy IL-1(3 moze aktywowaé zaréwno fosfolipaze Az,
jak i fosfolipaze C oraz syntaze prostaglandyn. W trakcie regresji ciatka zéttego dochodzi do wzmozonej
ekspresji biatek gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC) klasy Ii pojawienia sie biatek MHC klasy
Il na powierzchni komoérek lutealnych. Odbywa sie to pod wptywem IFN-y. Ekspresja tych biatek jest
zahamowana w okresie wczesnej cigzy. Cytokiny moga wywiera¢ toksyczny wptyw na komorki lutealne,
zwtaszcza potaczone dziatanie IFN-y i TNF-a powoduje znaczne obnizenie zywotnosci komoérek.
Konieczne sg dalsze badania majace na celu okreslenie wptywu hormonéw na procesy modulowane
przez rezydujace w ciatku zottym komérki uktadu immunologicznego.

Stowa kluczowe: ciatko z6tte, cytokiny, luteoliza, gtéwny uktad zgodnosci tkankowej

Summary': Cytokines have an effect on formation, function and regression of corpus luteum. IL-1(3,
TNF-a and IFN-y inhibit gonadotropin-stimulated progesteron production and enhance prostaglandin
synthesis during luteolysis. TNF-a stimulates primarily phospholipase A2, whereas IL-Ip may activate
phospholipase A2 as well as phospholipase C and prostaglandin synthase. Enhanced expression of major
histocompatibility complex (MHC) class I molecules and induction of MHC class Il molecules on luteal
cells during luteolysis are observed. These changes are results of exposure to IFN-y. Expression of MHC
molecules is suppressed in early pregnancy. Cytokines may exert cytotoxic effect on luteal cells,
especially combined action of TNF-a and IFN-y decreases the number of viable cells. The aim of the
further studies will be the determination of the hormones influence on the processes modulated by
immunological cells present in the corpus luteum.

Key words: corpus luteum, cytokines, luteolysis, major histocompatibility complex
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WSTEP

Cykl rujowy zwierzagt domowych jest zdominowany przez obecno$¢ w pekni
funkcjonujacego ciatka zo6tego. Utrzymuje sie ono przez blisko 3/4 trwania cyklu,
a jesli dojdzie do zaptodnienia, réwniez podczas cigzy. Ciatko zotte jest jedng z
najbardziej aktywnych metabolicznie tkanek organizmu. Komoérki lutealne akumuluja
duze ilosci cholesterolu, ktory jest prekursorem syntezy progesteronu - gidwnego
produktu sekrecyjnego ciatka zo6ttego. Progesteron jest hormonem biorgcym udziat
w regulacji uwalniania gonadotropin i utrzymaniu cigzy. Ciatko zdéte produkuje
takze oksytocyne (OT), wazopresyne argininowg (AVP) - hormony powszechnie
syntezowane przez komorki mézgu oraz relaksyne i czynniki wzrostu [34].

Mimo istotnej roli, jakg odgrywa ciatko zéte w regulacji cyklu rujowego i we
wczesnej cigzy, mechanizmy jego regresji badZ utrzymania wcigz nie sg doktadnie
poznane. Sygnatem inicjujagcym luteolize jest prostaglandyna F2ot (PGF2a) pocho-
dzaca z macicy. W odpowiedzi na uwolnienie PGF2c w ciatku z6ttym pojawiajg
sie liczne zmiany morfologiczne i biochemiczne.

W literaturze mozna znalez¢ coraz wiecej danych na temat wptywu uktadu immu-
nologicznego na powstawanie, funkcjonowanie i regresje ciatka zéttego. Celem
pracy jest przedstawienie udziatlu komodrek uktadu immunologicznego i produko-
wanych przez nie cytokin w funkcjonowaniu ciatka z6tego, a zwtaszcza w jego
luteolizie. Praca zostala przygotowana na podstawie wynikéw badan przeprowa-
dzonych gtéwnie naciatku z6ttym krowy. Niemniej dlapetnego obrazu przedstawiono
rdbwniez dane dotyczace innych gatunkdw.

