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W tym zeszycie Postępów Biologii Komórki

■  Problemy molekularnej systematyki i molekularnej ewolucji u roślin okrytoza- 
lążkowych to nowe kierunki badań, których podstawy przedstawiono na stronie 
197. Za charakterystyczne cechy gtunku przyjmuje się rozmiar genomu (za
wartość DNA), liczbę i morfologię chromosomów, wzór prążków C oraz loka
lizację genów rRNA. Liczba chromosomów nie jest skorelowana z rozmiarami 
genomu, lecz z ich całkowitą objętością podczas metafazy mitozy. Natomiast 
rozmiary genomu u roślin są skorelowane z zawartością sekwencji powtarzal
nych.

I  Na końcach chromosomów znajdują się powtarzalne sześcionukletydowe 
sekwencje określane jako telomery. Z każdym podziałem dochodzi do skró
cenia telomerów, a krótkie telomery są sygnałem wstrzymania podziałów 
komórki. Mechanizmy replikacji telomerów, które umożliwiają nieograniczoną 
proliferację komórek nowotworowych opisano na stronie 243.

I  Bardzo dyskutowanym problemem są możliwości wykorzystania komórek 
macierzystych do przeszczepów. Jolanta Karasiewicz i Jacek Modliński z 
Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierząt PAN w Jastrzębcu przedstawili bardzo 
kompetentnie jak otrzymano linie pierwotnych komórek zarodkowych człowie
ka z węzłów zarodkowych blastocyst. Omówili również komórki macierzyste 
tkanek oraz możliwości ich transdyferencjacji (str. 219).

B Omówienie udziału połączeń międzykomórkowych typu gap w procesie kan- 
cerogenezy przedstawiono w artykule na stronie 277.

Streszczenia artykułów z bieżących zeszytów Postępów Biologii Kmórki można 
znaleźć w Internecie pod adresem: www.pbkoni.pl, natomiast z wcześniejszych 
roczników pod adresem: www.mol.uj.edu.pl/pbk, póki nie zostaną przeniesione pod 
nowy adres.
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STRUK TURA I BIOLOGIA KOM PLEKSU  
RECEPTORA LIM FOCYTÓW  T (TCR/CD3)

T H E  S T R U C T U R E  A N D  B IO L O G Y  O F  T C E L L  R E C E P T O R  
C O M P L E X  T C R /C D 3

Agata KOSM ACZEW SKA1, Irena FRYDECKA1’ 2,
Lidia CISZAK1, Dorota BOĆK O 1

insty tu t  Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN we Wrocławiu, 
“Katedra i Klinika Hematologii i Chorób Rozrostowych AM we Wrocławiu

S tre szc ze n ie : T C R /C D 3 jest kom pleksem  ośm iu podjednostek, który wskutek stym ulacji antygenow ej 
inicjuje serię procesów  b iochem icznych  w lim focycie  T prowadzących do zm iany stanu aktyw ności 
komórki. Pełnienie w łaśc iw ych  funkcji efektorow ych przez lim focyty T um ożliw ia  charakterystyczna  
struktura, w której w yróżnia się dw ie funkcjonalnie odm ienne części: region polim orficzny, służący do 
sw o istego  rozpoznaw ania antygenów  (receptor TC R ), oraz region w ysoce  zach ow aw czy , pośredniczący  
w transdukcji sygnału aktyw ującego lim focyt T (kom pleks C D 3). W szystk ie podjednostki kompleksu  
C D 3 uczestn iczą  w aktyw acji komórki T oraz w syntezie i transporcie ca łego  receptora do pow ierzchni 
błony kom órkow ej. S zczeg ó ln a  pozycja hom odim eru Ç-Ç w ynika z obecności w częściach  cytoplazm aty- 
cznych każdego z łańcuchów  Ç aż trzech sekw encji ITAM . odgryw ających k luczow ą rolę w e w czesnych  
etapach przekazyw ania sygnału w lim focycie  T, oraz m askow ania sygnału internalizacji receptora. W  
artykule przedstaw iono ob ecn y  stan w iedzy na temat struktury kom pleksu T C R /C D 3, a także udziału 
jeg o  p oszczególn ych  podjednostek w procesach zw iązanych z pow staw aniem  kom pletnego receptora 
oraz je g o  p rzem ieszczan iem  się  w obrębie lim focytu T, z uw zględnien iem  transportu do błony kom ór
kowej oraz jeg o  poaktyw acyjnej internalizacji.
(P o s tęp y  B io lo g ii K o m ó rk i 2 001; 28: 1 6 3 -1 8 1  )

