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W tym zeszycie ¢ Postepow Biologii Komorki e

Artykut o powtdrzeniach sekwencji mikrosatelitarnych w genomie czlowieka
na stronie 19 jest dalszym ciggiem referatow wygtoszonych podczas XXV
Konferencji Biologii Komoérki w dniu 18.11.1995 r. w Warszawie. Wiekszos¢
referatdbw zostala opublikowana w suplemencie PBK nr 6 z 1995 r. na temat
“Postepy badan DNA”.

Promieniowanie jonizujgce zaburza cykl komérkowy. Uszkodzony promienio-
waniem DNA wyzwala posrednio synteze inhibitora zaleznych od cyklin kinaz
biatkowych oznaczonego p21. Skutki jego dziatania omdwiono na s. 49.

Do lat osiemdziesiatych sadzono, ze relaksyna jest zwigzana jedynie z okre-
sem pOznej cigzy i przez swoje oddziatywanie na miesnidwke gtadka macicy,
na szyjke macicy oraz spojenie fonowe przygotowuje drogi rodne samicy do
porodu. Udziat peptydu w rozwoju mézgowia i regulacji funkcji sercowo-naczy-
niowych to nowe informacje o funkcjach relaksyny (s. 83).

Jednym z niedawno zidentyfikowanych hormonoéw jest PTHrP (parathyroid
hormone-related peptide). Jest to czynnik regulujgcy gospodarke wapniowa,
dziatajacy bezposrednio na osteoblasty i komdrki kanalikow nerkowych (s.
127).

Warto zwrdci¢ uwage na komunikaty na stronach 143-146. Na stronie 147
umieszczono errate do rysunkéw z nr 3 z 1995 r.
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CYTOGENETYKA MESKIEJ GAMETOGENEZY.
CZESC 2. TRANSLOKACJE ROBERTSONOWSKIE
I INWERSJE

CYTOGENETICS OF HUMAN MALE GAMETOGENESIS.
PART Il. ROBERTSONIAN TRANSLOCATIONS AND INVERSIONS

Artur BARCZYK

Zaktad Biologii i Genetyki Medycznej, Instytut Nauk Podstawowych, Wojskowa
Akademia Medyczna, £.6dzZ

Streszczenie: Artykut kontynuuje omoéwienie wptywu aberracji kariotypu somatycznego na przebieg
mejozy u mezczyzn i nastepstwa tego zjawiska obserwowane w procesie rozrodu. Prezentuje on wyniki
badania chromosoméw na réznych etapach gametogenezy, a takze mechanizmy powstawania zaburzeh
w translokacjach robertsonowskich oraz inwersjach pericentrycznych i paracentrycznych. W pracy
zestawiono dane pochodzace z badan prowadzonych w trakcie mejozy, badan plemnikéw oraz badan
prenatalnych i postnatalnych.

Stowa kluczowe: mejoza, ludzkie chromosomy, aberracje chromosomowe, translokacje, inwersje, segre-
gacja chromosomow

Summary: This article continues the discussion about the influence of somatic karyotype aberrations on
the course of meiosis in human male, and their consequences observed in reproduction. It presents the
results of chromosome investigations during different stages of gametogenesis, and also the mechanisms
of disturbance arising in Robertsonian translocations, paracentric and pericentric inversions. Data from
meiotic and sperm surveys, prenatal and postnatal studies are compared.

Key words: meiosis, human chromosomes, chromosome aberrations, translocations, inversions, chromo-
some segregation
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1 CYTOGENETYKA MEJOZY U MEZCZYZN-NOSICIELI
TRANSLOKACJI CHROMOSOMOW AKROCENTRYCZNYCH

1.1. TRANSLOKACJE ROBERTSONOWSKIE

Translokacje miedzy dwoma chromosomami akrocentrycznymi wystepuja u obu
ptci, zwykle nie powodujac zmian fenotypowych. Ujawniajg sie dopiero w procesie
rozrodu powodujgc u ich nosiciela nieptodnos¢, poronienia samoistne lub urodzenia
dzieci z niezrbwnowazonym kariotypem [79]. Ten typ aberracji wystepuje kilkakrot-
nie czesciej u nieptodnych mezczyzn niz w populacji noworodkéw [19], powodujac
zmniejszenie liczby plemnikéw w nasieniu [52,60], rzadziej ich brak. W biopsji jader
stwierdza sie duze zrdéznicowanie budowy histologicznej i aktywnosci spermatogeni-
cznej: od ciezkiego uszkodzenia do obrazu zblizonego do normy [16,23]. Najczesciej
spotykane sg translokacje niehomologiczne miedzy chromosomami 13 i 14 oraz 14 i
21 [77].

Struktura translokacji miedzy niehomologicznymi akrocentrykami rozni sie od
translokacji wzajemnych. Za pomocg technik barwienia prazkowego okreslono wie-
kszos¢ powstatych tg drogg chromosomoéw pochodnych jako dwucentromerowe.
Wykorzystanie metod genetyki molekularnej pozwolito zlokalizowaé miejsca peknieé
w obrebie ramion krétkich obu uczestniczacych w translokacji chromosomow. Naj-
czesciej sa one potozone dystalnie od sekwencji alfa-satelitamych centromeru, w
obrebie sgsiadujacych z nimi sekwencji satelitarnych 1l ramion krotkich, a proksy-
malnie od sekwencji rybosomalnego DNA nitek satelitonosnych i flankujacych je
sekwencji beta-satelitamych [9, 22, 30, 85]. Rzadkie przypadki, w ktorych stwierdza
sie obecno$¢ chromatyny barwigcej sie NOR, Swiadczg o mozliwosci innej lokalizacji
miejsc peknied.

Chromosom powstaty zramion dtugich ma zatem dwa centromery, z ktérychjeden
traci charakterystyczny ksztatt przewezenia i pozostaje nieczynny. Proces inaktywacji
centromeru nie jest losowy, istnieje hierarchia zdolnosci do zachowania funkcji
centromeru poszczegolnych akrocentrykow [73]. Fragmenty ramion krotkich dystalne
od miejsc peknie¢ ulegajg utracie i nie obserwuje sie ich w dalszych podziatach
mitotycznych ani mejotycznych.

Parowanie odcinkéw homologicznych powoduje powstanie w pachytenie pier-
wszego podziatu mejotycznego struktury ztozonej z 3 chromosomow, zwanej triwa-
lentem, w konfiguracji cis lub trans (rys. 1). Rozejscie triwalentu powstatego z
chromosoméw niehomologicznych moze mie¢ posta¢ segregacji naprzemiennej,
przylegtej lub 3:0. W wyniku segregacji naprzemiennej do jednej gamety trafiajg 2
prawidtowe chromosomy (rys. 2A), a do drugiej chromosom pochodny, powstaty z
ich homologéw (rys. 2B). Gamety te maja prawidtowy i zbalansowany kariotyp, a ich
udziat w zaptodnieniu prowadzi do prawidtowego kariotypu w pierwszym przypadku
oraz nosicielstwa translokacji zrownowazonej w drugim. Segregacja przylegta (rys.
3) ma miejsce wtedy, gdy dojednej gamety przechodzijeden chromosom prawidtowy
i chromosom pochodny, do drugiej drugi chromosom prawidtowy. Obie gamety majag
nieprawidtowy kariotyp, a ich udziat w zaptodnieniu prowadzi do trisomii lub mono-
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Rys. 1. Chromosomy u nosiciela translokacji robertsonowskiej 45,XY.,t(D;G):A - chromosomy w ko-
morce somatycznej: D - przyktadowy chromosom z grupy D; t(D;G) - przyktadowy chromosom po-
chodny; G - przyktadowy chromosom z grupy G; B - triwalent pachytenowy utworzony z tych
chromosoméw

somii. Segregacja 3:0 oznacza przejscie do jednej gamety obu chromosomow prawid-
towych i chromosomu pochodnego (rys. 4A), do drugiej gamety nie trafia zaden
chromosom z par objetych translokacjg (rys. 4B). Rdwniez w tym przypadku obie
gamety maja nieprawidtowy kariotyp, a ich udziat w zaptodnieniu prowadzi do
tetrasomii lub nullisomii. Te wszystkie niezrownowazone aberracje strukturalne,
bedace wynikiem segregacji przylegtej i 3:0 w mejozie, sg okre$lane mianem aneu-
somii segregacyjnej.

Obserwacje rodzin nosicieli translo-
kacji robertsonowskich pozwolity
stwierdzi¢, ze w poréwnaniu z grupa
translokacji wzajemnych, ryzyko poja-
wienia sie aneusomii segregacyjnej u
potomstwa jest znacznie nizsze. Doty-
czy to zaréwno ptodéw diagnozowa-
nych prenatalnie [18], jak i nowo-
rodkéw [72]. Wystepowanie nieomal
wyltgcznie kariotypéw prawidtowych
lub zréwnowazonych wskazuje na me-
chanizm segregacji naprzemiennej jako
dominujacej w translokacjach robertso-
nowskich u mezczyzn.

Badania przebiegu mejozy wykona-
ne u nosicieli translokacji robertsono-  Rys. 2. Segregacja naprzemienna-chromosomy
wekich,rozpoznananygh giwnie 2 po- U h o o ST T
wodu nieptodnosci, wytajg sie potwier- lubXt(D G)
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Rys. 3. Segregacja przylegta - chromosomy par objetych translokacjg: A -z komorki o kariotypie
23, X lub Y,-G,+t(D;G) i 22,Y lub X,-D; B - z komérki o kariotypie 23,Y lub X,-D,+t(D;G) i 22,Y lub

X,-G

dza¢ powyzsza hipoteze. Przy zastosowaniu mikroskopu $wietlnego w stadium pa-
chytenu (P 1) obserwano 21 biwalentéw i jeden triwalent, wystepujacy zawsze w
pozycji cis [47, 76, 82]. Uwaza sie, ze taka konfiguracja sprzyja rozejsciu sie
homologicznych centromerdéw do przeciwnych biegundéw. Zauwazono tez, ze triwa-
lent lezy w poblizu lub faczy sie z biwalentem piciowym [28, 34,47,69]. Badania w
mikroskopie elektronowym wykazaty petne parowanie dtugich ramion wolnych chro-
mosomOw z homologicznymi odcinkami chromosomu pochodnego, podczas gdy ich

Rys. 4. Segregacja 3:0 - chromosomy par obje-
tych translokacjg: A -z komdrki o kariotypie
24, X lub Y,+t(D;G); B - z komorki o kariotypie
21,Y lub X,-D,-G

okolice okotocentromerowe oraz ramio-
na krotkie pozostajg niesparowane i t3-
czg sie z chromosomami pici [44]. Wy-
daje sie, ze odsetek komorek z
asocjacjami triwalent-XY jest wyzszy u
mezczyzn wykazujgcych nizszg liczbe
plemnikéw w nasieniu [43,44,63]. Mo-
ze to wskazywa¢ na mechanizm zabu-
rzenia mejozy i wyjasniaé przyczyne
nieptodnosci. Liczba chiazm w stadium
diakinezy moze by¢ nieco obnizona [7,
59,76].

Do tej pory wykonano badania chro-
mosoméw plemnikowych u 8 nosicieli
translokacji robertsonowskich, rozpo-
znanych w badaniach rodzinnych lub
przypadkowo, uzyskujac metodg pene-
tracji oocytéw chomiczych 776 karioty-
pow (tab. 1). Wzor segregacji mejotycz-
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TABELA 1. Wyniki badania kariotypow plemnikowych u nosicieli translokacji robertsonowskich

Autor Aberracja Segregacja (w %9 Liczba
kariotypéw
N P 3:0
Batkan  [2] t(14;21) 87,5 12,5 - 24
Cozzi  [13] t(13; 14) 94,5 55 - 73
Martin  [54] t(13;14) 73,5 26,5 - 117
Martin ~ [56] 1(15;22) 89,6 10,4 . 115
Pellestor [65] t(13;14) 91,3 7,7 - 78
Pellestor [66] t(13;15) 89,6 10,4 . 67
Syme [74] 1(15;22) 90,2 8,5 13 153
Syme [75] 1(21;22) 96,6 2,7 0,7 149

Typy segregacji: N - naprzemienna; P - przylegta;

nej powstaty po usrednieniu danych przedstawia sie nastepujgco: segregacja naprze-
mienna 89,3%; przylegta 10,3%; 3:0 - 0,4%. W obrebie segregacji naprzemiennej
stwierdzono 46,4% kariotypow prawidtowych i 42,9% kariotypdw zbalansowanych,
co w przyblizeniu odpowiada spodziewanej proporcji 1:1. Podobnie jak w transloka-
cjach wzajemnych, nie odnotowano wzrostu odsetka plemnikéw z anomaliami chro-
mosomowymi, ktére bylyby niezalezne od aberracji strukturalnej (brak efektu
miedzychromosomowego).

Z badan tych wynika, ze model domimujgcej segregacji naprzemiennej u nosicieli
translokacji robertsonowskich jest prawdziwy niezaleznie od metody badawczej i
sposobu doboru badanych. Ich wyniki wskazujg, ze ryzyko wystgpienianiezrownowa-
zonego kariotypu u potomstwa mezczyzny, bedacego nosicielem niehomologicznej
translokacji robertsonowskiej jest niewielkie.

Translokacja robertsonowska miedzy chromosomami homologicznymi powstaje
bardzo rzadko i w wigkszosci wypadkéw chromosom pochodny ma tylko jeden
centromer [85]. Mozliwy jest tylko jeden sposob segregacji, tak ze powstajg gamety
0 wylgcznie nieprawidtowych kariotypach: jedna z gamet zawiera chromosom po-
chodny (oba homologi), w drugiej brak chromosomdw z pary objetej translokacjg. Z
tego powodu u potomstwa nosiciela moze wystgpi¢ wytacznie trisomia lub monoso-
mia danej pary chromosomd&w, przejawiajace sie najczesciej w postaci poronien sa-
moistnych [79]. Badaniachromosomoéw mejotycznych i plemnikowych nie byty dotad
prowadzone u nosicieli tego typu aberracji, stad brak danych ojej wplywie naprzebieg
mejozy u mezczyzn.

1.2. Translokacje wzajemne z udziatem chromosoméw
akrocentrycznych

Translokacje wzajemne z udziatem chromosomu akrocentrycznego wykazuja
pewne podobienstwa do translokacji robertsonowskich. Badania nasienia wykonane
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u ich nosicieli wykazaty azoospermie [25] lub ciezkg oligozoospermie [43, 48], a
badanie histologiczne wskazywato na zredukowanie i zahamowanie spermatogenezy
na etapach postmejotycznych. Chociaz kompleksowe badania nosicieli oparte sg na
bardzo nielicznej grupie nieptodnych mezczyzn, wptyw takiej aberracji na rezultat
spermatogenezy wydaje sie byé najbardziej destrukcyjny wsréd translokacji wza-
jemnych [25].

Obserwacje dokonane w przebiegu mejozy wykazujg istnienie dalszych podo-
bienstw. Polegaja one na wystepowaniu mniej lub bardziej $cistego kontaktu miedzy
kwadriwalentem pachytenowym a chromosomami pici w wiekszosci komorek oraz
powigzaniu miedzy odsetkiem komorek, w ktérych takie potgczenie istnieje, a warto-
Sciami spermogramu [21, 25, 43, 48]. Zastosowanie mikroskopu elektronowego
uwidocznito zaburzenia parowania chromosomow tworzacych kwadriwalent, szcze-
golnie w okolicy miejsc pekniecia oraz ramion krétkich chromosoméw akrocentry-
cznych. Niesparowanie w obrebie miejsc pekniecia wigze sie z bardziej Scistym
kontaktem z chromosomami pici, podczas gdy ograniczenie niesparowania do hete-
rochromatyny krétkich ramion akrocentrykow zwykle ogranicza potaczenie peche-
rzyka ptciowego z ich wolnym koncem. Komputerowa rekonstrukcja jader sper-
matocytow pierwszego rzedu potwierdzita zaréwno wystepowanie niesparowanych
odcinkéw w obrebie kwadriwalentu, jak i powigzania niesparowanych odcinkéw z
chromosomami pici [35]. Oba te zjawiska uznawane sg za przyczyne degeneracji
komorek nabtonka piciowego i zwigzanej z tym nieptodnosci, cho¢ zaburzenia paro-
wania wydajg sie odgrywac bardziej istotna role.

Interesujacy rezultat przyniosto badanie mezczyzny bedacego nosicielem niezréw-
nowazonej translokacji wzajemnej (11;15). Z uwagi na utrate materiatu pochodzace-
go z terminalnego odcinka ramienia dtugiego chromosomu 11 i krétkiego ramienia
chromosomu 15 w pachytenie utworzy# sie triwalent. Mimo niezrownowazenia trans-
lokacji jej wptyw na spermatogeneze i mejoze nie odbiegat od opisanych poprzednio
translokacji z udziatem akrocentryku [36].

Nalezy nadmienié, ze wsréd wszystkich translokacji wzajemnych poddanych
badaniu chromosoméw plemnikowych, nosiciele tego typu translokacji charaktery-
zowali sie najwyzszym odsetkiem plemnikéw z nieprawidtowym Kkariotypem -
t(l 1;22), t(8; 15). W tej grupie odnotowano tez najwieksze odstepstwa od usrednione-
go wzoru segregacji oraz najmniejsza liczbe mozliwych od uzyskania kariotypow -
t(5;13), 1(6;14), t(7;14) (poréwnaj z tabelg 1 w czesci I [3]).

2. CYTOGENETYKA MEJOZY U MEZCZYZN-NOSICIELI
INWERSJI

2.1. INWERSJE PERICENTRYCZNE

Inwersja pericentryczna, czyli okotocentromerowa polega na odwroceniu odcinka
chromosomu o 180°, tak ze centromer jest zlokalizowany pomiedzy punktami pek-
niecia. Asymetria odcinkéw lezacych po obu stronach centromeru powoduje zmiane
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morfologii chromosomu, co ufatwia wykrycie wiekszosci tego typu aberracji (rys.
5A). Inwersje pericentryczne stanowig przewazajgca wiekszos¢ wszystkich inwersji.
Moga wystepowaé we wszystkich chromosomach, najczesciej duzych i $Srednich z
grup A, B i C, rzadziej D i F [31]. Niektore inwersje pericentryczne sa uznawane za
cechy polimorficzne [39, 45, 78]. Dotyczy to odwrd6cenia heterochromatyny okoto-
centromerowej chromosoméw 1 (pliql2), 3 (p13qgl2), 9 (p12ql3) i Y (pligll). Ich
znaczenie, w tym wptyw na rozrod cztowieka, jest dyskutowane i nie wyjasnione do
korca [10, 71].

Inwersje pericentryczne bedgce aberracjami zrGwnowazonymi z reguty nie wywo-
tujg zmian fenotypowych u nosiciela i moga by¢ dziedziczone bezobjawowo przez
wiele pokolen [5]. Moga jednak wptywaé na proces rozmnazania: powodujac poro-
nienia samoistne [37, 46, 84] lub nieptodno$¢ u mezczyzn. Badania nasienia wyko-
nane u mezczyzn z zaburzeniami ptodnosci najczesciej ujawniajg oligozoospermie,
rzadziej azoospermie [19]. Biopsja jader w takich wypadkach zwykle wykazuje
ostabienie aktywnosci spermatogenicznej na wszystkich jej etapach, a przy azoosper-
mii - brak komaorek piciowych.

Podczas profazy mejotycznej chromosomy tworzg biwalent, przy czym zjawisko
parowania w odwrdéconym odcinku najprawdopodobniej jest zwigzane z jego dtugo-
Scig [17,45]. Jeslijest on krotki, moze wystapi¢ catkowity brak parowania (asynapsis)
lub parowanie niehomologiczne (heterosynapsis). W obu wypadkach biwalent ma

Rys. 5. Chromosomy u nosiciela inwersji pericentrycznej: A - chromosomy w komdrce somatycznej: N
- chromosom normalny; Inv - chromosom z inwersja; B - petla inwersyjna w pachytenie; C -
zrekombinowane chromosomy przy punkcie pekniecia miedzy C i D: dup(p) del(q) i dup(q) del(p)
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ksztat liniowy, a w odwréconym odcinku ma miejsce supresja powstawania chiazm,
co uniemozliwia rekombinacje. Diuzszy fragment bedzie wymagat powstania petli
inwersyjnej (rys. 5B), w obrebie ktorej wystepuje parowanie homologiczne (homo-
synapsis), przy czym wieksza dtugos$é fragmentu zwieksza szanse na wytworzenie
chiazm i rekombinacje. Zaproponowano tez inng teorie pozwalajaca przewidziec¢
spos6b parowania chromosomoéw oparty na lokalizacji miejsc peknie¢ w obrebie
heterochromatyny i euchromatyny. W jej mysl, pekniecia w obrebie jasnych prazkow
G (euchromatyna) promujg powstawanie petli, podczas gdy pekniecia w obrebie
ciemnych prazkéw G (heterochromatyna) powoduja liniowe parowanie niehomologi-
czne [20]. W dotychczas wykonanych badaniach mejotycznych z zastosowaniem
mikroskopii elektronowej, zgodnie z tg teorig w trzech przypadkach peknie¢ w
jasnych prazkach G, obserwowano powstawanie petli [4, 26, 40]. W kolejnych
czterech, gdzie pekniecia byty zlokalizowane w ciemnych prazkach G, stwierdzano
brak petli [8, 27, 29, 70], mimo ze w trzech przypadkach odwrécony odcinek
obejmowat ponad 70% dtugosci chromosomu [8, 27, 29].

Segregacja mejotyczna inwersji pericentrycznej jest stosunkowo prosta. Jesli nie
nastgpita rekombinacja, do potowy gamet trafia chromosom prawidtowy, a do pozo-
statych chromosom z inwersja. W wypadku rekombinacji w obrebie odwréconego

odcinka (rys. 5B) powstajg dwa chromo-
somyjednocentromerowe nierdwnej lub
rownej dtugosci (rys. 5C), z duplikacjg i
delecjag tym wieksza, im mniejszy odci-
nek ulegt inwersji. Analogicznie do
wczesniej opisanych translokacji, wy-
stapienie niezréwnowazonego karioty-
pu z aberracjg strukturalng zostato
okreslone jako aneusomia rekombina-
cyjna.

Ryzyko urodzenia dzieci z aneuso-
mig rekombinacyjng wydaje sie by¢ nie-
wielkie. Poniewaz maty fragment daje
po zrekombinowaniu wieksze niezrow-
nowazenie chromosomowe (rys. 6A),
zmniej szaj gce szanse przezyciado poro-
du, najwieksze szanse na urodzenie
dziecka z takg aberracjg maja nosiciele,
u ktorych odwrécony fragment ma dosé¢
duze rozmiary (rys. 6B). Warto$¢ grani-
czna jest oceniana na 30-33% diugosci
chromosomu [80, 83].

Rys. 6. Zalezno$¢ miedzy wielkoscig odréconeg«

odcinka a wielkoscig niezrownowazenia chro-

mosomowego po rekombinacji: A - maty odcinel
B - duzy odcinek

Badania chromosomoéw plemniko-
wych byty wykonane u 6 nosicieli in-
wersji pericentrycznych (tab. 2). W
trzech przypadkach stosunkowo diugich
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TABELA 2. Wyniki badania kariotypoéw plemnikowych u nosicieli inwersji pericentrycznych i nosi-
ciela inwersji paracentrycznej

Autor Inwersja Segregacja (w %) Liczba
kariotypow
N | R
Balkan [1] 3(pligll) 57,7 42,3 - 11
Jendemy [42] 20 (pl13qly) 53,8 46,2 - 26
Martin  [53] 7(qllg22) 36,1 62,7 . 94
Martin  [55] 3 (p25921) 37,6 31,6 30,8 133
Martin  [57] 8 (p23g22) 47,5 41,1 11,4 158
Martin ~ [58] 1(p31ql2) 45,9 54,1 - 157
Navarro [64] 7 (p'3936) 37,9 37,1 25,0 140

Segregacja: N - Kkariotypy prawidtowe; | - kariotypy z inwersja; R - kariotypy z rekombinacja

inwersji z punktami peknie¢ w jasnych prazkach G, obserwowano pewien odsetek
kariotypow bedacych wynikiem rekombinacji [55, 57, 64]. W dwaoch przypadkach
krétkich inwersji z punktami peknie¢ w ciemnych prazkach G rekombinacji nie
stwierdzono [1, 58]. Ostatni przypadek pozostaje w sprzecznosci z oczekiwaniami:
mimo znacznej dtugosci i peknie¢ w jasnych prazkach G badanie niewielkiej ilosci
kariotypOw nie wykazato rekombinacji [42]. Obecnie zbyt mata liczba analizowanych
przypadkéw nie pozwala wyciggnac¢ ostatecznych wnioskdw co do teorii, ttumaczacej
wystapienie rekombinacji mejotycznej u nosiciela inwersji pericentrycznej.

Opisano dwa przypadki nosicieli podwojnej inwersji. Pierwszy z nich dotyczyt
nieptodnego mezczyzny z azoospermig i dwoma réznymi inwersjami pericentryczny-
mi chromosomu 9 [14]. Drugi to rodzinny przypadek inwersji chromosomoéw 1i 9, w
ktérym spermatogeneza i przebieg mejozy nie réznity sie od typowego obrazu
stwierdzanego u nosicieli pojedynczej inwersji [33].

2.2. INWERSJE PARACENTRYCZNE

Inwersje paracentryczne sg zlokalizowane w obrebie jednego z ramion chromoso-
mu (rys. 7A). Odwrdcenie matego fragmentu zlokalizowanego pozacentromerem nie
powoduje zmiany morfologii chromosomu, dlatego do rozpoznania tego rodzaju
aberracji konieczne jest zastosowanie barwienia pragzkowego. Inwersje paracentrycz-
ne sg rzadko spotykang aberracja, np. nie byly opisywane w badaniach noworodkéw
prowadzonych na duzych populacjach, a w badaniach prenatalnych wykrywano
przypadkowo pojedyncze przypadki [38, 41]. Réwniez w badaniach mezczyzn o
obnizonej ptodnosci stwierdzono pojedynczych nosicieli inwersji paracentrycznych:
chromosomoéw 1(ql2g21) i 10(gllg25) [12], chromosomu 14 [15] oraz chromosomu
11 (g21923) [49]. We wszystkich tych przypadkach stwierdzono oligozoospermie,
jednak zwykle nosiciele sg zdolni do rozrodu i aberracja dziedziczy sie niekiedy przez



12 A. BARCZYK

Rys. 7. Chromosomy u nosiciela inwersji paracentrycznej: A - chromosomy w komaérce somatycznej:
N - chromosom normalny; Inv- chromosom z inwersja B - petla inwersyjna w pachytenie; C -
zrekombinowane chromosomy przy punkcie pekniecia miedzy C i D: die rec i ace rec

wiele pokolen [50, 81]. Opisano inwersje paracentryczne wszystkich chromosomaéw,
najczesciej duzych: 3, 7, 11,14 [11, 32], natomiast stosunkowo rzadko spotykane sg
inwersje matych chromosomoéw: 17, 18, 19, 20, 21, 22i Y [67].

Do tej pory nie przeprowadzono badan mejotycznych u nosiciela inwersji paracen-
trycznej, dlatego nie dysponujemy danymi o zachowaniu tej aberracji podczas mejozy
u cztowieka. Nalezy sie jednak spodziewac, ze podobnie jak w inwersjach pericen-
trycznych w profazie chromosomy tworzg biwalent. Moze wystgpi¢ catkowity brak
parowania (asynapsis), parowanie niehomologiczne (heterosynapsis) lub parowanie
homologiczne (homosynapsis). W dwoch pierwszych wypadkach biwalent ma ksztatt
liniowy, a w odwrdconym odcinku ma miejsce supresja powstawania chiazm, co
uniemozliwiarekombinacje. W ostatnim wypadku powstaje petla inwersyjna, w obre-
bie ktérej moga powsta¢ chiazmy i nastapi¢ rekombinacja (rys. 7B). Szansa na
wytworzenie chiazm i rekombinacje rosnie wraz z dtugoscia odwrdconego fragmentu.

Mozliwajest dwojaka segregacja mejotycznabiwalentu. Jesli nie doszto do rekom-
binacji, do potowy gamet trafi chromosom prawidtowy, do potowy - chromosom z
inwersja. W wypadku rekombinacji w obrebie petli inwersyjnej powstajg fragment
acentryczny i chromosom dwucentromerowy (rys. 1C). Fragment acentryczny podle-
gautracie w trakcie podziatdw, natomiast zachowanie dicentrykajest bardziej skom-
plikowane. Potaczenie obu centromeréw z jednym biegunem wrzeciona powoduje
jego odziedziczenie w catosci, wywotujace duplikacje odcinkéw chromosomowych
zlokalizowanych poza petla. Jesli centromery beda przesuwaty sie do przeciwlegtych
biegunow, powstanie mostek chromatydowy, ktory podczas anafazy peka w przypad-
kowym miejscu, tak ze do komérek potomnych trafiajg dwa nieréwnej dtugosci
chromosomy monocentryczne z roznej wielkosci duplikacjami lub delecjami. Odno-
towano tez przypadki aneusomii, ktérych mechanizm powstania ttumaczony jest
zaburzeniami rekombinacji: nierbwnomierny crossing-over u podstawy petli, powo-
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dujacy mata interstycjalng delecje lub duplikacije [62], pekniecie i potgczenie chroma-
tyd w ksztatcie litery U, powodujace duplikacje lub delecje fragmentu petli [61], oraz
potaczenie miejsca pekniecia z telomerem siostrzanej chromatydy przy dystalnym
potozeniu odwrdconego odcinka [68].

Obserwacje potomstwa wskazuja na niskie ryzyko urodzenia dziecka z aneusomig
rekombinacyjng. Stosunkowo duze niezrownowazenie chromosomowe wywotane
rekombinacjg zmniejsza zdolno$¢ do przezycia zarodkdw o nieprawidtowych kario-
typach, powodujgc ich eliminacje we wczesnym okresie cigzy [24]. Fakt, ze w grupie
nosicieli zwykle nie odnotowuje sie podwyzszonej czestosci poronien lub bezptodno-
Sci [32], wydaje sie Swiadczy¢ o rzadko wystepujacej rekombinacji mejotycznej w
obrebie odwroconego odcinka. Prawdopodobnie dlatego niezrownowazone karioty-
py u potomstwa zaobserwowano tylko u dwojga dzieci, ktore odziedziczyly dicentryk
pochodzenia matczynego [62, 86]. Nalezy zaznaczy¢, ze jedynie wymienione przy-
padki aneusomii z obecno$cig dicentryka sg bezdyskusyjnie wywotane inwersjami
paracentrycznymi u rodzicow. Znanychjest tez 14 przypadkdéw, w ktorych stwierdzo-
no chromosomy jednocentromerowe z matymi delecjami lub duplikacjami intersty-
cjalnymi [67]. Jednak ich powstanie daje sie takze wyttumaczy¢ przez zaburzenia
mejotyczne w innym typie aberracji (insercje) [6, 51].

Badanie chromosoméw plemnikowych wykonano jak dotad tylko u jednego nosi-
ciela inwersji paracentrycznej inv (7q). Jego wynik wskazuje na brak rekombinacji i
potwierdza niskie ryzyko zwigzane z rozrodem [53]. Jest jednak mozliwe, ze czesé
drobnych inwersji paracentrycznych pozostaje niewykrytych i moze ujawniac sie u
potomstwa powodujgc wady wrodzone zwigzane z drobng delecjg lub duplikacjg
mylnie interpretowana jako aberracja powstatas novo [62].
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Streszczenie: Sekwencje powt6rzone stanowig okoto 30% genomu cztowieka. Sekwencje te wystepujg
w tandemowych blokach lub sg rozproszone w genomie. Na podstawie wielkosci jednostki powtérzonej,
czestosci i miejsca wystepowania w chromosomie podzielono sekwencje powtdrzone na sekwencje
satelitarne, minisatelitame i mikrosatelitame. Sekwencje minisatelitame i mikrosatelitame charakteryzu-
ja sie wysokim polimorfizmem i dlatego znalazty praktyczne zastosowanie w diagnostyce molekularnej
choréb genetycznych, w badaniach identyfikacyjnych oraz w dochodzeniu spornego ojcostwa.

Stowa kluczowe: Polimorfizm DNA, sekwencje mikrosatelitame, tandemowe powtdrzenia, diagnostyka
molekularna

Summary. Approximately 30% of human genome consists of DNA repeats. These sequences are
organised in tandem blocks or are interspersed in the genome. Classification of DNA repeats is based on
size of repeated motif, frequency of occurrence and distribution on chromosomes and involve satellite,
minisatellite and microsatellite sequences. Minisatellite and microsatellite sequences are highly poly-
morphic and this made them useful in molecular diagnostics of human diseases, identification studies
and paternity disputes.

Key words: Polymorphism of DNA, microsatellite sequences, tandem repeats, molecular diagnostics

WSTEP

W genomach Eukaryota poza sekwencjami kodujacymi biatka wystepujg powto-
rzenia nukleotydéw DNA. Stanowig one nawet do 20-30% genomu i warunkuja
polimorfizm DNA. Pierwsze doniesienia o polimorfizmie DNA pochodzg z prac
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Chargaffa [6], ktory jeszcze przed poznaniem struktury DNA zauwazyt, ze poszcze-
gdblne gatunki mozna charakteryzowac pod wzgledem zawartosci zasad G i C w DNA.
Termin polimorfizm obejmuje wg Vogela i Motulsky’ego cechy dziedziczone zgodnie
z prawami Mendla, ktére wystepujg w populacji co najmniej w dwoch fenotypach i
ktorych czestos¢ wystepowania przekracza 1% [24]. O polimorfizmie DNA decyduja
najczesciej pojedyncze zmiany sekwencji nukleotydéw, ktére moga by¢ obecnie dos¢
fatwo wykrywane, gdyz prowadzg do powstania lub zaniku charakterystycznych
sekwencji rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne (RFLP). Polimorfizm DNA
obserwowany w badaniach typu RFLP wystepuje w genomie co 200-300 par zasad
(pz). Sekwencje polimorficzne nie sg jednak réwnomiernie rozmieszczone w geno-
mie. Polimorficzne sekwencje DNA, nie zmieniajgce miejsc restrykcji, moga by¢
obecnie wykrywane metodg PCR lub hybrydyzacji z sondami molekularnymi swoi-
stymi dla okres$lonych alleli (ASO). Polimorfizm DNA moze wynika¢ réwniez z
wystepowania sekwencji powtdrzonych w genomie cztowieka. Sekwencje powtorzo-
ne zalicza sie do dwdch gmp: grupa | obejmuje sekwencje tworzace duze tandemowe
bloki, w ktérych jednostki powtarzajgce sie wystepuja kolejno po sobie, natomiast
grupa Il obejmuje sekwencje tworzace mate tandemowe bloki zgmpowane lub roz-
proszone w genomie.

Do grupy | sekwencji powtdrzonych nalezy satelitarny DNA. Ten rodzaj DNA
wykryto, zanim pojawity sie pierwsze prace o badaniach DNA metodg RFLP z
zastosoaniem wirowania preparatéw DNA w gradientach gestosci. Zaohserwowano
satelitarny DNA jako pasma towarzyszace gtdwnej frakcji genomowego DNA orga-
nizméw eukariotycznych. Sekwencje satelitarnego DNA réznia sie od catkowitego
DNA podwyzszong zawartoscig par GC. Liczba powtoérzen i czestos¢ ich wystepo-
wania stanowi charakterystyczng ceche danego gatunku. U cztowieka wystepuja 4
frakcje satelitarne i stanowig one blisko 6% catkowitego DNA. W poszczegdlnych
frakcjach wystepuja homologiczne sekwencje tzw. rodziny wspolnych sekwenciji.
Jedna z charakterystycznych cech sekwencji satelitarnych jest wystepowanie konser-
watywnych motywdw. Stosujac sekwencje powtorzone gryzonijako sondy moleku-
larne w hybrydyzacji z DNA cztowieka wykazano, ze wysoce konserwatywna jest
sekwencja (GGAAT)n, ktéra wystepuje u wszystkich Eukaryota.

Poza satelitarnym DNA do grupy | sekwencji powtérzonych nalezy kilka rodzin
sekwencji. Jedna z rodzin - alfa satelitarny DNA - dominuje w genomie cztowieka i
sekwencje tej rodziny wystepuja w centromerach wszystkich chromosoméw. Innym
przykfadem rodziny sekwencji satelitarnego DNA sg sekwencje beta satelitarne,
zwane réwniez rodzing Sau3A, ktore wystepujg z czestoscig 4x104 w genomie
cztowieka.

W 1985 roku Jeffreys donidst o wystepowaniu Il grupy polimorficznych sekwencji
DNA, ktdére w odroznieniu od sekwencji satelitarnych nazwano sekwencjami mini-
satelitamymi [10]. Termin sekwencje minisatelitame zostat wprowadzony do ozna-
czaniakonserwatywnych sekwencji rdzeniowych, w wyizolowanym polimorficznym
fragmencie sekwencji powtorzonych. Jak sie potem okazato, sekwencja
GGGNNGTGGGG wystepuje w wielu opisanych dotychczas sekwencjach chara-
kteryzujacych sie zmienng liczba tandemowych powtorzen ijest komplementarna do
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sekwencji “chi” uE. coli [8,9]. Wkrotce po doniesieniach Jeffreysa, Nakamura i wsp.
[18,19] opisali dalsze loci sekwencji minisatelitamych, wykazali polimorfizm powta-
rzajagcych sie jednostek, jak réwniez zaproponowali dla nich nazwe VNTR (ang.
variable number of tandem repeats) - zmienna liczba tandemowych powtdrzen.
Sekwencje minisatelitame r6znig sie od sekwencji satelitarnych stopniem powtarzal-
nosci, dtugoscigjednostki powtarzajacej, sa bardziej rozproszone w genomie, chociaz
wykazujg tendencje do grupowania sie w regionach telomerowych, szczeg6lnie w
chromosomach cztowieka. Analiza sekwencji minisatelitamych znalazta natychmia-
stowe zastosowanie w praktyce i pod nazwg DNAfingerprintingjest obecnie szeroko
stosowana w badaniach pokrewienistwa, ktérego potrzeba zachodzi nie tylko w
sprawach sgdowych, lecz rdwniez niezbedna jest dla potrzeb medycznych w porad-
nictwie genetycznym, diagnostyce prenatalnej i transplantologii. Badania DNA fin-
gerprinting sg wykonywane mtynowo w ponad 30 krajach, a ich warto$¢ potwierdzaja
wyniki prac wieloosrodkowych [1].

Funkcjabiologiczna minisatelitamego DNA nie jestjeszcze wyjasniona, nie mniej
sekwencje zlokalizowane sg w miejscach chromosomadw, ktore sg odpowiedzialne za
tworzenie homologicznych par chromosomaéw i ich ewentualng rekombinacje. Nie-
ktdre sekwencje powtdrzone sg wprawdzie przepisywane na matryce RNA, ale nie
koduja one aminokwasow czasteczki biatkowej. Funkcja tych sekwencji nie zostata
dotychczas wyjasniona. Przypuszcza sig, ze biorg one udziat w procesach regulacji
ekspresji genéw, wplywaja na trwato$¢ transkryptéw i przede wszystkim odpowie-
dzialne sg za okre$long strukture poszczego6lnych chromosoméw. Klasyfikacja se-
kwencji powtorzonych uwzglednia wielkos¢ jednostki powtdrzonej oraz czestos¢ i
miejsce wystepowania w chromosomie. Szczeg6towa klasyfikacja i charakterystyka

TABELA 1. Charakterystyka powtorzeh DNA

Charakterystyka Satelity Minisatelity Mikrosatelity
Czesto$¢ powtérzen 103107 2-400 5-100
Liczba loci 1-2/chromosom 4000 g
Jednostka powt6rzenia 200-5000 pz 7-100 pz 1-6 pz
Lokalizacja Heterochromatyna Rozproszone Réwnomierna
Centromery Czesto telomery Czesto transkrybowane
Wykrywanie Ultrawirowanie Hybrydyzacja PCR (100-500 pz)
w gradiencie gestosci (1-20 tys. pz)
CsCl lub Ag-Cs2S04 PCR (100-1000 pz)
Zastosowanie ldentyfikacja Diagnostyka Mapowanie genéw
chromosoméw molekularna Diagnostyka molekularna
Charakterystyczne Duzaréznorodnosé Duza réznorodnos$é A AC,AAAT AG AT, AAAG

motywy powtérzen

Wystepowanie Czlowiek, zwierzeta, Cztowiek, zwierzeta, Cziowiek, zwierzeta
roéliny, grzyby, bakterie rosliny, bakterie
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powtorzen DNA zostata przedstawiona w artykule przegladowym Kwiatkowskiej i
Stomskiego [14], natomiast ogdlna charakterystyka powtorzen DNA przedstawiona
jest w tabeli 1. W niniejszej pracy przedstawiono wspdtczesne poglady dotyczace
jeszcze jednej grupy powtdrzen DNA, tzw. sekwencji mikrosatelitamych, ktére
podobnie jak sekwencje minisatelitame naleza do gmpy Il sekwencji powtérzonych.
Na szczeg6lng uwage zastugujg krotkie powtoérzenia tandemowe (STR), ktdrych
badania sg obecnie najbardziej rozpowszechnione.