KOMORKI UKEADU IMMUNOLOGICZNEGO

Podstawowymi komdrkami uktadu immunologicznego sg limfocyty T, limfocyty
B oraz komorki prezentujgce antygen limfocytom T, do ktérych zalicza sie limfocyty
B, makrofagi i komérki dendrytyczne.

Limfocyty T biora udziat w odpowiedzi immunologicznej typu komaérkowego
poprzez reagowanie z antygenem, uwalnianie cytokin i zabijanie komérek doce-
lowych. Ze wzgledu na petnione funkcje dzieli sie je na 3 klasy:

- limfocyty T cytotoksyczne (Tc) - zdolne do zabicia innych komdrek (obcych,
nowotworowych, a w szczegdlnych wypadkach - wiasnych);

- limfocyty T supresorowe (Ts) - hamujace odpowiedZ uktadu immunologicznego
poprzez dziatanie na limfocyt rozpoznajacy antygen;

- limfocyty T pomocnicze (Th) - wspomagajgce odpowiedz uktadu immunolo-
gicznego zaroéwno przez bezposredni kontakt, jak i uwalniane cytokiny [20].

Limfocyty B biorg udziat w odpowiedzi typu humoralnego, tj. produkujg i uwal-
niajg przeciwciata. Jako komoérki prezentujgce antygen maja zdolno$¢ swoistego
rozpoznawania i reagowania z antygenami [20].



WPLYW CYTOKIN NA FUNKCJONOWANIE CIALKA ZOLTEGO 85

Makrofagi sg jednojadrzastymi komdrkami zernymi. Zawierajg liczne lizosomy
i wakuole. Produkujg i uwalniajg cytokiny [20].

Cytokiny, bedace produktami komdrek uktadu immunologicznego, sg rozpusz-
czalnymi glikoproteidami. Okre$la sie je mianem mediatoréw reakcji zapalnych
i immunologicznych. Zaréwno cytokiny, jak i hormony majg dziatanie auto-, para-
i endokrynowe. W przeciwienstwie jednak do hormonéw, cytokiny nie majag zna-
czenia homeostatycznego, a swoje dziatanie wywierajg przy znacznie nizszym ste-
zeniu molowym. Wptyw cytokin na szereg procesdw w organizmie jest potegowany
przez inne cytokiny, a takze czynniki wzrostu oraz hormony [25].

Pojecie cytokiny obejmuje nastepujgce zwigzki: interferony (IFN-a, IFN—3 IFN-
y), czynniki martwicy nowotworu (TNF-a, TNF-|3), interleukiny (IL-I-IL-15), czyn-
niki stymulujace tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (GM-CSF),
transformujgce czynniki wzrostu (TGF-a, TGF-(3) [20].

Zaleznie od pochodzenia cytokiny sg okreslane jako limfokiny (uwalniane przez
limfocyty) albo monokiny (uwalniane przez monocyty i makrofagi) [20].

Do niedawna sgdzono, ze cytokiny sg produkowane tylko przez komoérki uktadu
immunologicznego. Ostatnie 10 lat badan nad udziatem cytokin w regulacji funkcji
uktadu endokrynowego wykazato, ze zmianom w réwnowadze hormonalnej to-
warzyszy ostra odpowiedZ uktadu immunologicznego. Co wiecej, wiele komérek
uktadu endokrynowego uwalnia cytokiny, a wiele klasycznych hormonow (kor-
tykotropina, wazopresyna, prolaktyna, progesteron) ma wptyw na produkcje cytokin
przez komorki uktadu immunologicznego [25]. Zgromadzono dane o obecnosci
mMRNA dla TNF-a w komdrkach lutealnych [47] oraz o obecnosci mRNA dla
TNF-a i IL-1 w komoérkach glejowych, w podwzg6rzowych komérkach produ-
kujagcych CRF, w komdrkach ostonki wewnetrznej i komdrkach ziarnistych jajnika
[25, 39] oraz w macicy [10, 17, 18]. Ponadto wykazano, iz IL-1 jest uwalniana
przez komérki epitelialne i endotelialne, fibroblasty i hepatocyty [29]. Natomiast
TNF-ajestuwalniany przez komorki ziarniste, oocyty, komoérki trofoblastu i komarki
zarodka [17, 25].