S ło w a  k lu c zo w e : lim focyt T, kom pleks T C R /C D 3, transdukcja sygnału, sekw encja ITAM , sekw encja  
d i-leu cyn ow a, internalizacja.

Su m m a ry:  TC R /C D 3 is a com p lex  o f  eight subunits, which initiates b iochem ical events in T cell after 
antigen stim ulation leading to T cell activation. The effector functions o f  T lym phocytes results from  
their sp ec ific  structure including tw o functionally opposed regions: the polym orphic region specialized  
in sp ecific  antigen recognition (T cell receptor -  TC R ), and the signal transducing region (C D 3  
com p lex). All subunits o f  C D 3 com plex are involved  in T cell activation, assem bly ofT C R /C D 3 com plex  
and its transport to the cell m embrane. The special role o f  Ç-Ç hom odim er results from the presence o f
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164 A. K O SM A C Z E W SK A , 1. FRYDECKA, L. CISZAK, D. B OĆKO

three ITAM  m otifs in cytop lasm ic dom ain o f  each £ chain, what sign ificantly am plifies the signal 
transduction in T ce ll, and additionally inhibits the signal leading to internalization o f  T C R /C D 3  
com plex. In this article w e review ed the present know ledge o f  the structure o f  T C R /C D 3 com p lex , the 
role o f  individual T C R /C D 3 subunits in assem bly events o f  octameric TC R /C D 3 com plex and intracel
lular transport o f  T C R /C D 3 com plex, including its transport to the cell membrane and its internalization  
after T cell activation.
CA d va n ces  in C e ll B io lo g y  2 001; 28: 1 6 3 -1 8 1 )

A Y w H w r/s:T cell,T C R /C D 3 com plex , signal transduction, ITAM  m otif, d i-leucine m otif, internalization.

WPROWADZENIE

Podstawą sprawnej odpowiedzi układu odpornościowego jest skuteczna wymiana 
informacji pomiędzy jego komórkami. Błona cytoplazmatyczna wszystkich komórek 
stanowi nie tylko barierę zapewniającą integralność środowiska wewnętrznego ko
mórki, ale jednocześnie umożliwia kontakt ze środowiskiem zewnętrznym i innymi 
komórkami. Sygnały aktywacji komórki dzięki wykształconym receptorom powie
rzchniowym zostają odebrane przez komórkę, wzmocnione, a następnie przeniesione 
przez błonę komórkową do cytoplazmy i jądra komórkowego. Systemy sprawnej 
wymiany informacji dotyczą wszystkich komórek żywego organizmu, w tym również 
układu odpornościowego.

Limfocyty T wraz z limfocytami B stanowią dwa podstawowe rodzaje komórek 
układu odpornościowego. Limfocyty T rozpoznają antygeny za pomocą powie
rzchniowych receptorów TCR (ang. T celi receptur). W przeciwieństwie do lim
focytów B, które produkują immunoglobuliny zarówno w formie związanej z ich 
błoną komórkową, jak i w formie wolnych cząsteczek, limfocyty T w zasadzie 
nie uwalniają swoich receptorów. Większość limfocytów T ma na swojej powierzchni 
receptory TCR typu a(3. W 1985 r. wykryto nową populację limfocytów T, która 
ma receptor TCR typu yó. Główną funkcją limfocytów T jest rozpoznawanie i 
stymulacja odpowiedzi na obce peptydy antygenowe związane z cząsteczkami MHC 
na komórkach prezentujących antygen APC (ang. antigen presenting cells). Roz
poznanie antygenu przez kompleks TCR/CD3 różni się od rozpoznania antygenu 
przez immunoglobuliny. Przeciwciała rozpoznają antygeny rozpuszczalne, które mo
gą mieć różny charakter chemiczny. Ligandami TCR są natomiast kompleksy krótkich 
peptydów antygenowych z cząsteczkami klasy I lub II, kodowanymi przez geny 
głównego kompleksu zgodności antygenowej MHC (ang. major histocompatibility 
complex). Zjawisko prezentacji limfocytom T antygenów związanych z cząsteczkami 
MHC przez komórki APC nazywane jest mianem restrykcji MHC. Receptor TCR 
tworzy w błonie limfocytów T kompleks ze strukturąCD3, który w wyniku stymulacji 
antygenowej inicjuje serię procesów biochemicznych w limfocytach T prowadzących 
do aktywacji komórki. Stymulacja antygenowa kompleksu TCR/CD3 może pro
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wadzić do reakcji cytotoksycznej przeciwko komórkom prezentującym określony 
antygen lub/i do rekrutacji i aktywacji innych komórek układu odpornościowego 
przez sekrecję bioaktywnych cytokin.