SEKWENCJE MIKROSATELITARNE

Sekwencje mikrosatelitame tworzg proste, tandemowe powtdrzenia, ztozone z
jednego do szesciu nukleotydéw. Charakteryzujg sie wysokim polimorfizmem i
wystepuja rownomiernie w genomie co 6-10 kpz. Polimorficzne sekwencje typu STR
zostaty opisane zaréwno w genach, jak i miedzy genami. Sekwencje mikrosatelitame
wystepujace w regionach gendéw wystepujg nie tylko w intronach i w sekwencjach
flankujacych, ale rowniez w sekwencjach kodujacych. Litti Luty [16] zaproponowali,
aby te sekwencje w odrdznieniu od minisatelitow nazwaé mikrosatelitami. W 1991
r. Edwards i wsp. [7] wprowadzili dodatkowo okreslenie STR (ang. short tandem
repeat) - krotkie powtdrzenia tandemowe. Ponad 90% przebadanych dotychczas
sekwencji mikrosatelitamych odmononukleotydéw do tetranukleotydow wykazywa-
ty polimorfizm. W genomie cztowieka najczesciej wystepuje 5 grup powtdrzen, przy
czym A>AC>AAAB>AAB>AG (B oznacza cytozyne, guaning lub tymidyne). Te 5
grup stanowi 76% wszystkich sekwencji mikrosatelitamych. Okoto 12% tych sekwen-
cji stanowig tandemy dtugosci rownej lub wiekszej niz 40 nukleotydéw. Prawie 80%
sekwencji z gmpy A, AAB, AAAB, 50% sekwencji typu AT oraz inne sekwencje
mikrosatelitame, charakteryzujace sie niskg czestoscig wystepowania w genomie
cztowieka, znajdujg sie w sasiedztwie rozproszonych powtérzen rodziny Alu. Poli-
morfizm sekwencji mikrosatelitamych znalazt zastosowanie w diagnostyce moleku-
larnej chorob cztowieka, gtéwnie w tzw. diagnostyce posredniej, w ktdrej nie
identyfikuje sie molekularnego podtoza choroby. Do przesledzenia dziedziczenia
zmutowanego genu wykorzystaé mozna polimorfizm markera genetycznego, ktory
wykazuje sekwencja mikrosatelitama.

W ostatnich latach podjeto starania, aby okres$li¢ rozproszenie i czestotliwo$¢
mikrosatelitow w genomach réznych organizmoéw. Najczestszym sposobem byto
przeszukiwanie w tym celu sekwencji DNA w istniejacych bankach gendéw
[12,25,26]. Tego typu podejécie badawcze okazato sie szczegblnie wazne w przypad-
ku powtorzen trzech nukleotydéw, gdyz kilka choréb genetycznych, np.: zespot
tamliwego chromosomu X, choroba Huntingtona, dystrofia miotoniczna, sg wynikiem
mutacji dynamicznych, w ktérej dochodzi do zwiekszenia liczby powt6rzen trzech
nukleotydow. Niepokojacy jestjednak fakt, ze podawana liczba motywdw mikrosate-
litamych rozni sie w poszczegdlnych opracowaniach [2,7,12] i nasuwa sie pytanie,
czy taka analiza moze doprowadzi¢ do jednoznacznych wynikow. Beckman i Weber
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[2] doniesli o wystepowaniu 10 tréjnukleotydowych powtorzen i 32 czteronukleoty-
dowych, natomiast Kalaitsidaki i wsp. [12] opisali 14 mozliwych powtdrzen tréjnu-
kleotydowych i 56 czteronukleotydowych. Jin i wsp. [11] opracowali teoretycznie
mozliwg liczbe motywdw od jednego do szescionukleotydowego powtérzenia i
wynosi ona kolejno 4, 16, 64, 256, 1024 i 4096 motywow. Tabela 2 przedstawiajaca
wykaz powtdrzen 1-,2-,3-,4-,5-nukleotydowych jest wazna ze wzgledu na ujednoli-
cenie nazewnictwa powtorzen sekwencji mikrosatelitamych. Nadal np. homologiczny
motyw powtdrzen (CCG)n w locus FRAXA i (GGC)n w locus FRAXE przedstawiany
jestjako dwa rézne motywy. Poniewaz sekwencje mikrosatelitame utozone sg tande-
mowo, to niektére motywy sg réwnowazne wzgledem innych np.: motyw (GAAA)n
i motyw (AAAG)N.

Dotychczas w diagnostyce posredniej najbardziej uzytecznymi byty sekwencje
(CAN/(GT)n. Inne mikrosatelity, jak (A)n/(T)n i (AAAT)N/(TTTA)n, wykazujg
réwniez polimorfizmem i coraz czesciej stosowane sg w badaniach [22,23,28]. Obe-
cnie w diagnostyce molekularnej najbardziej przydatne sg sekwencje (NNN)n i
(NNNN)n, ktére w poréwnaniu z sekwencjami (CA)n/(GT)n wykazuja dwie istotne
zalety - tatwiejszy rozdziat elektroforetyczny i identyfikacje poszczeg6lnych alleli
oraz mniejsze prawdopodobienstwo powstawania artefaktow wywotanych btedami
polimerazy. Przydatno$¢ tych sekwencji ograniczonajestjednak ich mniejszg czesto-
$cig wystepowania w genomie.

Wiekszo$¢ sekwencji mikrosatelitamych zlokalizowanych w sekwencjach Alu
wystepuje w regionie 3’ tych sekwencji w pozycji, w ktorej zazwyczaj wystepuja
sekwencje poli(A). Trzy gmpy sekwencji mikrosatelitamych (dwie: (A)n/(T)n ijedna
[(AC)N/(TG)n, (AG)n/(TC)n]) znaleziono wewnatrz sekwencji rodziny Alu w miej-
scu przeznaczonym dla krétkich sekwencji typu (A)n/(T)n. Dotychczas nie stwier-
dzono sekwencji mikrosatelitamych w regionie 5’ elementéw Alu [2].

Najczesciej w genomie cztowieka wystepuje powtdrzenie dwunukleotydu
(CA)n/(GT)n potocznie okreslane powtdrzeniem CA. W genomie cztowieka wyste-
puje okoto 50-100 tys. sekwencji powtdrzonych CA ipojawiajg sie one Srednio co 30
kpz w euchromatynie [21]. W 1989 r. trzy gmpy badawcze doniosty rownoczesnie o
roznorodnosci sekwencji mikrosatelitamych wykrytej w reakcji PCR [16,22,25].
Powtérzenia CA moga by¢ wyszukane w znanych sekwencjach genomu dzieki
zastosowaniu programow komputerowych lub dzieki przeszukaniu bibliotek krotkich
sekwencji sondami poli(dC:dA)/poli(dG:dT). Weissenbach i wsp. [27] obierajgc
dmga strategie zidentyfikowali ponad 5000 mikrosatelitow w genomie cztowieka z
czego 85% analizowa¢ mozna byto poprzez PCR. Jak sie pozniej okazato 93%
amplifikowanych markeréw wykazywato polimorfizm.

Dmga gmpa sekwencji mikrosatelitamych obejmuje powtérzenia trzy- lub czte-
ronukleotydowe. Rodziny powtarzajgcych sie czteronukleotydow GATA i GACA
zostaly zidentyfikowane i wyizolowane z satelitarnego DNA weza. Wkrotce okazato
sie, ze tego typu powtorzenia wystepujg u wszystkich Eukaryota i ze sg wysoce
polimorficzne. Zaletg analizy powtorzen czteronukleotyddw jest to, ze nie musza by¢
rozdzielane na duzych zelach sekwencyjnych, co ma miejsce w przypadku powtdrzen
CA. Trzy- i czteronukleotydowe powtdrzenia wystepuja co 300-500 tys. pz w
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TABELA 2. Wykaz mozliwych kombinacji sekwencji mikrosatetitarnych

Mononukleotydy (2)
A C
Dwunukleotydy (4)
AC AG AT CG
Tréjnukleotydy (10)
AAC AAG AAT ACC ACG ACT AGC
ATC CCG ACG
Czteronukleotydy (33)

AAAC AAAG AAAT AACC AACG AACT AAGC
AAGT AATC AATG AATT ACAG ACAT ACCC
ACCT ACGC ACGG ACGT ACTC ACTG AGAT
AGCG AGCT AGGC AGGG ATCC ATCG ATGC
CCGG AAGG ACCG AGCC CCCG

Piecionukleotydy(102)
AAAAC AAAAG AAAAT AAACC AAACG AAACT AAAGC
AAAGT AAATC AAATG  AAATT AACAC AACAG AACAT
AACCG AACCT AACGC AACGG AACGT AACTC AACTG
AAGAC AAGAG AAGAT AAGCC AAGCG AAGCT AAGGC
AAGGT AAGTC AAGTG AATAC AATAG AATAT AATCC
AATCT AATGC AATGG AATGT AATCC ACACC ACACG
ACAGC ACAGG ACAGT ACATC ACATG ACCAG ACCAT
ACCCG ACCCT ACCGC ACCGG ACCGT ACCTC ACCTG
ACGAT ACGCC ACGCG ACGCT ACGGC ACGGG ACGTC
ACTAT ACTCC ACTCG ACTCT ACTGC ACTGG AGAGC
AGATC AGATG AGCAT AGCCC AGCCG AGCCT AGCGC
AGCTC AGGAT AGGCT AGGCG AGGGC AGGGG ATATC
ATCCG ATCGC ATGCC CCCCG CCCGG CCGCG  ACCCT
AAAGG AACCC AACTT AAGGG AATCG ACACT ACGAG
ACTAG AGAGG AGCGG ATCCC

chromosomie cztowieka i sa rozmieszczone réwnomiernie w catym genomie (okoto
10000 loci) [7]. Tagrupa powtdrzen znalazta zastosowanie w praktyce, w diagnostyce
molekularnej, a szczegblnie w medycynie sadowej, te sekwencje bardzo czesto
poddaje sie analizie, poniewaz charakteryzuja sie krotkimi i polimorficznymi allelami,
co jest szczegdblnie wazne przy pracy z czeSciowo zdegradowanym DNA.

SEKWENCJE MIKROSATELITARNE A CHOROBY GENETYCZNE

Sekwencje mikrosatelitame charakteryzujg sie bardzo wysokim polimorfizmem,
ktory moze byé nastepstwem pomytek polimerazy DNA, tzw. $lizgania sie polimerazy
(ang. polymerase slippage) prowadzacych do wydtuzania dwunukleotydowych se-
kwencji powtdérzonych. Innym zjawiskiem jest zwielokrotnienie charakterystyczne-
go, krotkiego motywu sekwencji mikrosatetitarnych w obrebie okres$lonego genu.
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Zjawisko to okreslono jako mutacje dynamiczne. Dotyczg one najczesciej zwielokrot-
nienia nawet o 300 razy tréjnukleotydowej sekwencji powtdrzonej, co w efekcie
prowadzi do wystgpienia choroby genetycznej. Te niestabilne sekwencje charakte-
ryzuja sie wystepowaniem w réznych regionach poszczeg6inych genow; ich wyste-
powanie wykazano w regionach 5 i 3 oraz w regionie centralnym genu. W trakcie
przekazywania genu z defektem liczba powtdrzen prawie zawsze wzrasta z pokolenia
na pokolenie. Tylko dla nielicznych przypadkéw wykazano, ze dzieci dziedziczg po
rodzicach zmniejszong liczbe powtoérzen. Niejest wykluczone, ze mechanizm wydtu-
zania lub, znacznie rzadziej, skracania sekwencji o kilka nukleotyd6w jest prawdopo-
dobnie taki sam w przypadku sekwencji tréjnukleotydowych, jak i dwunu-
kleotydowych, jednak drastyczny przyrost liczby powtdrzen o kilkanascie lub nawet
kilkaset podczas pojedynczej mejozy jest prawdopodobnie skutkiem wielokrotnej
wymiany siostrzanych chromatyd. Dotychczas zostato opisanych kilka chordb gene-
tycznych, ktdre sa wynikiem mutacji dynamicznych obejmujacych ekspansje trdjnu-
kleotydow. Najczesciej wystepujace to zespdt tamliwego chromosomu X, w ktdrym
w locus Xq27.3 dochodzi do powielenia tripletu CGG [15,20], dystrofia miotoniczna
sprzezona z locus 19ql3 z niestabilnoscig powtdrzenia CTG oraz rdzeniowy zanik
miesni typu Kennedyego [3,20], plasawica Huntingtona i ataksja rdzeniowo-mézdz-
kowa typu 1bedace wynikiem niestabilnosci powtdérzenia CAG [20], a takze sekwen-
cja GCC powielona w locus Xg28 (FRAXE) powodujgca lekkie uposledzenie
umystowe (tab. 4). Chorzy na wymienione choroby posiadajg wyrazne objawy
kliniczne i w wigkszosci przypadkow przekazujgje swoim dzieciom w formie jeszcze
bardziej nasilone;j.

W 1994 pojawity sie doniesienia, ze mutacje sekwencji mikrosatelitamych, a w
szczegolnosci powtorzen dwunukleotydowych sgcharakterystyczne dla nowotworéw
uktadu pokarmowego. W komérkach guzéw jelita grubego moze wystepowac znacz-
na liczba mutacji somatycznych w obrebie krétkich sekwencji powtdrzonych, ktéra
moze przekraczaé nawet setki tysiecy. U chorych z nowotworem zotadka wykazano
napodstawie analizy powtorzen (CA)nw dziesieciu loci, dwarodzaje zmian w obrebie
tych sekwencji - polegajaca na utracie sekwencji powtdrzonej najednym chromoso-
mie, a wiec zaniku heterozygotycznosci (ang. loss of heterozygosity, LOH) oraz
polegajaca na skrdceniu lub wydtuzeniu tych sekwencji.

TABELA 4. Przyktady niestabilnosci sekwencji mikrosatelitamych prowadzacych do wystapienia

choréb
Gen Lokalizacja Powt6rzenie Norma Premutacja Mutacja Choroba
n n n
IT15 4pl6.3 (CAG)n 11-33 34-41 >42 Plgsawica Huntingtona
DM-1  19ql3 (CTG)n 5-36 3749 >50 Dystrofia miotoniczna
AR Xcen-ql3  (CAG)n 13-29 30-38 39-60 Rdzeniowy zanik miesni
FMR1 XQ27.3 (CGG)n 6-54 55-200 >200 Zesp6t Fra-X

n - liczba powtoérzen
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ANALIZA SEKWENCJI MIKROSATELITARNYCH

Najbardziej przydatng technika do analizy sekwencji typu STR jest reakcja PCR
typu multipleks [4,17], w ktorej jednoczesnie amplifikuje sie kilka loci [5,13]. Pra-
wdopodobienstwo uzyskania dwaéch identycznych wynikéw dla dwdéch osobnikéw
maleje w miare stosowania coraz wiekszej liczby analizowanych loci STR. Dlatego
zastosowanie tego typu analizy jest szczego6lnie przydatne w medycynie sadowe;j.
Natomiast w diagnostyce medycznej markery STR stosuje sie, gdy nie mozna w
analizie bezposredniej okresli¢ rodzaju miejsca mutacji w danej chorobie genetycznej.
Analizuje sie wéwczas dwa lub wiecej markerow sprzezonych z genem odpowiedzial-
nym za okreslongjednostke chorobowa w celu wykluczenia mozliwosci rekombinacji
jak réwniez celem zapobiezenia btednemu odczytaniu wyniku, co moze by¢ spowo-
dowane nowymi mutacjami zachodzacymi w obrebie tych sekwencji. Reakcje ampli-
fikacji regiondw mikrosatelitamych wykonuje sie w warunkach radioaktywnych lub
nieradioaktywnych. Szczeg6lnie analiza dwunukleotydowych powtdrzed wymaga
stosowania radioizotopéw lub znacznikéw fluorescencyjnych, gdyz tego typu powto-
rzenia muszg by¢ frakcjonowane na duzych zelach sekwencyjnych (30x40 cm), a
nastepnie poddawane autoradiografii lub analizowane przez czytniki fluorescencyjne.
W przypadku radioizotopéw stosuje sie jeden lub dwa startery znakowane przy
pomocy kinazy polinukleotydowej na koricu 5 izotopem fosfom z tréjfosforanu
nukleotydu. Alternatywe stanowi dodanie trojfosforanu nukleotydu, zawierajgcego
izotop w pozycji alfa bezposrednio do mieszaniny reakcyjnej. Stosowanie drugiego
sposobu prowadzi czesto do wystgpienia niespecyficznych produktow powstajacych
w wyniku btedéw polimerazy. Otrzymywane obrazy autoradiograficzne sg czasem
trudne do odczytaniai zanalizowania. Nieradioaktywne produkty PCR frakcjonuje sie
najczesciej w matych (20x20 cm), wysokorozdzielczych zelach poliakryloamido-
wych, a nastepnie wybarwia azotanem srebra. Metoda barwienia srebrem jest ok. 10
razy czulsza niz wybarwianie bromkiem etidionowym iumozliwia detekcje zaré6wno
pojedynczoniciowych, jak i dwuniciowych DNA. Jedynie produkty PCR zawierajgce
powtdrzenia 3-6 nukleotydéw moga by¢ barwione bromkiem etidionowym. Obecnie
coraz wiecej uwagi poswieca sie stosowaniu ligandéw fluorescencyjnych do detekcji
produktéw PCR i stosowaniu zautomatyzowanych czytnikéw laserowych do ich
detekcji podczas rozdziatdw elektroforetycznych na ptytach lub w kapilarach.

PRAKTYCZNE ZASTOSOWANIE ANALIZY SEKWENCJI
MIKROSATELITARNYCH

Sekwencje mikrosatelitame typu STR sg idealnymi sekwencjami stosowanymi do
mapowania genow i analizy sprzezen, poniewaz wystepujg w genomie z duza czesto-
Scig, charakteryzujg sie wysokim polimorfizmem i moga byc¢ tatwo analizowane przy
uzyciu reakcji PCR. Wiele dotychczas opisanych loci STR ma duze znaczenie
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diagnostyczne w chorobach genetycznych, takich jak dystrofia miotoniczna, muko-
wiscydoza, dystrofia Duchenne’a i Beckera oraz choroba Huntingtona. Dlatego duzo
uwagi po$wieca sie opracowywaniu map genetycznych genomu cztowieka przedsta-
wiajacych loci STR. Poza wykorzystaniem sekwencji typu STR w mapowaniu i
analizie sprzezen sekwencje te mogg byc¢, a nawet stanowig bardzo wazne narzedzie
w badaniach identyfikacyjnych i w dochodzeniu spornego ojcostwa. Analiza DNA
oparta o reakcje amplifikacji sekwencji mikrosatelitamych jest technikg znacznie
czulszaw poréwnaniu z technikami klasycznymi stosowanymi w medycynie sgdowej.
Poniewaz wielko$¢ tych alleli jest mata, zwykle nie przekracza 300 pz, moga byc¢ one
stosowane do badania nie zabezpieczonego materiatu biologicznego, zawierajgcego
zdegradowany DNA, przechowywanego nawet przez wiele lat. Frakcjonowanie pro-
duktéw PCR w zelach poliakryloamidowych umozliwia doktadne oznaczenie alleli u
poszczegblnych osobnikow i w ten sposdb mozliwe jest doktadne przesledzenie
dziedziczenia cech genetycznych u poszczegélnych osobnikow.
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KIERUNKI BADAN NAD CYTOSZKIELETEM
KOMOREK ROSLINNYCH

RESEARCH ON THE CYTOSKELETON IN PLANT CELLS

Renata SNIEZKO
Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii UMCS, Lublin

Streszczenie: Wykazano wiele podobienstw miedzy cytoszkieletem komorek roslinnych i zwierzecych.
Budowa chemiczna mikrotubul i mikrofilamentéw oraz biatek wspétdziatajgcych z nimi jest bardzo
zblizona, co udowodniono metodami immunocytochemicznymi i biochemicznymi. W komdrkach
ro$linnych wykryto tubuline a, @iy. Stwierdzono, ze w genomach roslin geny dla tubuliny wystepuja
w wielu kopiach, ktére réznig sie zdolnoscig do ekspresji, a nie produktem. Powstawanie i rozpad
mikrotubul regulujg podobne do zwierzecych biatka MTOC, MAP, tau i y-tubulina. Biatkami motory-
cznymi wspdtdziatajgcymi z mikrotubulami jest dyneina i kinezyna. Mikrofilamenty aktynowe sg (jak
w komorkach zwierzecych) lokalizowane dzieki reakcji, w ktorej F-aktyna wigze sie specyficznie z
falloidyna, a nastepnie jest znakowana rodamina. Z biatek wspoétdziatajacych z mikrofilamentami
wykryto miozyne, profiling, spektryne i kalmoduline. Wiele biatek zaliczanych do filamentéw posred-
nich nie zostato dotychczas zlokalizowanych w komorkach roslinnych. Najnowsze badania zmierzajg
do poznania funkcji cytoszkieletu w réznych typach komorek roslinnych.

Stowa kluczowe: cytoszkielet, tubulina, aktyna, filamenty posrednie

Summary. Cytoskeleton in plant cells is similar to that of animal ones. Microtubules and proteins which
cooperate with them e.g. tubulin, dynein and Kkinesin, are chemicaly very close to those present animal
cells. Microfilaments (F-actin) chemically resemble animal cytoskeleton, but when they do not support
the shape of the cell seemed to be less abundant. Myosin, profilin, spectrin, and other enzymes have been
found to cooperate with actin. Some other proteins connected with cytoskeleton, like calmodulin, are
also present in plant cells. Progress in the study on the plant cytoskeleton is aiming to find out the
mechanism of rearrangement of the fibrilar elements according to physiological state of the cell.

Key words: plant cell cytoskeleton, tubulin, actin, intermediate filaments.

WSTEP

W ostatnim dziesiecioleciu znacznie poszerzyta si¢ wiedza o strukturze i funkcjach
cytoplazmy. Juz w latach siedemdziesiagtych ustalit sie poglad, ze cytoplazma skiada
sie z cytosolu (ptynnego koloidu) i elementéw widknistych,, czyli cytoszkieletu.
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Cytoszkielet ma postac subtelnych rureczek - mikrotubul i wiékienek aktynowych —
mikrofilamentéw. Uktad elementéw wioknistych jest utrzymywany dzieki réznorod-
nym biatkom wigzacym sie z mikrotubulami lub mikrofilamentami. Biatka te zalicza
sie do filamentow posrednich lub biatek regulacyjnych - enzymdw odpowiedzialnych
za polimeryzacje lub depolimeryzacje mikrotubul i mikrofilamentéw. Regulacja
aktywnosci tych biatek umozliwia szybka modyfikacje stmktury cytoszkieletu i
dostosowanie go do fizjologicznego stanu komorki, ktéry zmienia sie pod wptywem
réznorodnych bodzcow.

Obszar cytoplazmy, w ktorym wystepuje gesta sie¢ powigzanych ze sobg mikro-
filamentdw, ma konsystencje zelu, za$ tam gdzie mikrofilamenty sa mniej liczne i nie
tak Scisle potaczone, cytoplazma ma konsystencje zolu. Stan ten moze szybko ulegaé
zmianom np. pod wptywem bodzca $wietlnego lub zmiany kiemnku sit grawitacyj-
nych. Miedzy cytoszkieletem a btong plazmatyczng istniejg liczne potaczenia dzieki
biatkom integralnym blony wigzacym zarazem struktury widkniste cytoszkieletu.
Miejsca tych potgczeh moga zmieniac swoje potozenie zaleznie od bodZcow oddzia-
tujacych na komoérke.

Struktura oraz liczne funkcje cytoszkieletu sgjuz stosunkowo dobrze poznane i
opisane w monografiach i podrecznikach [2,3,11,23], przy czym lepiej poznany jest
cytoszkielet w komorkach zwierzecych. Funkcjonowanie cytoszkieletu odgrywawaz-
na role we wszystkich procesach zyciowych komorki, jest wiec on nadal przedmiotem
intensywnych badan. Obecnie uzyskuje sie bardzo doktadne informacje dzieki nowo-
czesnym metodom biochemicznym oraz lokalizacji biatek in situ [23]. Najnowsze
badania polegajg na wyznakowaniu biatek metodami immunofluorescencyjnymi, a
nastepnie obserwacji preparatow w mikroskopie konfokalnym. Niektdre z tych biatek
sg lokalizowane w zywych komorkach, takze roslinnych, np. tagiewkach pytkowych
lub strzepkach grzyba [8, 24, 26, 95, 109, 147, 149, 151]. Pozwala to na dokfadne
oznaczenie typu biatka i obserwacje zmianjego rozmieszczeniaw komorce w réznych
stanach fizjologicznych [23, 57]. Wiekszo$¢ badan prowadzi sie na komérkach
zwierzecych, gdyz jest to materiat fatwiejszy metodycznie, a takze dlatego, ze wyniki
niektérych badan sg wykorzystywane w medycynie, np. odkrycie charakterystycz-
nych zmian w cytoszkielecie komorek stransformowanych znalazto zastosowanie w
diagnostyce zmian nowotworowych [64].

Materiat roslinny jest mniej dogodny do prowadzenia badan, poniewaz $ciana
komérkowa utmdnia szybkie, a zarazem delikatne utrwalenie cytoplazmy oraz dostep
przeciwciat do komorki. Jednakze w wielu laboratoriach trudno$ci techniczne zostaty
pokonane, dzieki czemu wiedza o cytoszkielecie w komérkach roslinnych znacznie
sie poszerzyta. Dazy sie do wyjasnienia znaczenia i funkcji cytoszkieletu w sytuaciji,
kiedy pewne wiasciwosci mechaniczne zapewnia $ciana komdérkowa, za$ ruch jest
bardzo ograniczony i ma inny charakter niz w organizmach zwierzecych [45, 78, 99,
109].

Stwierdzono wiele podobienstw miedzy cytoszkieletem komorek roslinnych i
zwierzecych [3,45,47, 66,94,127,134, 135]. U roslin, podobnie jak u zwierzat, jest
on takze strukturg zdolng do bardzo szybkich reakcji na bodzce oddziatujgce na
komérke i przystosowuje sie do stanu fizjologicznego i funkcji komorki.
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Wykryto tez pewne cechy specyficzne cytoszkieletu roslinnego przejawiajace sie
w charakterystycznym uktadzie mikrotubul. Jest to pasmo lub pierScien preprofazo-
wy tworzacy sie z mikrotubul przed podziatem mitotycznym (ang. skrot PPB -
preprophase band) [44, 45, 89, 90, 98]. W komorkach roslinnych nieco inna niz w
zwierzecych wydaje sie tez rola cytoszkieletu aktynowego, poniewaz odmienna jest
ich motoryka i mechanizmy ruchu, a takze sposéb utrzymywania ksztattu komérek
[1,21,27, 102, 105, 122].

Wobec szybkiego postepu badan biologom, zajmujacym sie inng niz cytoszkielet
problematyka, moze by¢ trudno $ledzi¢ ukazujace sie bardzo liczne publikacije.
Wydaje sie wiec zasadne przynajmniej czesciowe podsumowanie wiedzy na temat
cytoszkieletu w komorkach roslinnych.

MODELE BADAN NAD CYTOSZKIELETEM ROSLINNYM

Badania prowadzi sie na bardzo wielu typach komérek: glonéw, mszakdéw, paprot-
nikéw oraz réznych roslin nasiennych. Do badan botanicznych wlicza sie tez badania
prowadzone na grzybach, chociaz grzyby w obecnie obowigzujgcym systemie stano-
wig odrebny takson. Komarki roslinne wykorzystywane jako obiekt badan nad cyto-
szkieletem bardzo rdznig sie genotypem, ksztattem, wiekiem, funkcjami itp. Moga to
by¢ np.: komorki epidermalne, miekiszu asymilacyjnego, kory todyg lub korzeni,
merystematyczne, szparkowe, kambialne, wiosniki, strzepki grzybow, komorki
miedzywezli glonéw, nici spermatogeniczne, komorki gametofitowe roslin okryto- i
nagonasiennych, generatywne lub wegetatywne w pytku i tagiewce pytkowej. Lagie-
wki pytkowe okazaty sie bardzo dogodnym materiatem w r6znych typach badan nad
cytoszkieletem. Niekiedy kilka typdéw komorek stanowi model do badania podobnego
problemu, np:

1. Zachowanie cytoszkieletu w czasie wzrostu szczytowego bada sie na wiosni-
kach, fagiewkach pytkowych, splatkach mszakow i strzepkach grzybéw [4,7, 26,63,
108, 132,139].

2. Cytoszkielet podczas wzrostu i wakuolizacji komdrki obserwuje sie w komor-
kach miegkiszu strukturalnego todyg i korzeni, epidermie tych organéw oraz w komér-
kach kalusa lub tagiewkach [5, 6, 9, 48, 54, 68, 71, 103, 104, 129].

3. Powigzania plazmolemy z cytoszkieletem, a z drugiej strony ze $ciang komor-
kowa badano w komoérkach glonéw [72, 74-76], w komérkach miekiszowych roslin
wyzszych [38, 79, 120], w tagiewkach pytkowych, w ktérych na skutek plazmolizy
plazmolema odsuneta sie od sciany, lub w protoplastach z tagiewek [69, 113].

4. Nad rolg cytoszkieletu w budowie $ciany komoérkowej prowadzi sie badania na
bardzo r6znych komérkach zaleznie od rodzaju substancji, z ktérych budowana jest
Sciana [120].

Wptyw cytoszkieletu na odktadanie mikrofibryli celulozowych zbadano w
rurkach sitowych i komdérkach miekiszowych Triticum aestivum L. [35, 104, 144],
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komorkach aparatéw szparkowych Allium [88], wioskach na nasieniu bawetny [117,
118], w glonach Closterium sp. [43] i Chaetomorpha moniligera [72] lub w czasie
celularyzacji bielma Ranunculus sceleratus [148].

>m Modelem do badania procesu wbudowywania pektyn w $ciane moga by¢
strzepki grzyba [63,112], fagiewki pytkowe [54, 55, 83] lub ich protoplasty odbudo-
wujace Sciane [113].

>- Wptyw uktadu mikrotubul na odkfadanie warstw ligniny w $cianie wtornej
obserwowano na réznicujacych sie elementach drewna, cewkach lub komdrkach
sklerenchymatycznych [79].

5. Znaczenie cytoszkieletu w utrzymaniu pozycji lub zmianach rozmieszczenia
organelli w komorce bada sie na komdrkach czapeczki korzeniowej ze statolitami
(ziarna skrobi lub krysztaty biatkowo-mineralne) [21,145] oraz w strzepkach grzybow
i glonéw ze statolitami [106, 112, 137]. Rozmieszczenie plastydéw zalezne od
cytoszkieletu stwierdzono w komoérkach sporogennych mszakéw oraz w komaérkach
migkiszu asymilacyjnego lisci roslin okrytonasiennych [13, 14, 75-77, 84, 124, 128,
140].

6. W badaniach nad udziatem cytoszkieletu w podziale komdérkowym model
stanowig komorki merystematyczne i mejotyczne. Podczas mitozy i mejozy we
wrzecionie podziatowym wykryto zaréwno uktady mikrotubul, jak i mikrofilamen-
tow, zas po rozejsciu sie chromosoméw powstaje fragmoplast ze znaczacym udziatem
mikrotubul, ktory jest charakterystyczny dla wiekszosci komorek roslinnych [5, 8,
13-19, 20, 33, 42, 59, 97, 98, 99, 100, 101, 146, 150,151].

7. Komdrki szparkowe i lezagce u podstawy ogonkow lisciowych Mimosa lub
szeregi komdrek przy gtownym nerwie lisci roslin owadozemych zmieniajg swdj
ksztatt na skutek zmian turgoru. Najnowsze badania dowodza, ze réwnoczesnie
przeksztatca sie w nich uktad mikrotubul i mikrofilamentéw, czyli cytoszkielet [27,
40].

8. Zmiany cytoszkieletu pod wptywem streséw i substancji degradujacych enzymy
obserwuje sie tez w komérkach kalusa i protoplastach [1, 37, 39, 40, 46, 49, 61, 68,
69,91,113,114, 125, 147, 149].

9. Strukture i funkcje cytoszkieletu w organellach ruchu, takich jak wici i rzeski,
oraz budowe ciat podstawowych bada sie najednokomérkowych glonach z wiciami
lub plemnikach mszakéw i paprotnikow [70,107, 134, 136].

10. Modelem do badania szkieletu cytoplazmatycznego w komérkach roslinnych
pozbawionych $ciany celulozowej, poruszajacych sie aktywnie przy réwnoczesnych
zmianach ksztattu sg komarki plemnikowe roslin okrytonasiennych [8,24,25,30,92,
93, 99, 100-102, 130, 131, 150]. Obserwuje sie je w tagiewkach in vivo lub jako
wyizolowane komdrki na pozywkach.

11. W woreczkach zalgzkowych roslin okrytonasiennych antypody i synergidy
moga mie¢ charakter komérek wydzielniczych i stanowig obiekt badan wspotdziata-
nia cytoszkieletu z organellami, takimijak diktiosomy iretikulum endoplazmatyczne.
Wspotdziatanie cytoszkieletu z ER bada sie takze podczas celularyzacji endospermy
(bielma) Zea mays, Ranunculus i Arabidopsis oraz w komérkach glonéw i grzybéw
[57, 58, 81, 84, 124,139,141,143,148].
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Powyzsze przykfady nie wyczerpujg listy mozliwych modeli do$wiadczen, ale
pozwalajg zorientowac sie w gtéwnych nurtach badari nad rolg cytoszkieletu w
rozmaitych procesach zyciowych komaorki roslinnej.

TYPY BIALEK W CYTOSZKIELECIE ROSLINNYM

1 Tubulina i towarzyszace jej biatka. Pierwszym elementem szkieletu cytopla-
zmatycznego wykrytym w komérkach roslinnych byty mikrotubule. Znaleziono je w
wiciach w ukfadzie zupetnie takim samym jak u pierwotniakéw lub w wiciach
plemnikéw zwierzecych. Uklad ten potwierdzaja najnowsze badania [70, 107, 134].
Fakt ten nasunat przypuszczenie, ze napoziomie ultrastrukturalnym i biochemicznym
wystepowaé powinno wiecej podobienstw miedzy cytoszkieletem roslinnym i zwie-
rzecym. | rzeczywiscie, w wielu typach komérek roslinnych wykryto mikrotubule w
cytoplazmie i wrzecionie kariokinetycznym rozmieszczone analogicznie jak w ko-
morkach zwierzecych.

W interfazowych komoérkach roslinnych najczesciej wystepuje stosunkowo cienka
warstwa przysSciennej cytoplazmy, duza centralna wakuola poprzecinana pasmami
cytoplazmy, za$ jadro moze znajdowac sie w warstwie przysciennej lub by¢ zawie-
szone blizej srodka komérki w pasmach cytoplazmy. W takich komérkach wyrédznia
sie tzw. szkielet kortykalny - ukfad mikrotubul ustawionych réwnolegle do powierz-
chni komorki i nieco skosnie do jej dtugiej osi. Ustawienie mikrotubul moze ulegac
zmianom pod wptywem réznych czynnikéw, np. zmiany Kierunku oddziatywania sit
grawitacji lub zmiany ci$nienia atmosferycznego [44,45]. Oprocz szkieletu kortykal-
nego mikrotubule wystepuja w pasmach cytoplazmy oraz w strefie wokdtjadrowej [9,
12, 29, 49, 73,78, 103, 104, 114, 117, 118].

W komorkach rodlinnych stwierdzono, ze mikrotubule powstajg dzieki polimery-
zacji dimeréw tubuliny (alfa i beta) podobnie jak w komérkach zwierzecych [45].
Tylko w duzych piastydach glonu Oedogonium capilliforme wykryto struktury bardzo
podobne do mikrotubul, ktére nie wykazywaty obecnosci a-tubuliny [137]. Zasadni-
czo wyrdznia sie 3 typy tubuliny: alfa, beta i gamma. Czasteczki tubuliny alfa i beta
tacza sie w dimery, a nastepnie w protofilamenty i rureczki - mikrotubule. Tubulina
typu gamma ma charakter enzymatyczny i stymuluje proces polimeryzacji mikrotubul
[85]. Wykryto tez tubuline, ktdra wystepuje we frakcji bton komdrkowych podobnie
jak inne biatka integralne [82].

W genomie komdrek roslinnych wykryto wiele genéw kodujgcych tubuline [41,
44, 73, 85]. Ich wystepowanie ttumaczy sie amplifikacja locus tubuliny, jaka miata
miejsce podczas ewolucji roslin. Produkty ekspresji tych gendw nie roznig sie zasad-
niczo od siebie. R6zne geny tubuliny maja specyficzng zdolnos¢ do ekspresji tylko w
okreslonym typie komorek tej samej rosliny, tzn. ze inny gen jest odpowiedzialny za
synteze tubuliny w komoérkach miekiszowych, a inny w merystematycznych. Wiaze
sie to z faktem, ze mikrotubule petnig inne funkcje w zréznicowanych komérkach
interfazowych, a inne w komorkach dzielagcych sie. Ekspresja okre$lonego genu
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tubuliny jest zatem regulowana poprzez stan fizjologiczny komorki i decyduje o
funkcji mikrotubul, ktére powstang z tubuliny kodowanej przez dany gen. Powigzanie
ekspresji wybranych genéw tubuliny z funkcjg mikrotubul udowodniono w komér-
kach zmieniajacych swoje funkcje, np: komoérka miekiszowa moze zmienié sie w
komorke dzielgca sie. Wtedy cytoszkielet mikrotubulamy lezgcy tuz pod plazmolema
komaérki miekiszowej zanika. Po pewnym czasie w cytoplazmie przysciennej pojawia
sie uktad mikrotubul w postaci pierscienia wokét przysziej ptaszczyzny podziatu. Po
przesunieciu siejadra komorkowego i ustawieniu w tej ptaszczyznie piersciert mikro-
tubulamy zanika, a zaczyna rozwijac sie uktad mikrotubul wrzeciona kariokinetycz-
nego [44]. Tubulina bedaca prekursorem kazdego z wymienionych uktadéw mikro-
tubul pochodzi z ekspresji innego loci spos$rod Kilku wystepujacych w genomie [67,
119]. Znaleziono tez zmutowane geny dla tubuliny np. odporny na dziatanie herbicy-
déw antymikrotubulamych gen dlaa-I - tubuliny u Chlamydomonas reinhardtii [65].

Obecnie wiadomo, ze mikrotubulom towarzyszg biatka typu tau, MTOC i MAP,
ktére sa bardzo podobne do biatek zwierzecych i peinig analogiczne funkcje zwig-
zane z syntezg i stabilizacjg mikrotubul [47, 66, 94, 138].

W wiciach glonéw i plemnikéw roslinnych mikrotubulom towarzyszg centryna i
dyneina, ktorajest biatkiem motorycznym [38,70,133,136]. Biatkiem motorycznym
wspotdziatajagcym z mikrotubulami jest takze kinezyna, ktéra zostata wykryta w
cytoplazmie komdrek rosnacych: fagiewek pytkowych i strzepek grzyba. Jej funkcja
wigze sie z przemieszczaniem pecherzykéw transportujgcych w cytoplazmie. W
fagiewkach pytkowych pecherzyki takie zawierajace prekursory $ciany komérkowej
sg przesuwane ku wierzchotkowi tagiewki, wigczajg sie w plazmoleme i uwalniaja
sSwojg zawartos¢ nie na samym jej wierzchotku, lecz nieco ponizej. Zaobserwowano
przyzyciowo taki wihasnie tor przesuwania sie czasteczek kinezyny w rosnacych
fagiewkach pytkowych [109].