Cytokiny uczestniczg zaréwno w procesach patologicznych jak i fizjologicznych,
a ich dziatanie moze mie¢ charakter pobudzajagcy badz hamujacy.

WPLYW CYTOKIN
NA OS PODWZGORZE-PRZYSADKA-JAJINIK

IL-1 (zaréwno IL-la, jak i IL-1(3) hamuje produkcje hormonu uwalniajgcego
gonadotropiny (GnRH) w podwzgo6rzu. Odbywa sie to przy udziale czynnika uwal-
niajgcego kortykotropine (CRF), AVP, noradrenaliny, PG, endorfiny. Natomiast
TNF-a dziata stymulujgco na komoérki podwzgérza, zwiekszajac ilos¢ uwalnianego
GnRH. Molekularny mechanizm dziatania tej cytokiny nie jest do korica poznany.
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Na poziomie przysadki najwazniejszg cytoking jest IL-2, ktéra pobudza uwalnianie
hormonu luteinizujgcego (LH). Wptyw IL-1 jest dwojaki: stymuluje sekrecje LH
(bezposrednio lub posrednio przez aktywacje IL-6) oraz hamuje uwalnianie hormonu
folikulotropowego (FSH) [25].

Wptyw cytokin na aktywno$¢ sekrecyjng jajnika jest rézny w zalezno$ci od
typu komorek i stopnia ich zréznicowania. IL-1 podnosi poziom produkcji pro-
gesteronu w komdrkach ostonki wewnetrznej chomika [28]. Hamuje natomiast pod-
stawowag i stymulowang przez LH synteze progesteronu w komorkach ziarnistych
swin [14]. W bydlecych komorkach lutealnych IL-1 blokuje synteze progesteronu
i znacznie zwieksza produkcje prostaglandyn [29]. Interferon-y i TN F-a wywotujg
efekt podobny do obserwowanego w przypadku IL-1: hamuja tworzenie receptoréw
LH [22] i steroidogeneze w szczurzych komérkach ziarnistych [15]. TNF-a wzmaga
synteze progesteronu przez komorki ostonki wewnetrznej [38], natomiast zarowno
TNF-a, jak i IFN-y hamujg produkcje tego hormonu przez komarki lutealne bydta
[7]. Obie te cytokiny wspotdziatajac ze sobg wywierajg dziatanie cytolityczne na
komorki lutealne [7].

Badania z kilku ostatnich lat wskazujg na istotng role cytokin we wzroScie pe-
cherzykéw jajnikowych, ich dojrzewaniu, tworzeniu ifunkcjonowaniu ciatka z6ttego
oraz jego poézniejszej luteolizie [32].

Zaobserwowano, ze przedowulacyjne pecherzykijajnikowe wydzielaja substancje
o0 dziataniu chemotaksycznym dla leukocytéw co sprzyja owulacji [32]. W procesie
owulacji zaangazowana jest gtownie IL-1 3[19]. Brannstrom i wsp. (1993a) donosza,
iz powoduje ona owulacje w szczurzych jajnikach perfundowanych in vitro oraz
znacznie podnosi wskaznik owulacji indukowanej przez LH [32]. Podobny efekt
obserwowano w przypadku TNF-a [9].

Bardzo mato wiadomo o udziale cytokin w procesie luteinizacji i wczesnej fazie
lutealnej [32]. TNF-a zwieksza synteze progesteronu w luteinizujgcych komorkach
ostonki wewnetrznej jajnika szczura [38] oraz ludzkich komdérkach ziarnistych [48].
Yan i wsp. [48] wysuneli teze, iz TNF-a sprzyja tworzeniu ciatka zdttego przez
podwyzszenie proliferacji i steroidogenezy w komdrkach ziarnistych ulegajgcych
luteinizacji. Z kolei IL-1 hamuje luteinizacje komérek ziarnistych $wini w warunkach
in vitro [14, 22].