ST R U K T U R A  I B IO LO G IA  K O M P L E K S U  RECEPTO RA  L IM F O C Y T Ó W  T  165
(TCR/C D3)

BUDOWA KOMPLEKSU TCR/CD3

Receptor TCRa[3/CD3 jest kompleksem wielołańcuchowym o charakterze zgru
powania hetero-oligomerycznego, składającym się z receptora TCR o strukturze 
heterodimerycznej a(3 oraz podjednostek kompleksu CD3 (y, 5, ee i [37]. Kom
pleks TCR/CD3 pod względem funkcjonalnym zbudowany jest z dwóch części 
[55]:
• regionu różnorodnego strukturalnie, służącego do rozpoznawania i łączenia sze

rokiego spektrum antygenów (TCR),
• regionu stałego, pośredniczącego w przekazywaniu sygnału aktywującego ko

mórkę z receptora limfocytów TCR do wnętrza (CD3).
Natomiast pod względem strukturalnym kompleks TCR/CD3 zbudowany jest 

z trzech domen: zewnątrzkomórkowej (N-końcowej), przezbłonowej i cytoplazmaty- 
cznej (C-końcowej).

Ł ańcuchy  a  i (3 receptora T C R

Ponad 90% limfocytów krwi obwodowej ma receptory TCR a[3, a zaledwie 
1-10% TCR typu yó. Rola limfocytów Ty5 w układzie odpornościowym jest sto
sunkowo mało poznana i nie wchodzi w zakres niniejszej pracy. Cząsteczka TCR 
typu a(3 jest heterodimerem o masie cząsteczkowej ok. 90 kDa, którego łańcuchy 
związane są w domenach zewnątrzkomórkowych mostkiem dwusiarczkowym [32, 
37]. TCR zaliczany jest do nadrodziny immunoglobulin ze względu na obecność 
w strukturze łańcuchów a  i (3 dwóch domen podobnych do spotykanych w obrębie 
immunoglobulin: zmiennej i stałej (każda składająca się z ok. 1 10 aminokwasów), 
zakotwiczonych w błonie komórkowej peptydem przezbłonowym o krótkim końcu 
cytoplazmatycznym (5-12 aminokwasów) [41]. Krótka część wewnątrzkomórkowa 
i dodatnio naładowane, odpychające się wzajemnie aminokwasy w części przez
błonowej powodują, że struktura TCR jest niestabilna. Stabilności nadaje całemu 
kompleksowi receptorowemu niekowalencyjnie związany kompleks CD3, którego 
obecność zapewnia przekazywanie sygnału do wnętrza komórki [37]. Geny kodujące 
łańcuchy T C R a  znajdują się u ludzi na chromosomie 14q 11, natomiast TCR(3 na 
chromosomie 7p 14-p 15. Swoistość antygenowa TCR związana z polimorfizmem 
części zmiennych łańcuchów a  i (3 wynika z somatycznej rearanżacji fragmentów 
V (ang. variable), D (ang. diversity) i J (ang. joining) genów kodujących łańcuchy
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a  i (3 [29, 61]. Informacja o sekwencji aminokwasowej części cytoplazmatycznej 
i zewnątrzkomórkowej TCR w jej domenie stałej, wchodzącej w kontakt z białkami 
kompleksu CD3, zawarta jest w regionach stałych genów kodujących łańcuchy 
a  i (3 (C a  i C(3). W obrębie części zmiennej heterodimeru TCRa(3, analogicznie 
do części zmiennej immunoglobulin, postuluje się istnienie 3 nadzmiennych domen 
przestrzennych biorących udział w wiązaniu kompleksu MHC-peptyd. Domeny 
CDR1 i CDR2 (ang. complementarity determining regions) wchodzą w interakcję 
z polimorficzną częścią cząsteczki MHC, podczas gdy domeny CDR3 są odpo
wiedzialne za wiązanie z peptydem antygenowym [18, 21]. Dodatkowym źródłem 
zmienności receptorów TCR jest obecność aktywnej dezoksyrybonukleotydylo- 
transferazy (TdT), której działanie polega na niezależnym od matrycy DNA do
łączaniu pojedynczych nukleotydów do końców 3’ nici DNA ulegających rearanżacji. 
Tak działająca maszyneria rekombinacyjna może teoretycznie dostarczyć 10 ' róż
nych cząsteczek TCRa|3, mających różną swoistość antygenową.