2. Aktyna. W komorkach roslinnych istotng role odgrywa cytoszkielet zbudowany
z mikrofilamentéw aktynowych. Podobnie jak w komérkach zwierzecych mikrofila-
menty sg to spolimeryzowane w cienkie wiokienka czgsteczki aktyny (posta¢ F-akty-
ny), ktore powstajg przez polimeryzacje czasteczek globularnego biatka roz-
puszczonego w cytoplazmie, czyli G-aktyny. Szkielet aktynowy jest tu rownie labilny
i zmienny jak w komdrkach zwierzecych [1, 4, 21, 33,115,116,147,149, 151-153].
Biatka enzymatyczne czynne podczas polimeryzacji F-aktyny sg bardzo podobne do
biatek zwierzecych lub pochodzacych z drozdzy [1, 32]. Do biatek regulujgcych
polimeryzacje mikrofilamentéw nalezy m.in. profilina, ktdrg znaleziono w komor-
kach Zea mays w trzech odmianach nieznacznie r6znigcych sie od siebie. Kazdy typ
czasteczek profiliny byt produktem innego genu [123].

Mikrofilamenty aktynowe wspétdziatajg z miozyng i kalmoduling podczas ruchu
cytoplazmy iprzemieszczania sie organelli, takich jak piastydy lub mitochondria [32,
39, 40]. Ukfad mikrofilamentow widoczny jako zageszczona otoczka wokot struktur
komorkowych ulega zmianie podczas przemieszczania sie statolitow, organelli lub
jadra, co moze nastepowac po zadziataniu jakich$ bodZzcow, np. zmiany potozenia
organu, lub podczas ruchéw wzrostowych komdrek [10, 50, 53, 60, 115, 129, 145,
150].
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Zmiany w cytoszkielecie aktynowym przypuszczalnie nastepuja na skutek dwdch
réznych procesow:

1) depolimeryzacji biatek wigzacych mikrofilamenty i

2) rozpadu, czyli depolimeryzacji samych mikrofilamentow.

Wedtug Bershadskego i Vasilieva [11] badania biochemiczno-genetyczne wyka-
zaly, ze w komorkach pierwotniakdw zmiany te sg takze zwigzane z gwattowng
degradacjg mRNA dla aktyny i pojawieniem sie w cytoplazmie nowej frakcji mMRNA
na krétko przed ustaleniem sie innej struktury cytoszkieletu aktynowego. Proces ten
jest stosunkowo szybki, gdyz czas p6ttrwania okres$lonej formy aktynowego mRNA
oceniono na 20 min. Przypuszcza sie, ze procesy te w komoérkach roslinnych moga
przebiegac analogicznie. Duze podobieristwa do proceséw w komorkach zwierzecych
stwierdzono w tempie ekspresji genow dla aktyny i tubuliny u glonu Chlamydomonas
[65].

3. Filamenty posrednie oraz liczne biatka wspétdziatajgce z elementami wiok-
nistymi cytoszkieletu. W komérkach roslinnych znaleziono pewne biatka przypomi-
najace filamenty posrednie lub biatka wystepujagce w polgczeniach z mikro-
filamentami podobnie, jak to opisano w komaérkach zwierzecych [89]. Do tej pierwszej
grupy nalezy zaliczy¢ fibronektyne i centryne [70] oraz spektryne i cytokeratyne [37,
38].

Powszechnie stwierdza sie wspotdziatanie z wtokienkami cytoszkieletu miozyny
lub kinezyny - bialek okreslanych jako motoryczne, gdyz aktywnie uczestniczg w
procesach mchowych, np. cyrkulacji cytoplazmy, przesuwaniu pecherzykéw trans-
portujacych lub plastydéw [22, 55, 78, 135]. Wykryto takze grupy biatek oznaczone
w literaturze angielskojezycznej jako:

MAR (wigzace cytoszkielet z btonami retikulum endoplazmatycznego),

PAP (pozostajace w bardzo Scistym zwiazku z plazmolema),

SAP (stanowiace potgczenie cytoszkieletu ze $ciang komdrkowa poprzez plazmo-
leme) [74, 75].

Sg to réznego rodzaju biatka whudowujace sie w btony komdrkowe jako biatka
integralne, ktére jednocze$nie wigzg sie z wkokienkami cytoszkieletu, mikrofilamen-
tami badz tez mikrotubulami. Podobng funkcje petni pewna forma tubuliny, ktéra
zostata zlokalizowanajako integralne biatko w plazmolemie komdrek migkiszowych
w lisciach Nicotiana [82]. Wymienione biatka nie sg identyczne, jak w komoérkach
zwierzecych, ale maja bardzo podobne sekwencje aminokwasow, bardzo podobne
epitopy reagujace z przeciwciatami i petnig takie same funkcje [47, 89].

PODOBIENSTWO BIALEK CYTOSZKIELETU

ROSLINNEGO | ZWIERZECEGO

Podobienstwo chemiczne elementdw cytoszkieletu roslinnego do zwierzecego
najdobitniej potwierdza fakt, ze wiekszo$¢ z nich zostata wykryta dzigki zastosowaniu
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przeciwciat wyprodukowanych dla antygenéw pochodzenia zwierzecego [22,23,31,
37,94,146]. Mikrotubule roslinne wykrywa sie przeciwciatem uzyskanym po immu-
nizacji tubuling z moézgu cielecia [23,45].

Aktyne w rdznego typu komoérkach roslinnych wykrywa sie identycznie jak w
komorkach zwierzecych dwustopniowa reakcja z falloidyng i rodaming [10, 27, 52,
53,56, 87, 116, 122,153].

Fibronektyne i cytokeratyne B (filamenty posrednie) [37, 89] oraz kinezyne i
miozyne (biatka motoryczne) [22,31,135] wykryto takze przeciwciatami wyproduko-
wanymi do identyfikacji biatek zwierzecych. Reakcjaimmunocytochemicznauwaza-
na jest za bardzo specyficzng, wiec wykrywane za pomocg tej metody biatka cyto-
szkieletu roslinnego muszg by¢ prawie identyczne jak ich odpowiedniki zwierzece.
Podobienstwo dotyczy co najmniej czesci biatka tgczacej sie z przeciwciatem, czyli
epitopu. Wyrazne podobienstwo dotyczy takze sekwencji aminokwasdéw i masy
czasteczkowej biatek, co stwierdzono metodami biochemicznymi [31,34, 38, 62, 66,
121, 123,127, 142].

Biatka o r6znych funkcjach regulacyjnych przewaznie majg charakter enzymow
np: MTOC, MAP, kalmodulina maja bardzo podobng budowe i wiasciwosci jak w
komorkach zwierzecych [31, 32,47, 66, 70, 89, 94, 96, 133, 135, 138]. Kalmodulina
petni funkcje aktywatora biatek motorycznych kompleksu miozyny w obecnosci
jondw wapnia [108, 146]. Enzymatyczny charakter biatek typu MAP i MTOC
przejawia sie w ich funkcji blokowania badZ stymulacji syntezy mikrotubul z czaste-
czek tubuliny [45]. Stad szczegdlnie wyrazne skupienie biatek MTOC wystepuje w
czasie formowania sie wrzeciona kariokinetycznego, mimo braku centrioli w euka-
riotycznych komoérkach roélinnych [47]. Niekiedy biatka regulacyjne wystepuja w
kilku formach izomerycznych. Wydaje sie, ze przynajmniej niektdre z biatek enzy-
matycznych wspétdziatajgcych z cytoszkieletem w komaorkach roslinnych to izomery
enzymow wykrytych u zwierzat.

Niewiele doniesien opisuje potgczenia cytoszkieletu mikrotubulamego badz akty-
nowego z plazmolema, lecz tutaj takze mozna znalez¢ pewne pobobienstwa do
systemu wystepujacego u zwierzat. Wydaje sie, ze w plazmolemie komorek roslin-
nych dziata podobny jak w zwierzecych system biatek receptorowych powiagzanych
od strony cytoplazmy z cytoszkieletem [80]. Wykryto takze swoiste biatka biorgce
udziat w procesach przylegania komorek, np. koaktozyna (ang. coactosin) bioraca
udziat w potaczeniach miedzy przylegajagcymi do siebie myksoamebami Dietyoste-
lium diseoideum [32]. U pokrewnego $luzowcaZ). purpureum wystepuje specyficzne
biatko gp40, ktére moze odgrywaé aktywna role w procesie przylegania $luzni do
podtoza [121].

WPLYW ROZNYCH CZYNNIKOW NA STRUKTURE CYTOSZKIELETU

Podobniejak wkomdrkach zwierzecych cytoszkieletroslinny jest bardzo wrazliwy
na réznorodne czynniki destmkcyjne, np.:

szok termiczny [28],

szok osmotyczny [1],
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ci$nienie atmosferyczne [29,115],

zranienie [59, 60],

zmiany pH i stezen jonowych [22, 39, 55, 108],

dziatanie antybiotykdw, narkotykéw lub innych substancji toksycznych [46, 65,
97,115].

Niska temperatura powoduje depolimeryzacje mikrotubul [6, 115], podobnie jak
dziatanie kolchicyny i innych cytostatykéw [45,61,65,118]. Karbaminiany fenylowe
i benzymidazolowe powoduja destrukcje kortykalnego uktadu mikrotubul, a takze
inaktywuja biatka MTOC [45]. Zaburzenia w polimeryzacji tubuliny mozna wywota¢
dzialajagc wysoka temperaturg i promieniowaniem UV [126]. Uklady mikrotubul
mozna rearanzowac dziatajgc na komaérke podwyzszonym cis$nieniem lub zmieniajgc
kierunek dziatania sity grawitacji [12, 21].

Mikrotubule i mikrofilamenty sg wrazliwe na stezenie jondw wapnia, sodu i potasu
[40, 45, 110, 111]. Przypuszczalnie jony te, jako element aktywacji enzymow,
wptywajg nabiatka odpowiedzialne za polimeryzacje lub depolimeryzacje elementéw
wioknistych, a takze utrzymanie ich struktury. Obecno$¢ jonéw potasu korzystnie
wplywa na aktywny udziat cytoszkieletu w gojeniu ran u Acetabularia. Niedobor tych
jonéw uniemozliwia obkurczenie sie plazmolemy wokét rany - prawdopodobnie
zaktocony jest mechanizm skurczu szkieletu aktynowego, ktéry zalezy od aktywacji
biatek enzymatycznych i motorycznych [39]. Potencjat wapniowy odgrywa wazng
role w funkcjonowaniu rzesek i wici, ktére majg mikrotubulamy szkielet z biatkiem
motorycznym - dyneing. Uwaza sig, ze rola wapniajest istotnanie tyle dla mikrotubul,
co dla dyneiny i innych enzymatycznych biatek aktywnych podczas ruchu [45].
Wykryto tez podobng jak w komorkach zwierzecych wrazliwo$¢ kalmoduliny na
zmiany stezenia jonéw wapniowych. Zablokowanie kanatéw jonowych dla wapnia
powoduje spadek aktywnosci tego enzymu [96].

Stwierdzono, ze skazenia metalami ciezkimi (otowiem i aluminium) powodujg
zaburzenia w funkcjonowaniu cytoszkieletu, co odbija sie np. na wzroscie komorek,
ich ksztakcie i budowie $ciany, ruchu organelli i cytoplazmy [4].

Cytoszkielet aktynowy jest takze wrazliwy na zmiany pH, skazenie metalami
ciezkimi, promieniowanie UV oraz dziatanie sity grawitacji [63, 115]. Ulega on
destrukcji pod wptywem cytochalazyny B i D podobnie, jak to sie dzieje w komdrkach
zwierzecych [4, 27, 50, 51, 86].

Na podstawie réwnoczesnego badania zmian uktaddéw mikrotubul i mikrofila-
mentdw pod wptywem silnych bodzcdw lub w czasie wyraznych zmian stanu fizjo-
logicznego komérek nie mozna jednoznacznie wnioskowaé o wzajemnych
zalezno$ciach miedzy uktadami mikrotubulamymi a mikrofilamentami. W dysku-
sjach kilku prac autorzy zaznaczajg, ze réwnoczesne zmiany w organizacji mikrotubul
i mikrofilamentéw nie sg dowodem na ich wzajemne uzaleznienie, a tylko na zacho-
dzaca w tym samym czasie reakcje na bodzce. Zaobserwowano jednak, ze w komar-
kach motorycznych Mimosa podczas zmiany turgoru wszystkie elementy
cytoszkieletu wydaja sie wspotdziata¢ w zmianach ksztattu komérek [40]. Podobnie
w komérkach merystemu korzeniowegoAllium [36] i podczas mikrosporogenezy oraz
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mitozy w pyiku storczyka Phalaenopsis [17, 18, 19] mikrotubule i mikrofilamenty
wspotuczestniczg w ustalaniu ptaszczyzny podziatu i organizacji wrzeciona kario-
Kinetycznego.

Dziatajac czynnikami destrukcyjnymi selektywnie dla mikrotubul lub dla mikro-
filamentéw wykazano, ze niekiedy jeden z uktadéw moze pozosta¢ niezmieniony
mimo powaznych zaburzen w drugim ukfadzie [16, 33].

Zainteresowanie cytoszkieletem w komdrkach roslinnych nadal nie stabnie, a
uwaga naukowcdw jest skierowana na doktadne poznanie mechanizmdw enzymaty-
cznych regulujgcych modyfikacje cytoszkieletu podczas proceséw rozwojowych lub
przemian wynikajacych z funkcji petnionych przez wyspecjalizowane komorki roslin-
ne.
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REGULACJA CYKLU KOMORKOWEGO
W NAPROMIENIONEJ KOMORCE ZWIERZECEJ

CELL CYCLE REGULATION
IN THE IRRADIATED ANIMAL CELL

Irena SZUMIEL

Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia Instytutu Chemii i Techniki Jagdrowe;j
w Warszawie

Streszczenie: Promieniowanie jonizujace (X iy) zaburza przechodzenie komoérki zwierzecej przez cykl
komérkowy, przejsciowo blokujacja w fazie G2, na granicy faz GI/S oraz spowalniajac przejscie przez
faze S. Nastepuje to w wyniku generacji sygnatu alarmowego w uszkodzonym przez promieniowanie
DNA. Jednym z mozliwych “czujnikéw molekularnych” jest aktywowana przez naciecie nici DNA
kinaza biatkowa, ktora z kolei aktywuje gen supresorowy guzéw (tumor suppressor gene) - p53; to
pocigga za sobg synteze p21, inhibitora cyklinozaleznych kinaz biatkowych. Ten ostatni odpowiada
bezposrednio za blok GI/S. Pracaomawia skutki dziatania p21 oraz hipotetyczne mechanizmy regulacji
bloku G2, a takze zwigzek miedzy zaburzeniami w cyklu komérkowym i promieniowrazliwoscig
komaérkowa.

Stowa kluczowe: cykl komdrkowy, blok GI/S, blok G2, p53, p21, promieniowanie jonizujgce

Summary: lonizing radiation (X and y) disturbs the animal cell’s progress through the cell cycle,
reversibly blocking it in G2 phase, at the GI/S boundary and delaying the progress through the S phase.
It is assumed that this is the result of generation of an alarm signal in the radiation-damaged DNA. One
possible “molecular sensor” is DNA-activated protein kinase, which, in turn, activates the tumour
suppressor gene - p53; then follows the induction of p21, inhibitor of the cyclin-dependent protein
kinases. The latter is directly responsible for the GI/S block. In this paper consequences of action of p21
and the hypothetical mechanisms of G2 block are discussed, as well as relations between cell cycle
disturbances and cellular radiation sensitivity.

Key words: cell cycle, GI/S block, G2 block, p53, p21, ionizing radiation

Wykaz skrotéw: AT - ataxiatelangiectasia- chorobadziedziczna, ktdrej towarzyszy m.in. podwyzszona
promieniowrazliwo$¢, cdk - cyklinozalezna kinaza biatkowa, cDNA - DNA komplementarny, CIP1
(ang. cdk-interacting protein 1) - synonim biatka p21, DN A-PK - kinaza biatkowa aktywowana przez
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naciecia nici DNA, Gadd (ang. growth arrest, DNA damage) - biatka syntetyzowane przez uszkodzone
komorki, Gy - grej, jednostka dawki pochtonietej promieniowania (1 dzul/kg), MAPK - kinaza
aktywowana przez czynnik mitogenny, NFKB - czynnik transkrypcyjny aktywowany w stresie oksyda-
cyjnym, PARP - polimeraza poli (ADP-rybozy), PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigen) -
antygen jadrowy komdrek proliferujacych, RPA (ang. replication protein A) - czynnik replikacyjny,
SF2 - utamek przezywalnosci po dawce 2 Gy, topo Il -topoizomeraza Il, V(D)J - odcinek zmienny,
réznorodnosci, faczacy w genach immunoglobulin, takze nazwa rekombinacji w tych genach, WAF1(
(ang. wild type p53 activated fragment 1) - synonim biatka p21, XIP - biatka indukowane przez
promieniowanie rentgenowskie (X).

Na uszkodzenie przez promieniowanie jonizujace, takie jak rentgenowskie lub
gamma, komorki zwierzece reagujg m.in. zaburzeniami w przechodzeniu przez cykl
komadrkowy: najsilniej zaznaczone jest zatrzymanie w fazie G2, tzw. opOznienie
mitotyczne lub blok G2; nieco stabiej - przejscie z fazy G1 do S oraz przechodzenie
przez faze S. Zaburzenia te sg proporcjonalne do wielkosci dawki promieniowania i
w wielu przypadkach zwigzane z promieniowrazliwoscig wtasciwa komorki. Pier-
wsze obserwacje tych zaburzer (nie tylko popromiennych, takze po dziataniu innych
czynnikow uszkadzajgcych DNA) pochodzg z lat szes¢dziesigtych, dopiero jednak
ostatnio postep w biologii komorki umozliwit poznanie mechanizmoéw tego zjawiska
[2, 18, 24], jakkolwiek bardzo wiele jeszcze pozostaje do zbadania.

Do niedawna milczaco zaktadano powigzanie skutkéw biologicznych promienio-
wania wytgcznie z uszkodzeniami popromiennymi DNA i ich naprawg. Caty cigg
procesOw zachodzacych miedzy indukcjguszkodzeniaa $miercigkomorki pozostawat
nieznany. Pokazane na rysunku 1 zwigzki przyczynowe sg znakomicie udowodnione
doswiadczalnie, ale nie jest to cata prawda. Z tym “centralnym dogmatem radiobio-
logii” niezgodne sg liczne obserwacje wskazujgce na zwigzek miedzy funkcjonowa-
niem uktadu przekazywania sygnatéw a losem napromienionej komdrki. Przytocze 2
takie przyktady.

Poréwnanie krzywych przezywalnosci fibroblastow zarodkowych szczura, kon-
trolnych itransfekowanych zmutowanymi onkogenami ras i myc wskazujg na zwiazek
miedzy promienioopomoscig komoérkowa a tymi onkogenami [27]. Z tego co wiemy
o ich funkcji w komdrce, nic nie wskazuje na zwigzek z procesami naprawy DNA.
Procesy te zachodzg w komdrkach transfekowanych z takg sama wydajnoscig jak w
komdrkach nie transfekowanych [8,17].

Tymocyty zmyszy homozygotycznych pozbawionych genu supresorowego guzéw
p53-/- wykazujg niezwykta opornos¢ na promieniowanie, jak mozna sadzi¢ z ich
wysokiej zywotnosci, w poréwnaniu ze szczepem dzikim p53+/+ i heterozygota p53
+/-. W tym przypadku wyjasniono (przeglad w [21], Ze jest to spowodowane niezdol-
noscig komarek p53 -/- do wejscia na droge apoptozy, Smierci popromiennej czestej
w komérkach limfoidalnych, ktérej towarzysza charakterystyczne objawy: zmniej-
szenie objetosci, kondensacja chromatyny, usieciowanie biatek i degradacja DNA na
odcinki, bedace wielokrotnoscig odcinka miedzy 2 fragmentami fgcznikowymi (prze-
glad w [39]).
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DNA KOMORKI
naprawa NAPRAWIONY PRZEZYWAJACE:
"NORMALNE",
USZKODZONY PRAWIDEOWO MUTANTY
DNA utrwalenie BLEDNIE MARTWE
uszkodzenia DNA REPRODUKCYJNIE,
NIENAPRAWIONY NEKROTYCZNE,
APOPTOTYCZNE

Rys. 1 “Centralny dogmat radiobiologii”’, czyli obserwowane na poziomie komérkowym skutki napro-
mienienia jako wynik uszkodzeri DNA (btednie naprawionych lub nie naprawionych); procesy posred-
niczace miedzy zmianami na poziomie czagsteczkowym i komérkowym zawarte w “czarnej skrzynce”

Okazato sie tez, ze czynniki wzrostu oraz inhibitory kinaz biatkowych modyfikujg
przezywalnos¢ napromienionych komorek [36]. Wszystkie te obserwacje zwrdcity
uwage na role uktadu przekazywania sygnatow w odpowiedzi komérkowej na pro-
mieniowanie [39].

SYGNAL ALARMOWY | POPROMIENNY BLOK
NA GRANICY FAZ GI/S

W 1991 r. Weichselbaum i wsp. (41) opierajac sie na obserwacjach grupy Herrlicha
[20] i wiasnych sformutowat hipoteze “petli sygnalizacyjnej”. Wedtug tych autoréw
uszkodzenie DNA generuje sygnat alarmowy, ktdry wychodzi zjagdra komérkowego
do cytoplazmy i- zudziatem kinazy biatkowej C - jest odsytany z powrotem do jadra,
co powoduje aktywacje transkrypcji. W wyniku tego syntetyzowane sg biatka XIP
(X-ray-inducedproteins) potrzebne do odnowy komdrkowej, a takze nastepuje zaha-
mowanie przechodzenia przez cykl komoérkowy (rys. 2).

Nie jest to jedyny postulowany obieg hipotetycznego sygnatu alarmowego gene-
rowanego w komorce przez promieniowanie jonizujace. Mozliwa jest generacja
sygnatu alarmowego w btonie plazmatycznej, natomiast prace nad aktywowana przez
uszkodzenie DNA kinazg biatkowag (DNA-PK) (przeglad w [1, 37]) wskazujg, ze
sygnat alarmowy w ogo6le nie musi opuszczac jadra komorkowego.

DNA-PK zbudowanajest z 3 podjednostek (rys. 3); p350 - katalitycznej oraz p70
i p80*- podjednostek Ku (identycznych z antygenem Ku u ludzi z chorobami

* Poniewaz w piSmiennictwie radiobiologicznym przyjeto si¢ oznaczenie p70 i p80, mimo doktad-
niejszego podzniejszego oznaczenia masy czgsteczkowej (72 i 86) pozostawiamy bez zmian.
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JADRO KOMORKOWE CYTOPLAZMA
USZKODZONY O PKC
DNA BEONA

PLAZMATYCZNA

DNA X

AKTYWACJIA /N 1

TRANSKRYPCJI 0 -
biatka XIP "
zatrzymanie w cyklu

komaérkowym 0o

naprawa DNA (sygnat alarmowy)

Rys. 2. Mozliwe drogi przekazywania sygnatu alarmowego, wytworzonego przez uszkodzenie popro-
mienne DNA: petla sygnalizacyjna [41] i droga bezposrednia (z DNA-PK); generacja sygnatu w btonie
plazmatycznej jako niezalezna droga “alarmowa”

autoimmulogicznymi) (przeglad w [1]). Kinaza ta fosforyluje in vitro wiele biatek,
m.in. czynnikéw transkrypcyjnych. Jest to zatem stosunkowo prosty mechanizm
bezposredniej aktywacji transkrypcji przez uszkodzenia DNA (rys. 3).

Substratami DNA-PK in vitro jest wiele waznych biatek (tab. 1); o ich fosforylacji
in vivo wnioskujemy jednak posrednio. Dimer podjednostekp70 i p80 okazat sie mie¢
aktywnos$¢ helikazowa. Wiasciwos¢ ta wskazuje na mozliwg role DNA-PK w napra-
wie rekombinacyjnej DNA, biorgc pod uwage ostatnio zidentyfikowane geny napra-
wy DNA: XRCC5 (X-ray cross-complementing gene 5) [4,33] -topodjednostkap86;
DNA-PK; XRCCY7 to podjednostka katalityczna tego enzymu, p350 [14].

Wolne rodniki
?

CYTOPLAZMA kaskada MAPK

Rys. 3. Budowa DNA-PK i powigzania z komérkowym uktadem przekazywania sygnatéw (wg [1],
zmodyfikowane)
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Transfekcja cDNA dla biatka Ku ko-
morek XR-VI5B, xrs5 i innych grupy

TABELA 1 Niektore substraty DNA-PK
invitro wg [1]

53

XR CC5 kompensuje w nich defekt na-
prawy peknie¢ podwdjnoniciowych

Biatka wiazace DNA Inne

DNA i jednoczeénie brak zdolnosci do 5;/340 TAg hsp90
rekombinacji V(D)J (Variable, Diversi- P . biatko tau
Joining w immunoglobulinach) [33] Ku P70 | p80 kazeina
ty' 9 . g, X * polimeraza RNAII foswityna

Krzywe przezywalno$ci kontrolnego ggrg

transfektanta V79 (linii szczepu dzikie-
go) i mutanta promieniowrazliwego
wyraznie réznia sie nachyleniem, $wia-
dczac o réznicy w promieniowrazliwo-
$ci. Transfekcja cDNA dla mniejszej
podjednostki Ku nie zmieniaprzezywal-
nosci, natomiast dla wiekszej podjedno-
stki (p80) lub obu (p70ip80) - zwieksza
promienioopomo$¢. Na obecnym etapie badar trudno ustali¢, czy jest to skutek
bezposredniego udziatu tych biatek w naprawie rekombinacyjnej peknieé¢ podwaojno-
niciowych DNA, wydaje sie to jednak prawdopodobne.

Funkcjasygnalizacyjna DNA-PK polegataby natomiast na aktywacji p53.Rolap53
w komorce zwierzecej jest przedmiotem wielkiego zainteresowania, o czym $wiadczy
lawinaprac (przeglady w [21,22,31]. W komorce uszkodzonej przez promieniowanie
ta rola wydaje sie by¢ niezwykle wazna. Jednym z nastepstw uszkodzenia DNA jest
przyrost ilosci p53 dzieki spowolnieniu degradacji tego biatka [18, 19, 23]. Jego t12
wynosi 30 min, po napromienieniu zas$ ulega wydtuzeniu dzieki procesom jeszcze nie
do korica zidentyfikowanym, ale napewno obejmujgcym zahamowanie ubikwitynacji
i proteolizy [9]. Skorelowany z tym przyrostem jest stopiefh zahamowania przejscia
komorek z fazy G1 do S. Ten tzw. blok G1 nie wystepuje w komérkach ze zmutowa-
nym p53.

Jednym z genoéw, ktérego transkrypcje pod wptywem p53 udowodniono wprost,
jest mdm2\ zadaniem tego genu jest regulacja ilosci p53 na zasadzie sprzezenia
zwrotnego. Ponadto wigzemy z p53 synteze biatka GADDA45 {growth arrest - DNA
damage) i p21. Oba sg powodem bloku G1 w napromienionych komérkach.

GADDA45 wigze PCNA (proliferating cell nuclear antigen), niezbedny sktadnik
kompleksu replikacyjnego [34]. Zaobserwowano, ze hamuje to replikacje DNA i
pobudzajego naprawe z wycieciem, jednak szczeg6towy mechanizm nie jest znany.
Indukcja apoptozy przez p53 odbywa si¢ poprzez aktywacje transkrypcji genu bax
[45]. Biatko BAX wigze sie z bialkiem BCL-2, inhibitorem apoptozy.

Z punktu widzenia regulacji cyklu komdrkowego (przeglad polskojezyczny zob.
[43, 44]) najistotniejsze wydaje sie indukowanie przez p53 biatka p21, znanego tez
jako CIP1 (cdk-interacting protein 1) lub WAF1 (wild type p53 activatedfragment
7). Jest to inhibitor kinaz cyklinozaleznych [15] i jego dziatania w napromienionej
komoarce wigze sie z blokiem w G|, a takze z zahamowaniem replikacji DNA, jezeli
komorka otrzymuje dawke promieniowania bedac w fazie S. Drugim mechanizmem

Czynniki transkrypcyjne:
cJun, cFos, Octl, Spl, cMyc,
CTFINF-i, TFIID,

czynnik replikacyjny RPA,
topoizomerazy i Il

(+ 7 innych)
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jest hiperfosforylacja czynnika replikacyjnego A (RPA). W komdrce nienapromie-
nionej nastepuje ona po zainicjowaniu replikacji danego replikonu, co stanowi rodzaj
“znacznika molekularnego” dla tego replikonu [38]. Po napromienieniu zachodzi ona
najprawdopodobniej pod wptywem genu AT z udziatlem DNA-PK (hipoteza Swe-
ezy’ego i Fishela [38]) lub innej kinazy i mozna przypuszczaé, ze mechanizmu tego
brak w komérkach AT (rys. 4).

Trzecim mechanizmem jest zahamowanie fosforylacji biatka pRb (gen supresoro-
wy retinoblastoma). Jego posta¢ niefosforylowana wigze swoisty dla fazy S czynnik
transkrypcyjny E2F, natomiast ufosforylowanie powoduje uwolnienie E2F. Zahamo-
wanie fosforylacjijest zatem dodatkowym czynnikiem hamujgcym przejscie komarek
z fazy G1 w S. Na rysunku 5 przedstawione sg omdwione powigzania miedzy
procesami pobudzanymi przez napromienienie komorki.

Dowody doswiadczalne na zwigzek miedzy p53, p21 i popromiennym blokiem w
G1 pochodzg gtéwnie z pracy Dulicia i wsp. [11]. Zbadano w niej dziatanie promie-
niowania y na przechodzenie populacji synchronicznej fibroblastow ludzkich przez
cykl komérkowy. W czasie 0 przesiewano fibroblasty mitotyczne; procent populacji
komorek w fazie S, kontrolnej i napromienionej w 6 h po przesianiu dawka 6 Gy
promieniowaniay (dane ze znakowania [3H]tymidyna) poréwnywano z aktywnoscia
cyklinozaleznych kinaz (cdk) skompleksowanych z cykling E lub A. Substratem byt
histon HI. Poréwnanie wskazuje, ze wejscie w faze S zbiega sie z maksimum
aktywnosci kompleksu cdk-cyklina E, za$ przechodzenie przez faze S - ze wzrostem
aktywnosci kompleksu cdk-cyklina A. Po napromienieniu aktywnosci obu kinaz sg
znacznie mniejsze. Immunobloty z przeciwciatami do cyklin E, DI i A oraz biatka
retinoblastoma pRb wskazuja, ze napromienienie nie zmienia ilosci cyklin E i DI,
wyraZnie mniej jest natomiast cykliny A i biatka pRb, zwtaszcza formy hiperfosfo-
rylowanej (prazek o nizszej ruchliwosci elektroforetycznej).

Poniewaz fosforylacja pRb zachodzi z udziatem kinaz cyklinozaleznych [12, 16],
spadek ich aktywnosci po napromienieniu ttumaczy brak lub spadek ilosci formy
hiperfosforylowanej pRb.

BB

FtRA Zzainicjowana .
_ replikacja
cyklina
cdik inicjujacy DNA-RK

AT 2

PROMIENIOWANIE X

Rys. 4. Mechanizm dziatania czynnika replikacyjnego A (RPA) i postulowany udziat genu AT wedtug
hipotezy Sweezy’ego i Fishela [38]
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Rys. 5. Zwiazki miedzy aktywowang DNA-PK, p53 i p21 w napromienionej komdrce zwierzecej (na
podstawie prac [6, 7, 19, 22, 23, 31, 34,40,45])

Fibroblasty napromienione (6 Gy) i spoczynkowe zawieraty czynnik hamujgcy
kinaze cyklino(E)-zalezng wyizolowang z komérek Hela. Z fibroblastow przygoto-
wywano ekstrakt w 6 i 12 h po przesianiu komoérek mitotycznych (byty one w fazach
G1 i GI/S); taki sam ekstrakt przygotowywano z fibroblastéw napromienionych w 6
h po przesianiu. Dziatat onjeszcze silniej niz ekstrakt z komdrek nienapromienionych
w fazie G1;promieniowanie indukowato zatem czynnik hamujacy kinaze cyklino(E)-
zalezng. Byt on zawarty rowniez w ekstraktach z komérek spoczynkowych.

Dalsze badania [11] wykonano na nastepujacych liniach komdrkowych: NHF,
normalne fibroblasty ludzkie, Neo, NHF transfekowane wektorem z Neo, E6, NHF
transfekowane retrowirusem z biatkiem E6 (powodujacym degradacje p53), LF087,
homozygotyczne fibroblasty od chorego z zespotem Li-Fraumeni (mutacja w p53),
AT, homozygotyczne fibroblasty od chorego z AT.

Tylko 2 pierwsze linie po napromienieniu (6 Gy y) zatrzymywaly sie w fazie G|,
pozostate wchodzity w faze S bez op6znienia (wszystkie populacje zsynchronizowa-
ne). Spadek aktywnosci kinazy cyklino(E)-zaleznej wystepowat po napromienieniu
takze tylko w tych 2 liniach. Pozostate linie wykazywaty deficyt funkcji p53 wywo-
fany w rézny spos6b: LF087 zawieraly zmutowany p53,w E6 brak bylo p53, AT
wprawdzie zawiera p53, ale jego ilos¢ nie wzrasta po napromienieniu w sposéb
typowy dla komérek z normalnie funkcjonujacym uktadem regulacji p53.

Uzyskane wyniki Swiadczyty, ze brak funkcji p53 szedt w parze z brakiem bloku
G1/S po napromienieniu oraz z nie zmniejszong aktywnoscig kinazy cyklino(E)-za-
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leznej; jednoczesnie naelektroforogramach pojawiat sie prazek odpowiadajacy hiper-
fosforylowanemu pRb. Zatem zahamowanie kinazy cyklino(E)-zaleznej po napro-
mienieniu uzaleznione byto od statusu p53. Okazato sie, ze ekstrakty z
napromienionych komérek NHF i Neo zawierajg silng aktywno$¢ inhibitorowag w
stosunku do tego enzymu; zidentyfikowano jg jako p21 za pomocg swoistego prze-
ciwciata monoklonalnego.

ROLA BLOKU GI/S W PROMIENIOWRAZLIWOSCI

Nasuwa sie pytanie, czy indukcja bloku G1/S ma znaczenie ochronne dla napro-
mienionej komarki. Prob znalezienia zalezno$ci miedzy statusem p53 i promieniowra-
zliwoscia przeprowadzono wiele i wyniki byty zaréwno pozytywne, jak i negatywne.
Z pewnoscig linie limfoidalne sg bardziej promienioopome w wyniku mutacji p53
[13], gdyz chroni je to przed wejsciem na droge apoptozy [38]; w innych typach
komérek wyniki sg mniej jednoznaczne [3, 5,10, 30, 35].

Mcllwrath i wsp. [26] pordwnali blok GI/S ipromieniowrazliwo$¢ transfektantow
ze zmutowanym p53 oraz komérek kontrolnych A2780, pochodzacych z rakajajnika
(transfekowanych tylko wektorem). Z 3 transfektantéw 2 stracity zdolnos¢ zatrzymy-
wania sie w bloku G1 i byly rownocze$nie bardziej promienioopome od pozostatych
badanych linii, w tym trzeciego transfektanta ze zmutowanym p53.

Poréwnanie wiekszej liczby linii ludzkich komdérek nowotworowych w 2 grupach
promieniowrazliwej (SF2 od 0,11 do 0,27) i promienioopomej (SF2 od 0,56 do 0,8)
wykazato dobrg korelacje miedzy blokiem G1 a promieniowrazliwoscia. Miarg bloku
byt wskaznik znakowania bromodeoksyurydyna, wyrazony w % kontroli, a 24 godz.
po napromienieniu dawka 2 Gy. Im silniej zaznaczony blok GI, tym wyzsza byta
promieniowrazliwo$¢. Nalezy sadzi¢ na podstawie tych wynikéw, ze blok GI trwa
dtuzej w liniach promieniowrazliwych, poniewaz naprawa peknie¢ DNA przebiega
w nich wolniej. Wtedy uszkodzenia nie naprawione sg powodem przedtuzonej
aktywacji DNA-PK, nagromadzania sie i fosforylacji p53 oraz pobudzenia syntezy
p21. Spowolnionanaprawa DNA czesto towarzyszy podwyzszonej promieniowrazli-
wosci, za$ zahamowaniu naprawy przez inhibitor poli(ADP-rybozylacji) - 3-amino-
benzamid towarzyszy podwyzszone nagromadzanie sie p53 [23]. Zatem blok GI1/S
jest raczej wskaznikiem statusu p53 w danej linii komdrkowej niz czynnikiem
powodujagcym modyfikacje promieniowrazliwosci, za$ do zrozumienia wszystkich
aspektow funkcji p53 w napromienionej komérce potrzebne sg dalsze badania.

Popularny wsrod radiobiologdw poglad, ze replikacja DNA na uszkodzonej ma-
trycy prowadzi do utrwalenia sie uszkodzen i do skutkow letalnych oparty jest gtownie
na obserwacji braku bloku GI/S w napromienionych komoérkach AT (natomiast
prawidtowa komdrka “broni sie” zatrzymujac na granicy faz GI/S). Przytoczone dane
przecza takiemu prostemu ttumaczeniu. Ponadto komorki AT majg defekt w naprawie
DNA i ich promieniowrazliwo$¢ jest niezalezna od bloku GI/S (przeglad w [7]).
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POPROMIENNY BLOK W FAZIE G2

Nasuwa si¢ pytanie, jaka jest rola drugiego bloku popromiennego (w G2) w
promieniowrazliwosci komorkowej i czy jego indukcja ma zwigzek ze statusem p53.

Mc llwrath i wsp. [26] sporzadzili dla tych samych dwdch grup komérek nowo-
tworowych, co w przypadku badaniabloku GI/S, zestawienie promieniowrazliwosci
i bloku G2. Jego miarg byta liczba komorek z podwojong zawartoscig DNA, wyrazona
w % kontroli, 24 godz. po napromienieniu. Zebrano wyniki dla komérek napromie-
nionych dawka 2 Gy oraz dawka obnizajaca przezywalno$¢ do ok. 25%; stwierdzono
brak korelacji miedzy blokiem w G2 a promieniowrazliwoscia.

Tym niemniej sg przyktady Swiadczace o promienioochronnym dziataniu bloku w
G2. Wspomniatam na poczatku o szczurzych komorkach zarodkowych (REF lub
REC) transformowanych onkogenami H-ras i c-myc, ktore sg znacznie promienio-
oporniejsze od nietransformowanych [27] lub transformowanych tylko jednym z tych
onkogendw. W linii 3.7 podwdjnie transformowanej nie stwierdzono zmian w indu-
kcji uszkodzeh DNA i w szybkosci ich naprawy w poréwnaniu z komérkami macie-
rzystymi, REF [17]. Zaobserwowano natomiast znaczne wydtuzenie bloku G2 [28].
Podobne wyniki uzyskano dla innych transformantéw.

Dalszych argumentéw przemawiajgcych za ochronnym znaczeniem bloku w G2
dostarczajg prace nad mutantem RAD9 Saccharomyces cerevisiae, ktory jest promie-
niowrazliwy i nie zatrzymuje sie w fazie G2, natomiast “wymuszenie” bloku G2
podnosi promienioopomos¢ [42]; w dodatku ma miejsce promieniouczulajace dzia-
fanie zwigzkow, takichjak kofeinaiinne metyloksantyny, ktdre skracaja popromienny
blok G2 ijednoczesnie dziatajg promieniouczulajgco [24].

Indukowane przez p53 biatko inhibitorowe p21 teoretycznie mogtoby hamowac
cyklinozalezne kinazy biatkowe regulujace przechodzenie przez faze G2 [35], jednak-
ze nie stwierdzono zalezno$ci miedzy statusem p53 i dtugos$cig popromiennego bloku
G2 [10]. Prawdopodobny mechanizm regulacji tego bloku przedstawiono na rysunku
6.

M G2
AKTYWNY NIEAKTYWNY
KOMPLEKS KOMPLEKS
p34%92 114 v15 p34€02  TI4P VISP
cyklina B T161-P cyklina B T161-P
defosforylacja t
T14, Y15 MRNA
054-80 cdc25

PROMIENIOWANIE X
Rys. 6. Drogi regulacji bloku G2 w komdrce zwierzecej przez hamowanie defosforylacji T14 i Y15
kompleksu p34cdc2/cyklina B oraz spadek syntezy mRNA cykliny B (na podstawie prac [25, 29, 32])
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TABELA 2. Trwato$¢ mRNA cykliny B wg [25]

Faza cyklu komérkowego /2 tiz po 10Gy X
godz. godz.
Woczesna G1 (dosw. 1) 12
(dosw. 2) 17
Pézna G1 18 -
S 82 54
G2/M 12 2,8

Komorki HelLa synchronizowane podwojnym blokiem tymidynowo-afidikolinowym

Dla regulacji przejscia komérek z fazy G2 do M podstawowe znaczenie makinaza
p34°dc2 w kompleksie z cykling B. Aktywacja tej kinazy nastepuje przez defosfory-
lacje reszttreoniny 14 ityrozyny 15 katalizowang przez fosfataze cdc25. Stwierdzono,
ze w bloku popromiennym G2 kinaza p34cdc2 wystepuje w postaci hiperfosforylowa-
nej, a zatem nieaktywnej. W jaki spos6b promieniowanie powoduje inaktywacje
fosfatazy, pozostaje niewiadome.