UDZIAL CYTOKIN W LUTEOLIZIE - MECHANIZM
DZIALANIA

Uktad immunologiczny wptywa na funkcjonowanie ciatka z6ttego posrednio (0$
podwzgorze-przysadka-jajniki) oraz bezposrednio (przez interakcje cytokin z ko-
moérkami lutealnymi). Wykazano, ze makrofagi i inne typy leukocytéw sg obecne
w ciatku zo6Htym w ciagu catego okresu jego funkcjonowania, a ich ilos¢ wzrasta



WPLYW CYTOKIN NA FUNKCJONOWANIE CIALKA ZOLTEGO 87

znacznie tuz przed luteolizg [2, 18]. Doktadnie poznano udziat w luteotizie trzech
podstawowych cytokin: IL-1[3, TNF-a i IFN-y (rys. 1).

a. IL-ip obniza zar6wno podstawowag, jak i stymulowang przez LH synteze
progesteronu w komorkach lutealnych oraz zwieksza produkcje prostaglandyn lu-
tealnych. Dodatek IL-1@3 do hodowli komdrek lutealnych powodowat po 6 godz.
wzrost aktywnosci fosfolipazy A2 oraz, w mniejszym stopniu, fosfolipazy C. Obie
fosfolipazy zwigkszajg uwalnianie kwasu arachidowego z fosfolipidow btony ko-
maérkowej, wykorzystywanego do syntezy prostaglandyn. Po chronicznej (72 godz.)
ekspozycji komérek lutealnych na IL-1P obserwowano zwiekszong zdolno$¢é kwasu
arachidowego do przemiany w prostaglandyny, co sugeruje wptyw tej interleukiny
na aktywno$é syntazy prostaglandyn [32].

b. Wptyw TNF-a jest podobny do dziatania IL-113 hamuje synteze progesteronu
i stymuluje produkcje prostaglandyn. W odr6znieniu jednak od IL-13 aktywuje
on jedynie fosfolipaze A2, natomiast nie wiadomo, czy ma wptyw na aktywnosé
syntetazy prostaglandyn [32].

c. IFN-y wywiera dwufazowy wptyw na komorki ciatka zdttego. Podczas pier-
wszych 24 godz. nie obserwowano jego wptywu na synteze progesteronu, hamowat
on natomiast produkcje prostaglandyn. W siedemdziesigtej drugiej godzinie do-
Swiadczenia nie byto réznic miedzy komdrkami traktowanymi IFN-y a kontrolnymi.
Po tym czasie zauwazono wyraznie hamujacy wpltyw tej cytokiny na synteze pro-
gesteronu stymulowang przez LH oraz stymulujacy na produkcje lutealnych pro-
staglandyn [32].

Istniato przypuszczenie, ze endogenne prostaglandyny wzmagajg dziatanie IFN-y
na synteze progesteronu. Badano wplyw IFN-y zarbwno w obecnosci, jak i przy
braku indometacyny (bloker syntezy prostaglandyn). Okazato sie, ze hamujgce dzia-

Rys. 1 Schemat ilustrujacy wptyw cytokin na komérke lutealng: PGS - syntetaza prostoglandyn,
PLC - fosfolipaza C, PLA2 - fosfolipaza A2 (na podstawie prac [32,54])
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tanie tej cytokiny na produkcje progesteronu jest jednakowo skuteczne w obu przy-
padkach, co wyklucza zaktadang mozliwos¢ [32].