Receptory TCRa(3 tworzą w błonie limfocytów T kompleks ze strukturą CD3, 
która uformowana jest przez 6 łańcuchów: y, 5, 88, ££ zwanych niezmiennymi 
w odróżnieniu od łańcuchów TCR. Polipeptydy kompleksu CD3 tworzą 3 di- 
meryczne cząsteczki: ye, 8e i ££ (lub ^r|) rozłożone po obu stronach TCR [37, 
41]. Budowę struktury TCR/CD3 przedstawiono schematycznie na rysunku 1.

Łańcuchy y, 5 i e kompleksu CD3 są produktami trzech ściśle sprzężonych 
genów znalezionych u ludzi na chromosomie 1 lq23 [29]. Z uwagi na stwierdzone 
podobieństwo sekwencji nukleotydowych genów kodujących łańcuchy y i 8 oraz

Podjednostki y, 8 i 8 kom pleksu CD 3

o

R Y SU N E K  1. Struktura kom pleksu T C R /C D 3 ( na podstaw ie [61]: a ,  (3 -  łańcuchy receptora TCR  
od p ow iedzialne za sw o iste  rozpoznanie antygenu; y, 8, E, C, -  podjednostki kom pleksu C D 3 uczestni
czące w przenoszeniu  sygnału aktyw ującego lim focyt T
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167

R Y SU N E K  2. O gólny schem at budow y podjednostek kom pleksu CD3: A, B, C -  sekw encje ITAM; pY 
-  m iejsce fosforylacji reszty tyrozynow ej (Y )

ich bliską lokalizację (oddalone są od siebie tylko o 1,4 kb) postuluje się, że geny 
te powstają wskutek duplikacji [50]. Konsekwencją podobieństwa tych podjednostek 
na poziomie genetycznym jest wysoki stopień homologii sekwencji aminokwa- 
sowych. Ze względu na obecność charakterystycznych domen podjednostki y, 5 
i e zaliczane są do nadrodziny immunoglobulin. Każdy z tych łańcuchów zawiera 
w swojej strukturze domenę zewnątrzkomórkową, odcinek przezbłonowy i wysoce 
konserwatywny koniec cytoplazmatyczny (rys. 1 i 2). Polipeptydy y i 5 kompleksu 
CD3 są glikozylowanymi proteinami o masie cząsteczkowej odpowiednio 21 kDa 
i ok. 25-28 kDa, występującymi w dojrzałych kompleksach TCR/CD3 jako pod
jednostki pojedyncze. W przeciwieństwie do nich nieglikozylowany łańcuch 8, o 
masie cząsteczkowej ok. 20 kDa, wykrywany jest w powierzchniowych strukturach 
TCR/CD3 w liczbie dwóch, tworząc z łańcuchami y i 5 heterodimery ey i 8e [4, 
51]. Przezbłonowe regiony łańcuchów y, 5 i 8 zawierają ujemnie naładowane ami
nokwasy (kwas glutaminowy lub kwas asparaginowy), które odgrywają istotną rolę 
w połączeniach międzyłańcuchowych z dodatnio naładowanymi odcinkami prze- 
zbłonowymi podjednostek T C R a i TCR(3. Neutralizacja ładunków w regionach 
przezbłonowych w strukturach tworzących kompleks TCR/CD3 sprzyja stabilizacji 
całego kompleksu w błonie komórkowej.