Drugi mechanizm regulacyjny dziata przez ograniczenie wytwarzania mRNA dla
cykliny B. Maksimum ekspresji genu tej cykliny przypada na faze G2, za$ trwato$¢
mRNA - jak to ilustruje tabela 2 - zmienia sie w cyklu komérkowym; w okresie bloku
popromiennego G2 okres pottrwaniamRNA ulegabardzo znacznemu skréceniu [25].
Ma na to wptyw zahamowanie ekspresji genu cykliny B, za$ zwalniaja to zahamowa-
nie zwigzki skracajace blok G2, np. kofeina [24].

Zatem obserwacje dotyczace roli bloku G2 w promieniowrazliwosci komorkowej
przemawiajg za jego promieniochronnym charakterem i potwierdzajg stuszno$é po-
gladu gtoszacego, ze podziat mitotyczny komorki, wyprzedzajacy naprawe materiatu
genetycznego prowadzi do skutkdw letalnych.

USZKODZENIE DNA

AKTYWACJA UTRATA SUPERSPIRALIZACJI NAPRAWA
PARP 1 ENZYMATYCZNA
ODTWORZENIE

CIAGLOSCI DNA

NIECIAGEOSC DNA

|
SYGNAL ALARMOWY
1 i
ODTWORZENIE SYNTEZA
TOPO Il ? SUPERSPIRALIZACJI BIALEK XIP

CHROMOSOM INTERFAZALNY

ZATRZYMANIE
- STRUKTURA ODTWORZONA CYKLU KOMORKOWEGO

Rys. 7. Zalezno$ci miedzy naprawg DNA a skutkami przekazania sygnatu alarmowego
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UWAGI KONCOWE

Rysunek podsumowujacy naszg wiedze na temat zdarzen w napromienionej ko-
morce (rys. 7) pokazuje, ze oprocz drogi prowadzacej od uszkodzonego DNA do
odtworzenia struktury chromosomu interfazalnego istnieje niemniej wazna droga
indukcji i przekazywania sygnatu alarmowego. Istotng czesciag odpowiedzi na ten
sygnat jest zatrzymanie napromienionej komorki w cyklu komérkowym. Ponadto
syntetyzowane sg biatka XIP, ktére prawdopodobnie sg wazne dla komdrkowych
mechanizmoéw obronnych i proceséw odnowy popromiennej.
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UDZIAL CYTOKIN I INNYCH MEDIATOROW
W PROCESIE GOJENIA RANY

THE PARTICIPATION OF CYTOKINES
AND OTHER MEDIATORS IN WOUND HEALING

Janusz KOCIK

Zaktad Hematologii Radiacyjnej Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii,
Warszawa

Streszczenie: Na proces gojenia rany sklada sie szereg wzajemnie ze sobg powigzanych zjawisk, ktore,
przynajmniej w czesci, sa regulowane przez polipeptydowe czynniki wzrostowe, cytokiny i sktadniki
substancji miedzykomorkowej. W artykule przedstawiono funkcje, interakcje i mechanizmy dziatania
tych czynnikéw w kontekscie proceséw naprawczych zwigzanych z gojeniem rany. Opis whasciwosci
czynnikow i wstepnych danych, dotyczacych ich klinicznego zastosowania poprzedzany jest omowie-
niem komaérkowych i molekularnych zjawisk, zwigzanych z danym etapem naprawy tkankowej.

Stowa kluczowe: gojenie ran, cytokiny, czynniki wzrostowe

Summary: The well-orchestrated, complex series of events resulting in the repair of wounds are, at least
in part, regulated by polypeptide growth factors, cytokines and extracellulary matrix components. This
review provides a overview of the known functions, interactions, and mechanisms of action of these
factors in the context of the overall repair process in the wound. An overview of the cellular and molecular
events involved in tissue repair is initially presented, followed by the accounts of the factors and the
preliminary results from clinical trials evaluating the effects of the factor in wound healing.

Key words: wound healing; cytokines; growth factors.

Wykazskrotéw. aFGF (acidic Fibroblast Growth Factor) - kwasny czynnik wzrostu fibroblastéw, bFGF
(basic Fibroblast Growth Factor)- zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow, CRP (C reactive protein)
- biatko C reaktywne, DIC (disseminated intravascular coagulation) - zespot wykrzepiania wewnatrz-
naczyniowego, ECM (extracellulary matrix) - substancja miedzykomérkowa, EDRF (Endothelium
Derived Relaxing Factor) - $rédbtonkowopochodny czynnik rozszerzajacy naczynia, EGF (Epidermal
Growth Factor) - naskérkowy czynnik wzrostu, ELAM 1 (endothelial leucocyte adhesion molecule 1)
- $rodbtonkowa czasteczka adhezji leukocytéw, ET I(endothelin 1) - endotelina 1, GAG (glycosami-
noglycans) - glikozoaminoglikany, G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor) - czynnik stymu-
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lujacy kolonie makrofagalne, GH (Growth Hormone) - hormon wzrostu, GM-CSF (Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor) - czynnik stymulujgcy kolonie granulocytarno-makrofagalne,
IFN Qnterferon) - interferon, IGF {Insulin-like Growth Factor) - insulinopodobny czynnik wzrostu, IL
Qnterleukin) - interleukina, KGF {Keratinocyte Growth Factor) - czynnik wzrostu keratynocytéw,
M-CSF {Macrophage Colony Stimulating Factor) - czynnik stymulujacy kolonie makrofagalne, MMP
{Metalloproteinase) - metaloproteinaza, PAF {Platelet Activating Factor) - czynnik aktywujacy ptytki;
PDGF {Platelet Derived Growth Factor) - ptytkopochodny czynnik wzrostu, SAA {Serum Amyloid A)
- amyloid osoczowy A, TGF @ {Transforming Growth Factor (3 - transformujacy czynnik wzrostu [3
TIMPs {Tissue inhibitors ofmetalloproteinases) - tkankowe inhibitory metaloproteinaz, TNF a {Tumor
Necrosis Factor a) - czynnik martwicy nowotworu a

WPROWADZENIE

Gojenie rany jest procesem patofizjologicznym, dzieki ktéremu organizm moze
naprawi¢ szkody powstate w wyniku urazu, naruszajacego ciagtos$¢ jego tkanek.
Wynikiem uszkodzenia tkanek jest reakcja ostrej fazy, zapoczatkowujaca liczne
odczyny neuroendokrynne, hematologiczne i immunologiczne [15,43,60,71]. Zaleza
one od udziatu wielu komérek i wydzielanych przez nie mediatoréw, tworzacych sie¢
powigzan miedzy soba. Procesy zachodzace przy udziale “klasycznych” mediatorow
(katecholaminy, histamina, kininy) zostaty wzglednie dobrze poznane. Obecnie
przedmiotem badan sa mediatory komdérkowe, zwane cytokinami, wsrod nich: inter-
leukiny i polipeptydowe czynniki wzrostowe oraz udziat substancji miedzykomarko-
Wej W procesie gojenia rany.

Zranienie wyzwala szereg zjawisk, zwykle rozpatrywanych odrebnie, aczkolwiek
czesciowo nakladajacych sie i Scisle ze sobag powigzanych. Chociaz rozdziat tych
procesOw w skali czasu stanowi uproszczenie, jest on uzyteczny dla utworzenia
zrozumiatego modelu gojeniarany. Dlatego celu odpowiedZ tkankowa na uszkodze-
nie podzielono na trzy, czesciowo naktadajgce sie okresy: zapalenie; tworzenie
ziarniny i przebudowa z kohicowym, cho¢ nie zawsze wystepujacym efektem w
postaci blizny [45] (rys. 1).

W niniejszej pracy podjeto probe oméwienia etapéw gojenia rany, ktadac nacisk
na czynniki regulujace to zjawisko.

ZAPALENIE

Odpowiedzig ustroju na uszkodzenie jest reakcja zapalna, rozwijajgca sie¢ w miej-
scu urazu. Wiele roznych czynnikéw bierze udziat w tym procesie, czestokro¢
dublujac swoje dziatanie. Obfitos¢ mediatoréw jest prawdopodobnie wynikiem zy-
ciowej roli, jakg odgrywa zapalenie w reakcji obronnej ustroju [71].
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Rys. 1. Fazy gojenia rany: A - zapalenie, B - utworzenie tkanki ziaminowej, C - synteza i przebudowa

substancji pozakomorkowej; fazy te nakladaja sie wzajemnie; zapalenie podzielono na faze wczesng, w

ktorej dominujg granulocyty i faze pézna, gdzie przewage majg makrofagi; wraz z rozwojem tkanki

ziaminowej brzegi rany ulegaja zblizeniu (kontrakcji), a ubytek tkanki wypetniany jest sktadnikami
substancji komorkowej produkowanymi przez fibroblasty

Zjawiskami zapoczatkowujacymi ostrg reakcje zapalng sa zmiany naczyniowe;
przerwanie ciggtosci $rédblonka z wynaczynieniem sktadnikéw krwi; aktywacja
uktadéw krzepniecia i fibrynolizy; agregacja ptytek i rekrutacja leukocytdw krwi
obwodowe;j.

ZMIANY NACZYNIOWE

Natychmiast po przerwaniu ciggtosci naczynia dochodzi do krétkotrwatego jego
obkurczenia (wazokonstrykcji). Pod wptywem mediatoréw uwalnianych do osocza,
przez uszkodzony $rédbtonek i ptytki dochodzi do rozszerzenia i zwiekszenia prze-
puszczalnosci naczyn, co makroskopowo daje efekt w postaci zaczerwienienia i
obrzeku - klinicznych wyktadnikow zapalenia. W zaleznos$ci od rodzaju i ciezkosci
urazu zjawiska te moga by¢ natychmiastowe i przejsciowe, a takze wystepowaé z
opo6znieniem i dlugotrwale. Zalezy to od stopnia bezposredniego uszkodzenia naczy-
nia i udziatu czynnikéw endogennych [60].

Dziatanie obnizajgce napiecie naczynia odbywa sie poprzez stymulacje Srodbtonka
do wydzielania EDRF (Endothelium-Derived Relaxing Factor), ktory zostat ziden-
tyfikowany jako tlenek azotu (NO). Przy jego udziale swdj wptyw wywierajg m.in.hi-
stamina, serotonina, trombina, bradykinina, substancja P [3].

Pierwszym zidentyfikowanym czynnikiem rozszerzajgcym naczynia byta histami-
na. Jest ona produkowana i magazynowana w tkankowych komoérkach tucznych,
granulocytach zasadochtonnych i ptytkach krwi. Uwalnianajest pod wptywem wielu
bodzcow zapalnych (np. immunoglobulin: IgE, IgG; biatek dopetniacza: C3a, C5a;
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substancji P). Histamina powoduje skurcz komorek $rodbtonka i poszerzanie prze-
strzeni miedzykomaorkowych, przez co zwieksza przepuszczalnos$¢ naczyn; jest row-
niez czynnikiem chemotaktycznym dla eozynofiléw.

Produkty uktadu kinin: kallidyna i bradykinina wywierajg takze silny efekt rozsze-
rzajacy naczynia. Takze produkty kaskady kwasu arachidonowego: prostaglandyny,
szczegoblnie PGE2 i prostacyklina PGI2 oraz niektére neuropeptydy majg silne dzia-
fanie rozszerzajace naczynia. Szczego6lnie podkresla sie wptyw substancji P i wazo-
aktywnego peptydu jelitowego (VIP), z ktérych pierwsza dziata synergistycznie z
bradykining w wywotywaniu bélu.

AKTYWACJA PLYTEK

PHytki peinig kluczowsg role w wielu fazach gojenia rany. Sg pierwszymi elemen-
tami komdrkowymi pojawiajacymi sie w miejscu uszkodzenia. Inicjujg hemostaze
poprzez formowanie i konsolidacje skrzepu. Sa tez rezerwuarem mediatorow powo-
dujacych zwiekszong przepuszczalnos¢ naczyn, chemotaksje leukocytow, odktadanie
substancji miedzykomarkowej, epitelializacje i angiogeneze.

Ptytki sg aktywowane przez klasyczne aktywatory hemostazy, takie jak: trombina,
ADP, pochodne kwasu arachidonowego i wtdkna kolagenowe $ciany naczynia pozba-
wionej Srodbtonka oraz przez mediatory zapalenia: kompleksy immunologiczne,
dopetniacz, PAF (Platelet-activating Factor) - mediator fosfolipidowy uwalniany
przez komorki tuczne, neutrofile i makrofagi, monocyty, komérki $rédbtonka i
limfocyty.

Rola ptytek w procesie krzepniecia wyczerpujgco opisana jest gdzie indziej [72].
Nalezy jedynie wspomnie¢, ze aktywowane plytki uwalniajg cztery duze biatka o
wiasciwosciach adhezyjnych (fibrynogen, czynnik von Willebrandta, trombospondy-
ne i fibronektyne). Biorg one udziat w interakcji miedzy Sciang naczynia, a ptytkami,
w czasie ich agregacji i adhezji. Odbywa sie to przy udziale grupy biatek receptoro-
wych zwanych cytoadhezynami (np. GPIlIb/llla), obecnych m.in. na powierzchni
komorek Srodbtonka. Ponadto uwolnione biatka adhezyjne (szczegdlnie fibronekty-
na), wraz z innymi komponentami substancji miedzykomorkowej, moduluja tworze-
nie prowizorycznej ECM, co szczegdtowo omdwiono dalej. Phytki krwi uwalniajg
takze czynniki wzrostu petnigce wazne funkcje w dalszych etapach gojenia rany. Sa
to:PDGF (Platelet-derived Growth Factor), ktdry przyspiesza wzrostkomarek tkanki
facznej, TGF B (Transforming Growth Factor [), wplywajgcy m.in. na produkcje
sktadnikéw substancji miedzykomadrkowej, EGF (Epidermal Growth Factor), modu-
lujgcy m.in. reepitelializacje.

UDZIAL SRODBEONKA W REGULACJI PROCESU KRZEPNIECIA

Ograniczenie tworzenia skrzepu do miejsca uszkodzenia naczyniajest regulowane
nie tylko przez interakcje biatek osoczowych, ale takze przez mediatory komorkowe.
W naczyniach o nienaruszonym $rodbtonku przewazaja mechanizmy zapobiegajace
krzepnieciu. Obok dobrze znanych wiasciwosci antykoagulacyjnych komérki $rod-
btonka pod wptywem mediatorow wczesnej fazy zapalenia przejawiaja aktywnos¢
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prokoagulacyjna. Interleukina 1, TNFa uwolnione z komérek zapalnych i endoto-
ksyna - z komorek bakteryjnych stymuluja srodbtonek do przytaczania i aktywacji
czynnikéw Kkrzepniecia, promujac w ten sposdb kaskade krzepniecia. Aktywowane
proteazy wptywajg zwrotnie na komdrki srodbtonka, powodujac uwolnienie zwiaz-
kéw o aktywnos$ci mitogennej (PDGF-likefactors), wytwarzanie endogennej inter-
leukiny 1 Interleukina 1i TNFa powodujg uwalnianie przez srodbtonek PAF oraz
czynnika tkankowego o aktywnosci prokoagulacyjnej (Tissue Factor). Przedstawione
zjawiska podkreslajg réwnorzedno$¢ srodbtonka i ptytek w regulowaniu procesu
krzepniecia.

GRANULOCYTY OBOJETNOCHEONNE

Granulocyty obojetnochtonne (neutrofile) uznaje sie za pierwsza linie obrony przed
mikroorganizmami w ranie zakazonej. Neutrofile i inne komorki zapalne (makrofagi)
sg przyciggane do miejsca uszkodzenia tkanki przez plejade czynnikéw chemotakty-
cznych uwalnianych w procesie krzepniecia, agregacji ptytek i aktywacji dopetniacza
(chemotaksja). Po drodze aktywnie pokonujg bariere srédbtonka. Umiejetnos¢ przy-
legania do powierzchni $rddbtonka (adherencja) i przeciskania sie przez potgczenia
miedzykomorkowe (diapedeza) komoérki zapalne zawdzieczajg biatkom adhezyjnym
(selektyny, integryny)[16,32,37]. Ekspresja tych biatek na powierzchni komoérek
Srodbtonka i leukocytéw zachodzi m.in. pod wptywem cytokin wczesnej fazy reakcji
zapalnej (Interleukina 1, TNFa). I tak na przykfad wczesna faza migracji neutrofila
(tzw. “slow rolling”) koordynowana jest przez biatka z grupy selektyn. Integryny
kontroluja druga faze - adhezje leukocyta do powierzchni srédbtonka (“tight adhe-
sion”) oraz przyfaczanie sie do biatek substancji miedzykomorkowej: m.in. fibrone-
ktyny, kolagenu, lamininy [16,36]. Dzieki adhezji do biatek substancji mie-
dzykomorkowej neutrofile sg zdolne do reagowania wybuchem tlenowym na mate
stezenia cytokin [16]. Dalsza migracje ufatwia wptyw enzymow proteolitycznych
wydzielanych przez granulocyt.

Zasadniczym zadaniem neutrofila w procesie gojenia rany jest usuwanie (fagocy-
toza) bakterii. Fagocytoze ufatwia proces optaszczania (opsonizacji) mikroorgani-
zméw przez przeciwciata (1gG), sktadowe dopetniacza (C3b), biatka osoczowe
(fibronektyna) [28]. Fagocytowane bakterie sg zabijane przez uwalniane enzymy
proteolityczne, laktoferyne irodniki tlenowe - produkty wybuchu tlenowego. Czyn-
niki te, wyrzucone na zewnatrz komérki przyczyniajg sie do dalszego, wtdrnego
uszkodzenia otaczajgcej tkanki.

Rola granulocytéw w ranie niezakazonej, a za takg uwaza sie rang zadang i
opracowang rekg chirurga, wydaje sie by¢é znikoma [66]. Natomiast w przypadku
wspotistniejacej infekcji, zaburzenia funkcji granulocyta (np. adhezji lub produkcji
rodnikéw tlenowych) prowadza do przewlektego utrzymywania sie zakazenia i
opO6Znieniaprocesdw naprawczych, pod postacig przewlektej choroby ziaminiakowej,
czy nadmiernego bliznowacenia [3]. Najnowsze doniesienia podkreslajg takze to, ze
we wczesnej fazie zapalenia neutrofile sg gtownym Zrédiem interleukiny 6, petniacej
wazng role w poczatkowym etapie gojenia rany [50].
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ROLA CYTOKIN WCZESNEJ FAZY ZAPALENIA
W PROCESIE GOJENIA RANY

W przebiegu reakcji zapalnej towarzyszacej uszkodzeniu tkanki szereg komorek
zaangazowanych w ten proces uwalnia substancje z racji swego pochodzenia i funkcji
zwane cytokinami. Sa to zwiazki o budowie polipeptydéw lub glikopolipeptyddw.
Interleukiny (cytokiny produkowane przez leukocyty) majg mase czasteczkowg 8-60
kDa i liczbe aminokwaséw w czasteczce - 72-269 [62]. Czas ich dziataniajest bardzo
krotki, a stezenie we krwi poza okresem aktywnosci zwykle nieoznaczalne. Uwalnia-
ne cytokiny powoduja wydzielanie nastepnych, modelujg ich dziatanie, tworzac sie¢
powigzang takze z innymi mediatorami reakcji zapalnej: sterydami kory nadnerczy,
metabolitami kwasu arachidonowego i rodnikami tlenowymi [13,56].

Z licznych cytokin wczesnej fazy zapalenia gtéwna role w procesie gojenia rany
wydajg sie grac: interleukina 1 (ILI), kachektyna (TNFa-TumorNecrosis Factor a),
Interleukina 6 (IL6). Inne, bardzo wazne dla prawidtowego przebiegu procesu
naprawy tkankowej mediatory wydzielane réwniez przez komorki zapalne (TGF @
bFGF, PDGF, EGF) omoéwiono dale;j.

Interleukina 1

Interleukina 1- produkt monocytéw, makrofagoéw, keratynocytéw, komorek $rdd-
btonka; jeden z gtdwnych mediatoréw zapalenia, obok swych funkcji ogdlnoustrojo-
wych, towarzyszacych urazowi ma réwniez wptyw na srodowisko rany [62]. Poprzez
indukcje wydzielania przez komérki zapalne enzymow proteolitycznych, takich jak:
metaloproteinazy (kolagenaza, stromelizyna) czy aktywator plazminogenu, powoduje
niszczenie skladnikéw substancji miedzykomorkowej. Stwierdzono, ze wiele biolo-
gicznych aktywnosci IL 1 moze ulec zablokowaniu przez dziatanie TGF @ np. TGF
(3hamuje niszczenie chrzastki, zachodzace pod wptywem ILI [2]. Antagonistyczny
wobec IL 1i TNFa wptyw TGFp ujawnia sie w pdzniejszych etapach gojenia rany,
co m.in. decyduje o przejsciu od zapalenia do fazy odnowy tkankowej. IL 1jest tez
silnym czynnikiem chemotaktycznym dla granulocytéw obojetnochtonnych, co wigze
sie z wptywem tej cytokiny na ekspresje biatek receptorowych dla leukocytéw na
powierzchni srédbtonka m.in. selektyny E, zwanej takze adresyng ELAM-1 (endo-
thelial leukocyte adhesion molecule-1)[60,62].

IL 1 wptywa takze korzystnie na Srodowisko rany. In vitro dziata synergistycznie
z TGF @nafibroblasty, zwiekszajac m.in. ich proliferacje [68]. Cytokina ta stymuluje
proliferacje komérek miesni gtadkich in vitro. Przy$piesza takze odnowe nabtonka
(reepitelializacje) [10,51], prawdopodobnie poprzez zwigkszanie produkcji przez
fibroblasty czynnika wzrostu keratynocytow (Keratinocyte Growth Factor - KGF)
[14]. Dziatanie takie moga wywiera¢ takze inne cytokiny zapalne (TNFa, IL6) [12].

Kachektyna

Kachektyna (TNF a), mimo iz strukturalnie r6zna od IL-1 ujawnia wiele z jej
biologicznych aktywnosci ogolnoustrojowych np. stymulacja watroby do produkcji
biatek ostrej fazy, podwyzszenie temperatury ciata (pyrogennosc). Nadprodukcja tych
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cytokin w urazie wielonarzgdowym i posocznicy doprowadza do uogdlnienia procesu
zapalnego, wstrzasu, zespotu wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (DIC), ktérym
ostatnio prébuje sie zapobiegaé, stosujac m.in. przeciwciata monoklonalne przeciw
TNF a [15,62]. Miejscowo, w $srodowisku rany oba te czynniki sg mediatorami ostrej
fazy zapalenia (reakcji ostrej fazy), chemokinezy i aktywacji granulocytéw obojetno-
chtonnych i monocytéw. W procesie gojenia rany aktywno$¢ prozapalna TNF a
wydaje sie opdzniaé przejscie do fazy odnowy tkankowej. Cytokina ta wptywa na
wczesng synteze kolagenu, hamujac ekspresje jego genu, a takze zwieksza produkcije
kolagenazy, prowadzac do niszczenia substancji miedzykomérkowej [35]. W bada-
niach prowadzonych na zwierzetach z genetycznie uwarunkowanym defektem wy-
dzielania TNF a przez makrofagi stwierdzono poprawe parametrow gojenia rany we
wczesnych fazach procesu [7].

Maksymalny poziom i dziatanie TNFa i IL 1osiggajg we wczesnej fazie rozwoju
tkanki ziaminowej.W p6Zniejszym okresie ich staty, cho¢ niewielki poziom zwigzany
jest z ciagtym naptywem i aktywacja makrofagow je wydzielajacych. Sugeruje sie, ze
dziatanie omawianych cytokin w tym okresie ogranicza sie¢ do auto- i parakrynnej
kontroli przebudowy ziarniny (remodelling) i udziatu w procesie kontrakcji rany [2].

Interleukina 6

Interleukina 6 (IL6) jest to polipeptyd powstajacy gtownie w makrofagach oraz
monocytach, komdrkach Srédbtonka i fibroblastach pod wptywem: TNF a, ILI,
PDGF, TGF @ [23]. Jest ona jednym z gtéwnych mediatoréw reakcji ostrej fazy
odpowiedzialnym za watrobowg produkcje biatek ostrej fazy np. CRP (C-reactive
protein), SAA (serumamyloidA) [36]. Jest onaréwniez odpowiedzialna za stymulacje
pourazowego wydzielania hormonu adrenokortykotropowego, stanowigc potgczenie
miedzy uktadem odpornosciowym a neuroendokrynnym [36,56]. Osoczowy poziom
IL 6 wzrasta pod wptywem uszkodzenia tkanek i zalezy od rozlegtosci, rodzaju i czasu
trwania urazu, co wykorzystywane jest w ocenie powiktan i rokowaniu np. w oparze-
niach, po zabiegach chirurgicznych [15,49,50].

IL 6 dziata na wszystkich etapach gojeniarany. Prawdopodobnie bierze onaudziat
w aktywacji fibroblastow do wydzielania kolagenu w tworzeniu niedojrzatej tkanki
ziaminowej. Zardwno in vitro, jak i in vivo kontroluje migracje keratynocytow w
mechanizmie zaleznym od fibronektyny. Poziomy IL 6 w wysieku z rany u zwierzat
z cukrzycg sg znamiennie nizsze niz u zdrowych. U zwierzat tych wystepuja rowniez
zaburzenia w organizacji ziarniny i angiogenezie, co moze wskazywac¢ na znaczenie
IL 6 w tych procesach [4].

MONOCYTY (MAKROFAGI)

Kolejnymi komdrkami pojawiajgcymi sie w $rodowisku rany po 14-18 h sg
makrofagi [71]. W wiekszosci rekrutujg sie one z monocytéw krazenia obwodowego,
ktore pod wptywem czynnikéw chemotaktycznych migrujg i réznicuja sie, przyjmujac
fenotyp “profesjonalnego” makrofaga. Pozostata cze$¢ to rezydentne makrofagi
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tkankowe, pochodzgce od monocytow, ktére w normalnych warunkach przechodzg z
krazenia obwodowego do tkanek i tam sie osiedlajg, a pod wptywem mediatorow
zapalenia nabierajg immunokompetenc;ji.

Makrofagi, zaréwno bezposrednio, jak i poprzez wydzielane mediatory kontroluja
proces gojenia rany na wielu jego etapach, w sposdb wielokierunkowy i czesto
ambiwalentny. Uwalniajgc mediatory zapalenia (np. ILI, TNFa, PDGF) przyczyniaja
sie do rekrutacji dodatkowych komorek zapalnych. Jednoczesnie, przejmujac funkcje
granulocytow, dokonuja fagocytozy pozostatych bakterii, resztek tkankowych i zuzy-
tych neutrofiléw, istotnie przyczyniajac sie do rozejscia sie zapalenia. Biorg udziat w
tworzeniu ziarniny, uwalniajac pod wptywem niedotlenienia i kwasu mlekowego
czynniki angiogenne i odpowiedzialne za produkcje sktadnikéw substancji mie-
dzykomorkowej (TGF (3. Modeluja te substancje zaréwno bezposrednio, wydzielajac
proteazy (elastaza, kolagenaza, aktywator plazminogenu), jak i poprzez stymulacje
fibroblastow do wydzielania kolagenazy. Wreszcie poprzez niektore mediatory (ILI,
TNFa) uczestniczg w procesie kontrakcji i reepitelializacji rany. Wymienione powy-
zej funkcje makrofaga $wiadcza o kluczowej roli, jakg odgrywa on w przejsciu od
zapalenia do fazy odnowy tkankowej [45,62].

TKANKA ZIARNINOWA

Po zakonczeniu fazy zapalnej rozpoczyna sie proces formowania tkanki ziamino-
wej. Termin: tkanka ziaminowa pochodzi od jej wygladu, gdzie nowopowstajace
naczynia krwiono$ne tworza makroskopowo obserwowane ziarnistosci. Proces ten
obejmuje akumulacje makrofagéw i fibroblastéw, odktadanie sktadnikéw substancji
miedzykomorkowej (fibroplazja), tworzenie zawigzkéw nowych naczyn (angiogene-
za) i ich wrastanie do prymitywnej ECM, wreszcie odnowe naskdrka (reepitelializa-
cja) i sciggniecie brzegow rany (kontrakcja). Zjawiska te sa kontrolowane przez szereg
mediatoréw uwalnianych gtéwnie przez plytki i makrofagi, bedacych czynnikami
chemotaktycznymi, mitogennymi i modulujacymi funkcje fibroblastéw, komorek
endotelialnych i keratynocytéw.

MIGRACJA

Mechanizmy ukierunkowanej migracji komdrek parenchymalnych

W badaniach in vitro obserwuje sie wiele sposob6éw ukiemnkowanego pomszania
sie komérek. Bodzcem do migracji komorki moze by¢: wzrastajgce stezenie (gradient)
rozpuszczalnego czynnika chemotaktycznego (chemotaksja); gradient pojedyriczego
sktadnika podtoza, po ktdrym pomsza sie komérka (haptotaksja); czy tréjwymiarowy
uktad sktadnikéw substancji miedzykomorkowej tkanki {contactguidance). Komorki
Scisle potaczone ze sobg (keratynocyty) poruszajg sie razem, przy czym komorki
brzegowe wysuwajg lammelipodia w kierunku: od pozostatych (free edge effect). In
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vivo w procesie tworzenia ziarniny komaorki wykorzystuja rozne sposoby migracji, w
zalezno$ci od bodZca i otaczajacego Srodowiska. Najwieksza role wsrod czynnikow
kontrolujacych te zjawiska zdaja sie odgrywa¢ PDGF, TGF 3i skladnik substancji
miedzykomorkowej - fibronektyna [25].

P tytkopochodny czynnik wzrostowy - PDGF (Platelet-Derived Growth Factor)

Gtownym zrodtem tego czynnika sg a granule aktywowanych ptytek [32]. Jest on
takze uwalniany przez aktywowane makrofagi, komorki srédbtonka, miesni gtadkich,
fibroblasty i keratynocyty [31]. Istnieje w trzech formach dimerycznych (PDGF-AA,
PDGF-AB, PDGF-BB). Aktywuje komorki poprzez specyficzne receptory powie-
rzchniowe, pobudzajac uktad kinazy tyrozynowej. Jest silnym czynnikiem chemota-
ktycznym dla monocytéw, granulocytdw obojetnochtonnych, fibroblastéw i komaérek
srodbtonka. Powoduje takze proliferacje komérek pochodzenia mezenchymalnego,
takich jak fibroblasty i komérki miesnia gtadkiego. W stosunku do monocytow i
neutrofilow nie wykazuje aktywnosci mitogennej, cho¢ powoduje ich aktywacje i
chemokineze. Dodatkowo PDGF stymuluje produkcje fibronektyny i kolagenazy w
fibroblastach, ale nie zwieksza produkcji kolagenu.

Badania przeprowadzone in vivo wykazujg, ze PDGF przyspiesza gojenie rany,
choé niektorzy badacze twierdza, ze wymaga on obecnos$ci innych czynnikéw wzrostu
(TGF p) wydzielanych pod jego wptywem przez makrofagi, by dziata¢ efektywnie
[3,18,48,55]. W prospektywnych, randomizowanych badaniach potwierdzono korzy-
stny wptyw miejscowo stosowanego PDGF na proces gojenia przewlektych owrzo-
dzer skérnych, m.in. stanowigcych powiktanie cukrzycy [39,41,67].

Transformujacy czynnik wzrostowy (31- TGF 31 ( Transforming Growth Factor [3/ )

Transformujgcy czynnik wzrostowy [3 1 (TGF [3 1) jest uwalniany przez wiele
komaérek zapalnych: plytki, neutrofile, monocyty, makrofagi, fibroblasty i limfocyty.
Jest on wydzielany w formie nieaktywnej. In vivo uwalnianie TGF [3z latentnego
kompleksu zachodzi pod wptywem dziatania enzymdw proteolitycznych, np. plazmi-
ny. W badaniach immunocytochemicznych ziarniny potwierdzono jego zwigzek z
makrofagami, fibroblastami i rejonami wzmozonego odktadania kolagenu. Gtéwnym
efektem dziatania TGF (3 jest wzrost odktadania substancji miedzykomaorkowej.
Odbywa sie to poprzez zmniejszenie produkcji proteaz degradujacych; wzrost wytwa-
rzania skfadnikow ECM ipoziomu inhibitordw proteaz. Jest takze silnym czynnikiem
chemotaktycznym dla wielu rodzajéow komdrek [18]. Zwieksza ekspresje biatek
receptorowych (integryn) dla fibronektyny, co utatwia migracje keratynocytom [25].
Jednakze TGF [3jest bifunkcjonalnym regulatorem wzrostu i réznicowania komorek.
In vitro jest bowiem ihibitorem wzrostu komorek epitelialnych, endotelialnych,
hemopoetycznych i limfoidalnych. Prébuje sie to wyjasni¢ przy uzyciu dwufazowego
modelu wydzielania TGF [3(rys. 2). Nagly wyrzut czynnika z ziarnistosci ptytek ma
dziatanie prozapalne, natomiastjego pdzniejsze wydzielanie przez makrofagi i fibrob-
lasty w potaczeniu z sekwestracja przez ECM ma antyzapalny, korzystny dla $rodo-
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Naptyw komorek -

plytki,,granulatyty
mabmattagi
fibroblasty

bFGF

TGF 0

ILI, TNF «
----------- - —-PDGF, EGF

Rys. 2. Schemat ilustrujacy kinetyke wydzielania cytokin podczas tworzenia tkanki ziarninowej

wiska rany charakter [2]. W wielu badaniach in vivo, w ranach o op6znionym gojeniu
(cukrzyca, sterydy) stwierdzono przyspieszenie procesu gojenia pod wptywem TGF

p[3].
Naskdrkowy czynnik wzrostowy - EGF (Epidermal Growth Factor)

Naskoérkowy czynnik wzrostowy (EGF) jest polipeptydem, wykazujacym 30%
zgodnos¢ budowy z innym czynnikiem wzrostu - TGFa, mediatorem neowaskulary-
zacji. EGF powoduje chemotaksje i proliferacje wielu komérek, a szczegdlnie fibrob-
lastéw i komérek $rodbtonka [5,31]. Badania in vivo wykazuja dodatni wptyw EGF
na szybko$¢ rozwoju tkanki ziarninowej. Jest on efektem zwiekszonej proliferacji
fibroblastow [42]. W badaniach immunocytochemicznych ziarniny stwierdzono Sci-
sty zwigzek EGF z btong podstawng naczyn i tkanka taczng je otaczajaca [2].
Postugujac sie wieloma modelami ran o utrudnionym gojeniu (przewlekie owrzodze-
nia podudzi, oparzenia) wykazano, ze miejscowe podanie tego czynnika przyspiesza
ich gojenie. Szczeg6lnie korzystny wpltyw wywiera on na uszkodzony nabtonek
rogdwki, przyspieszajac gojeniejej przewlektych owrzodzen ipourazowych ubytkéw,
co stanowi o Kklinicznym zastosowaniu EGF w tych przypadkach [40,58]. Jednakze
odlegty efekt leczenia EGF wydaje sie by¢ niepewny. Wedtug niektdrych doniesien
zmniejsza on odktadanie kolagenu, z nastepowym obnizeniem wytrzymatosci blizny
na rozcigganie [3].

Czynnik stymulujacy kolonie granulocytarno-makrofagalne - GM-CSF (Granulocyte
Macrophage-Colony Stimulating Factor) oraz czynnik stymulujacy kolonie
granulocytarne - Granulocyte-Colony Stimulating Factor ( G-CSF)

Czynniki powodujgce powstawanie kolonii granulocytamych i granulocytamo-
makrofagalnych (G-CSF, GM-CSF) sa glikoproteinami specyficznie stymulujgcymi
prekursory niektorych szeregdw hemopoetycznych szpiku do réznicowania w ko-
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morki docelowe. Znalazty one, a szczeg6lnie GM-CSF, Kkliniczne zastosowanie w
leczeniu ubocznego mielosupresyjnego wptywu chemioterapii i radioterapii i w
odnowie krwiotworzenia po przeszczepach szpiku [62].

Z racji swojej wielofunkcyjnosci moga one wywiera¢ wptyw réwniez na komorki
zaangazowane w proces gojenia rany. Czynniki te sg uwalniane, pod wptywem
cytokin zapalnych (ILI, TNFa), przez wiele komdrek srodowiska rany: makrofagi,
fibroblasty, limfocyty T, komérki sSrodbtonka i keratynocyty. Powodujg chemotaksje
leukocytéw, hamujg ich migracje, zwiekszajg adhezje, synteze i uwalnianie innych
cytokin, aktywacje granulocytdw i uwalnianie przez nie rodnikéw tlenowych. GM-
CSF powoduje proliferacje i aktywacje makrofagdéw, komorek o zasadniczym zna-
czeniu dla pomysinego gojenia rany. Nie wyklucza sie takze wptywu GM-CSF na
komérki niehemopoetycznego pochodzenia. In vitro wykazano stymulujacy wptyw
tego czynnika na migracje komérek srédbtonka i keratynocytow [34,38]. GM-CSF
jest rowniez kandydatem do roli mediatora procesu obkurczania ziarniny (kontrakcji).
Zaobserwowano bowiemjego zwiazek z powstawaniem komorek o cechach ultrastru-
kturalnych i immunohistochemicznych miofibroblastu, odpowiedzialnego za ten pro-
ces [64].

W badaniach klinicznych obserwowano korzystny wptyw GM-CSF w leczeniu
nie gojacych sie ran, bezposrednio [17] i postugujac sie technika przeszczepu auto-
gennego [59]. Wykazano rowniez poprawe gojenia ran u pacjentéw z tradem i
miesakiem Kaposiego [6,38].

Hormon wzrostu - GH

Hormon wzrostu (GH) jest polipeptydem uwalnianym przez przedni ptat przysad-
ki. Mechanizm dziatania GH w procesie gojenia rany jest niejasny. Niedawne badania
wykazujg czesciowa zgodnos$é budowy receptora tego hormonu z rodzing “hemopoe-
tycznych receptorow” takich czynnikéw, jak: erytropoetyna, G-CSF, GM-CSF, IL-3,
IL-4, IL-6, IL-7 [31]. Istnieje wiec prawdopodobienstwo, ze maja one zdolno$¢
krzyzowego dziatania. Receptory dla GH spostrzegano na powierzchni fibroblastéw
w hodowlach i in vivo. In vitro wykazano mitogenny wptyw GH na fibroblasty. Jest
on réwniez czynnikiem chemotaktycznym dla monocytéw i powoduje ich aktywacje
[78]. Opisano takze dodatni wptyw GH, podnoszacy zawartos¢ kolagenu i wytrzyma-
to$¢ mechaniczng blizny, nawet w warunkach niedozywienia organizmu. Wykazano
zdolno$¢ GH do przyspieszenia gojenia miejsc donorowych po przeszczepie skory
{split-thickness skin grafting).

Insulinopodobny czynnik wzrostowy - IGF (Insulin-like Growth Factor)

Przedstawiciele rodziny insulinopodobnych czynnikéw wzrostowych {IGF-fami-
Iy), IGF-1 i IGF-Il, zwane takze somatomedynami, sg produkowane gidwnie w
watrobie i wykazujg znaczng homologie budowy z proinsuling. IGF-11jest wydzielany
gtéwnie w czasie rozwoju ptodowego, podczas gdy synteza IGF-1 utrzymuje sie na
wysokim poziomie w wielu tkankach dorostych m.in. w watrobie, sercu, ptucach i
nerkach. IGF-1wchodzi w sktad ziarnistosci ptytek ijest uwalniany w duzych ilosciach
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podczas krzepniecia. Jest silnym czynnikiem chemotaktycznym dla komorek $rod-
btonka [6]. Stymuluje mitoze wielu komorek in vitro, m.in. fibroblastéw. Jego
receptory wystepuja na keratynocytach; przyspiesza on reepitelializacje ubytku na-
skorka [31]. Poniewaz podanie egzogennego GH stymuluje synteze IGF-1w watrobie
i tkankach, postuluje sie, ze IGF-1 posredniczy w dziataniu hormonu wzrostu [31].
Aktywno$¢ kombinacji tych czynnikéw jest wyzsza niz kazdego z osobna. IGF-I
wykazuje takze synergizm z PDGF. Wykazano, ze IGF-I samodzielnie, a takze w
kombinacji z biatkiem go wiazacym przyspiesza gojenie rany skomomiesniowej [74].