UDZIAL GEOWNEGO UKEADU ZGODNOSCI
TKANKOWEJ W LUTEOLIZIE

Luteoliza funkcjonalna przejawia sie gwattownym obnizeniem zdolnosci ciatka
z6tego do syntezy i sekrecji progesteronu. Odpowiedzialna za to jest PGF2oc, wy-
twarzana w bionie $luzowej macicy u wielu gatunkow [5, 6, 8, 12, 16, 21, 23,
24, 27, 33, 40, 41, 45, 46].

Fakt, iz po zainicjowaniu luteolizy przez prostaglandyne F2a nastepuje ekspresja
na komdérkach lutealnych biatek gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (major histo-
compatibilitycomplex - MHC) jestpotwierdzeniem przypuszczen o aktywnym udzia-
le uktadu immunologicznego w regresji ciatka zétego.

MHC obejmuje szereg genéw odznaczajgcych sie bardzo duzym polimorfizmem.
Kodujg one strukture i ekspresje biatek powierzchniowych, ktére majg decydujace

znaczenie w transplantologii i immunologii. Najwazniejsza funkcja biatek MHC
jest wiazanie i prezentowanie antygenéw limfocytom T, aktywujac je w ten sposéb
[20].

Wyro6znia sie czasteczki MHC klasy | i Il, ktore réznig sie zar6wno budowa,

jak i funkcjg. Biatka MHC | wystepujg na wszystkich komdrkach jadrzastych, a
w niewielkich ilosciach réwniez na erytrocytach. Natomiast biatka MHC Il wystepuja
gtoéwnie na limfocytach T, makrofagach i komorkach dendrytycznych. W wyniku
dziatania niektérych cytokin moga sie pojawiaé¢ na wielu innych typach komorek,
w tym takze na komédrkach lutealnych [6, 20].

Czynnikiem indukujacym pojawianie sie biatek MHC Il na komérkach lutealnych
jest prawdopodobnie IFN-y pochodzacy z limfocytéw T [6, 11, 31, 41]. Dodanie
IFN-y do kultur krowich komérek lutealnych wyraznie zwiekszato ekspresje biatek
MHC II. Interferon ten powoduje tez nasilenie ekspresji MHC | na powierzchni
komorek lutealnych [31].

Ciatko z6tte krowy, podobnie jak i wielu innych gatunkéw zwierzat, jest tworem
heterogenicznym sktadajacym sie z matych iduzych komorek lutealnych, fibrocytéw,
elementow naczyniowych, a takze komorek endotelialnych i immunologicznych
[6, 12]. We wczesnym ciatku zéttym (6 d.c.) dominujag mate komérki lutealne,
podczas gdy w CL z 10 dnia cyklu wyraznie zaznacza sie przewaga iloSciowa
duzych komorek lutealnych. Benyo i wsp. [6] obserwowali ekspresje MHC klasy
Il na powierzchni bydlecych komdrek lutealnych w ciatku z6ttym pochodzgcym
z roznych okreséw cyklu rujowego. Ekspresja MHC Il na komorkach ciatka zéttego
z 6 dnia cyklu byta niewielka. W 10 dniu cyklu zauwazono wyraznie zwiekszong
ilos¢ tych biatek na duzych komérkach, podczas gdy ich ilos¢ na matych komérkach
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lutealnych nie ulegta zmianie. Ekspresja MHC Il wzrastata w miare zblizania sie
luteolizy i byta najwieksza na wszystkich typach komorek tuz przed jej rozpoczeciem
[6]. Biatka MHC obserwowano rowniez na komdrkach lutealnych podczas luteolizy
indukowanej PGF2a [6, 31].

Biatka MHC po rozpoznaniu i zwigzaniu antygenow prezentujg je limfocytom
T pomocniczym i cytotoksycznym (rys. 2). Limfocyty klasy Th (Thl i Th2) po
zaktywizowaniu uwalniajg cytokiny, ktére z jednej strony dziatajg toksycznie bez-
posrednio na komérki lutealne (IFN-y, TNF-a), a z drugiej strony pobudzajg (np.
IL-2) limfocyty Tc. Z kolei limfocyty klasy Tc, uaktywnione przez biatka MHC
badz cytokiny, wywierajg bezposrednie toksyczne dziatanie na komorki lutealne.