NEOWASKULARYZACJA

W procesie tworzenia tkanki ziaminowej podstawowe znaczenie dla prawidtowej
odnowy tkankowej ma zjawisko odtwarzania sieci naczyniowej (neowaskularyza-
cja). Komoérki srddbtonka stymulowane przez produkty rozpadu macierzy pozako-
morkowej, zmiane warunkdw przestrzennych mikrosrodowiska oraz przez liczne
czynniki chemotaktyczne uwalniaj g sie ze $cistego zwigzku z btong podstawng naczyn
i rozpoczynajg migracje. PrzejScie przez btone podstawng i poruszanie sie w prze-
strzeni okotonaczyniowej utatwiaja komérkom $rodbtonka enzymy proteolityczne
(kolagenaza, trombina, aktywator plazminogenu) wydzielane przez leukocyty i przez
nie same [57]. Z pewnym op6znieniem komérki pozostajace w naczyniu “rodziciel-
skim” zaczynaj gproliferowaé, akomorki potomne dotgczajgdo migrujacych. Komor-
ki znajdujgce sie na czubku paczkujgcego naczynia nie proliferujg. Nastepnie
nowouformowana kapilara uzyskuje Swiatto i ulega stabilizacji. Po zakonczeniu
neowaskularyzacji cze$¢ naczyn zanika w wyniku: spadku stezenia czynnikéw angio-
gennych wydzielanych przez komorki zapalne; wenostazy i zakrzepicy prowadzacej
do $mierci komdrek endotelialnych; mediatoréw hamujacych angiogeneze.

Prawidlowy przebieg opisanego procesu zalezy od wielu mediatorow, wsrdd
ktorych duzg role grajag chemotaktyczne i mitogenne czynniki wzrostowe: PDGF,
bFGF, aFGF, TGF a i (3oraz EGF [24,44].

Dostepnos$¢ hodowli komérek Srédbtonka in vitro oraz fakt, ze biorg one czynny
udziatw procesie angiogenezy, skierowaty wysitki badaczy na izolacje i oczyszczenie
czynnikéw wzrostowych srédbtonka. Odkryto szereg substancji o dziataniu angiogen-
nym, z ktérych wiele przejawia silne powinowactwo do heparyny (Angiogenic Hepa-
rin-Binding Endothelial Cell Growth Factors).

Jedna z grup tej rodziny, do ktorej zaliczaja sie m.in. kwasny czynnik wzrostowy
fibroblastow {Acidic Fibroblast Growth Factor - aFGF), skiada sie¢ z anionowych
polipeptydoéw, wystepujacych gtownie w tkance nerwowej. Do przedstawicieli drugiej
grupy nalezg gtéwnie kationowe polipeptydy, zblizone budowg do zasadowego czyn-
nika wzrostowego fibroblastéw {Basic Fibroblast Growth Factor - bFGF). Tenze
czynnik jest opisywany jako najszerzej wystepujacy i najsilniejszy stymulator angio-
genezy [24]. W tkankach nienaruszonych pozostaje nieaktywny, zwigzany przez
komponenty macierzy pozakomoérkowej. Uwaza sie, ze uwolnienie aktywnego bFGF
zachodzi pod wptywem uszkodzenia tkanki i dziatania heparanazy, wydzielanej przez
granulocyty obojetnochtonne i ptytki. Prawidtowe ziaminowanie rany wymaga utwo-
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rzenia nowych naczyn, proliferacji fibroblastéw i odktadania sktadnikow substancji
miedzykomorkowej. bFGF bierze udziat wkazdym z etapdw tego procesu, stymulujac
do proliferacji komdrki $rédbtonka i fibroblasty, a te ostatnie do produkcji fibrone-
ktyny i kolagenu.

Niektére z wymienionych mediatoréw dziatajg “bezposrednio”, przySpieszajac
powstawanie nowych naczyn zaréwno in vivo, jak i in vitro (bFGF, aFGF, TGF a).
Inne (TGF (3), mimo wyraznego wptywu angiogennego in vivo, w hodowlach nie
powoduja wzrostu komorek srédbtonka, a nawet go hamuja, co Swiadczy o “posred-
nim”, bardziej ztozonym ich wptywie na angiogeneze w organizmie zywym.

FIBROPLAZJA

Opisane czynniki chemotaktyczne powodujg pojawienie sie po 2-4 dniach od
chwili zranienia fibroblastéw, powstajgcych z niezr6znicowanych komorek mezen-
chymalnych otaczajacej tkanki tgcznej [60]. Pod wptywem roznych cytokin: TGF @
1, EGF, trombiny oraz mleczanu uwalnianego przez komdrki zapalne fibroblasty
rozpoczynaja produkcje sktadnikéw substancji miedzykomdrkowej: kolagenu typ I i
11, fibronektyny, proteoglikanéw i kwasu hialuronowego. W$rdd nich czynnaibardzo
wazng role w procesie gojenia rany petni fibronektyna.

Fibronektyna

Fibronektyna jest glikoproteing o wysokiej masie czasteczkowej wystepujaca w
postaci osoczowej i zwigzanej ze zrebem tkanki tgcznej. W srodowisku rany fibrone-
ktyna jest produkowana przez fibroblasty, komorki srddbtonka i keratynocyty lub
wychwytywana z osocza. Fibronektyna posiada szereg ré6znych miejsc wigzacych o
powinowactwie do wielu komérek, substancji i sktadnikow substancji miedzykomor-
kowej, dzieki czemu nazwano jg “klejem molekularnym”[28]. Fragmenty tej gliko-
proteiny, powstajagce pod wptywem proteinaz komdrek zapalnych (elastaza
neutrofilowa) majg wptyw na przebieg fazy zapalnej gojenia rany poprzez np. wzrost
aktywnosci fagocytamej makrofaga i neutrofila (opsonizacja), chemotaksji monocy-
tow i proliferacji fibroblastéw [27]. Fibronektyna jest sktadnikiem skrzepu, powsta-
jacego w procesie krzepniecia. Za pomocg czynnika krzepniecia Xllla tworzy sie¢
potaczen z fibryna, ktéra stuzy za podstawe do migracji dla fibroblastéw i innych
komdrek “wkraczajagcych” do miejsca zranienia. “Prymitywna” substancja miedzy-
komérkowa syntetyzowana przez fibroblasty zawiera takze duze ilosci fibronektyny,
wykorzystywanej przez miofibroblasty w procesie kontrakcji ziarniny [61]. Inter-
akcje miedzy komorkami, a fibronektyng zachodza dzieki biatkom adhezyjnym
(integrynom), ktérych ekspresja na powierzchni komérek jest regulowana przez
cytokiny, np. TGF 3[25,36].

REEPITELIALIZACIA

Wiasciwa i szybka odnowa nabtonka (naskorka) pozwala odtworzy¢ bariere mie-
dzy Srodowiskiem zewnetrznym a wewnetrznym organizmu, co zwigkszajego szanse
na przezycie urazu. Reepitelializacja ubytku rozpoczyna sie kilka godzin po zranieniu
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poprzez migracje keratynocytow z “wolnego brzegu” tkanki. W komérkach tych,
podobnie jak w fibroblastach, tworzacych tkanke ziaminowg, zachodzg zmiany
fenotypowe, nadajgce komdrce mobilno$é. Dochodzi do retrakcji wokien kurczli-
wych cytoplazmy, zmniejszenia ilosci potaczen miedzykomdrkowych (desmoso-
mow), w cytoplazmie pojawiajg sie wiokna aktynowe. Keratynocyty czasowo
rozluzniajg zwigzek z btong podstawna, poprzez zmniejszenie ilosci hemidesmoso-
mow. Jesli blona podstawna jest uszkodzona przez uraz czy pdzniejszg degradacje
enzymatyczna, podioze dla migracji keratynocytéw stanowi prowizoryczna substan-
cja miedzykomérkowa.

Po 1-2 dniach keratynocyty znajdujace sie na brzegu rany zaczynaja proliferowac,
tworzac dodatkowa populacje migmjacych komorek. Proliferacja pozostaje pod kon-
trolg innych komorek i wielu mediatoréw. Jak wspomniano wczesniej, funkcje takg
przypisuje sie EGF. Innym mediatorem, wykazujagcym aktywno$¢ mitogenna jest
Kératinocyte Growth Factor (KGF) zwany takze FGF-7, polipeptyd z rodziny fibro-
blastycznych czynnikéw wzrostu [77]. Podczas gojenia rany dochodzi do uwalniania
tego czynnika m.in. przez fibroblasty [12]. Silny wplyw modulujacy to zjawisko
przejawia IL 1, natomiast PDGF-BB, IL 6 i TGF a umiarkowanie podnoszg poziom
ekspresji mMRNA KGF w fibroblastach [12,14].

KONTRAKCJA

W trakcie gojenia ubytku tkankowego, w wyniku kurczenia sie tkanki ziaminowej,
brzegi rany sg stopniowo zblizane do siebie. Zjawisko to, zwane kontrakcjg rany,
pozwala na redukcje ilosci tkanki tacznej, potrzebnej do uzupetnienia defektu i
zmniejszenie rozmiaréw blizny. Jednakze, w zaleznosci od rodzaju, rozlegtosci i
umiejscowienia uszkodzenia, kontrakcja moze prowadzi¢ do znieksztatcen i uposle-
dzenia funkcji narzadu czy koriczyny. Za kontrakcje odpowiadaja specyficzne komor-
ki, zwane miofibroblastami, ktdre wykorzystujac elementy kurczliwe cytoplazmy,
dokonujg zmniejszenia powierzchni ziarniny. Sita skurczu przenoszonajest na sasied-
nie komorki i skadniki substancji komérkowej, ktére kontrolujg przebieg procesu.
Przewaga typu Il kolagenu w $wiezej bliznie powoduje szybsza kontrakcje w
poréwnaniu z blizng dojrzatg, gdzie dominuje typ I kolagenu [22].

Komorka macierzystg miofibroblastu jest wedtug wiekszos$ci autoréw fibroblast
[11,21]. Miofibroblast majednakze niektdre cechy ultrastmkturalne i biochemiczne
komaérek miesnia gladkiego: obecno$¢ wigzek mikrofilamentow i aSM aktyny. Ta
forma aktyny szczegolnie obficie wystepuje w komérkach miesniowki gtadkiej na-
czyn. Kiedy proces kontrakcji zakonczy sie, komdrki o fenotypie miofibroblastu
znikaja, prawdopodobnie w rezultacie apoptozy, a blizna zawiera niewiele typowych
fibroblastéw, z dobrze rozwinietg szorstka siateczkg srodplazmatyczng, ale bez mi-
krofilamentow [65].

Czynniki kontrolujace powstawanie komorek o cechach miofibroblastu nie sg
jeszcze doktadnie okreslone. Wérdd kandydatéw wymienia sie GM-CSF, powodujacy



CYTOKINY I INNE MEDIATORY W PROCESIE GOJENIA RANY 77

wzrostilosci miofibroblastow i przyspieszenie kontrakcji [63,64]. Moze nim by¢ takze
TGF @indukujacy powstawanie wiokien aSM aktyny w miofibroblastach [19,53], a
takze Endotelina-1 (ET-1), obecna in vivo w miejscach nasilonej kontrakcji [73].

UTWORZENIE | PRZEBUDOWA SUBSTANCJI
MIEDZYKOMORKOWEJ

Ostatnig opisywang fazg gojenia rany jest utworzenie substancji miedzykomorko-
wej ijej przebudowa. W rzeczywistosci “produkcja” substancji miedzykomdrkowej
rozpoczyna sie rownoczes$nie z pojawieniem sie mtodej ziarniny. Jednakze, dtugo po
zakonczeniu fazy ziaminowania tkanka faczna substancji miedzykomorkowej ciagle
ulega zmianom. W miejsce sktadnikéw czynnie bioracych udziat w poszczegd6lnych
procesach pojawiajg sie substancje nadajgce powstajgcej bliznie mechaniczng wytrzy-
mato$¢ na rozcigganie. | tak, spada poziom fibronektyny i kwasu hialuronowego,
stanowigcych podtoze migracji, wzrostu i réznicowania komorek srodowiska rany.
Zastepuja je proteoglikany, a takze kolagen typu Ill i kolagen typu I, ktére maja
wiasciwosci mechaniczne.

Mimo iz TGF [3jest gtdwna cytoking, odpowiedzialng za tworzenie substancji
miedzykomorkowej, jej obecnos¢ nie thumaczy sekwencyjnego pojawiania sie po-
szczegolnych jej sktadnikow. Wydaje sie, ze w proces ten moga by¢ zaangazowane
réwniez interferony (IFNs). IFN y (uwalniany gtéwnie przez limfocyty T) hamuje
proliferacje fibroblastdw, synteze kolagenu i ekspresje aSM aktyny, a stymuluje
produkcje glikozoaminoglikanéw (GAG). IFN a (produkowany gtownie w fibrobla-
stach) i 8(produkt gtéwnie leukocytow) wykazuje hamujacy wptyw takze na produ-
kcje GAG [20]. Jest wiec mozliwe, ze autokrynne dziatanie IFN a przez fibroblasty
moze regulowaé przebudowe substancji miedzykomérkowej.

W procesie modelowania EMC udziat biorg enzymy z rodziny metaloproteinaz
[8]. Dziatanie ich hamowane jest przez tkankowe inhibitory metaloproteinaz (TEMP).
Wykazano obecno$é tych enzymoéw w tkankach, otaczajacych miejsce zranienia.
Kolagenaza i TEMP lokalizujg sie gtéwnie na styku: strupa, regenerujgcego naskérka
i skory whasciwej oraz wokét naczyn [68,69]. Opisano dwa rodzaje kolagenazy. Jedna
znichjest produkowana przez granulocyty obojetnochtonne, druga- przez fibroblasty
[47]. Kolagenazy produkowane sg takze przez limfocyty i monocyty-makrofagi.
Trawig one typy: I-111 kolagenu. Produkty degradacji kolagenu modulujg przebieg
gojenia na bardzo wczesnym etapie poprzez wptyw na migracje i aktywnos¢ kluczo-
wych komérek zapalenia - makrofagéw. Te same komérki uwalniaja szereg, opisy-
wanych wczesniej cytokin, regulujagcych wydzielanie kolagenaz. Wsrod nich sa; IL
1, TNF a, PDGF, aFGF, bFGF, EGF, stymulujace wydzielanie enzymu i TGF |3 ktory
hamuje jego produkcje [8,30].

Istniejg takze kolagenazy, trawigce inne typy kolagenu oraz zelatyne (zelatynazy).
WSsrod nich dwie: MMP-2 o masie czasteczkowej 72 kDa i MMP-9 (92 kDa) wydaja
sie petni¢ wazne funkcje na roznych etapach gojeniarany [1,8,80].
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INNE CZYNNIKI O POTENCJALNYM WPLYWIE
NA PRZEBIEG PROCESU GOJENIA RANY

Obecnie znanychjest ponad 100 r6znych czynnikéw majacych zwigzek z gojeniem
rany lub bioragcych udziat w procesach, w przebiegu ktérych zachodza podobne
zjawiska. Ze wzgledu na brak potwierdzenia ich wptywu in vivo i nieustalony jeszcze
wpltyw kliniczny jedynie pokrétce oméwiono niektore z nich ponize;j.

Interferon gamma (IFN y) wydzielany jest przez aktywowane limfocyty T i
prawdopodobnie przez naturalne komorki cytotoksyczne (NK). Kluczowa jego rola
w regulacji proceséw odpornosciowych polega na jego pobudzajacym wplywie na
aktywacje makrofagéw. Zwieksza wytwarzanie nadtlenkéw w granulocytach i ma-
krofagach. Opisywana jest jego aktywno$¢ chemotaktyczna wobec keratynocytow
[29]. Z drugiej strony jednak zwieksza ekspresje metaloproteinaz, nie majgc wptywu
na TIMP, przez co podnosi aktywno$¢ proteolityczng w fazie przebudowy. Hamuje
paczkowanie nowych naczyn w procesie angiogenezy. Podany ogdlnie istotnie obni-
za wytrzymato$é na rozerwanie i stopien neowaskularyzacji nowoutworzonej tkanki
[52].

Czynnik stymulujacy kolonie makrofagowe (M-CSF - Macrophage-Colony Sti-
mulating Factor) ma istotne znaczenie w wytwarzaniu i funkcjonowaniu monocytéw
i makrofagéw. Powoduje ich chemotaksje, nasila fagocytoze i cytotoksycznosc.
Poniewaz makrofagi maja podstawowe znaczenie dla pomysinego przebiegu odnowy,
M-CSF jest kolejnym krwiotworczym czynnikiem wzrostowym, budzgcym nadzieje
najego korzystny wplyw w procesie gojenia [79].

Analogicznie, czynniki, ktérych aktywnos¢ biologiczna zwigzana jest z makrofa-
gami, moga posrednio wptywacé na przebieg opisywanego procesu. Ws$rdd nich
wymieni¢ nalezy: IL-2, najwazniejszy czynnik wzrostowy limfocytow T; IL-3, sty-
mulator proliferacji wielopotencjalnych komoérek macierzystych, IL-4, czynnik wy-
wierajacy wptyw na limfocyty B i T, aktywujgcy monocyty, powodujacy proliferacje
komorek $rédbtonka i fibroblastow.

Interleukina 8 (IL-8) jest cytoking specyficznie aktywujgcg neutrofile i wywotu-
jacg ich akumulacje w ogniskach zapalenia. Opisywana jest takze jako czynnik
przys$pieszajacy neowaskularyzacje [70].

Czynnik wzrostowy komérek Srodbtonka (Vascular Endothelial Growth Factor)
jest mitogenem specyficznym dlakomoérek srédbtonka. W przeciwienstwie do PDGF,
do ktdérego rodziny nalezy, nie wywiera wptywu na na inne typy komorek. Jego
zdolnos$¢ do przytaczania heparyny i wplyw angiogenetyczny in vivo sugeruja, ze
moze on by¢ waznym mediatorem odnowy tkankowej [6].

Amfiregulina (Amphiregulin), czynnik nalezacy do rodziny EGF, jest opisywany
jako identyczny z peptydem niedawno wyizolowanym z ludzkich keratynocytow
(Keratinocyte-Derived Autocrine Factor). Sugeruje sie, ze moze on by¢é waznym,
autokrynnym czynnikiem wzrostowym dla keratynocytéw [6].
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PODSUMOWANIE

Proces gojeniarany pozostaje pod kontrolg wielu mediatoréw, wsréd nich gtéwnie
interleukin i polipeptydowych czynnikow wzrostowych. Sa one w centrum zaintere-
sowania badaczy, ze wzgledu na mozliwo$¢ pozyskiwania ich w duzych ilosciach,
przy uzyciu metody rekombinacji genu. Ze zmiennym skutkiem, sg stosowane w
klinicznych prébach modyfikacji przebiegu gojenia. Jest mato prawdopodobne, aby
nieprawidtowosci procesu odnowy mogty by¢ korygowane za pomoca pojedynczych
czynnikéw. Wyrazne efekty powinno natomiast przynie$¢ sekwencyjne stosowanie
kilku mediatoréw. Konieczne jest wiec dalsze, doktadne poznanie natury, funkcji
mediatoréw i interakcji miedzy nimi.
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FIZJOLOGICZNA ROLA RELAKSYNY
THE PHYSIOLOGICAL ROLE OF RELAXIN

Anita FRANCZAK, Genowefa KOTWICA

Instytut Fizjologii Zwierzat, Akademia Rolniczo-Techniczna, Olsztyn

Streszczenie: W pracy przedstawiono dane o biologicznej roli relaksyny w przebiegu cyklu rujowego,
cigzy, porodu i laktacji. Poréwnano funkcje tego hormonu, regulacje jego syntezy oraz sekrecji, a takze
zebrano dane o wplywie relaksyny na tkanki i narzady oraz o miejscu jej syntezy zaréwno u cztowieka,
jak i réznych gatunkéw zwierzat. Opisano réwniez molekularny mechanizm oddziatywania relaksyny
na tkanke taczna i mieSniéwke gtadka. Zaprezentowano tez, ostatnio odkryty, udziat peptydu w rozwoju
médzgowia i regulacji funkcji sercowo-naczyniowych u szczuréw.

Stowa kluczowe: relaksyna, pecherzykjajnikowy, ciatko zétte, macica, szyjka macicy, spojenie tonowe,
gruczot mlekowy, tkankataczna, tkanka miesniowa.

Summary: The paper presents data on the biological role of relaxin in course of the oestrous cycle,
pregnancy, parturition and lactation. The functions, regulation of the synthesis and secretion of relaxin
have been compared in numerous species including man. Moreover the informations about the influence
of relaxin of different tissues and organs and also about this peptide synthesis sources in the body are
given. Finally, it was described the molecular mechanism of relaxin action on connective tissue and
smooth muscles and involvement of this peptide in brain development and in cardiovascular regulation.

Key words: relaxin, ovarian follicle, corpus luteum, uterus, cervix, pubic symphysis, mammary gland,
connective tissue, smooth muscles.

WSTEP

Relaksyna jest hormonem biatkowym odkrytym przez Hisaw i wsp. w 1926 roku
jako produkt cigzowego ciatka z6ttego. Do lat osiemdziesiatych sadzono, ze relaksyna
jest zwigzana jedynie z okresem poznej cigzy i przez swoje oddziatywanie na mies-
nidwke gtadka macicy, na szyjke macicy oraz na spojenie fonowe przygotowuje drogi
rodne samicy do porodu. Odkrycie innych miejsc biosyntezy relaksyny anizeli ciatko
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z6He ciazowe oraz obserwacja biologicznych wptywow tego peptydu na rézne tkanki
i narzady pozwolito rozszerzy¢ nasza wiedze o jego fizjologicznej roli. Wykazano
przede wszystkim, ze ekspresja genu relaksyny i potranslacyjne przemiany prepro-
hormonu zachodzg w komdrkach $ciany pecherzyka jajnikowego, w komdrkach
lutealnych cyklicznego ciatka zétego oraz w $luzéwce macicy réznych gatunkow
samic. Dane te sugeruja, ze relaksyna moze uczestniczy¢ w regulacji cyklu rujowego.
Przypuszcza sie, ze relaksyna w sposob parakrynny i/lub autokrynny wptywa na
rozwéj pecherzyka jajnikowego i ciatka zottego. Relaksyna uczestniczy tez we
wzroscie oraz rozwoju macicy (wptyw uterotropowy) i gruczotu mlekowego (wptyw
mammotropowy) [16]. Peptyd ten moze takze regulowac ci$nienie krwi i funkcje
sercowo-naczyniowe. Ponadto relaksyne wykryto w plazmie nasienia i stwierdzono,
ze ma ona wptyw na ruchliwo$é plemnikéw [32,63].

Celem niniejszej pracy jest zaprezentowanie danych o biologicznej roli relaksyny
w roznych tkankach i narzadach oraz o komérkowym mechanizmie dziatania tego
hormonu. Wiekszos¢ cytowanych w niniejszej pracy badan, zuwagi na ich powszech-
nos¢, dotyczy Swini. Mniej szczegétowo przedstawiono dane dotyczace innych ga-
tunkdw.

l. MIEJSCA BIOSYNTEZY
I BUDOWA CZASTECZKI RELAKSYNY

Wyniki dotychczasowych badar wskazujg na r6znorodne miejsca wystepowania i
syntezy relaksyny w organizmie samic réznych gatunkow. Obecnosé relaksyny w
tkankach i narzagdach wykrywano metodami immunocytochemicznymi [3,11,29,40]
i metoda radioimmunologiczng [84, 111, 112]. Dodatkowo, w niektérych narzadach
(jajnik, macica, mézg) badano ekspresje genu i potranslacyjne przemiany prohormonu
[13,16,88,140]. Wtabeli 1przedstawiono dane o wystepowaniu relaksyny wréznych
tkankach i narzadach charakterystycznych dla poszczegélnych gatunkéw samic. W
okresie cigzy relaksyna syntetyzowanajest w miejscach, w ktorych odbywa sie takze
produkcja progesteronu podtrzymujacego cigze. | tak ciatko zéte jest gtownym
Zrodtem relaksyny u $win i szczuréw, atozysko u ciezarnych owiec, klaczy, krolikow,
Swinek morskich, kotdw, pséw i chomikéw. U naczelnych jest to ciatko zoke i
dodatkowo tozysko i btona doczesnowa, za$ u krow ciatko zétte i tozysko. Ponadto
ekspresje genu relaksyny stwierdzono podczas cyklu rujowego w jajnikach i w
$luzéwce macicy $wini oraz w niektorych strukturach mézgowia szczura. Dodatkowo,
hormon ten wystepuje w gruczole mlekowym kobiety, Swinki morskiej i psa, w guzach
nowotworowych przewodu pokarmowego cztowieka oraz w prostacie u mezczyzn.
Peptyd homologiczny do relaksyny ssakéw stwierdzono w jajnikach ryb i ptakdw
[109].
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TABELA 1. Wystepowanie relaksyny

Miejsce wystepowania relaksyny

‘ciatko z6tte (*cykliczne, cigzowe), 2ozysko,
luzéwka macicy, 4btona doczesnowa, Sgruczot
mlekowy, 6guzy przewodu pokarmowego, pro-
stata

lpecherzykjajnikowy, 2ciadko z6tte (cykliczne™,
cigzowe), 38luzéwka macicy

‘ciatko z6tte (cigzowe), 2ozysko

:}ajn:r)k, tozysko, 35’quéwka macicy

tozysko

"tozysko, 2luzéwka macicy

‘ciatko zote (cigzowe), 2luzéwka macicy,
3mozg, przedsionki serca

]éluzéwka macicy, 2gruczol mlekowy

tozysko

"tozysko, 2gruczot mlekowy

tozysko
jadra
jajnik

jajnik

jajniki odzottkowane

ciatko z6tte
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Rys. 1. Schemat budowy czasteczki relaksyny (1) i jej homologicznych frakcji (11, 11, 1V) uzyskanych z
ciatka zotego ciezarnej Swini: tancuch A, zawierajacy 22 aminokwasy ( Arg-22Cys) i tancuch B,
sktadajacy sie z 32 aminokwasow (1Gly-32Leu), potaczone dwoma kowalencyjnymi wigzaniami (mostki
disiarczkowe): BI°Cys-A9Cys i B2 Cys-A22Cys; wtancuchu A wystepuje trzecie wigzanie disiarczkowe:
8Cys-13Cys;homologiczne frakcje relaksyny (I1 - CMa’; Il - CMa; IV - CMB) réznig sie dtugoscig
fancucha B (CMa’ - B31, CMa - B29; CMB - B28); ich masa czasteczkowa wynosi ok. 6 kDa, a punkt
izoelektryczny od pH 10,6-10,8; frakcje wykazujg 2,5-3 razy wiekszg aktywnos$¢ biologiczng w
poréwnaniu do $wiatowego standardu relaksyny (Warner-Lambert Porcine Relaxin Reference Standard
W 1164,48E-2103a); aktywnos¢ biologiczng roznych frakeji relaksyny mozna testowaé, badajac po ich
podaniu, zmiany dtugosci spojenia tonowego myszy [117]

Ciatka z6He Swin z okresu poznej cigzy sg gtdwnym Zrodtem, z ktdrego ekstraho-
wanajest relaksyna (ok. 34-38 mg z kg tkanki lutealnej), stuzaca do badan jej budowy
oraz fizjologicznej roli rdwniez u innych gatunkéw (np. u cztowieka, bydia i szczu-
réw) [110].

Relaksyna jest peptydem o masie czasteczkowej 6,3 kDa sktadajacym sie z tancu-
cha A i B, ktore zawierajg odpowiednio 22 i 32 aminokwasy. Oba tancuchy potagczone
sg wigzaniami kowalencyjnymi poprzez dwa mostki disiarczkowe. Trzecie wigzanie
disiarczkowe wystepuje w taricuchu A [61, 104]. Roznice gatunkowe budowy i
biologicznego dziatania relaksyny sg stabo zaznaczone [115]. W badaniach stosuje
sie powszechnie jedng z trzech frakcji relaksyny, izolowanej z ciatka z6ttego ciezarnej
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$wini, oznaczonych jako: CMa’, CMa, CMB. Frakcje réznia sie miedzy sobg dtugo-
Scig tancucha B i wielkoscig punktu izoelektrycznego, ale majg identyczne dziatanie
biologiczne i wiasciwosci immunologiczne [86]. Budowe natywnego hormonu i
trzech homologicznych frakcji relaksyny przedstawiono schematycznie narysunku 1.

Czasteczka relaksyny ma budowe homologiczng do czasteczki insuliny i czynni-
koéw insulino-podobnych (IGF-I, IGF-I1) zaréwno pod wzgledem dtugosci tancu-
chéw, jak i utozenia mostkow disiarczkowych [105]. U gatunkéw nizej zor-
ganizowanych relaksyna i insulina powstaty w wyniku duplikacji tego samego genu
zwigzanego z tym samym chromosomem [115]. W toku ewolucji, w wyniku chromo-
somalnej translokacji doszto do rozdzielenia tych dwdch gendw. Stad u ssakéw gen
kodujacy powstanie insuliny zlokalizowany jest w chromosomie 11, relaksyny zas w
chromosomie 9. U naczelnych gen pierwotny kodujacy synteze relaksyny ulegt
duplikaciji, dlatego tez np. u cztowieka zidentyfikowano dwa geny HI i H2. Ekspresja
genu H2 zachodzi wjajnikach podczas cigzy, natomiast sugeruje sie, ze gen HI moze
kodowacé synteze relaksyny w innych narzadach (tozysko, btona doczesnowa, prosta-
ta). U innych gatunkdw ssakéw nie wystapita duplikacja genu relaksyny, a jego
struktura u $wini i gryzoni odpowiada strukturze genu HI u naczelnych [115].

Relaksynaiinsulina, nalezace do tej samej rodziny hormondw [20,105], wykazuja
tylko 25% sekwencji aminokwasow wspolnych dla obu czasteczek [59]. Determinan-
ty antygenowe relaksyny i insuliny nie sg homologiczne. Relaksyna nie wiaze sig z
receptorami insulinowymi, receptorami insulino-podobnego czynnika wzrostu (IGF-
1), ani przeciwciatami insulinowymi [87]. Réwniez insulina nie wykazuje powino-
wactwa do przeciwciat relaksynowych [48,100].

Czasteczkarelaksyny nie zawieratyrozyny i histydyny - aminokwasow, do ktérych
przytaczajg sie atomy radioaktywnego jodu (125J) w czasie znakowania hormonu,
dlatego do oznaczen radioimmunologicznych uzywa sie homologicznego koniugatu
NaAlformyl tyrosyl relaksyne [107,111]. Preparat ten otrzymywany jest w drodze
modyfikacji fafcucha A czasteczki relaksyny; zachowuje on wasciwosci immunolo-
giczne i biologiczne natywnego hormonu.

Wyniki badan, w ktérych stosowano modyfikacje r6znych aminokwaséw w tan-
cuchu A czasteczki relaksyny, wskazuja, iz zmiany w obrebie argininy powodujg
niemalze catkowite zniesienie aktywnosci biologicznej hormonu. Przypuszcza sig, ze
arginina bierze udziat w interakcji relaksyny ze swoim receptorem molekularnym [8,
108].

Biologiczna synteza relaksyny przebiega w Kilku etapach [44]. Pierwszym produ-
ktem translacji mRNA jest pojedynczy tafcuch prekursorowy (pre-pro-relaksyna m.
cz. 23 kDa), w ktérym wystepuje peptyd tgczacy potozony pomiedzy C-koricowym
fragmentem tancucha B i N-koncowym fragmentem tancucha A. Dodatkowo do
N-koricowego fragmentu faincucha B przylega peptyd sygnatowy (peptyd S). W
drugim etapie odtgczany jest peptyd sygnatowy i powstaje prorelaksyna (m. cz. 20
kDa). Po odlaczeniu za$ tancucha 104 aminokwasow, czyli peptydu tgczgcego,
powstaje czgsteczka immunoreaktywnej relaksyny (m. cz. 6,3 kDa). Budowe pre-mR-
NA i przebieg potranslacyjnej przemiany preprohormonu przedstawiono schematy-
cznie na rysunku 2.
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Rys. 2. Schemat ilustrujacy przeptyw informacji z genomowego DNA relaksyny, powstanie preprorela-

ksyny i jej potranslacyjne przemiany: liczby 75,96, 40, 272,72 oznaczajg liczbe par zasad pre-mRNA

i MRNA; symbole: S - peptyd sygnatowy, B - faiicuch B czasteczki relaksyny, C- peptyd faczacy,
A - tancuch A czasteczki relaksyny

1. SEKRECJA | ROLA RELAKSYNY
PODCZAS CYKLU RUJOWEGO, CIAZY, PORODU | LAKTACIJI

Cykl rujowy - faza pecherzykowa

Odkrycie w 1980 roku przez Bryant-Greenwood immunoreaktywnej relaksyny
zarowno w plynie pecherzykéw jajnikowych Swini, jak i w Scianie pecherzyka
sugerowato lokalng biosynteze i mozliwos¢ oddziatywania biologicznego tego pep-
tydu w pecherzyku jajnikowym [21,75]. Sugestie te zostaty potwierdzone przez
wyniki badan immunocytochemicznych u réznych gatunkdw, jak i w warunkach in
vitro, w ktérych hodowano komaérki pecherzyka jajnikowego [10, 21, 34]. Gééwnym
miejscem syntezy relaksyny w rosnacych pecherzykach jajnikowych $win, az do fazy
pecherzyka przedowulacyjnego, sg komorki ostonki wewnetrznej. Stosujac analize
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Northern biot i hybrydyzacje in situ wykazano, ze ekspresja genu relaksyny odbywa
sie w komorkach ostonki wewnetrznej, anie w komorkach warstwy ziarnistej podczas
wzrostu pecherzyka az do fazy przedowulacyjnej [13]. R6wniez rozmieszczenie i
odpowiednia koncentracja mRNA relaksyny w komérkach tekalnych skorelowana
jest z produkcjg relaksyny in vitro [10, 15, 34]. Z kolei komoérki warstwy ziarnistej
rozpoczynajg biosynteze relaksyny wtedy, gdy pecherzyk przedowulacyjny poddany
bedzie wptywom hormonu luteinizujgcego. W warunkach in vitro komaorki warstwy
ziarnistej z duzych pecherzykow jajnikowych $win wykazywaty obecnos$é niewiel-
kich ilosci mMRNA relaksyny oraz produkowaty ten hormon po dodaniu LH do hodowli
komoérek [33, 74]. Relaksyna wystepuje w ulegajacych luteinizacji komoérkach ziar-
nistych przedowulacyjnego pecherzyka kobiet [42, 138] i $win [11]. Tak wiec lutei-
nizacja komorek warstwy ziarnistej, wywotana przedowulacyjnym wyrzutem LH, jest
niezbedna do aktywacji ekspresji genu relaksyny w tych komdrkach i do jej produkcji.
Podsumowujgac, pochodzenie relaksyny w pecherzyku jajnikowym jest zroznicowane
i zalezne od stopnia dojrzatosci pecherzykajajnikowego: komérki tekalne syntetyzujg
relaksyne w okresie wzrostu i rozwoju pecherzyka, a komorki warstwy ziarnistej
produkuja peptyd w okresie okotoowulacyjnym.

Podczas fazy pecherzykowej cyklu rujowego relaksyna pobudza wzrost i rozwgj
pecherzykow jajnikowych [16, 22]. Bierze udziat takze w procesie owulacji. Mecha-
nizm dziatania relaksyny w tej fazie polega na stymulowaniu proliferacji komérek
Scianki pecherzykajajnikowego oraz najej degradacyjnym wptywie na tkanke tagczng
[15]. Relaksyna produkowana przez komarki ostonki wewnetrznej lokalnie oddzia-
tuje na te same komorki (funkcja autokrynna) oraz na sasiadujace komarki warstwy
ziarnistej i komorki ostonki zewnetrznej (funkcja parakrynna). Autokrynne dziatanie
relaksyny pobudza proliferacje komdrek ostonki wewnetrznej. Efektem dziatania
parakrynnego relaksyny na komdrki warstwy ziarnistej moze by¢ takze wzmozenie
podziatu tych komdrek. Zwiekszong, zalezng od dawki peptydu, proliferacje komorek
ziarnistych pobranych z matych pecherzykow jajnikowych $win, wykazano w warun-
kach in vitro [139, 141]. Wzrost ten byt skorelowany ze zwiekszeniem wigczania

H-tymidyny wfaricuch DNA w komérkach granulozy. Relaksynapobudzata réwniez
synteze DNA w komdrkach ziarnistych pochodzacych ze $rednich i duzych pecherzy-
kow jajnikowych swin [139,141].

Wptyw relaksyny na tkanke tgczng moze by¢ bezposredni - na widkna kolagenu
wystepujace w ostonce zewnetrznej i ostonce biatawej lub posredni przez aktywacije
enzyméw zawartych w komoérkach warstwy ziarnistej (funkcja parakrynna), ktére
rozluzniajg widkna kolagenu [16, 22]. Pobudzenie przez relaksyne wystepujacego w
komorkach warstwy ziarnistej aktywatora plazminogenu (PA), przeksztatca plazmi-
nogen w plazmine. Plazmina aktywuje z kolei kolagenaze, ktéra degraduje wiékna
kolagenu obecne w $cianie pecherzyka jajnikowego. Aktywno$¢ PA zwieksza sie
trzykrotnie w komdrkach warstwy ziarnistej pochodzacych z duzych pecherzykéw
jajnikowych i hodowanych w warunkach in vitro w ciggu 24 h [15]. Dodanie FSH w
potaczeniu z relaksyng do medium inkubacyjnego wzmaga aktywnos¢ PA w komor-
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kach ziarnistych, pobranych zaréwno z matych jak i duzych pecherzykéw. Ta wiasci-
wos¢ wykorzystywanajest podczas wzrostu i rozwoju pecherzyka oraz jego owulacji
[93].

Podsumowujac, relaksyna podczas fazy pecherzykowej cyklu pobudzajac prolife-
racje komorek warstwy ziarnistej i komdrek tekalnych umozliwia wzrost i rozwdj
pecherzykéw jajnikowych. Ponadto, relaksyna bierze udziat w przemodelowaniu
Sciany pecherzykajajnikowego, wzmagajgc degradacje wiokien kolagenu zaréwno w
czasie wzrostu pecherzyka, jak i w okresie przedowulacyjnym. Pobudzenie syntezy
relaksyny przed owulacjg umozliwia przygotowanie scianki pecherzyka do owulacji,
a wiec relaksyna posrednio warunkuje czas i przebieg owulacji [93]. Jednakze do tej
pory brak wynikéw badan dotyczacych receptoréw relaksynowych w pecherzyku
jajnikowym.

Cykl rujowy - faza lutealna

Obecnos¢ relaksyny w komorkach tworzacego sie ciatka zo6ttego $wini wykazano
przy uzyciu metody immunocytochemicznej [3,11,29,40]. Badano rowniez ekspresje
genu relaksyny w komdrkach lutealnych w réznych dniach cyklu rujowego [12].
Koncentracja relaksyny w ciatku zéttym jest bardzo mata do 3 dnia cyklu i wzrasta
stopniowo od 7 dnia, osiggajac maksymalne stezenie miedzy 11 a 15 dniem cyklu
rujowego, wynoszace 1-3 (ig/g tkanki lutealnej [3]. Po 15 dniu cyklu stezenie
relaksyny w komorkach lutealnych stopniowo obniza sie, aniewielkie ilosci hormonu
obserwowano jeszcze 18 dnia cyklu. Miedzy 19 i 21 dniem cyklu relaksyna nie
wystepuje w tkance lutealnej [3, 11, 29]. Tak wiec cykliczne ciatko z6te Swini
produkuje relaksyne w rosnacych koncentracjach w miare swojego rozwoju, ale
produkcja hormonu zanika, gdy ciatko z6He ulega regresji. Dla poréwnania zawar-
tos¢ hormonu podczas poznej cigzy jest wielokrotnie wieksza (300 [ig/g tkanki
lutealnej) [11, 29,40].

Badajac populacje matych i duzych komorek lutealnych izolowanych z ciatka
z06tego Swini wykazano, ze zmienia sig nie tylko ilo$¢ syntetyzowanego hormonu, ale
réwniez miejsce jego biosyntezy. W czasie formowania sie ciatka zéttego (wczesna
faza lutealna) synteza relaksyny odbywa sie w matych komérkach lutealnych pocho-
dzenia tekalnego. W rozwinietym ciatku zéttym (Srodkowa faza lutealna) nastepuje
zmiana miejsca biosyntezy hormonu z matych komérek na duze komorki lutealne
(pochodzace z komorek warstwy ziarnistej). Takie “przetgczenie” obserwowano
miedzy 11 a 14 dniem cyklu i towarzyszyt mu wzrost intensywnosci produkcji
relaksyny [29]. Jednakze czynniki warunkujgce rozpoczecie biosyntezy relaksyny w
duzych komorkach lutealnych sa nieznane. Brak regresji ciatka zéttego powodowat
dodatkowe nasilenie syntezy relaksyny w duzych komérkach lutealnych.

Ekspresja genu relaksyny w cyklicznym ciatku z6ttym narasta wraz zjego rozwo-
jem i jest rdwnolegta do zmian stezenia hormonu podczas cyklu rujowego [12].
Spadek ilosci mMRNA relaksyny obserwowano w czasie, gdy ciatko z6te ulegato
regresji. Ponadto, stwierdzono, ze produkt transkrypcji genu relaksyny do okoto 9
dnia cyklu rujowego byt zwigzany z matymi komorkami lutealnymi. Po tym okresie
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(od 10 dnia) mRNA relaksyny wystgpito po raz pierwszy w duzych komoérkach
lutealnych [17]. Podsumowujac, wykazano, ze wytacznie mate komérki lutealne
syntetyzuja relaksyne w mtodym ciatku zéttym. Tak wiec komorki tekalne utrzymuja
swoja zdolnos¢ do ekspresji genu relaksyny w czasie luteinizacji. Z kolei ulegajace
luteinizacji komorki warstwy ziarnistej, ktore przeksztatcajg sie w duze komorki
lutealne, tracg zdolno$¢ do syntezy relaksyny we wczesnej fazie lutealnej, a uzyskujg
ja w Srodkowej fazie lutealnej. Witasciwos$¢ ta wiaze sie z gwattownym wzrostem
stezenia relaksyny w tkance lutealnej.

Badania sekrecji relaksyny u $win sg nieliczne. Wyniki doswiadczen Messine i
wsp. [78], opracowanejedynie w formie komunikatu, wskazujgnawzrostkoncentracji
relaksyny we krwi obwodowej wraz z rozwojem ciatka z6tego u $win. Stezenie
hormonu wahato sie od okoto 0,1 ng/ml sz6stego dnia cyklu do okoto 0,6 ng/ml 15-16
dnia cyklu. Po luteolizie nie wykrywano relaksyny we krwi obwodowej. W innych
badaniach wykazano, ze sekrecja relaksyny w czasie p6znej fazy lutealnej u Swin
przebiegata w sposéb podobny do sekrecji progesteronu [69]. Koncentracja relaksyny
we krwi zyty maciczno-jajnikowej byta skorelowana z poziomem progesteronu i
czasem luteolizy. Stwierdzono, ze Srednie stezenie relaksyny byto wyzsze w zyle
maciczno-jajnikowej (1,6+0,07 ng/ml) w poréwnaniu z koncentracjg hormonu w zyle
szyjnej zewnetrznej (0,6+0,1 ng/ml). Potwierdzatojajnikowe pochodzenie relaksyny.
Stezenie hormonu w obu naczyniach obnizato sie pomiedzy 14 a 17 dniem cyklu.
Przypuszcza sig, ze relaksyna tgcznie z progesteronem w czasie fazy lutealnej cyklu
rujowego $win hamuje spontaniczne skurcze miesniéwki macicy [31] oraz pobudza
wzrost $luzéwki macicy [43]. Sugeruje sie rowniez mozliwo$¢ dziatania relaksyny na
rozwoj ciatka zottego, ale nie mabezposrednich dowodéw nato, iz relaksyna pobudza
proliferacje komorek lutealnych. By¢é moze angiogeniczne whasciwosci relaksyny sa
wykorzystywane podczas wzrostu ciatka zétego [128].

Ostatnio odkryto, ze rowniez sluzéwka macicy swiri moze by¢é miejscem lokalnej
biosyntezy relaksyny [2, 140]. Wskazuje to na szczegdlne znaczenie hormonu w
rozwoju tej tkanki. Stwierdzono ekspresje genu relaksyny w sluzdwce macicy miedzy
10 a 20 dniem cyklu [68].

Regulacja sekrecji relaksyny podczas fazy lutealnej cyklu rujowego jest nieznana.
Badano jedynie wptyw prostaglandyny Fax (PGF2x) na wydzielanie relaksyny, uzy-
skujgc zrdznicowane wyniki w zaleznosci od dawki i sposobu podania PGF2x
Wykazano, iz iniekcje PGF2Zx 13-15 dnia cyklu rujowego do tetnicy jajnikowej w
ilosci 100 |ig nie uwalniaty relaksyny z ciatka zdttego [14]. Jednakze domig$niowa,
luteolityczna dawka analogu PGF2a (Estrumate, 500 |ig) spowodowata krotkotrwaty
(20 min) wzrost stezenia relaksyny w zyle maciczno-jajnikowej $wif 13 dnia cyklu
rujowego [70]. Dalszych badan wymaga wyjasnienie regulacji sekrecji relaksyny oraz
jej powigzania z oksytocyng jajnikowg i hormonami steroidowymi podczas cyklu
rujowego $win.
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Cigza i poraod

Podczas cigzy i porodu u réznych gatunkéw samic relaksyna wykazuje szeroki
zakres oddziatywania fizjologicznego, a jej biosynteza i sekrecja w tym okresie jest
gatunkowo zréznicowana (tab. 1).

Swinie - cigza

Gtéwnym zrédtem i miejscem akumulowania biologicznie aktywnej relaksyny u
Swin jest ciatko zote ciazowe [29]. Tkanka lutealna syntetyzuje relaksyne podczas
calej cigzy, agranule sekrecyjne bedgce miejscem magazynowania peptydu sg dobrze
widoczne wtym okresie [6,18,40,64]. Wykazano takze, iz nabtonek powierzchniowy
btony Sluzowej macicy podczas wczesnej cigzy (do okoto 42 dnia) moze syntetyzowac
relaksyne, ale w mniejszej koncentracji niz ciatko z6te [68]. Obecnos¢ zarodkéw w
rogach macicy ciezarnej $wini w okresie miedzy 12 a 14 dniem cigzy powoduje
gwaktowny wzrost syntezy relaksyny w ciatku zéttym [29]. Heap i wsp. [53] sugeruja,
ze estrogeny produkowane i wydzielane przez blastocyste moga przyczynié sie do
zwiekszenia biosyntezy tego peptydu. Koncentracja relaksyny w ciatku zottym swin,
niska podczas pierwszych dni cigzy, wzrasta okoto stukrotnie, osiggajgc maksymalne
wartosci (300 |ig/g tkanki lutealnej) w czasie poznej cigzy (105-110 dzien). Zmiany
stezenia relaksyny w tkance lutealnej sg réwnolegte do danych o ekspresji genu
relaksyny. Niskie stezenie mMRNA relaksyny w ciatku zottym Swini w fazie lutealnej
cyklu rujowego wzrasta w czasie cigzy [12]. Dla przyktadu ilos¢ mMRNA relaksyny w
tkance lutealnej 40 dnia cigzy przewyzszata 50-krotnie wartosci obserwowane 13 dnia
cyklu rujowego [12]. Ekspresja genu relaksyny wzrasta 16 dnia cigzy i utrzymuje sie
na maksymalnym poziomie do 65 dnia [73]. Wiadomo, ze wzrost ekspresji genu wiagze
sie z procesem translacji, powstaniem prekursorowego biatka i objawia sie dramaty-
cznym wzrostem zawarto$ci immunoreaktywnej relaksyny w cigzowym ciatku z61-
tym [29].

Stezenie relaksyny we krwi obwodowej ciezarnych $wiri zmienia sie w zaleznosci
od stopnia zaawansowania cigzy [112]. Obserwowano niskie koncentracje hormonu
(2 ng/ml) w czasie pierwszych 100 dni cigzy i stopniowy wzrost poziomu peptydu do
okoto 12 ng/ml na 3 dni przed porodem. Gwattowne zwiekszenie stezenia relaksyny
wynoszace 145-200 ng/ml wystgpito okoto 14 h przed porodem. Maksymalnym
wyrzutom relaksyny towarzyszyt wzrost stezenia prolaktyny i gwaltowny spadek
poziomu progesteronu [114,123].

Czynnikami, ktére moga pobudzac synteze relaksyny i synchroniczne wydzielanie
relaksyny i progesteronu z tkanki lutealnej podczas cigzy, moga by¢ LH, prolaktyna
i IGF-1 [7, 37, 54, 72, 113, 125, 134].

Rola relaksyny podczas cigzy u $win jest wielostronna [116]. Gwattowny wzrost
ekspresji genu relaksyny ibiosyntezy hormonu w okresie 12-14 dnia po zaptodnieniu
oraz sugerowany stymulujacy wplyw estrogenow blastocysty na produkcje relaksyny
wskazuja, ze relaksyna tgcznie z estrogenami zarodkowymi moze uczestniczy¢ w
procesie matczynego rozpoznania cigzy i ochronie ciatka z6ttego przed luteoliza.
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Jednakze brakuje bezposrednich dowoddw na takie dziatanie relaksyny, a iniekcje
relaksyny w dniach od 6 do 11 po zaptodnieniu loszek, nie spowodowaty zmian w
sekrecji czynnika luteolitycznego (PGF2a) u badanych zwierzat [43].

We weczesnej ciazy u $win relaksyna moze zwieksza¢ objetos¢, mase i obwdd
macicy [43]. Egzogenna retaksyna (0,5 mg podawana co 6 h od 6 do 11 dnia po
zaptodnieniu) powodowata wzrost macicy. Pod wptywem relaksyny wystgpito zwie-
kszone zatrzymywanie H20 przez komorki macicy, ale nie obserwowano proliferacji
komorek. Hypertroficzne oddziatywanie relaksyny na macice wzmagane jest przez
estrogeny, ktore moga pobudza¢ koncentracje receptorow relaksynowych w macicy
[50, 77]. Relaksyna lokalnie produkowana w $luzéwce macicy uczestniczy nie tylko
w powiekszaniu rozmiar6éw macicy, ale wspdtdziatajac z estrogenami wydzielanymi
przez zarodki, utatwia proces zagniezdzenia i wytworzenia tozyska [68].

Kolejne znaczenie fizjologiczne relaksyny dotyczy jej udziatu w hamowaniu
aktywnosci skurczowej migsni gtadkich macicy ciezarnych $win [95]. Relaksyna w
ten sposob zapobiega przedwczesnemu porodowi. Ta funkcja relaksyny nabiera
szczegblnego znaczenia w okresie przedporodowym podczas spadku poziomu proge-
steronu, wowczas gdy miesnidwka macicy moze kurczy¢ sie spontanicznie. Relaksy-
naobniza czestotliwo$é skurczow, nie wptywajac naich amplitude [96]. W warunkach
in vitro relaksyna hamowata spontaniczne skurcze miesnidéwki ciezarnych swin, ale
nie zapobiegata skurczom wywotanym przez oksytocyne, prostaglandyne E2i F2a
[99].

Podczas cigzy wystepuje tez oddziatywanie relaksyny na gruczot mlekowy [16].
Hormon pobudza wzrost gruczotu, rozluznia widkna kolagenowe tkanki tgcznej oraz
powoduje wzrost zawartosci H20. U owariektomizowanych, ciezarnych $win, u
ktorych cigze utrzymywano podajac egzogenny progesteron, relaksyna stymulowata
synteze DNA gruczotu mlekowego, wptywata na wzrost zrazikowo-pecherzykowy,
natomiast ograniczata rozwoj wyscidtki thuszczowej [57].

Podobne oddziatywanie relaksyny na gruczot mlekowy synergistyczne z estradio-
lem i progesteronem stwierdzono u ciezarnych loszek [57, 68,137]. Hall i wsp. [49]
wykazali uterotropowy wptyw relaksyny polegajacy na zwigkszeniu zawartosci H20,
biatka i DNA podczas rozwoju macicy réwniez u niedojrzatych ptciowo loszek.
Vasilienko [128] sugeruje, ze zmiany w obrebie macicy stymulowane sg wzrostem
unaczynienia narzadu i w konsekwencji zwiekszeniem przeptywu krwi, co umozliwia
lepsze odzywienie narzadu.

Swinie - poréd

Dynamiczne zmiany stezenia relaksyny we krwi obwodowej pojawiajg sie na 1-2
dni przed porodem. Wystepujg wtedy 2 lub 3 wyrzuty hormonu, trwajace 10-20 h i
osiggajace wartosci 60-250 ng/ml [66, 114]. W dniu porodu koncentracja hormonu
we krwi zyty maciczno-jajnikowej waha sie od 10-50 ng/ml, a obniza sie stopniowo
w miare wydalania kolejnych ptodoéw [123]. Pierwszego dnia po porodzie koncentra-
cja hormonu jest bardzo niska (1 ng/ml). Wyrzutom relaksyny towarzyszy wzrost
sekrecji estradiolu i prolaktyny oraz obnizajgce sie stezenie progesteronu [65,66,123].
Podczas spontanicznego porodu u $wifi wykazano asynchroniczng sekrecje relaksyny
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i progesteronu z ciatek z6ttych [123]. Uwaza sie, ze wystepowanie przedporodowych
wyrzutéw relaksyny jest precyzyjnie okreslone, niezalezne od kontroli ptodu lub
macicy [36]. Jednakze wielko$¢ i czas trwania tych wyrzutéw moga by¢ zwiekszane
pod wptywem LH, prolaktyny i IGF-I [35, 37, 54].

Wykazano, ze u $win relaksyna moze regulowac szybkos¢ przebiegu porodu dzieki
hamujacemu dziataniu na aktywnos$¢ motoryczng miesniéwki macicy [131]. Funkcja
unieruchamiania macicy przez relaksyne odgrywa wazng role w okresie okotoporo-
dowym, kiedy rozpoczyna sie obnizanie stezenia progesteronu we krwi, ale akcja
porodowa jeszcze sie nie rozpoczeta [131]. Stwierdzono, ze u $win, u ktérych
obserwowano wyzsza amplitude okotoporodowych wyrzutdéw relaksyny, przerwy
miedzy wydalaniem poszczeg6lnych ptodow byty dtuzsze [130]. Nie spowodowato
to jednak obnizenia przezywalnosci noworodkéw. U szczuréw wykazano, ze relaksy-
na moze zapobiega¢ przedwczesnemu uwalnianiu oksytocyny z nerwowej czesci
przysadki [124]. Jednakze nie ma dowoddéw na podobne oddziatywania relaksyny u
$win. Zastosowanie egzogennej relaksyny w okresie okotoporodowym u $win dato
odmienne, do cytowanych wyzej, wyniki. Podanie domie$niowo 600 U/dzien relaksy-
ny lochom 107 lub 109 dnia cigzy powodowato przedwczesne rozluznienie szyjkKi
macicy, skrécenie czasu od poczatku akcji porodowej do urodzenia pierwszego
noworodka, zmniejszenie czasu trwania porodu wszystkich noworodkéw. Nie obser-
wowano obnizenia stezenia progesteronu po egzogennej relaksynie [67].

Krowy - cigza i porod

Zrodtem relaksyny podczas cigzy u krow sa duze komorki lutealne ciatka z6ttego
oraz tozysko (tab. 1). Koncentracja relaksyny we krwi obwodowej wzrasta w pier-
wszych dniach cigzy iutrzymuje sie na tym samym poziomie (<0,2 ng/ml) do okresu
pézZnej cigzy. Jeden dzien przed porodem stezenie relaksyny wynosi 0,2 ng/ml, a w
dniu porodu 0,8 ng/ml. W ciggu kilku dni po porodzie stezenie relaksyny znacznie sie
obniza[5,9,38,79,80,81,82,115].Nie madanych wskazujgcych na obecnos¢ granul
sekrecyjnych zawierajacych relaksyne w tkance lutealnej krow, a ekstrakty tej tkanki
zawieraly niskie ilosci relaksyny [5,38]. Lozysko u kréw produkuje rowniez niewiel-
kie ilosci relaksyny [5, 38].

Wskazuje sie na rézne mozliwosci zastosowania relaksyny w okresie okotoporo-
dowym u kréw w celu utatwienia przebiegu porodu i profilaktycznie dla zapobiezenia
komplikacjom poporodowym [79]. Farmakologiczne dawki relaksyny (3000 U, co
odpowiada 1 mg relaksyny) podawane domiesniowo lub do szyjki macicy, 5 dni przed
spontanicznym porodem, powodowaly podwyzszenie stezenia hormonu we krwi
obwodowej jatéwek do 21 ng/ml w ciggu 1 h po podaniu. Wysokie stezenie, przekra-
czajace 40-krotnie poziom endogennej relaksyny, utrzymywato sie kilka godzin. W
tym samym czasie, u zwierzat kontrolnych stezenie hormonu nie przekraczato 0,5
ng/ml. U jatéwek otrzymujacych relaksyne obserwowano przyspieszenie porodu o 3
dni, nie wystepowato zatrzymanie tozyska i inne komplikacje poporodowe. Obserwo-
wano rozszerzenie szyjki macicy i rozluznienie spojenia tonowego [79]. Profile
progesteronu i estrogendw byty podobne, jak w czasie porodu spontanicznego. Z kolei
podanie farmakologicznej dawki relaksyny tgcznie z analogiem PGF2a i deksameta-
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zonem na 10 dni przed spodziewanym porodem spowodowato u jatowek spadek
sekrecji progesteronu w ciggu 90 min [80]. Towarzyszyt temu wzrost biosyntezy
estrogenow w tozysku. Rdwniez dwie domiesniowe iniekcje relaksyny przed sponta-
nicznym porodem przyspieszaty czas wycielenia, powodowaty spadek progesteronu,
rozluznienie spojenia tonowego i drég rodnych i nie obserwowano komplikacji
poporodowych [9].

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze dawka egzogennej relaksyny moze nie mie¢ wptywu
na przyspieszenie i utatwienie porodu. Wyniki badan Caldwella [27] wskazuja, ze
nizsze dawki relaksyny, powodujace 15-krotne podwyzszenie stezenia hormonu we
krwi nie wywotujg pozytywnych zmian w przebiegu porodu. Dopiero dawki, ktore
40-krotnie podwyzszajg stezenie hormonu, majg wptyw pozytywny.

Owce

Niskie stezenie immunoreaktywnej relaksyny znaleziono w tozysku, $luzéwce
macicy i tkance lutealnej (0,05-11,00 ng/g tkanki lutealnej) owiec od 21 dnia cigzy
do momentu porodu [102, 129]. Nie obserwowano drastycznych zmian stezenia
relaksyny w czasie cigzy. Do 149 dnia wynosito ono okoto 0,2 ng/ml. Najwyzsze
koncentracje hormonu (0,6-3,9 ng/ml) wystepowaty 4-5 dni przed porodem (149-150
dnia cigzy), a wiec przedporodowe wyrzuty relaksyny pojawiaty sie wczesniej niz u
swin, krow i klaczy. Cztery dni przed porodem i w dniu porodu poziom relaksyny byt
niski (0,5 ng/ml) i towarzyszyto mu obnizenie produkcji progesteronu [45].

Klacze

U klaczy gtéwnym i prawdopodobnie jedynym zrodtem relaksyny jest tozysko,
jednakze nie magazynuje ono relaksyny tak jak ciatko zéte swin [120,121]. Stezenie
relaksyny we krwi obwodowej klaczy wynosito ponizej 10 ng/ml w ciggu pierwszych
80 dni cigzy i wzrastato do 50-80 ng/ml pomiedzy 150-180 dniem cigzy. Obnizenie
stezenia relaksyny wystepuje ponownie w ciggu kolejnych 60 dni cigzy, a wzrost, do
60-100 ng/ml, tuz przed wyZrebieniem. Wyrzut relaksyny ma miejsce tuz przed
porodem, osigga warto$¢ maksymalng krétko po porodzie i spada w czasie odejscia
tozyska [119].

Laktacja

Dane u szczurzyc w okresie laktacji wskazuja, ze relaksyna moze wptywaé na
funkcje podwzgorza i przysadki mézgowej. W czasie poznej cigzy i w okresie laktacji
u szczurzyc relaksyna hamowata uwalnianie OT prawdopodobnie poprzez system
endogennych opioidéw [62, 85, 132]. Jednakze wyniki prac dotyczacych wptywu
relaksyny na przebieg laktacji u $win i krow dostarczajg odmiennych danych. W czasie
laktacji u $win dozylne iniekcje relaksyny (1,5-3 ng) nie powodowaty zmian w ilosci
uwalnianej OT w czasie ssania [56]. Podobnie, nie obserwowano zmian w koncentra-
cji relaksyny po iniekcjach OT oraz w czasie ssania. Nie wiadomo, czy u $win
relaksyna wydzielana jest podczas laktacji. Obserwowano bowiem niskie stezenie,
albo w ogole brak relaksyny we krwi loch w tym okresie [66, 97, 98]. Biorac pod
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uwage fakt, ze gtéwnym Zrddiem relaksyny u $win jest ciatko z6tte, to po porodzie
zawiera ono bardzo mate ilosci relaksyny [4, 66]. Wykazano tez, ze metabolizm
relaksyny w czasie laktacji jest bardzo aktywny, a p6tokres trwania hormonu wynosi
w tym czasie 20 s [133], podczas gdy dla relaksyny $wir nie bedacych w okresie
laktacji- 60 minut [114]. Istniejg przestanki, ze u $win po porodzie zrodtem relaksyny
moze by¢ macica [2]. Podobne watpliwosci dotycza syntezy i roli relaksyny podczas
laktacji u kréw, u ktorych obserwuje sie matg zawartos¢ relaksyny w ciatku zéttym w
okresie pdznej cigzy [38]. Brak réwniez danych o granulach sekrecyjnych u krow w
okresie laktacji.

1. WPLYW RELAKSYNY NA SZYJKE MACICY,
SPOJENIE £tONOWE | MIESNIOWKE MACICY

WPLYW NA SZYJKE MACICY | SPOJENIE £ONOWE

Szyjka macicy Swin zawiera receptory dla relaksyny [77], a przedporodowe
wyrzuty relaksyny powodujg wzrost rozluznienia szyjki macicy i tkanki facznej
spojenia tonowego [51, 115]. Towarzyszy temu wzrost zawartosci H20 i depolime-
ryzacja glikoproteidéw [67]. U krow podanie relaksyny do szyjki macicy 276 lub 278
dnia cigzy powoduje jej rozluznienie w ciggu 8-12 godzin po iniekcji [79].

Molekularny mechanizm zmian pod wptywem relaksyny, obserwowanych w szyj-
ce macicy i spojeniu tonowym zwigzany jest z kolagenem i proteoglikanami tkanki
facznej. Wykazano wptyw relaksyny na 3 enzymy, ktére moga zmieniaé¢ wiasciwosci
tkanki tacznej. Stwierdzono, ze relaksyna wraz z LH/FSH aktywuje aktywator pla-
zminogenu (PA), kolagenaze, proteoglikanaze - enzymy oddziatujgce na plazmino-
gen i przeksztatcajace go w plazmine. Plazmina aktywuje kolagenaze, ktéra powoduje
degradacje kolagenu [136]. U kobiet obserwuje sie zwiekszenie koncentracji CAMP
w szyjce macicy po inkubacji jej skrawkow z relaksyng oraz hamowanie wigczania

H-proliny do komdrek szyjki macicy [83]. Wiadomo, ze receptory relaksyny sa
obecne w tkance tacznej szyjki macicy, a w oddziatywaniu relaksyny z receptorami
posredniczy kinaza biatkowa zalezna od cAMP [30,55]. Nastepujgce pod koniec cigzy
przerwanie zrebu widkien kolagenowych szyjki macicy jest rezultatem zmian w
metabolizmie kolagenu. Obserwuje sie wzrost zawartosci wody i kwasu hialuronido-
wego w szyjce macicy po iniekcji relaksyny. Elastyczno$¢ i rozszerzalno$¢ szyjki
macicy jest rezultatem rozluZnienia struktury kolagenu oraz potgczen dermatyny i
siarczanu chondroityny [58]. Oddziatywanie relaksyny na wiékna kolagenowe szyjki
macicy i spojenia tonowego odbywa sie wiec poprzez dezintegracje kolagenu i
proteoglikandw [94, 95,106, 128].
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WPLYW NA MIESNIOWKE MACICY

Wiadomo, ze relaksyna jest rowniez regulatorem aktywnosci skurczowej mies-
niowki macicy w czasie cyklu rujowego i cigzy [31]. Znany jest molekularny mecha-
nizm hamowania skurczéw miesniéwki macicy przez relaksyne. Moze on przebiegaé
dwiema drogami:

>* Potgczenie relaksyny ze swoistym receptorem btonowym powoduje wzrost
CAMP, ktdry jest drugim przekaznikiem wewnatrzkomorkowym i przyczynia sie do
aktywacji kinazy biatkowej A. Enzym ten katalizuje fosforylacje podjednostki enzy-
mu kinazy tancuchow lekkich miozyny (MLCK). Fosforylacja MLCK redukuje
potaczenie kompleksu MLCK-Ca-kalmodulina, powstaje nieaktywny kompleks
MLCK-P, spada aktywno$¢ ATP-azy aktomiozynowej, co prowadzi do relaksacji
macicy [30].

>m Otwarcie kanatow K+ (hiperpolaryzacja), zamkniecie kanatow Ca+2, zmniej-
szenie stezenia Ca+2, akumulacja difosfoinozytolu i trifosfoinozytolu [30].

IV. FIZJOLOGICZNE ZNACZENIE RELAKSYNY
NIE ZWIAZANE Z UKELADEM ROZRODCZYM

W ostatnich latach wykazano, ze fizjologiczna rola relaksyny wigze sie nie tylko z
uktadem rozrodczym. Istniejg dowody, ze relaksyna moze by¢ produkowana réwniez
w prostacie u $win [63]. Stwierdzono, ze relaksyna dodana do plazmy nasienia
poprawia mchliwos¢ plemnikéw woéwczas, gdy jest ona obnizona. Nie stwierdzono
jednak jej wptywu na normalna, fizjologiczng ruchliwos¢ plemnikéw [91].

Relaksyna moze by¢ tez wydzielana do mleka [26]. Przypuszcza sie, ze jest ona
produkowana przez gruczot mlekowy u ludzi [26], swinek morskich [92] i psow [486].

Przy uzyciu hybrydyzacji in situ odkryto mRNA relaksyny w mdzgu szczuréw
(obszar hipokampa, kory nowej, jadra opuszki wechowej, blaszki pokrywy, kory
gruszkowatej) [88, 89]. Badania nad rozwojem osobniczym szczuréw wykazaty, ze
mRNA relaksyny jest obecny w mézgu pierwszego dnia po urodzeniu, podczas gdy
receptory relaksyny nie pojawiajg do okoto 7 dnia po urodzeniu. Wzrost ilosci
receptoréw miedzy 7 i 29 dniem rozwoju postnatalnego, sugeruje udziat relaksyny w
procesie dojrzewania mdzgu.

Jakkolwiek mRNA relaksyny jest nieoznaczalne w tkance miesnia sercowego, to
wysoki poziom receptoréw dla relaksyny wykryto w przedsionku serca szczurow w
pierwszej dobie po urodzeniu. Ta ilo$¢ receptoréw utrzymuje sie na podobnym
poziomie w okresie rozwoju postnatalnego, co wskazuje na funkcje relaksyny w
uktadzie sercowo-naczyniowym. Wykazano bezposredni wptyw chronotropowy i
inotropowy relaksyny na izolowany miesief sercowy szczura [52]. Zlokalizowanie
MRNA relaksyny w mozgu szczura i receptordw w przedsionku serca pozwala
sugerowac autokrynng funkcje relaksyny w procesie rozwoju mézgu i parakrynna w
regulacji funkcji sercowo-naczyniowych [89, 126]. Han i wsp. [52] sugeruja, ze



A. FRANCZAK, G. KOTWICA

98

Auksyelaa aluszoeuz asuzalfojolg g 'sAY



FIZJOLOGICZNA ROLA RELAKSYNY 99

relaksyna moduluje kurczliwo$¢ i czestotliwo$¢ pracy serca poprzez zwigkszenie
otwarcia kanatdbw wapniowych. Molekularny mechanizm tego oddziatywania jest
zwigzany z cCAMP, aktywacja kinazy biatkowej zwigzanej z cAMP. Ta funkcja moze
sie wigzac z niektérymi chorobami mie$nia sercowego. Relaksyna wptywa na wzrost
diastolicznego i systolicznego ci$nienia krwi i powoduje wzrost stezenia wazopresyny
i oksytocyny we wczesnej cigzy u szczurzyc [90]. Od 14 dnia cigzy te funkcje
relaksyny byty ostabione. W okresie pdZnej cigzy bowiem spada wrazliwo$¢ naczyn
na wazopresyne, angiotensyne Il, noradrenaline, z czym wigze sie brak wzrostu
ci$nienia krwi.

Relaksynau szczuréw zmniejsza ci$nienie osmotyczne wewnatrz gruczotu mleko-
wego przez pobudzanie uwalniania wazopresyny i oksytocyny [135].

Sugeruje sie obecnos¢ relaksyno-podobnych peptydéw w guzach przewodu pokar-
mowego, jednakze ich funkcja nie jest znana [118].

Biologiczne znaczenie relaksyny u r6znych gatunkéw zwierzat przedstawiono w
postaci podsumowania na schemacie (rys. 3).
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CZYNNIKI WZROSTOWE RODZINY EGF | ICH
ROLA W KARCINOGENEZIE JELITA GRUBEGO

EPIDERMAL GROWTH FACTOR-RELATED PEPTIDES
AND THEIR ROLE IN COLORECTAL CARCINOGENESIS

Ewa MALECKA-PANAS

Klinika Przewodu Pokarmowego i Przemiany Materii AM w todzi

Streszczenie'. Czynniki wzrostowe sa to biatka, ktore regulujg wzrost komérek poprzez przytaczanie sie
do swoistych receptoréw znajdujacych sie w btonie komérkowej. Wiekszo$¢ receptoréw czynnikow
wzrostowych wykazuje aktywno$¢ kinazy tyrozynowej (Tyr-k), ktérej stymulacja decyduje o dalszych
etapach wewnatrzkomérkowej transmisji sygnatu. Na podstawie podobienstwa struktury i funkcji, a
takze wiazania sie ze wspdlnym receptorem czynniki wzrostowe gmpuje sie w tzw. rodziny. Do rodziny
naskorkowego czynnika wzrostowego (EGF) zaliczane sg obecnie: EGF - transformujacy czynnik
wzrostowy a (TGF-a), amfiregulina, naskdrkowy czynnik wzrostowy wigzacy heparyne (HB-EGF) i
betacellulina, ktére wiazg sie z tym samym receptorem: EGF (EGF-R). Ponadto opisano polipeptydy
pokrewne dla tej rodziny, tj. czynnik réznicowania neu i hereguliny, wigzace receptory homologiczne
dla EGF-R: erbB-2, erbB-3 i erbB-4. Czynniki wzrostowe rodziny EGF nalezg do promotoréw chemi-
cznej i wirusowej karcinogenezy. W ostatnich latach nagromadzono wiele danych dokumentujgcych
udziat czynnikéw wzrostowych nalezacych do rodziny EGF wraz z ich receptorem w karcinogenezie
jelita grubego. Wyniki dotychczasowych badan doswiadczalnych nad tymi czynnikami budzg nadzieje
na opracowanie nowych metod terapii choréb nowotworowych, zwaszcza raka okreznicy.

Stowa kluczowe: czynniki wzrostowe, EGF, TGF-a, receptor EGF, proliferacja, karcinogeneza jelita
grubego

Summary: Growth factors (GP) are proteins that control cell proliferation by binding to specific cell
surface membrane receptors with intrinsic tyrosine kinase (Tyr-Kk) activity. Tyr-k activation initiates the
next steps in the intracellular signal transduction pathway, initiated by GF. GF are clasified into families,
based on structural and functional homology and binding to the same receptor of high affinity. The
epidermal growth factor (EGF) family now includes: EGF, transforming growth factor-a, (TGF-a),
amphiregulin, heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor (HB-EGF) and betacellulin,
all of them binding to the EGF receptor (EGF-R). Recently, EGF-related proteins and their receptors
were described: neu-differentiation factor and heregulins, which bind to the receptors homologus to
EGF-R: erbB-2, erbB-3 and erbB-4. EGF family growth factors promote chemical and viral carcinoge-
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nesis. Lately, the data is accumulating on the significant role of the EGF family peptides and their receptor
in colorectal carcinogenesis. Our present knowledge of the role of EGF receptors and their ligands in
colorectal cancer offers the opportunities for new therapeutic options in this disease.

Key words: growth factors, EGF, TGF-a, EGF receptor, proliferation, colorectal carcinogenesis

Wykaz skrétéw. AR - amfiregulina, c-onc - onkogeny komérkowe, CRDG - czynnik wzrostowy
wyizolowany z komérek jelita grubego, EGF - naskdrkowy czynnik wzrostowy, EGF-R - receptor dla
naskorkowego czynnika wzrostowego, HB-EGF - czynnik wzrostowy wigzacy heparyne, PCR -
reakcja tancuchowa z udziatem polimerazy, PLC - fosfolipaza C, SDGF - czynnik wzrostowy wyizo-
lowany z nerwiaka, TGF-a - transformujacy czynnik wzrostowy a, Tyr-k - kinaza tyrozynowa, v-onc
- onkogeny wirusowe

Komérki nabtonka przewodu pokarmowego podlegajg nieustannym, pozostaja-
cym w réwnowadze, procesom proliferacji, réznicowania i obumierania. W btonie
Sluzowej jelita istniejg ponadto odrebne strefy zawierajace komorki znajdujace sie w
poszczegolnych fazach rozwojowych. Stad, nabtonek ten stat sie idealnym modelem
dla badan nad wzrostem i odnowg komdrek organizmoéw zywych [2,42].

Nie ulega réwniez obecnie watpliwosci, ze zrozumienie mechanizmoéw karcinoge-
nezy, moze by¢ w znaczny spos6b wzbogacone poprzez badania nad patofizjologig i
regulacja proceséw prowadzacych do proliferacji komoérek [22,53].

W regulacji tych proceséw uczestniczy wiele czynnikéw, m.in. skfadniki pozywie-
nia, hormony i peptydy regulacyjne [43, 59, 94]. Ws$r6d peptyddw regulacyjnych,
czynniki wzrostowe wraz z ich receptorami staty sie w ciggu ostatnich dwudziestu
lat obiektem znacznego zainteresowania badaczy.

W niniejszej pracy omoéwione beda funkcje i mechanizmy dziatania czynnikéw
wzrostowych rodziny EGF ze szczeg6lnym uwzglednieniem ich znaczenia w karcino-
genezie jelita gmbego.

Czynniki wzrostowe sg to biatka, ktdre juz w stezeniu rzedu ng/ml, regulujg wzrost
komérek po przytaczeniu sie do swoistych receptoréw znajdujacych sie w blonie
komorkowej [2, 104, 105]. Uczestniczg one we wzroscie i roznicowaniu wszystkich
komorek organizmu, inicjujgc mitozy lubumozliwiajac progresje cyklu podziatowego
[104]; sa powigzane wielorakimi, skomplikowanymi i nie do kofica wyjasnionymi
zalezno$ciami, wzajemnie ostabiajac i wzmacniajac swoje dziatanie [3, 88,112].

Mechanizm dziatania czynnikéw wzrostowych moze przybiera¢ m.in. formy:
autokrynna i parakrynna [2,106]. W mechanizmie autokrynnym komaérkami docelo-
wymi sg te same, ktére syntetyzuja dany czynnik posiadajac na swej powierzchni
swoiste dla niego receptory. W mechanizmie parakrynnym za$ czynniki wzrostowe
powstajgce w okreslonych komdrkach wywotujg zmiany w komorkach sasiadujgcych,
ale réznych histologicznie. Ponadto opisano dodatkowy mechanizm regulacji, gdy
czynnik wzrostowy zwigzany z receptorem na powierzchni jednej komérki stymuluje
aktywno$¢ biologiczng w komdérce sasiadujacej (juxtacrine regulation) [7, 117].
Trzeba dodaé, ze biologiczne znaczenie tej drogi regulacji nie zostato dotychczas
ustalone. Ostatnio, w wyniku obserwacji komérek produkujacych znaczne ilosci
naskorkowego czynnika wzrostowego (EGF) i nie reagujacych na ligand egzogenny
wobec braku swoistego receptora na swojej powierzchni zaproponowano model
intrakrynny transmisji sygnatu mitogennego. Czynniki wzrostowe dziatajgce w spo-
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s6b intrakrynny dla wykonywania swoich funkcji biologicznych nie muszag by¢
wydzielane na zewnatrz komérki i nie wymagajg wigzania z receptorem na jej
powierzchni, za$ proces aktywacji mitogennej zachodzi wewnatrzkomoérkowo [69].
Jesli nawet taka mozliwos¢ istnieje, to nalezy podkres$lié, ze brak jest dotychczas
danych o wewnatrzkomérkowych szlakach przewodzenia sygnatu w tym mechani-
zmie, tj. bez udziatu receptoréw btonowych.

Regulacja autokrynna ma istotne znaczenie biologiczne, bowiem jest jednym ze
sposobow uniezaleznienia sie komdrek nowotworowych od obecnos$ci egzogennego
czynnika wzrostowego [22, 81]. Zaburzenia regulacji wydzielania autokrynnych
czynnikéw wzrostowych lub odpowiedzi komérkowej na dziatanie tych czynnikow
sg prawdopodobnymi mechanizmami proliferacji autonomicznej komdrek linii nowo-
tworowych w hodowli [1,12,27]. Komorki takie wykazuja nastepujace cechy: wzrost
zalezny od ich gestosci w medium, nie wymagajacy za$ obecnos$ci egzogennych
czynnikdw wzrostowych, jednoczesna ekspresja endogennego czynnika wzrostowe-
go i jego receptora oraz zahamowanie wzrostu przez przeciwciata przeciwko temu
czynnikowi lub jego receptorowi [12].

RECEPTORY CZYNNIKOW WZROSTOWYCH

Receptory czynnikow wzrostowych sg biatkami transbtonowymi ztozonymi z
trzech czesci domeny zewnagtrzkomoérkowej, tzw. akceptorowej, ktora rozpoznaje i
wigze ligand, domeny $rédbtonowej i domeny wewnatrzkomoérkowej, efektorowej,
wykazujgcej aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej (Tyr-k) [40, 98, 116]. Kinazy tyrozyno-
we, enzymy uczestniczace w procesach proliferacji, roznicowania i transformacji
komorek katalizujg wprowadzenie grupy fosforanowej do reszt tyrozyny biatek
docelowych, tzn. tworzg estrowe wigzanie fenolowej grupy OH tyrozyny z resztg
kwasu fosforowego pochodzacego z ATP [54].

Ze wzgledu na strukture receptory wykazujace aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej
podzielono na 4 klasy [113]. Receptory klasy | s monomerami, domena zewnatrzko-
morkowa zawiera fragmenty bogate w cysteine, za$ domena wykazujaca aktywnos¢
Tyr-k jest ciggta. Receptory klasy Il (np. insuliny) sg heterotetramerami. Receptory
KI 1111 1V w domenie zewnatrzkomdérkowej majg “kieszenie” podobne do wystepuja-
cych w czasteczkach immunoglobulin, a domena kinazowa przedzielona jest wsta-
wka.

Czynniki wzrostowe nalezace do rodziny naskdrkowego czynnika wzrostowego
stymulujg mitogeneze poprzez stymulacje swoistego receptora na powierzchni ko-
morki, nalezacego do klasy | [11, 29, 113]. Receptor ten zostat po raz pierwszy
zidentyfikowany w badaniach nad EGF i nazwany receptorem EGF-R lub recepto-
rem typu 1czynnikéw wzrostowych, zwigzanym z EGF, ale moze on takze by¢ réwnie
wydajnym miejscem wigzania dla innych peptydéw omawianej rodziny [88, 104].
Nalezy do receptoréw najlepiej poznanych i o najwiekszym znaczeniu biologicznym.
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Ostatnio wykryto szereg receptoréw strukturalnie homologicznych do EGF-R:
erbB-2 (takze znany jako c-neu), erbB-3 i erbB-4 [2, 64, 86]. Okazato sig, ze z tymi
receptorami wigzg sie pokrewne dla rodziny EGF czynniki wzrostowe, takie jak
czynnik roznicowania neu i hereguliny [2, 15, 86,103].