TOKSYCZNY WPLYW CYTOKIN NA KOMORKI
LUTEALNE - MEDIATORY DESTRUKCJI KOMORKOWEJ

Cytokiny moga mie¢ toksyczny wptyw na komorki docelowe [32, 34]. IL-1
obniza zywotnos¢ komdrek lutealnych podczas procesu luteolizy. Jest to prawdo-
podobnie zwigzane ze zwiekszeniem iloSci wewnatrzkomérkowego tlenku azotu.
Jednak molekularny mechanizm toksycznego dziatania tej cytokiny nie jest doktadnie
poznany [32].

Duzo wieksze obnizenie zywotnosci komérek lutealnych obserwowano w przy-
padku jednoczesnego dziatania TNF-a i IFN-y [7, 31, 34]. W toksycznym wplywie
tych dwoch cytokin posredniczg metabolity kwasu arachidowego, wolne rodniki
nadtlenkowe i aktywacja fosfolipazy A2 [31, 36, 43]. Z drugiej jednak strony za-
hamowanie metabolizmu kwasu arachidowego czy aktywnosci fosfolipazy AO nie
zapobiega luteolizie [32]. Stad tez przypuszczenie, ze cytokiny te dziatajg przede
wszystkim przez wzrost koncentracji rodnikéw nadtlenkowych i/lub wzrost wra-

Rys. 2. Schemat ilustrujacy udziat biatek MHC w luteolizie (na podstawie prac [31,32,34])
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zliwosci komoérek na toksyczne dziatanie tych rodnikéw [26, 32, 44]. Jak wiadomo,
zawarto$¢ utleniacza, jakim jest witamina C, jest znacznie obnizona w komorkach
luteatnych podczas luteolizy. Jest to skutek dziatania macicznej PGF2(X ktéra po-
woduje, ze witamina C jest usuwana z komorek do krwi [1, 35]. Utrata utleniacza
indukuje akumulacje toksycznych tlenkéw, co w efekcie prowadzi do zmian prze-
puszczalno$ci bton komérkowych i Smierci komdrek [32, 34].

UDZIAL UKLADU IMMUNOLOGICZNEGO
W PIERWSZYM OKRESIE CIAZY

Skoro uktad immunologiczny bierze udziat w luteolizie nalezatoby sie spodziewaé
zmian w odpowiedzi immunologicznej podczas cigzy, pozwalajacych jg utrzymac.
| rzeczywiscie wraz z rozpoczeciem cigzy proces immunologiczny zaangazowany
w luteolize zostaje zmieniony.

U zwierzat nie bedacych w cigzy ciatko zétte zanika, a sygnat do rozpoczecia
luteolizy pochodzi z macicy (usuniecie macicy blokuje regresje ciatka zéttego) i
jest nim PGF2a [13, 23]. Natomiast podczas cigzy ochrona ciatka zéttego jest pod-
stawowym warunkiem przezycia zarodka i dlatego produkuje on biatko bedace
sygnatem antyluteolitycznym. Biatko to zapobiega luteolizie porzez blokowanie
lub ograniczenie uwalniania PGF2a do krwi zylnej macicznej [3, 4, 30, 42].

Jako pierwszy zostat zidetyfikowany sygnat antyluteolityczny pochodzacy z za-
rodkéw owczych. Nazwano go owczym biatkiem trofoblastycznym-1 (0TP-1 - ovine
trophoblast protein-1) [4, 42]. oTP-1 (0o masie molowej 19000) jest uwalniany
miedzy 10 a 21 dniem cigzy. Kiedy podano go do $wiatlta macicy cyklicznych
owiec miedzy 12 a 18 dniem cyklu, zaobserwowano znaczne ostabienie pulsacyjnego
uwalniania PGF2a i w efekcie wydtuzenie czasu trwania ciatka z6ttego [37].