Przyfaczenie Uganda powoduje dimeryzacje receptora EGF-R i co za tym idzie
wzrost aktywnosci katalitycznej jego kinazy tyrozynowej [17, 59]. Nastepnie docho-
dzi do autofosforylacji kinazy tyrozynowej receptora w trzech miejscach, co jest
etapem koniecznym dla petnej jego aktywnosci i pozwala na dostep komorkowych
substratow do czesci katalitycznej EGF-R [74, 89]. W wyniku aktywacji kinazy
tyrozynowej receptora EGF dochodzi do fosforylacji przez te kinaze szeregu substra-
tow komérkowych, w tym biatka stymulujacego aktywno$¢ GTP-azowa-GAP (GTP
-ase Activating Protein), fosfolipazy C-y (szlak kinazy biatkowej C), fosfatydyloino-
zytolo-3 Kkinazy oraz kinaz biatkowych rodziny raf [38, 40, 65, 74, 98]. Te ostatnie
ulegaja fosforylacji i wjej wyniku aktywujg kinazy MAP [59,65]. Aktywowane przez
mitogeny kinazy biatkowe (MAP kinases) sg kinazami biatkowymi serynowo-treoni-
nowymi (Ser/Thr), ale same, w odpowiedzi na mitogen, sg aktywowane przez fosfo-
rylacje reszt tyrozyny i treoniny [65,74]. Poszczeg6lne szlaki regulacyjne sg obecnie
obiektem intensywnych badan i nie wszystkie ich etapy zostaty dotychczas poznane.

Przytaczenie sie czynnika wzrostowego do jego receptora prowadzi ostatecznie do
pobudzenia wzrostu lub réznicowania poprzez uaktywnianie lub hamowanie odpo-
wiednich genéw. Dochodzi do tego za posrednictwem wielu skomplikowanych szla-
kéw przekazywania sygnatu mitogennego prowadzacych poprzez cytoplazme ijadro.
Transmisja tajest obecnie obiektem szczeg6lnego zainteresowania badaczy, bowiem
pozostaje w zwigzku z procesami uczestniczagcymi w inicjowaniu i promowaniu
karcinogenezy [10, 37, 51, 82, 99].

W warunkach nadmiaru odpowiedniego czynnika wzrostowego dochodzi do ob-
nizenia liczbyjego receptoréw w btonie komdrkowej, cojest spowodowane przewaga
internalizacji kompleksu czynnika wzrostowego z receptorem i degradacji recepto-
row nad ich synteza i recyklizacja. Zjawisko to jest okre$lane w pismiennictwie
anglojezycznym jako tzw. “down regulation” [61, 104]. Zmiany w powinowactwie
receptoréw do czynnikdéw wzrostowych moga za$ by¢ wynikiem zmian struktury
receptora lub jego oddziatywania z innymi elementami btony komorkowej w efekcie
przyfaczenia liganda do innego receptora. Te wzajemne wplywy poszczegélnych
receptorow po ich aktywaciji, araczej poszczegolnych szlakdw regulacyjnych okresla
sie jako “cross-talk” lub transmodulacja [3, 54, 59].

LIGANDY RECEPTOROW CZYNNIKOW
WZROSTOWYCH (RODZINA EGF)

Rodzina naskdrkowego czynnika wzrostowego sktada sie z biatek charakteryzuja-
cych sie homologiczng sekwencjg, powinowactwem do tego samego receptora —
EGF-R i podobng aktywnoscig biologiczna.
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Obecnie, obok EGF do tej rodziny zaliczane sg takze: transformujacy czynnik
wzrostowy alfa (TGF-a), amfiregulina (AR), naskérkowy czynnik wzrostowy wig-
zacy heparyne (HB-EGF) i betacellulina [2,44, 52, 89]. Opisano takze dwa polipep-
tydy pokrewne: czynnik réznicowania - neu i heregulina [2, 89]. Czynniki rodziny
EGF aktywuja receptor EGF, petnig funkcje biologiczne podobne do EGF i sg wobec
niego strukturalnie homologiczne.

EGF - peptyd ztozony z 53 aminokwaséw jest produkowany gtdwnie przez
$linianki podzuchwowe i gruczolty Brunnera w dwunastnicy, za$ jego niewielkie
ilosci przez cze$¢ zewnatrzwydzielniczatrzustki [2,17,57,97]. Czynnik ten stymuluje
wzrost i réznicowanie wielu komdrek o typie nabtonkowym zaréwno in vivo, jak i in
vitro [51, 88].

EGF stymuluje rozwdj btony $Sluzowej zotadka ijelit i ma wptyw na aktywnos$¢
disacharydaz btony Sluzowej jelita cienkiego i amylazy trzustkowej u plodow i
noworodkow [10, 59]. Stwierdzono silny wpltyw EGF potegujacy proliferacje komo-
rek btony Sluzowej jelit u szczuréw [42]. Hamuje takze wydzielanie kwasu solnego
w zotadku i przyspiesza gojenie nisz wrzodowych [13,42].

TGF-a jest produkowany przez wiele typéw komorek, w tym przez wiekszos¢
komoérek nabtonka [9, 10, 17]. Czynnik ten wykrywano w oskrzelach, jelitach,
cewkach nerkowych, drogach rodnych i nowotworach jajnika [62]. Thomas i wsp.
przy pomocy metod immunohistochemicznych stwierdzili znacznie czestsze niz EGF
wystepowanie TGF-a w obrebie przewodu pokarmowego [111]. Sugestie wielu
autoréw wskazujg nato, ze gtéwnym ligandem dla receptora EGF w obrebie przewodu
pokarmowego jest TGF-a [2,42, 63].

W ostatnich latach wyizolowano nowe peptydy zaliczone nastepnie do rodziny
EGF. Jeden z nich, to amfiregulina (AR), modulator wzrostu, uzyskany w wyniku
oczyszczania z ptynu hodowlanego komérek MCF-7 ludzkiego gruczolaka sutka
poddanych dziataniu estru forbolu [100]. AR wykazuje 38% homologii strukturalnej
zEGF ihamujejego wigzanie ze swoistym receptorem. Wysoki poziom ekspresji tego
czynnika wzrostowego wykrywano w tozysku, trzustce, jelitach i innych tkankach
cztowieka [2]. Amfiregulina jest czynnikiem wzrostowym wigzacym heparyne, a
inkubacja z siarczanem heparyny catkowicie hamowata jej aktywnos$¢ biologiczng
[23].

Kolejne biatka nalezace do rodziny EGF wyizolowano dzieki ich wilasciwosci
wigzania sie z heparyng. Jednym z nich jest SDGF (Schwannoma-derived growth
factor), czynnik wzrostowy wyizolowany z nerwiaka, ktory okazat sie¢ odpowiedni-
kiem AR [60]. Drugi, nazwany CRDG (Colorectum Cell-Derived Growth Factor),
uzyskano z komorek raka jelita grubego [27]. HB-EGF, za$, tj. czynnik wzrostowy
wigzacy heparyne, najblizszy strukturalnie amfiregulinie [50] uzyskano z makrofa-
gow. Przewyzsza on EGF w powinowactwie do EGF-R i aktywnos$ci mitogennej
wobec komorek miesni gtadkich [2]. Czynniki stymulujace proliferacje, takiejak estry
forbolu czy angiotensyna Il, wywotujg wzrost ekspresji HB-EGF w tych komoérkach
[32, 110]. HB-EGF i AR uwaza sie obecnie za odgrywajgce kluczowg role w
regulowaniu wczesnej odpowiedzi komarki na czynniki stymulujace proliferacje [88,
89].
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W ostatnim czasie do czynnikéw wzrostowych rodziny EGF wigczono betacellu-
line. Zostata oczyszczona jako biatko o aktywnosci mitogennej z linii komorkowej
wyprowadzonej z mysiego wyspiaka [96]. Wykazuje ona 32% homologii z mysim
EGF i50% z mysim TGF-a i aktywuje kinaze tyrozynowag receptora EGF-R. Badania
z zastosowaniem metody Northern biot wykrywaty obecno$¢ mRNA dlabetacetuliny
w watrobie, trzustce ijelicie cienkim [2].

ZNACZENIE CZYNNIKOW WZROSTOWYCH RODZINY
EGF W ROZWOJU NOWOTWOROW JELITA GRUBEGO

EGF uczestniczy w karcinogenezie w warunkach nadmiernej produkcji tego czyn-
nika wzrostowego, zwiekszonej ekspresji jego receptoréw w btonie komérkowej lub
zaburzen wewnatrzkomoérkowej transmisji sygnatu [1,7]. Dodanie EGF do hodowli
komorek prawidtowych moze wywotaé w nich zmiany typowe dla transformacji
nowotworowej, jak np. utrate kontroli nad swoim wzrostem i jego zaleznosci od
czynnikéw wzrostowych w medium [12, 79]. W komdrkach takich obserwowano
wzrost zawartos$ci fosfotyrozyny biatek i aktywnosci dekarboksylazy omitynowej [14,
42, 74].

Wykazano sekrecje EGF i TGF-alpha przez komarki 7 linii komérkowych wypro-
wadzonych z ludzkiego rakajelita grubego oraz obecnos¢ na ich powierzchni EGF-R
i to dwdch rodzajéw: o niskim i wysokim powinowactwie [53].

Zwiegkszona ekspresja EGF byta stwierdzana takze w 12% raka trzustki, 68% raka
stercza, 20% raka zotadka [5, 39, 89, 108]. EGF, jak wykazywano, stymuluje proli-
feracje i roznicowanie komérek linii Caco-2 wyprowadzonych z ludzkiego rakajelita
grubego [25]. Opisywano wytwarzanie i wydzielanie EGF przez HT-29, linie komor-
kowa pochodzgca z ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego [26].

W badaniach nad EGF stosowano zwigzki antysensowne, tj. krétkie oligonukleo-
tydy, ktére w wyniku specyficznego rozpoznania i hybrydyzacji komplementarnej
sekwencji blokuja ekspresje danego genu i w konsekwencji aktywnos$¢ biologiczng
jego produktu. Wprowadzenie w drodze transfekcji zwigzku antysensowego dla
EGF-R do komdrek rakajelita grubego, ze stwierdzong uprzednio wysoka ekspresja
EGF prowadzito do zmniejszenia sie liczby receptorow EGF-R na powierzchni
komaérek i wyraznie hamowato ich proliferacje [90].

W badaniach z zastosowaniem modelu doswiadczalnego dla wywotywania raka
jelita grubego u szczuréw, jednoczesne podanie EGF i 1,2-dwumetylohydrazyny
(karcinogen wywotujacy raka jelita grubego u gryzoni) prowadzito do rozwoju guzéw
w wiekszej liczbie i 0 wiekszych rozmiarach niz woweczas, gdy stosowano tylko sam
karcinogen [68].

Oceniano takze wigzanie egzogennego EGF do swoistych receptoréw oraz wptyw
tego czynnika wzrostowego na wzrost komarek linii DiFi (hodowla komérek nowo-
tworowych uzyskanych od pacjentki z rakiem jelita grubego i zespotem Gardnera).
Komorki te wykazywaty amplifikacje genu i znacznie podwyzszong ekspresje mRNA
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dla EGF-R [46]. Podanie egzogennego EGF w wysokim stezeniu prowadzito do
obnizenia proliferacji komorek tej linii, co autorzy ttumaczg interakcjg liganda z
receptorami o niskim powinowactwie. Nalezy dodaé, ze funkcja takich receptoréw,
czy receptorowych miejsc wigzacych o niskim powinowactwie nie jest dotychczas
wyjasniona.

Poszukiwanie czynnikéw wzrostowych uczestniczacych w procesie karcinogenezy
doprowadzito do wykrycia grupy polipeptydéw znanychjako transformujace czynniki
wzrostowe - Transforming Growth Factors [2, 31, 76]. Polipeptydy te, oprocz
dziatania mitogennego, wywotujg odwracalng transformacje fenotypowa komorek
prawidtowych. Stymuluja one do proliferacji komérki mezenchymalne w hodowli
agarowej nadajgc im zdolno$¢ do wzrostu wielowarstwowego i niezaleznego od
przylegania do podtoza (ang. anchorage independent) [2,88]. Po raz pierwszy zostaty
one wyizolowane z ptynu, w ktérym uprzednio hodowano mysie fibroblasty 3T3
transformowane przez wirus miesaka Moloneya [30]; dodane do prawidtowych
fibroblastow wywotywaty transformacje ztosliwg komérek. Dalsze badaniapozwolity
na wyrédznienie obecnosci dwdch polipeptydéw, okreslonych jako TGF-oc i TGF-(3
[22,63]. Biatka te, jak sie okazato, roznig sie pod wzgledem struktury i funkcji i naleza
do réznych rodzin czynnikéw wzrostowych.

TFG-a uwaza sie za typowy przyktad autokrynnych regulatoréw wzrostu, ponie-
waz jego zwiekszona ekspresja jest czesto stwierdzanajednoczesnie z podwyzszong
ekspresjg receptora EGF-R, np. w ludzkich rakach jelita grubego [35, 53,114].

Wykazano, ze komdrki wielu linii komérkowych wyprowadzonych z ludzkich
nowotworow przewodu pokarmowego, a zwilaszcza z zotgdka i okreznicy wytwarzaty
i wydzielaty TGF-oc [5, 9, 93, 109, 114]. Z kolei przeciwciata skierowane przeciw
temu czynnikowi wzrostowemu hamowaty wzrost komérek nowotworowych [59,73,
102]. Obserwowano, ze przeksztatcenie nowotworowe prawidtowych komorek jelita
cienkiego szczura tgczy sie z pojawieniem w nich wzmozonej ekspresji mRNA dla
TGF-oc [88].

Znaczny postep w zakresie poznania funkcji TGF-oc przyniosty prace z zastosowa-
niem metod biologii molekularnej prowadzacych do nadmiernej produkcji tego czyn-
nika wzrostowego. U transgenicznych myszy z wywotang podwyzszong ekspresja
TGF-oc dochodzito do rozwoju hiperplazji btony sluzowej przewodu pokarmowego,
raka watroby i sutka [55,95]. Na podstawie tych badan nalezy wnioskowac, ze TGF-oc
jest silnym mitogenem dla tkanki nabtonkowej, w warunkach jego podwyzszonej
ekspresji, utrzymujacej sie przez dtuzszy czas in vivo. Z drugiej strony myszy, u
ktérych gen TGF-oc zostat usuniety (“gene knock-out™), z zastosowaniem techniki
celowego modyfikowania genomu (“gene targeting”) - rozwijaja sie wzglednie
prawidtowo, a zwlaszcza nie stwierdza sie u nich zmian w obrebie przewodu pokar-
mowego [70,72]. Nalezy przypuszczac, ze czynnos¢ TGF-a przejmuja wowczas inne
czynniki wzrostowe rodziny EGF. Natomiast pozbawienie zwierzat receptora EGF-R
metoda “gene targeting” okazuje sie zaburzeniem letalnym, uniemozliwia bowiem
implantacje zaptodnionego jaja w macicy [2]. Jest to kolejny dowod potwierdzajacy
istotne znaczenie biologiczne tej rodziny czynnikdw wzrostowych.
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Stwierdzano nadmierng ekspresje TGF-a w pierwotnych guzach ptuc i okreznicy
[67]. Okazato sie rowniez, ze ekspresje TGF-a mozna wykry¢ metodami immuno-
histochemicznymi w preparatach resekowanego jelita grubego u 84% chorych z
rakiem tego narzadu [94].

Niektdre czynniki wzrostowe produkowane przez guzy nowotworowe sg wykry-
wane w moczu chorych. Osatnio, okreslano aktywno$¢ biologiczng TGF-a w moczu
u os6b cierpigcych na raka réznych narzadéw przewodu pokarmowego. U 93%
chorych z rakiem jelita grubego aktywnos$¢ ta znacznie przewyzszata najwyzsze
wartosci wykrywane u 0s6b zdrowych i wykazywata korelacje dodatnig z rozmiarami
guza. Wskazuje to na mozliwo$¢ zastosowania tej metody jako prostego, nieinwazyj-
nego markera dla raka przewodu pokarmowego [85].

Wykazano, ze proces starzenia, ktdremu towarzyszy wzrost aktywnosci prolifera-
cyjnej btony $luzowej jelita grubego i wzrost czestosci wystepowania nowotwordw
tego narzadu, wigze sie ze zwiekszong reaktywnoscig in vitro izolowanych kolonocy-
tow na EGF i TGF-a. Wzrostowi aktywnosci Tyr-k swoistej dla EGF-R towarzyszyt
wzrost aktywnosci fosfolipazy C (PLC), prawdopodobnie w zwigzku z dalszymi
etapami transmisji sygnatu mitogennego [71]. Mozna wiec przypuszczac, ze w miare
starzenia dochodzi do aktywacji EGF-R, co przyczynia si¢ do rozwoju hiperprolife-
racji btony sluzowej jelita gmbego.

Dlaustaleniaudziatu EGF i TGF-a w mechanizmach karcinogenezy jelita grubego
analizowano zmiany aktywnosci Tyr-k receptora EGF-R w kolonocytach izolowa-
nych od szczuréw poddanych dziataniu azoksymetanu (AOM - karcinogen wywotu-
jacy rakajelita grubego u zwierzat doswiadczalnych). Stwierdzono, ze we wczesnych
etapach karcinogenezy wywotanej przez AOM, obok wzmozonej proliferacji btony
Sluzowej jelita grubego obserwuje sie wzrost reaktywnosci kolonocytéw na wymie-
nione czynniki wzrostowe, wyrazony pobudzeniem aktywnosci Tyr-k receptora EGF-
R [77].

Amfiregulina moze mie¢ zaréwno stymulujacy, jak i hamujacy wptyw na wzrost
komorek, zaleznie od ich rodzaju i stezenia liganda [56,100]; stymuluje ona prolife-
racje ludzkich fibroblastéw, ale wyraznie hamuje wzrost komorek dwdch linii ludz-
kiego raka sutka, wykazujacych wzmozong ekspresje TGF-a i EGF-R [2, 84, 89].
Ekspresja tego czynnika wzrostowego wykazywata korelacje ujemng z ekspresjg
TGF-a w poszczegdblnych liniach komérkowych [112]. Mechanizmy tego dwukie-
runkowego wptywu amfireguliny na wzrost nie zostaty dotychczas poznane.

Stwierdzono, ze u chorych natuszczyce irakajelita grubego ekspresja mRNA dla
amfireguliny jest znacznie podwyzszona w tkankach dotknietych choroba w poréw-
naniu z niezmienionymi tkankami sasiadujagcymi [24]. Wykazano wyzszg niz w
komorkach prawidlowych ekspresje mRNA dla amfireguliny w wiekszosci linii
komérkowych wyprowadzonych z raka jelita grubego i w guzach tego narzadu [20,
56, 94).

Zwigzki antysensowe skierowane przeciwko mRNA dla amfireguliny i TGF-a w
podobnym stopniu hamowaty proliferacje hodowanych komdrek rakajelita grubego,
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a zastosowane jednoczes$nie wywotywaty efekt synergistyczny. Autorzy tej pracy
sugeruja, ze czynniki wzrostowe rodziny EGF wspomagajg wzajemnie swoje dziata-
nie [83].

Culouscou i wsp. wykazali, ze komdrki ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego
linii HT 29 wydzielajg czynnik przypominajacy EGF o masie czasteczkowej 25 kDa
[27]. Biatko to, nazwane CDRG, okazato sie identyczne z amfireguling i wykazywato
konkurencyjne wigzanie z receptorem EGF i autokrynny mechanizm dziatania w
komérkach rakajelita [28]. Ponadto wywotywato ono, jak EGF i TGF-alfa, fosfory-
lacje tyrozyny receptora EGF-R.

CZYNNIKI WZROSTOWE A ONKOGENY

Znaczny postep w badaniach nad karcinogenezg przyniosto odkrycie onkogendw
wirusowych (v-onc) odpowiedzialnych za nowotworowg transformacije tkanek zwie-
rzat doswiadczalnych, zakazonych niektorymi retrowirusami [14, 40]. Okazato sie
nastepnie, ze w prawidtowych genomach kregowcéw znajdujg sie geny homologicz-
ne do v-onc, tzw. onkogeny komérkowe (c-onc), ktére sg zmutowanymi formami
prawidtowych gendéw wystepujacych w komorkach kregowcow, tj. protoonkogenow
[1, 10, 33,91].

Badania nad wzrostem komérek prawidtowych i nowotworowych doprowadzity
do znalezienia wielu wspolnych cech pomiedzy strukturg i funkcja polipeptydowych
czynnikdw wzrostowych i biatkowych produktéw ekspresji onkogendéw. Okazato sig,
ze produkty wielu onkogenéw maja budowe podobng do receptorow czynnikéw
wzrostowych. Ro6znig sie od swoich odpowiednikdw w komérkach prawidtowych
przede wszystkim brakiem czesci odpowiadajacej domenie akceptorowej receptora,
np. onkogeny wirusowe v-erbB i v-fms kodujg zmienione, nie posiadajgce czesci
akceptorowej postaci receptoréw dla czynnikow wzrostowych, odpowiednio EGF i
CSF-1 [9, 14, 34, 40]. Przy aktywnej, wewnatrzkomdrkowej czesci katalitycznej
receptora dochodzi wiec do statej, niezaleznej od obecnosci liganda stymulacji
komorek do wzrostu [14, 34].

Biatka kodowane przez onkogeny podzielono na nastepujgce 4 klasy:

1) czynniki wzrostowe,

2) receptory czynnikéw wzrostowych,

3) wewnatrzkomdrkowe mediatory transmisji sygnatu zainicjowanego przez czyn-
nik wzrostowy,

4) czynniki transkrypcyjne [14].

W warunkach prawidtowych podziat i réznicowanie komérek sg zalezne od syg-
natow regulacyjnych przekazywanych przez czynniki wzrostowe, hormony i inne
substancje przekaznikowe, ktére mogg pobudzac lub hamowac te procesy [41, 74].
W przypadku komoérek nowotworowych natomiast kontrola taka ulega zaburzeniu lub
przestaje istnieé i co za tym idzie dochodzi do niekontrolowanej proliferacji [1, 22].
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Produkt onkogenu v-erbB wykazujacy homologie z receptorem EGF jest najlepiej
poznanym biatkiem odpowiadajgcym zmodyfikowanej postaci receptora czynnika
wzrostowego. Onkogen ten wykryto w genomie wirusa erystoblastozy kurzej AEV-H
(Avian Erythroblastosis Virus H) [17]. Komérkowy odpowiednik tego onkogenu, tj.
protoonkogen c-erb-B, okazat sie by¢ identyczny z genem kodujacym receptor EGF-R
[34]. Amplifikacje genu c-erbB wykryto réwniez w pewnych nowotworach ludzkich,
a mianowicie w rakach skory, sutka, ptuc i w glejakach [1,2].

Metody biologii molekularnej umozliwity identyfikacje 3 ludzkich biatek: c-erbB-
2, c-erbB-3 i c-erbB-4, homologicznych pod wzgledem struktury zEGF-R (c-erbB-1)
[2, 86, 89].

Amplikacje genéw kodujacych c-erbB-2 i c-erbB-3 stwierdzano w ludzkich rakach
piersi i zotgdka o ztym rokowaniu [2, 56]. Wynika stad, ze badania immunocytoche-
miczne bioptatow guza w kierunku tych receptoréw mogtyby poméc w identyfikacji
chorych zwiekszonego ryzyka, wymagajacych intensywnego monitorowania i odpo-
wiednio dobranego rezimu terapeutycznego [2, 22].

Ostatnio okazato sie, ze erbB-3 jest receptorem dla hereguliny, a fosforylacja
tyrozyny receptorac-erbB-2 podjej wptywem odbywa sie wdrodze heterodimeryzacji
Z udziatem receptora c-erbB-3. Podobnie, c-erbB-4 jest swoistym receptorem dla
hereguliny, ata ostatnia wywotuje fosforylacje c-erbB-2 w drodze interakcji z c-erbB-
4 [15, 16, 87].

We fragmentach tkanek prawidtowego nabtonka, gmczolakéw i gruczolakorakdw
jelita grubego poszukiwano metodami immunohistochemicznymi produktu protoon-
kogenu c-erbB-2. Poréwnywano intensywno$¢ reakcji zmonoklonalnym przeciwcia-
tem przeciwko c-erbB-2 w komérkach w zaleznosci od stopnia dysplazji, stadium raka
jelita gmbego w klasyfikacji Duke’aiczasu przezycia chorych. Tkanki prawidtowego
jelita i gmczolakow o typie cewkowym wykazywaty niskg intensywno$¢ barwienia o
ograniczonej lokalizacji. Wysoka ekspresje c-erbB-2 stwierdzono w strefach dysplazji
gmczolakéw o typie kosmkowym i cewkowym. Wsréd 40 badanych gmczolakora-
kow az 38 wykazywato srednio lub wysoce intensywny stopien reakcji z badanym
przeciwciatem [58].

Homologie stmkturalna z obszarem o aktywnosci kinazy tyrozynowej receptora
EGF wykazuja takze biatka bedace produktami onkogenow v-src, v-yes, v-fes, v-fps,
v-fgr, v-abl i wiele innych [1,2, 47, 74]. Majg one in vitro aktywno$¢ Tyr-k. Nadal
jednak nie udato sie w sposéb petny ustali¢ dalszych etapdéw transmisji sygnatu
mitogennego z udziatem tych onkogendw. Istotng role w nowotworzeniu odgrywaja
protoonkogeny rodziny ras, w skfad ktérej wchodza trzy geny K-ras, H-ras i N-ras
[18, 19]. Protoonkogeny H-ras i K-ras sg komdrkowymi homologami onkogendéw
wystepujgcych w genomach wimséw miesaka myszy, szczepoéw Harveya i Kirstena
[48, 99]. Biatka bedace ich produktami, tj. biatka p21 (o m. cz. 21 kDa), wykazujg
aktywno$¢é GTP-azy i pewne podobieristwo strukturalne z podjednostka beta biatek
G [38, 41, 48]. Dziatanie EGF i insuliny stymuluje wigzanie GTP przez biatko p21
[59, 75]. Mutacje w genach ras wystepuja w 90% rak6w trzustki i 50% przypadkow
raka jelita gmbego [99]. O znaczeniu onkogenu ras w inicjacji procesu rozwoju
nowotwom moze réwniez $wiadczy¢ obecno$¢ zmutowanego genu ras w tagodnych
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polipach okreznicy [6]. U chorych ze wczesng postacig rakajelita grubego udato sie,
metoda reakcji fancuchowej z udziatem polimerazy PCR, wykry¢ obecno$é onkoge-
noéw ras w kale, co w przysztosci moze prowadzi¢ do opracowania nowych, swoistych
testow przesiewowych w tej chorobie [101].

Analizowano wptyw T GF-a na wzrost komorek btony Sluzowej jelita, ktére ulegly
transformacji pod wplywem uaktywnionego protoonkogenu Ha-ras. Zmutowany
Ha-ras wprowadzono do komoérek RIE-1 nabtonka jelita szczura wraz z genomem
wirusa SV40, tj. metodg transfekcji wirusowej. Metoda ta polega na przeniesieniu
biologicznie aktywnego kariotycznego DNA w DNA komoérek biorcéw. Komorki
poddane transfekcji ulegajg transformacji nowotworowej, tworzgc charakterystyczne
ogniska w jednowarstwowej kolonii [92]. W klonach komoérek potomnych poszuki-
wano mMRNA dla czynnikdw wzrostowych rodziny EGF metoda Northern biot. W
niektérych doswiadczeniach stosowano ponadto 4,5-dwuanilinoftalimid (DAPH),
odwracalny inhibitor Tyr-k receptora EGF-R. Komorki poddane transfekcji wiruso-
wej wykazywaty morfologiczne cechy transformacji i wzrost niezalezny od statego
podtoza. Zawieraty w swojej cytoplazmie kilkadziesiat razy wiecej TGF-a i wydzie-
laty 5-55-krotnie wiecej tego czynnika wzrostowego do $rodowiska niz kontrolne
komorki tej linii. mMRNA dla TGF-a wykrywano we wszystkich klonach komorek
potomnych, podczas gdy nie znajdowano go w komdérkach macierzystych. Zawarto$¢
mRNA dla HB-EGF w komdrkach poddanych transfekcji byta 5-krotnie wyzsza niz
w komorkach macierzystych. DAPH hamowat w 84% formowanie ognisk przez
komorki potomne. Autorzy tej pracy sugeruja, ze aktywacja receptora EGF-R ucze-
stniczy w regulacji wzrostu komérek transformowanych nowotworowo w wyniku
mutacji genu ras [45].

Wielu badaczy zajmuje sie ostatnio poszukiwaniem tzw. biomarkeréw raka jelita
grubego, tj. cech genetycznych, biochemicznych lub histopatologicznych btony Slu-
zowej wyrozniajacych osoby aktualnie zdrowe, ale obarczone wysokim ryzykiem
wystagpienia tej choroby w przysztosci. Nie ulega bowiem watpliwosci, ze wczesne
wykrywanie takich zmian ma zasadnicze znaczenie dla zapobiegania chorobom
nowotworowym przewodu pokarmowego [66,115].

Mutacje gendéw K-ras wykrywano w bioptatach z fragmentdw niezmienionej
makroskopowo ani histopatologicznie btony sluzowej u 20% chorych z rakiem jelita
grubego. Autorzy tej pracy wnioskuja, ze wykrywanie takich mutacji w prawidtowej
btonie $luzowej pozwoli na identyfikacje oséb o wysokim ryzyku rakajelita grubego,
a wiec nalezy je zaliczy¢ do grupy genetycznych biomarkeréw (78).

PERSPEKTYWY KLINICZNEGO ZASTOSOWANIA
BADAN NAD CZYNNIKAMI WZROSTOWYMI RODZINY EGF

Sposrod wszystkich produktéw onkogendw, czynniki wzrostowe wydaja sie najod-
powiedniejszym celem terapii przeciwnowotworowej, poniewaz dzialajg na powierz-
chni btony komérkowej i biorg udziat w tworzeniu guzéw o nasilonej agresywnosci
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klinicznej [1,48,89]. Wiele zainteresowania wzbudzajg obecnie poszukiwania metod
terapeutycznych polegajacych na ingerencji w szlaki przekazywania sygnatu mito-
gennego zainicjowanego przez te czynniki.

Interwencja taka bytaby teoretycznie mozliwa poprzez hamowanie wigzania ligan-
da przez receptor, dimeryzacji receptora, aktywacji kinazy tyrozynowej receptora,
wreszcie obnizenie ekspresji samego czynnika wzrostowego lub jego receptora.
Uzyskano monoklonalne przeciwciata skierowane przeciwko zaréwno ligandom, jak
i swoistym receptorom rodziny EGF, a takze przeciw zewnatrzkomérkowej domenie
c-erbB-2. Przeciwciata przeciw EGF i TGF-alfa okazaty sie skuteczne in vitro, ale nie
przyniosty spodziewanych efektow invivo [22,47]. Przypuszczalnie nalezy to wigzac
z dziataniem ostatnio wykrytych alternatywnych ligandoéw dla EGF-R, takich jak
amfiregulina, SDGF, HB-EGF i innych.

Zastosowanie przeciwciat dla samych receptoréw wydaje sie bardziej obiecujace.
Przeciwciata takie mogg dziata¢ w mechanizmach: “down regulation”, transmodula-
cji, hamowania wigzania ligandéw lub jako noséniki substancji toksycznych dla
komdérek guza [1, 2, 79]. W niektorych liniach komérkowych wyprowadzonych z
ludzkich rakéw okreznicy stwierdzono hamowanie proliferacji okreznicy przez mo-
noklonalne przeciwciata dla tego EGF-R [59]. Stwierdzono, ze komdrki raka jelita
grubego linii 3T3 z indukowang wzmozong ekspresjg dekarboksylazy omitynowej
(marker podwyzszonej proliferacji), wytwarzajg wiecej niz pozostate ognisk nowo-
tworzenia, czemu towarzyszy wzrost aktywnos$ci Tyr-k swoistej dla EGF-R. Tyrfo-
styna, syntetyczny inhibitor, selektywny dla Tyr-k receptora EGF, juz w stezeniu 10
(iM hamowata powstawanie tych ognisk, nie wywotujgc cytotoksycznego wptywu na
komorki [80].

Stwierdzanie obecnosci receptora EGF-R na powierzchni wiekszo$ci komérek, w
tym réwniez prawidtowych zdaje sie przeczy¢ mozliwosciom terapeutycznym zwia-
zanym z blokowaniem dziataniajego liganddw. Nalezy jednak podkresli¢, ze gestosé
tych receptorow w przypadku komérek nowotworowych jest kilkaset razy wyzsza niz
w komérkach prawidtowych, aich powinowactwo do poszczeg6lnych ligandéw moze
by¢ zmienione za pomoca wspomnianych mechanizmoéw “down regulation” i trans-
modulacji. Dziataniauboczne za$, zwigzane zomawiana terapia, adotyczace komorek
prawidtowych, sg niestety udziatem wiekszosci znanych dotychczas lekéw przwciw-
nowotworowych.

UWAGI KONCOWE

Wprowadzenie metod biologii molekularnej zrewolucjonizowato badania nad
biologig komorki. Techniki te, stosowane od niedawna w badaniach dotyczacych
przewodu pokarmowego przyniosty juz wyrazny postep w tej dziedzinie [48, 107].
Izolacja i charakterystyka genéw kodujacych czynniki wzrostowe i ich receptory w
znaczny spos6b wzbogaca nasze zrozumienie mechanizmaow proliferacji komorek [8,
14]. Badanie sekwencji nukleotydow i ekspresji gendw umozliwia obecnie dokfadne
poznanie struktury pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowej czynnikdéw wzrostowych [67,
107].
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Wprowadzenie hodowli zwierzat transgenicznych, przekazujacych zmieniony ge-
nom swojemu potomstwu umozliwito badania nad efektami obnizonej lub podwy-
zszonej ekspresji czynnikéw wzrostowych lub genéw kodujacych ich receptory [36].
Wielce obiecujgce na przysztos¢ wydajg sie badania obejmujgce delecje poszczegdl-
nych genéw z genomu zwierzat, umozliwiajac szczegdtowe studia nad funkcja ich
produktu [49].

Pewne ograniczenia w badaniach nad wplywem czynnikéw wzrostowych na
wzrost i réznicowanie nabtonka jelit sg jednak zwiazane z faktem, iz nie udato sie
dotad uzyska¢ hodowli prawidtowych komorek btony Sluzowej tego narzadu. Nie-
mniej, wiele informacji w tej dziedzinie przynosza obecnie badania z zastosowaniem
izolowanych kolonocytdw, hodowli krypt jelita cienkiego i hodowli komarek linii
wyprowadzonych z rakajelita grubego [2,18, 21,71,77].

Intensywnie prowadzone badania nie pozwolity jednak, jak dotad wyjasni¢ w
sposob wyczerpujacy mechanizméw dziatania czynnikéw wzrostowych w komér-
kach docelowych. Dalszych badan wymagaja zwiaszcza kolejne etapy wewnatrz-
komorkowych szlakéw przekazywania sygnatu, poszukiwanie substratéw kinaz
biatkowych, mechanizmy pobudzaniareplikacji DNA i selektywnej aktywacji genow.

Ewentualne wprowadzenie przeciwciat dla receptora EGF do terapii nowotwordw
bedzie wymagato przeprowadzenia jeszcze wielu badan. Skutecznosé takiej terapii
bedzie zalezato m.in. od tego, czy postep rozwoju guza zalezy od ciggtej stymulacji
EGF-R przez lokalne ligandy. Ponadto, analiza reaktywnosci poszczeg6lnych tkanek
nablokowanie EGF-R by¢ moze pozwoli na wyodrebnienie guzéw podatnych nataka
terapie.

Jak juz wspomniano, w ocenie odpowiedzi komorki nalezy réwniez bra¢ pod
uwage stopiert powinowactwa receptora do swoistego liganda. Uzyskano ostatnio
wiele dowoddw na to, ze receptory EGF-R o wysokim powinowactwie majg istotne
znaczenie dla przekazywania sygnatu mitogennego, podczas gdy receptory o niskim
powinowactwie nie uczestniczg w tym procesie [59, 88].

Doktadniejsza znajomo$¢é mechanizmu dziatanianowych liganddw dla tego recep-
tora, zwilaszcza amfireguliny, ktéra hamuje wzrost niektdrych komdrek umozliwic¢
moze opracowanie nowych metod hamujgcych aktywno$¢ EGF-R.

Powodzenie tych badan nie tylko przyczyni sie do poszerzenia naszej wiedzy o
mechanizmach nowotworzenia, ale umozliwi, jak sie wydaje, takze wprowadzenie
nowych metod diagnozowania, monitorowania i leczenia raka u ludzi.
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PTHrP (PARATHYROID HORMONE-RELATED PEPTIDE) -
NOWY PEPTYDOWY HORMON O WIELU FUNKCJACH*

PTHRP - PARATHYROID HORMONE-RELATED PEPTIDE -
A NEW MULTIFUNCTIONAL PEPTIDE HORMON

Mirostaw SOPEL, Maciej MURAWSKI, Maciej ZABEL

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii AM we Wroctawiu oraz Katedra i Zaktad
Histologii i Embriologii AM w Poznaniu

Streszczenie'. Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) zostat zidentyfikowany w 1987 w wyniku
badar nad humoralng hiperkalcemia towarzyszacg nowotworom (Humoral Hipercalcemia ofMalignan-
cy - HHM). Ten nowo odkryty czynnik regulacji gospodarki wapniowej zostat wyizolowany i oczysz-
czony z guzéw nowotworowych, okreslono strukture genu, ztozone mechanizmy regulacjijego ekspresji,
sekwencje aminokwas6w oraz mechanizmy potranslacyjnej obrébki peptydu. N-koniec peptydu PTHrP
posiada duze podobienstwo z parathormonem i dziata poprzez wsp6lny receptor PTH/PTHrP zwigzany
z bialkiem G, aktywujac jednoczes$nie dwa szlaki transdukcji sygnatu poprzez cyklaze adenylowg i
fosfolipaze C. W wyniku wiazania z receptorami osteoblastéw i kanalikéw nerki, powoduje resorpcje
kosci i zatrzymanie jonéw wapnia, podwyzszajac jego stezenie w osoczu krwi. PTHrP oraz matrycowe
RNA dla PTHrP i jego receptora zostato zlokalizowane w wielu réznorodnych tkankach innych niz
docelowe tkanki parathormonu (PTH) wskazujgc na udziat PTHrP w wielu istotnych procesach fizjo-
logicznych. Liczne badania wskazuja, ze PTHrP w drodze parakrynowej lub autokrynowej bierze udziat
w regulacji wzrostu i réznicowania w okresie zarodkowym, ptodowym i zyciu dorostym, w transporcie
jondw wapnia przez nablonki w réznych narzadach oraz w relaksacji miesni gtadkich.

Stowa kluczowe: Parathyroid Hormone-Related Peptide (PTHrP), humoralna hiperkalcemia towarzysza-
ca nowotworom

Summary. Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) has been identified in 1987 as a result of studies
on humoral hypercalcemia of malignancy (HHM). The newly discovered factor of calcium metabolism
control has been isolated and purified from neoplasma. Structure of the corresponding gene has been
defined as well as the complex regulation mechanisms of its expression, amino acid sequence and
mechanisms of post-translational processing of the peptide. N-terminal part of the PTHrP significantly

*Praca finansowana w ramach dziatalnosci statutowej AM Wroctaw
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resembles parathormone and acts through the common PTH/PTHrP receptor. The receptor is linked with
protein G, activating in parallel two signal transduction pathways mediated by, respectively, adenyl
cyclase and phospholipase C. As aresult of binding with the receptors on osteoblasts and on renal tubules,
the hormone induces bone resorption and calcium ion resorption, thus augmenting calcium level in
plasma. PTHrP as well as template RNAs for PTHrP and for its receptor have been localized in a wide
spectrum of tissues distinct from target tissues for PTH, pointing to participation of PTHrP in many
significant physiological processes. Numerous studies indicate that, acting on a paracrine or an autocrine
way, PTHrP participates in growth and differentiation control during embryonal, fetal life and in life of
mature individuals, in calcium ion transport across epithelia in various organs and in relaxation of smooth
muscles.

Key words: Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) - humoral hypercalcemia of malignancy

Wykaz uzywanych skrétow: HHM - humoralna hiperkalcemia towarzyszaca nowotworom, PTH -
parathormon, PTHIP - parathyroid hormone-related peptide

Parathyroid hormone related protein (PTHrP) zostat wyizolowany z ludzkich
guzdéw nowotworowych pobranych od pacjentéw z objawami humoralnej hiperkalce-
mii towarzyszacej nowotworom (humoral hypercalcemia and malignancy - HHM).