Badania przeprowadzone u bydta wykazaty, ze okoto 15 dnia cigzy trofoblast
z matym zarodkiem w ksztatcie dysku uwalnia biatko, pod wzgledem ciezaru po-
réwnywalne z oTP-1, ktére nazwano bTP-1 (bovine trophoblast protein-1). Oba
biatka wykazujg znaczne podobieiAstwo strukturalne do interferondw typu I (IFN-oc
i IFN-(3) [3,42]. cDNA dla oTP-1 ibTP-1 wykazuje 30% podobienstwo w sekwencji
aminokwaséw z IFN-[3 i 55-65% z IFN-a [30]. Natomiast najwiekszy stopien
pokrewieristwa wystepuje miedzy oTP-1 i bTP-1 a tzw "dlugim" interferonem.
Ten interferon, znany jako IFN-oCjj lub IFN-co, jest produkowany wraz z IFN-oc
przez leukocyty w odpowiedzi na zakazenie wirusowe [37].

Obserwacje ekspresji biatek MCH na komorkach lutealtnych pochodzacych z
18-20 dnia ciagzy wykazaty, ze jest ona znacznie obnizona w poréwnaniu do ob-
serwowanej na komdrkach luteatnych z 18 dnia cyklu. Do tej pory nie uzyskano
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, co jest sygnalem hamujgcym pojawianie sie
tych biatek. Prawdopodobnie jest to jedno z biatek trofoblastycznych. Pate [32]
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podaje nazwe tego zwigzku jako IFN-T. Podanie IFN-a, ktéry ma biologiczne dzia-
tanie identyczne jak IFN-T, spowodowato zahamowanie ekspresji biatek MHC na
powierzchni komdrek lutealnych [32].

Blokowanie sekrecji PGF2X z macicy przez oTP-1 i bTP-1 oraz hamowanie
ekspresji biatek MHC na powierzchni komérek lutealnych zapobiega regresji ciatka
z6ttego i pozwala na produkcje progesteronu w takiej ilosci, ktora jest niezbedna
do prawidtowego przebiegu ciazy.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze cytokiny nie tylko sg mediatorami pro-
ces6w zapalnych, ale takze uczestniczg w regulacji proceséw fizjologicznych. Fun-
kcjonowanie i regresja ciatka z6ttego pozostaje pod kontrolg nie tylko hormonéw
wydzielanych z przysadki mézgowej i macicy, ale réwniez znajdujacych sie w
ciatku zoktym makrofagéw i limfocytow T. Molekularne mechanizmy dziatania
cytokin wymagajg dalszych badadn w celu doktadnego ich poznania.
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KOMUNIKATY

Komunikat Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

Zarzad Fundacji Biologii Komérki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczng
nagrode naukowa, w tym réwniez w roku 1996 i 1997, za wyrdzniajaca sie oryginalng
prace z zakresu biologii komorki, indywidualng lub zespotowsg, wykonang wytacznie
w krajowej placéwce naukowej, opublikowang w ostatnich dwéch latach w cza-
sopismie figurujagcym w Current Content.

Wysoko$é nagrody w 1996 r. wyniesie 600 NZt

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

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

Regulamin

dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

i

i

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

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

3. Praca powinna byé opublikowana nie wczes$niej niz w ostatnich dwoch
latach poprzedzajacych nadanie nagrody.

4. Preferowane beda prace mtodych autorow.

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

6. Zgtaszaé prace do nagrody moze kazdy.

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

01-813 Warszawa, pok6j 314 do 15 pazdziernika kazdego roku.

8. Ocene kwalifikujgcg prace do nagrody przeprowadza Komisja Nagréd
powotana przez Zarzad Fundacji zasiegajagc w razie potrzeby opinii specjali-
stéw.

9. Decyzja Komisji ogtaszana bedzie w "Postepach Biologii Komorki".

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

Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Cytometrii zawiadamia, ze w okresie:

10-13 czerwca 1997 r. odbedzie sie kurs cytometrii z udziatem wyktadowcow
Z zagranicy organizowany przez:

dr J. Dobruckiego w Instytucie Biologii Molekularnej UJ w Krakowie

(31-120 Krakéw, Al. A. Mickiewicza 3, tel. 34 13 05);

14-15 czerwca odbedzie sie zwigzana z kursem Konferencja na tematCytometrii
w Warszawie; informacjiudziela dr J. Skierski pod adresem

Instytut Lekéw, 00-725 Warszawa, ul. Chetmska 30/34, tel. 41 29 89.

Zarzad Polskiego Towarzystwa Cytometrii

ERRATA

Sprostowanie do artykutu pt... Wplyw cytokin na hormonalng regulacje proceséw
rozrodu - autorstwa: B. Jany i A. Stepien opublikowanego w: Postepy Biologii
Komérki 1996; 23(4): 513-528.

Rysunek 1 na str. 515 powinien przedstawia¢ sie nastepujgco:

Rys. 1. Kaskadowy spo-
sob sekrecji cytokin:
(+) wptyw stymulujacy,
(-) wptyw hamujacy

Za popetniong omytke Autorki i Szanownych Czytelnikéw bardzo przepraszamy.

Wskazowki przygotowania rysunkow do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja 6.0
lub wczesniejsza. Jesli w tekst zostaly wstawione rysunki, powinny one zosta¢
réwniez umieszczone osobno na dyskietce. Jesli autor dostarcza rysunki na dyskietce,
powinny to byé albo mapy bitowe (.TIF, .PCX), albo pliki z Corela, wersja 5.0 lub
wczesniejsza. Kazda wersjaWorda i Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie
wersji wczesniejszej.



INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiagnie¢ biologii
komorki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za $cisto$¢ podawanych informacji.
Obowiazuje 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 Redakcji w Warszawie tylkote artykuty, ktére nie odpowiadajg zadnej zwymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

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

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

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

Tekst pracy i zatgczniki nalezy przesyta¢ w dwdch egzemplarzach na adres redakcji w Warszawie badz jednego
z Redaktoréw (adresy na 2 str. oktadki). Maszynopis powinien by¢ pisany jednostronnie na papierze formatu A4 z
podwdjng interlinig i marginesem 4 cm po lewej stronie. Strony powinny by¢ kolejno numerowane. Nadestanie tekstu
pracy, poprawionego po recenzjach i rysunkéw na dyskietce (wskazéwki nas. 96) przyspieszy publikacje,

Pierwsza strona nie numerowana przeznaczonajest dla redakcji i powinna zawiera¢: imiona i nazwiska autoréow
oraz ich tytuty naukowe, adresy w pracy i domowy wraz z telefonem, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz
liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy poda¢ kolejno tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego,
nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40
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 sg tam zawarte.
W tytule i streszczeniu mozna stosowac jedynie powszechnie przyjete skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy
rozpocza¢ od nowej strony. W tekécie nie zamieszczac tabel, schematéw lub rysunkéw, ajedynie zaznaczy¢ otdwkiem
na marginesie ich lokalizacje (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i
numerowane rozdziaty oraz podrozdziaty. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw czasopism
podawaé 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 poszczegélnych rysunkéw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zataczniki sg zapozyczone z innych zrodet, nalezy poda¢, skad zostaly zaczerpniete i
dotgczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie.
W szystkie zatgczniki muszg by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem géry i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skr6téow uzgodnionych z autorem. Autor zobowiazany jest do
wykonania korekty autorskiej i zwrécenia jej w ciggu 2 dni. Koszty, spowodowane wiekszymi zmianami tekstu
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymujg bezptatnie 1
egz. zeszytu PBK z opublikowang pracg oraz moga zamowi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte, cennik nas. 4 okt

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

Dotgczono 2 kopie maszynopisu, Tre$¢ pracy nie byta uprzednio publikowana i nie zostata

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

Jest zgoda oso6b, ktérych informacje niepubli- pliku iuzytego 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 wtasnos¢ reda-
kcji ijego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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