Wsrdd kilku proponowanych mediatorow HHM, takich jak prostaglandyny E2,
czynniki wzrostu, Interleukina-1 i PTHrP, tylko ten ostatni uwazany jest obecnie za
podstawowy czynnik odpowiedzialny zaten syndrom i wykazuje bioaktywno$é scisle
korelujacg z parathormonem ( PTH)[7, 21, 37, 87].

Obecnie, zaréwno peptyd PTHrP, jak i jego mRNA zostaty wykryte w wielu
normalnych tkankach zaréwno zwierzecych, jak i ludzkich, wliczajgc w to tak rozne
narzady, jak gruczot mlekowy, tozysko, naskorek, kosci, macica, oSrodkowy uktad
nerwowy, nerki i przytarczyce [23, 40, 58, 69, 74, 83]. Na podstawie dotychczas
uzyskanych informacji mozna stwierdzi¢, ze hormon ten oprocz dziatania endokry-
nowego dziata takze jako czynnik parakrynowy lub autokrynowy w regulacji wielu
istotnych procesow fizjologicznych, wérdd ktorych nalezy wymienic takie, jak: wzrost
i réznicowanie, homeostaza i transport jonéw wapnia przez nabtonki oraz relaksacja
miesni gadkich [11].

GEN PTHrP I JEGO EKSPRESJA

Ludzki gen PTHTrP jest pojedynczym genem ztozonym, umiejscowionym na krot-
kim ramieniu chromosomu 12, w analogicznej pozycji jak gen dla PTH na chromo-
somie 11 [35, 36,67]. Wydaje sie, ze geny kodujace te dwa peptydy naleza do jednej
rodziny gendw wywodzacych sie od wspolnego prekursora. Gen PTHrP mégt powstacé
wskutek duplikacji, w wyniku czego struktura genu PTHrP stala sie bardziej ztozona
niz genu PTH [81]. Ponadto gen PTH wykazuje expresje jedynie w przytarczycach,
podczas gdy transkrypty genu PTHrP zostaty zidentyfikowane nie tylko w guzach
nowotworowych, lecz takze w licznych normalnych tkankach (rys. 1).

Gen PTHTrP skiada sie z dziewieciu egzonow, z ktorych jedynie dwa wystepuja
jako niezmienione w transkryptach PTHrP. Pozostate siedem egzonéw moze by¢
reprezentowanych w mRNA dla PTHrP w zmiennych ztozeniach jako rezultat alter-
natywnego sktadania i przeksztatcania, co umozliwia powstanie okoto 15 réznych



PTHrP - NOWY PEPTYDOWY HORMON O WIELU FUNKCJACH 129

Rys. 1. Przyktadowa lokalizacja PTHrP w ludzkich tkankach: reakcjaimmunocytochemiczna z przeciw-

ciatami skierowanymi przeciwko aminokwasom 8-15 czgsteczki PTHrP; pojedyncze immunoreaktywne

komérki obserwuje sie w raku rdzeniastym tarczycy (a) i w raku kolczystokomérkowym skory (b); w

raku nerki PTHrPjest obecne we wszystkich komérkach w réznych ilosciach; w normalnej przytarczycy

wszystkie komdrki gruczotowe wykazuja podobne nasilenie reakcji (d); linia w prawych naroznikach
odpowiada 50 pm
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Rys. 2. Schemat struktury czasteczki PTHrP: a- pierwszorzedowa struktura N-konca czasteczki PTHrP
i odpowiadajacego odcinka PTH, odcinek aminokwaséw 1-13 wykazuje 70% homologie, identyczne
aminokwasy zaznaczone na szaro; b - pokazano trzy produkty translacji genu PTHrP o zrdznicowanej
dtugosci, kazdy z nich ma 36-aminokwasowg sekwencje prepro, za ktorag nastepuje 139 identycznych
aminokwasow, kazda z tych izoform ma inny koniec karboksylowy, zaznaczone sa miejsca umozliwia-
jace potranslacyjng obrobke polipeptydu; ¢ - przedstawiono domeny funkcjonalne czgsteczki PTHrP -
-36 do 1sekwencja prepro, 1-13 sekwencja homologiczna w 70% z czgsteczkg PTH, odcinek 13-3411-
i 111-rzedowa strukturg nasladuje czasteczke PTHrP, 35-111 wysoce konserwatywny odcinek czasteczki
wykazujacy niewielka zmiennos¢ gatunkowa, dalszy korncowy odcinek charakteryzuje sie duzg zmien-
noscia; d- pokazano udokumentowane odcinki PTHrP powstate w wyniku potranslacyjnej modyfikacji

transkryptéw [17]. Technikg immunoblotingu wykazano obecnos¢ trzech do pieciu
produktéw transkrypcji o zréznicowanej wielkosci od 1,6 do 4,2 kb [35]. Gen PTHrP
ma trzy strukturalnie r6znigce sie promotory, dwa o strukturze TATA ijeden bogaty
w zasady GC, ktore podlegajg odmiennym mechanizmom regulacji. Gen PTHrP
posiada charakterystyczng sekwencje nukleotydéw (bogata w powtarzajgce sie ko-
pie); podobne motywy nukleotydéw wystepuja réwniez w genach cytokin i liczny-
chprotoonkogenach. Wsp6lng cechg tych gendéw jest indukcja przez czynniki
wzrostowe, lub cykloheksamidy oraz relatywnie krotko zyjace mRNA, bogate w
liczne kopie powtarzajgcego sie motywu nukleotydoéw AU [17, 22].

Ekspresja genu PTHrP jest regulowana gtdwnie na poziomie transkrypcji. Wyka-
zano, ze mitogeny, takie jak interleukina 2, czynniki wzrostu TGF-(3, IGF-1, EGF,
dziatajg jako pozytywne stymulatory ekspresji genu PTHrP. Wykazano ponadto, ze
ekspresja genu PTHTrP istotnie wzrasta w komorkach transformowanych onkogenami
EJ-Ha-ras i v-src [16, 19, 33]. W badaniach in vitro keratynocytéw, ludzkich linii
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komorek neuroendokrynowych wywodzacych sie z raka rdzeniastego tarczycy oraz
w pierwotnych hodowlach gruczotu mlekowego i transformowanych wirusem HTLV
limfocytach T wykazano hamujgcy wptyw na ekspresje genu PTHrP aktywnej formy
witaminy D3 kalcitriolu ijej syntetycznych analogéw oraz glikokortykoidéw (hydro-
kortyzon, deksametazon) [22, 33]. Hamujacy wptyw witaminy D3 na transkrypcje
genu PTHrP wydaje sie byc¢ realizowany w podobny sposob jak w genie PTH przez
obecno$é w rejonie promotora negatywnych sekwencji odpowiedzi hormonalnej na
kalcitrol (VDRE), co potwierdzatoby ewolucyjne pokrewienstwo tych dwaéch genow.
Wptyw glikokortykoiddw na transkrypcje genu PTHrP sugeruje réwniez prawdopo-
dobienstwo wystepowania w obrebie promotora odpowiedniej negatywnej sekwencji
odpowiedzi hormonalnej [22, 33].

Tkankowo specyficzna ekspresja mRNA swoistego dla PTHrP, w wielu tkankach
normalnych i zmienionych nowotworowo, wykazata obecno$s¢ mRNA kodujgcego 3
izoformy peptydu, réznigce sie dtugoscia tancucha, zawierajgce odpowiednio 139,
141 i 173 aminokwasy [35,39]. Sekwencje te poprzedzone sg wspdlng dla tych trzech
izoform sekwencja “prepro” (aminokwasy w pozycji -36 do 1), pozostate aminokwasy
az do aminokwasu w pozycji 136 sg identyczne, tak wiec poszczeg6lne izoformy
réznig sie jedynie koricem karboksylowym [rys. 2b]. Ludzkie tkanki i guzy nowotwo-
rowe wykazujace ekspresje PTHrP moga zawiera¢ wszystkie trzy transkrypty, lecz
niektore tkanki wykazuja preferencyjng ekspresje poszczegélnych izoform [5,35,69].
Fizjologiczne uzasadnienie wystepowania tych trzech transkryptow, decyzje kieruja-
ce przeksztatceniami i sktadaniem RNA nie sg znane [80]. Trzy izoformy peptydu
posiadaja charakterystyczne uktady aminokwaséw typowe dla innych neuroendokry-
nowych peptyddw, prawdopodobnie umozliwiajgce potranslacyjng modyfikacje
PTHrP. Dublet aminokwasow arginina-lizyna w pozycji -1 i -2 jest miejscem odciecia
prepropeptydu identycznym jak w przypadku priopromelanokortyny (POMC), parat-
hormonu (PTH) oraz wielu innych peptydéw o dziataniu neuroendokrynowym [64].
Arginina w pozycji 37 jest miejscem potranslacyjnej modyfikacji PTHrP, identycz-
nym do opisanej w przypadku wielu neurohormonéw. Ciecie w pozycji Arg37 prowa-
dzi do powstania PTHrP 1-36 i regionu $rodkowego rozpoczynajacego sie przy
aminokwasie 38, a konczacego na aminokwasie 88 do 111. Odcinek peptydu 88-106
posiada liczne sekwencje umozliwiajgce endoproteolityczng modyfikacje i wytwarza-
nie PTHrP o réznych koncach aminowych, ktére moga podlega¢ wielorodnym po-
translacyjnym modyfikacjom [63].

Odcinek dojrzatego peptydu 1-36 nasladuje dziatanie parathormonu. Odcinek
zawierajgcy aminokwasy 1-13 jest w 70% homologiczny z odpowiednim rejonem
PTH i jest odpowiedzialny za wystepowanie objawow HHM (rys. 2a). Homologia
N-konica PTHrP i PTH wydaje sie ttumaczy¢ fakt dziatania PTHrP przez te same
receptory co parathormon (PTH) [27,49]. Potwierdzono to eksperymentalnie wyka-
zujac, ze syntetyczny N-koricowy fragment PTHrP wigze sie specyficznie z recepto-
rami PTH [48].

Odcinek srodkowy zawierajacy aminokwasy 38-111 jest wysoce konserwatywny
gatunkowo (rys. 2c¢) [80]. Syntetyczny peptyd odpowiadajacy temu odcinkowi stymu-
luje transportjonéw wapnia przez tozysko z matki do ptodu. [9]. Odcinek karboksy-
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lowy peptydu zawiera wysoce konserwatywng sekwencje aminokwaséw w pozycji
107-111 i uzyskuje sie go po proteolitycznym trawieniu propeptydu w pozycji
102-106. PTHrP (107-111) obecny jest w osoczu pacjentéw z chroniczng niewydo-
Inoscig nerek i u pacjentéw z objawami HHM [63]. Syntetyczny odcinek PTHrP
107-111 jest inhibitorem aktywnosci osteoklastow i nazywany jest osteostatyng (rys.
2d)[14,15].

Korncowy karboksylowy odcinek peptydu (pozycja 141-173) kodowany przez
egzon 5 ludzkiego genu PTHTrP jest sekwencjg specyficzng dla ludzkiego PTHrP
nieobecna w genie PTHrP myszy, szczuréw i kurczat [63, 80].

Koniec 3’ kazdego z trzech mRNA swoistych dla trzech izoform PTHrP zawiera
charakterystyczny motyw AUUUA, typowy dlawielu neurohormonoéw peptydowych,
umozliwiajacy potranslacyjng regulacje ekspresji mMRNA. Potranslacyjna modyfika-
cja PTHrP jest procesem ztozonym i specyficznym dla danego typu komdérki oraz
poszczegblnych izoform peptydu. W wyniku dziatania endopeptydazy przy Arg
powstaje N konicowy peptyd 1-36 i odcinek srodkowy rozpoczynajacy sie od 38
aminokwasu (Ala38). Glikozylowany N-koniec 1-36 PTHrP i odcinek Srodkowy
zawierajacy okoto 60 aminokwaséw sg formami sekrecyjnymi PTHrP (rys. 2d)
[54,63].

Immunocytochemiczna lokalizacja PTHrP w réznych typach komoérek wskazuje
na zréznicowang immunoreaktywno$¢ i lokalizacje poszczeg6lnych odcinkow pepty-
du. W komérkach linii RIN (Rat insulinoma) odcinki PTHrP 1-36 i 109-138 zostaty
zlokalizowane w obrebie aparatu Golgiego, natomiast odcinek srodkowy 109-138
wystepowat ponadto w pecherzykach sekrecyjnych. Immunochemiczna reaktywnos$¢
tego odcinka wykryta w medium hodowlanym potwierdza jednoznacznie, ze jest on
forma sekrecyjng PTHrP [63]. Stosujac te same przeciwciata, wykazano identyczny
fragment peptydu w osoczu pacjentéw z objawami HHM i z chroniczng niewydolno-
Scig nerek [7]. Potranslacyjna modyfikacja PTHrP wydaje sie by¢ specyficzna tkan-
kowo. Przeciwciala anty-PTHrP (106-141) dajg pozytywna reakcje z normalnymi
keratynocytami przy braku takiej reakcji w licznych gruczolakorakach. Linia hodo-
wanych komoérek przytarczyc wydziela izoforme PTHrP zbudowang z sekwencji
aminokwasow 1-84, ktorej obecnos$¢ stwierdzono zaréwno w komérkach, jak i w
medium hodowlanym [7,63].

Na podstawie dostepnych danych mozna zatozy¢, ze PTHrP moze funkcjonowaé
jako specyficzny tkankowo polihormon lub prekursor mniejszych, zréznicowanych
strukturalnie peptyddw, z ktérych kazdy ma unikalng aktywnos$¢ biologiczna czesto
0 przeciwstawnym dziataniu oraz odmienne szlaki transdukcji sygnatu[80].

RECEPTOR PTH/PTHrP I TRANSDUKCJA SYGNALU

Analogia N-koncowego fragmentu PTHrP (odcinek 1-34) z analogicznym odcin-
kiem parathormonu umozliwia wigzanie PTHrP przez receptory PTH w hodowlach
komorek kosci i nerek, modulujgc metabolizm wapnia i fosforandw w sposéb identy-
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czny jak w przypadku wigzania parathormonu [38,49]. Wskazuje to na mozliwos¢
modulowania wielu fizjologicznych funkcji kontrolowanych zaréwno przez PTH i
PTHrP przez wigzanie z jednym rodzajem receptora. Nie mniej jednak, uzywajac
sondy cDNA dla receptora PTH/PTHrP, wykazano obecno$¢ mRNA dla tych recep-
torow w wielu rodzajach komoérek innych niz typowe komorki docelowe dla parat-
hormonu [26,28].

Receptor PTH/PTHrP nalezy do rodziny receptoréw dziatajgcych poprzez biatko
G, do ktorej zaliczamy takze receptory kalcytoniny, sekretyny, wazoaktywnego
peptydu jelitowego (VIP1 i 2) oraz wiele innych [26,28]. W migéniach gtadkich
zotadka wykazano, ze PTH, PTHrP oraz VIP moga taczy¢ sie z tym samym recepto-
rem, co potwierdza przypuszczenia, ze receptory te nalezg do tej wspdlnej rodziny
[4]

Struktura receptora PTH/PTHrP wykazuje silng homologie miedzygatunkowsg i
konserwatyzm ewolucyjny [28]. Receptor PTH/PTHTrP ztozonyjest z 585 aminokwa-
sow. Fragment wigzacy ligand znajduje sie miedzy 27 a 46 aminokwasem i wigze z
réwnym powinowactwem zaréwno PTH (1-34), jak i PTHrP (1-36). Podobnie jak
inne receptory wigzgce biatka G ma on siedem hydrofobowych domen $rédbtonowych
i przynamniej dwa miejsca umozliwiajgce N-glikozylacje [26,28]. Aktywacja recep-
tora PTH/PTHrP w hodowanych osteoblastach i komdrkach nerki oposa, uruchamia
przynajmniej dwa szlaki transdukcji sygnatu poprzez jednoczesng aktywacje cyklazy
adenylowej i fosfolipazy C, co prowadzi do wzrostu stezenia CAMP ijonéw wapnia
oraz aktywacje kinaz biatkowych A'i C [2].

Coraz liczniejsze doniesienia, wskazujgce na zroznicowang aktywnos$¢ biologiczng
poszczegblnych odcinkéw peptydu PTHrP, sugerujg obecnos¢ réznych tkankowo
specyficznych receptoréw PTHrP, innych niz klasyczny receptor PTH/PTHrP [26].

NADEKSPRESJA PTHrP

NadekspresjaPTHrP wywotuje humoralng hiperkalcemie towarzyszaca nowotwo-
rom (HHM). Jest to ogolny, paraneoplastyczny zespét towarzyszacy okoto 10%
pacjentdw z zaawansowang chorobg nowotworowg [50]. HHM najczesciej towarzy-
szy nowotworom phuc, kory nerek i piersi [44, 45, 82, 83]. Objawy kliniczne HHM
sg podobne, jak wywotane wskutek nadczynnosci przytarczyc. Poczatkowo sadzono,
ze zakliniczne objawy HHM odpowiedzialnajest ektopowa produkcja parathormonu
(PTH), i poglad ten utrzymywat sie do lat osiemdziesigtych [6, 61, 84]. Wtedy to
pojawity sie pierwsze watpliwosci, gdyz coraz czesciej donoszono o przypadkach
braku podwyzszonego poziomu parathormonu u pacjentéw z objawami hiperkalce-
mii. Nie stwierdzono tez wydzielania parathormonu (PTH) przez guzy nowotworowe
[18,53,65]. W wielu przypadkach HHM, poziom PTH w surowicy krwi byt obnizony
lub nawet niewykrywalny, a mimo to wykazywano silng bioaktywnos$¢ parathormonu
manifestujaca sie m.in. hiperkalcemia, hipofosfatemia oraz obecnoscig wysokiego
stezenia CAMP w moczu [20,37,44,45]. Watpliwosci te zostaty wyjasnione dopiero
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w 1987 roku, gdy trzem niezaleznym zespotom badawczym, poszukujacym czynnika
odpowiedzialnego zaHHM, udato sie wyizolowa¢ i zsekwencjonowac nowy hormon
-parathyroid hormone relatedprotein (PTHrP), obecnie uwazany jako podstawowy
mediator mechanizméw odpowiedzialnych za objawy HHM [43, 66,68].

Humoralna hiperkalcemia towarzyszaca nowotworom jest spowodowana ektopo-
wym wytwarzaniem PTHrP, ktory zaburza homeostaze wapniowa. PTHrP, wigzac sie
z receptorami osteoblastdw i komorek nabtonka kanalikéw proksymalnych nerki
powoduje wzrost resorpcji tkanki kostnej oraz nasila wchtanianie jonéw wapnia i
wydzielanie fosforanéw [20]. Procesy te sg wynikiem aktywacji cyklazy adenylowej
i fosfolipazy C oraz okre$lonych szlakow metabolicznych przez kinazy biatkowe A i
C. PTHrP wiazac sie z receptorem PTH/PTHrP osteoblastéw powoduje transformacije
komorek odpowiedzialnych za formowanie kosci w osteoblasty osteolityczne. W
odpowiedzi na zwigzanie PTHrP przez receptor osteoblastow spada synteza kolagenu
oraz ekspresja fosfatazy zasadowej i osteopontyny, natomiast wzrasta wytwarzanie
ostokalcyny, cytokin i neutralnych proteaz [52]. W wyniku osteolizy uwolnione
zostajg jony wapnia i fosforany, ktére dostajg sie do przestrzeni pozakomoérkowych i
osocza krwi. W odpowiedzi na wigzanie PTHrP przez receptory kanalikow nerko-
wych zmniejsza sie wydzielanie jon6w wapnia, a nasila sie wydzielanie fosforandw.
Procesy te powodujg wysoka hiperkalcemie, hipofosfatemie, i obecno$¢ duzego
stezenia nefrogennego cAMP w moczu [20,65] W etiologii hiperkalcemii nie wyklu-
cza sie udzialu innych czynnikdéw wytwarzanych przez guzy nowotworowe, takich
jak, cytokiny resorbujace kosci oraz prostaglandyny i enzymy, ktdre moga dziata¢
samodzielnie badZ synergistycznie z PTHrP [20].

Stosujac techniki immunocytochemiczne i hybrydyzacje in situ wykazano obe-
cnos¢ PTHrP w licznych guzach nowotworowych, aniemal w stu procentach w rakach
ptaskokomaérkowych wywodzacych sie z réznych narzadéw [82,83]. Badania immu-
nochemiczne wykazujg wysoki poziom PTHrP w surowicy krwi pacjentow z HHM,
natomiast niski lub zupetny brak PTHrP u pacjentéw z nowotworami z normalnym
poziomem wapnia oraz u pacjentdw z nadczynnoscig przytarczyc. Ponadto wysoki
poziom PTHrP w surowicy jest charakterystyczny dla wiekszosci pacjentéw z prze-
rzutami nowotwordw do kosci. W serii badan prowadzonych na pacjentach z HHM
wysoki poziom PTHrP w surowicy krwi stwierdzono u 88% pacjentow z litymi
guzami nowotworowymi oraz jedynie u 30% pacjentow z limfomami lub szpiczakiem,
co wskazuje, ze PTHrP w znacznie mniejszym stopniu towarzyszy nowotworom Krwi
[7,46,51,55].

Znaczenie okres$lania poziomu PTHrP w diagnostyce nowotworoéw nie jest do
konca ustalone. Nie mniej jednak badania ostatnich lat sugeruja, ze okreslanie pozio-
mu PTHrP w surowicy krwi w powigzaniu z oznaczaniem PTH, moze by¢ pomocne
w identyfikacji utajonych form nowotworéw oraz koegzystencji nowotworéw ztosli-
wych i nadczynnosci przytarczyc, co moze umozliwi¢ zastosowanie odpowiedniej
terapii [73].
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FIZJOLOGICZNA FUNKCJA PTHrP

Chociaz PTHrP poczatkowo wyizolowano i zsekwencjonowano z guzéw nowo-
tworowych, to obecnie lokalizacja tego peptydu, jego mRNA oraz receptoréw zostata
stwierdzona w wielu réznych narzadach i tkankach. Wykorzystujac techniki hybry-
dyzacji in situ i immunocytochemii wykazano obecno$¢ PTHrP w wielu narzgdach,
wsrdd ktorych nalezy wymienic: skore, serce, nerki, trzustke, jadra, tkanke mozgowa,
miesnie szkieletowe, miesien sercowy, gruczoty endokrynowe, macice, tozysko oraz
gruczot mlekowy. Ekspresja PTHrP w rozmaitych tkankach i narzadach [38, 49, 69,
70, 81] oraz letalne konsekwencje uszkodzenia genu PTHrP [31] wskazujg na poten-
cjalng mozliwos¢ petnienia przez ten hormon wielu istotnych i r6znorodnych funkcji
fizjologicznych. Wytwarzanie PTHrP rozpoczyna sie jeszcze w okresie preinplanta-
cyjnym. Obecnos$¢ tego hormonu wykazano juz w stadium moruli, w ktorym PTHrP
jest zaangazowany w zalezne od cAMP réznicowanie endodermy powierzchniowe;j.
Ekspresje genu PTHrP wykazujg neuroektoderma, mezenchyma i endoderma oraz
narzady pierwotne wywodzace si¢ z tych listkéw zarodkowych, co wskazuje na
mozliwos$¢ realizowania przez ten peptyd istotnych funkcji regulacyjnych w czasie
rozwoju zarodkowego [72].

Lokalizacja mRNA receptorow PTH/PTHrP w zarodkach myszy w miejscach
graniczenia nabtonkow i mezenchymy oraz w nabtonku jelita, tkance mezenchymal-
nej ptuc, kanalikach $rédnercza, a takze miejscach formowania kosci i naczyn suge-
ruje, ze interakcja PTHrP z ich receptorami odgrywa znaczacg role w embriogenezie
oraz w procesach tworzenia narzagdoéw [32]. Ekspresja mRNA PTHrP w komdrkach
periostealnych ptodéw wskazuje na udziat tego peptydu w regulacji rozwoju kosci
oraz ich remodelacji [14, 15].

Krotki odcinek PTHrP (67-86) wydzielany w okresie ptodowym przez przytarczy-
ce odgrywa zasadnicza role w transporcie jonéw wapnia przez tozysko, co stwierdzo-
no w przypadku zarodkéw owiec, $win oraz ludzi [1, 5, 60].

Szeroka ekspresja genu PTHrP ijego strukturalne podobienstwo do gendw czyn-
nikéw wzrostu sugeruje, ze PTHrP moze funkcjonowac jako parakrynowy lub auto-
krynowy regulator wzrostu i réznicowania [38,81]. Funkcjata zostata ostatnio opisana
w hodowlach ludzkich keratynocytéw, w ktérych PTHrP dziata jako czynnik anty-
proliferacyjny [29] i prodyferencjacyjny [30]. W eksperymentach natransgenicznych
myszach nadekspresja PTHrP wywotuje niedorozwoj gruczotu mlekowego. W bada-
niach prowadzonych na ludzkich keratynocytach i liniach nabtonka gruczotu mleko-
wego wykazano, ze liczne mitogeny, takie jak EGF, insulina IGF-1 itd., stymulujg
ekspresje PTHrP w licznych komérkach badanych in vitro. W obecnos$ci mitogenow
w hodowli komoérkowej szybko i nagle wzrasta ekspresja mRNA dla PTHrP, co
przypomina w sposéb wyrazny regulacje ekspresji licznych genéw zaangazowanych
w regulacji cyklu komérkowego, takich jak np. c-myc [77]. Rola PTHrP jako lokal-
nego regulatora wzrostu i réznicowania zostata stwierdzona w wielu rodzajach
nowotworéw [3, 12,25] oraz licznych komdérkach normalnych, do ktérych nalezy
zaliczy¢, poza wspomnianymi keratynocytami i nabtonkiem wydzielniczym gruczotu
mlekowego takze fibroblasty, osteoblasty i wiele innych [34]. Badania te wskazuja,



136 M. SOPEL, M. MURAWSKI, M. ZABEL

ze PTHrP moze dziatac jako ogdlny inhibitor wzrostu [78]. PTHrP jest rozpatrywany
jako para- lub autokrynowy czynnik relaksacji miesni gtadkich regulujacy napiecie
miesni naczyn krwionosnych, macicy, zotadka i jelit oraz pecherza moczowego
[41,42,47,61]. PTHrP wydzielane przez komérki $rodbtonka, wigzac sie receptorami
komorek mieSniowych gladkich, reguluje napiecie miesniéwki tetnic, a tym samym
ci$nienie krwi. Ekspresja PTHrP wzrasta w czasie skurczu komoérek migsniowych
naczyn jak rowniez jest stymulowana czynnikami skurczowymi, np. angiotensyng 11
[19]. Wykazano ponadto regulacyjng funkcje PTHrP w procesach angiogenezy [57].

Ekspresja mRNA dla PTH i PTHrP w btonie $luzowej zotadka ijelit wskazuje na
role tego peptydu w regulacji funkcji przewodu pokarmowego. Mok et al. [42]
wykazali, ze zardbwno PTH, jak i PTHrP w stezeniach nanomolowych rozluzniajg
miesnie gtadkie réznych obszaréw zotadka. W komaérkach miesni gtadkich zotgdka
zlokalizowano mRNA dla PTHrP oraz wyrazny wzrost ekspresji genu PTHrP w tych
komorkach w wyniku cholinergicznej stymulacji skurczu. Wskazuje to wyraznie na
funkcje PTHrP jako para- lub autokrynowego modulatora aktywnosci skurczowej
miesniéwki zotadka. Relaksacyjne dziatanie PTHrP jest inicjowane silnym skurczem
miesni, aefektjego dziataniajest znoszony w obecnosci wysokiego poziomu kortyko-
steronu uwalnianego do osocza krwi w czasie stresu [24]. Receptory PTH/PTHrP w
miesnidwce gladkiej jelita, podobnie jak w Zotgdku wigzgc PTHrP (1-34) indukujg
relaksacje miesnidwki przez aktywacije cyklazy adenylowej i kinazy biatkowej A [4].

W miesnidowce macicy PTHrP dziata rozkurczowo jedynie na warstwe miesni
podtuznych, nie wykazano natomiast wptywu PTHrP na warstwe miesni okreznych.
Poszczegblne warstwy miesniowki i endometrium majg zréznicowang immunore-
aktywnos¢ w stosunku do przeciwciat anty-PTHrP. Immunocytochemiczna lokaliza-
cjaPTHrP w nabtonku macicy wskazuje tez inne funkcje hormonu niz tylko relaksacja
miesniéwki macicy [76].

Woydzielany przez gruczot mlekowy PTHrP oddziatujac na miesnie naczyn krwio-
nosnych reguluje przeptyw krwi przez gruczot, gospodarke wapniowa i stymuluje
sekrecje sktadnikdéw mleka [56, 71, 79]. Ponadto w okresie laktacji PTHrP bierze
udziat w regulacji skurczu komorek mioepitelialnych gruczotu mlekowego regulujac
ejekcje mleka [59].

Fizjologiczna aktywno$¢ PTHrP jest zwigzana przede wszystkim z N-koricem
peptydu (odcinek 1-34) wigzanym przez receptory PTH/PTHIP, nie mniej jednak inne
odcinki peptydu wydaja sie tez posiadac¢ okreslong aktywnosé biologiczng. Odcinek
peptydu obejmujacy aminokwasy w pozycji 67-86 stymuluje transportjonéw wapnia
poprzez tozysko z matki do ptodu [1]. Fragment PTHrP zawierajacy sekwencje
aminokwasow 107-111 (tzw. osteostatyna) hamuje aktywno$¢ osteoklastow, dziata-
jac antagonistycznie do odcinka peptydu zawierajgcego aminokwasy 1-34 [14,15].
C -koficowy odcinek PTHrP (107-111) aktywuje kinaze biatkowg C w izolowanych
limfocytach $ledziony, wskazuje na znaczenie tego peptydu jako fizjologicznego
modulatora odpowiedzi immunologicznej [75].

Wiekszo$¢ z funkcji PTHrP w tkankach niezmienionych nowotworowo wydaje sie
by¢ realizowane w drodze parakrynowej lub autokrynowej. Jedynym fizjologicznym
stanem, w ktérym poziom PTHrP w surowicy wyraZnie wzrasta, jest laktacja [56,71].
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PODSUMOWANIE

Od czasu wyjasnienia strukury PTHrP pojawia sie coraz wiecej informacji doty-
czacych funkcji PTHrP w fizjologii komdrek zaréwno nowotworowych, jak i normal-
nych. Szeroka ekspresja PTHrP w wielu réznorodnych tkankach, silny ewolucyjny
konserwatyzm, wczesna ekspresjaw rozwoju zarodkowym oraz letalne konsekwencje
uszkodzenia genu PTHrP wskazujg na znaczaca role tego hormonu w realizacji wielu
istotnych funkcji fizjologicznych. Ponadto ztozona transkrypcyjna regulacja genu
PTHrP, wystepowanie niestabilnych sekwencji genu i ich zmienna transkrypcja oraz
sktadanie, a takze wystepowanie peptydu w kilku izoformach podkreslajg znaczenie
tego peptydu. Struktura genu PTHrP i spos6b jego ekspresji sugeruja mozliwosé
tkankowo specyficznej modyfikacji syntetyzowanego peptydu i wydzielania go w
postaci kompleksu pochodnych peptydéw, z ktérych kazdy moze mie¢ specyficzny
wiasny receptor, szlak transdukcji sygnatu i zréznicowane konsekwencje fizjologicz-
ne. Obecnie wydaje sig, ze udziat PTHrP w etiologii humoralnej hiperkalcemi towa-
rzyszacej nowotworom jest zrozumiaty. Natomiast fizjologiczna funkcja PTHrP
wymaga dalszych prac i wyjasnienien. Nalezy sadzi¢, ze badania nad PTHrP w
najblizszych latach bedg skoncentrowane na tych wiasnie zagadnieniach.
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Il Konferencja Cytometrii Przeptywowej

Uprzejmie zawiadamiamy o organizowaniu Il Konferencji Cytometrii Przeptywo-
wej na temat “International Symposium and Tutorial Course on Flow and Image
Cytometry and its Applicationsfor in vivo and in vitro Assays".

Konferencja jest organizowana przez Komitet Zatozycielski Polskiego Towarzy-
stwa Cytometrii, Miedzynarodowy Instytut UNESCO-PAN, Komisje Hodowli Ko-
morek i Tkanek PAN przy wspotpracy z International Society for Analytical
Cytometry (ISAC).

Konferencja odbedzie sie w dniach 22-23 kwietnia 1996 w Warszawie. Obrady
beda prowadzone w jezyku angielskim w sali wyktadowej Instytutu Biocybernetyki
i Inzynierii Biomedycznej, ul. Ksiecia Trojdena 4. Udziat w charakterze wyktadow-
cow zadeklarowali:

James Watson(Cambridge University, Cambridge, UK):

a) Analysis of oncoproteins and other nuclear antigens by flow cytometry,
b) Enzyme reaction Kinetics by flow cytometry,
David Hedley (Princess Margaret Hospital, Toronto, Canada):
Analysis of dmg resistance by flow and image cytometry,
Carl Stewart (Roswell Park Cancer Center, Buffalo, NY USA):
Clinical applications of immunophenotyping by flow cytometry,
Paul Robinson (Purdue University, West Lafayette, IN, USA):
Cell functional assays by flow and image cytometry,

Zbigniew Darzynkiewicz (New York Medical College, Valhalla, NY,USA):

a) Analysis of cyclin dependent kinases (cdk), cyclins and cdk inhibitors by
multiparameter flow cytometry,
b) Role of apoptosis in tumor growth and treatment,

Hanna Sovalat (Hopital du Hasenreain, Mulhouse, France) - tytut do ustalenia

Istnieje mozliwosc¢ rezerwacji miejsca hotelowego w cenie ok. 45-50 zt w pokoju
dwuosobowym i 70-80 w pokoju jednoosobowym. Uczestnictwo w konferencji jest
bezptatne.

Drugi komunikat zostanie przestany osobom, ktére w terminie do 10 marca br.
przesla zgtoszenie na adres:

Dr Janusz Skierski, Samodzielna Pracownia Cytometrii Przeptywowej Instytutu
Lekdéw, ul. Chetmska 30/34, 00-725 Warszawa.

Prof, dr hab. med. Jerzy Kawiak, Prof, dr hab. med. Wodzimierz Olszewski,

dr med. Janusz Skierski
Warszawa, 5 stycznia 1996 r.

Zgtaszam che¢ uczestnictwa w Il Konferencji Cytometrii Przeptywowej “International Sympo-
sium and Tutorial Course on Flow and Image Cytometry and its Applicationsfor in vivo and in
vitro Assays”, ktora odbedzie sie w Warszawie, w dniach 22-23 kwietnia 1996 r.

Nazwisko, Imie, adres, tel i fax:

Uprzejmie prosze o rezerwacje miejsca w hotelu, w pokoju jednoosobowym/dwuosobowym w
dniach 21/22, 22/23, 23/24 kwietnia 1996 r.

Podpis, data



W. Mejbaum-Katzenellenbogen’s Seminars

3. LIPOSOMES
IN

BIOLOGY
AND
MEDICINE

June 3-5,1996, Wroctaw, Poland

General Objective of the Seminar:
To discuss recent advances in construction and
application of liposomes in research and clinical practice.

Selected Aspects:

# liposomes, techniques of their preparation and loading
# liposomal stability and its modulation

# liposomes in studies of biomembranes

# liposome technology - from lab bench to clinic

# other drug delivery systems

Daily lectures (international speakers) and facilities for
posters. Social events. Exhibition of pharmaceutical, chemical
and biochemical companies.
Send application requests to:

Prof. Arkadiusz Kozubek
Organising Committee
3rd Mejbaum-Katzenellenbogen’s Seminar
LIPOSOMES IN BIOLOGY AND MEDICINE
Institute of Biochemistry
Wroclaw University
Przybyszewskiego 63/77
51-148 Wroclaw, Poland
tel./fax +48 (71) 2529 30

Early application is advised as Seminar LB&M is limited to 100 persons.



KOMUNIKATY

VI Ogdlnopolska Konferencja Biologii Komorki

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

Program naukowy Konferencji stwarza mozliwos¢ prezentacji najnowszych osigg-
niec teoretycznych i doswiadczalnych z zakresu biologii komoérki w ramach 10 nizej
wymienionych sekcji tematycznych:

>*Blony biologiczne

>- Patologia komorki

>- Starzenie sie i Smier¢ komorek

>- Biologia rozwoju

>- Ruch i cytoszkielet- Komunikacja miedzykomdrkowa
>- Komoérka a Srodowisko

>* Wspotczesne metody w biologii komérki

>* Morfologiczna analiza iloSciowa

>* Varia.

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

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

Obrady Konferencji beda prowadzone w jezyku polskim.

Wszelkich informacji zwigzanych z Konferencja udziela

dr hab. K. Trebacz

Zaktad Biofizyki Instytutu Biologii UMCS

20-033 Lublin, ul. Akademicka 19

Fax: (81)375102, tel. 375080

E-mail: TREBACZBIOTOP. UMCS. LUBLIN. PL



Komunikat Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

Zarzad Fundacji Biologii Komérki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczna
nagrode naukowa, w tym réwniez w roku 1996, za wyr6zniajaca sie oryginalng prace
z zakresu biologii komorki, indywidualng lub zespotowg, wykonang wylgcznie w
krajowej placowce naukowej, opublikowang w ostatnich dwaéch latach w czasopismie
figurujagcym w Current Content.

Wysokos$¢ nagrody w 1996 r. wyniesie 600 NZ&

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

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

Regulamin
dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komdrki i Biologii Molekularnej

£ 1. Raz w roku przyznawana bedzie jedna nagroda za wyrdzniajaca sie,
oryginalng prace z zakresu biologii komorki, indywidualng lub zespotowa,
wykonang wytgcznie w krajowej placéwce naukowej.

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

ji 3. Praca powinna by¢ opublikowana nie wcze$niej niz w ostatnich dwoch
latach poprzedzajacych nadanie nagrody.

i 4. Preferowane beda prace mtodych autorow.

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

£ 6. Zgtasza¢ prace do nagrody moze kazdy.

ii 7. Prace nalezy zgtasza¢ do Zarzadu Fundacji ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa, pokoj 314 do 15 paZzdziernika kazdego roku.
£  8.0cene kwalifikujacg prace do nagrody przeprowadza Komisja Nagrdd
powotana przez Zarzad Fundacji zasiegajac w razie potrzeby opinii specjali-
stow.
9. Decyzja Komisji ogtaszana bedzie w “Postgpach Biologii Komorki”.

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

th I



ERRATA

Erratado pracy |. Zak: Proteoglikany: struktura i biosynteza. Postepy Biologii
Komérki 1995, nr 3, 317-341.
Za powstate znieksztatcenia rysunkow goraco Autorke przepraszamy.

6-O-Sulfonowanie

Fragment rysunku 12 (s. 335). Modyfikacje glukozoaminoglikanéw na przykia-
dzie heparyny [wg 39, zmienione]

GJuUozoaminogi +kany

Fragment rysunku 11 (s. 334). Elongacja tancuchow glikozoaminoglikanowych
zwigzanych z biatkiem [wg 73, zmienione]
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiggnieé¢ biologii
komorki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadajg 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, a do Redakcji w Warszawie tylko artykuty, ktére nie odpowiadajg zadnej z wymienionych 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 dwoch 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
podwojna interlinig i marginesem 4 cm po lewej stronie. Strony powinny by¢ kolejno numerowane. Nadestanie tekstu
pracy, poprawionego po recenzjach, na dyskietce przyspieszy publikacje,

Pierwsza strona nie numerowana przeznaczona jest dla redakcji i powinna zawiera¢: imiona i nazwiska autoréw
oraz ich tytuty naukowe, adresy w pracy i domowy wraz z telefonem, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz
liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy poda¢ kolejno tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego,
nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40
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 tekscie nie zamieszczac tabel, schematéw lub rysunkéw, ajedynie zaznaczy¢ otéwkiem
na marginesie ich lokalizacje (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i
numerowane rozdzialy oraz podrozdziaty. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw czasopism
podawa¢ nalezy wedtug Index Medicus (listy czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym).
Powotanie w tekscie nastepuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym
(np. [5]). Spis literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

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

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

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

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

Redakcja prosi 0 propozycje do 5 0séb (nazwisko, imie, adres, fax), ktoére bytyby odpowiednimi recenzentami
maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktorej pracuje autor, ani jego wspétpracownikami.
Redakcja prosi takze gtéwnego Autora o dotaczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

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

tabel i rycin. tak nie wystana do innej redakciji. tak nie
Wszyscy Autorzy znaja i akceptuja pracg, tak nie Dotaczono kopig pracy na dyskietce z podaniem nazwy

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

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