Ł ańcuchy  ę, r\ i FceRIy kom pleksu  CD 3

Szczególne zainteresowanie wśród wszystkich podjednostek budujących kom
pleks TCR/CD3 budzi łańcuch ę występujący w ok. 90% obwodowych mysich
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R Y SU N E K  3. Struktura d im erycznych podjednostek z rodziny A, B, C, G -  sekw encje ITAM; Y -  
reszty tyrozynow e; łańcuchy t, i r| są produktami tego sam ego genu; łańcuch r| pow staje wskutek  
alternatyw nego cięcia  i składania pierw otnego transkryptu m R N A  podjednostki obie podjednostki 
zawierają w sw ych strukturach w ew nątrzkom órkow ych po trzy sekw encje ITAM , jednakże różnią się 
d ługością  częśc i cytoplazm atycznych: dom ena w ew nątrzkom órkow a podjednostki r) jest o 42  am inokw a
sy dłuższa niż odpow iadająca jej dom ena podjednostki ^oraz pozbaw iona jednej reszty tyrozynow ej; nie 
rozstrzygnięto dotychczas, czy  pom im o w spóln ego  pochodzenia i bardzo dużej hom ologii strukturalnej, 
podjednostki te w ypełniają takie sam e funkcje

limfocytów T w postaci homodimera Pozostałe 10% limfocytów krwi obwodowej 
zawiera dimery utworzone przez łańcuchy £-ij i t j -r j  [7, 26]. Szczegółowe badania 
materiału genetycznego potwierdziły wspólne pochodzenie podjednostek C, i Tj: po- 
lipeptydy te są produktami tego samego genu znalezionego w ludzkich komórkach 
T na chromosomie Iq22-q25, różniącymi się długością domen cytoplazmatycznych. 
Struktura wewnątrzkomórkowa łańcucha Tj jest o 42 aminokwasy dłuższa niż odpo
wiadająca jej domena podjednostki £ (112 aminokwasów)[26] (rys. 2 i 3). Wykazano, 
że łańcuch Tj powstaje wskutek alternatywnego cięcia i składania pierwotnego trans
kryptu mRNA CD3^ (ang. alternative splicing) [7]. Nie rozstrzygnięto dotychczas, 
czy pomimo wspólnego pochodzenia i bardzo dużego stopnia homologii obu pod
jednostek kompleksu CD3, wypełniają one takie same funkcje. W świetle sprzecznych 
doniesień rola podjednostki Tj w przewodzeniu sygnału aktywacji w komórce T 
nie zostałajeszcze ostatecznie określona. Potwierdzono natomiast włączenie łańcucha 
Tj w szlak przemian fosfatydyloinozytolu (PI) indukowanego w następstwie sty
mulacji TCR/CD3 [40] oraz w proces transdukcji sygnałów apoptotycznych w mysich 
hybrydomach limfocytów T [39]. W przeciwieństwie do populacji mysich limfocytów 
T, których 10% zawiera w strukturze kompleksu TCR/CD3 łańcuch l j  [26], w 
ludzkich obwodowych komórkach T alternatywny produkt transkrypcji mRNA £ 
nie podlega translacji i nie pojawia się na powierzchni.
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W niewielkim odsetku komórek T izolowanych z ludzkiej krwi obwodowej i 
z mysiego nabłonka jelitowego, znaleziono w strukturze kompleksu TCR/CD3 pod- 
jednostkę FceRIv (charakterystyczną dla receptora wysokiego powinowactwa dla 
IgE występującego na powierzchni mastocytów) tworzącą homo-lub heterodimer 
wspólnie z łańcuchem £ lub r) [34, 44]. Obwodowe limfocyty T mogą więc posiadać 
różne izoformy kompleksu CD3 i jest wielce prawdopodobne, że każda z nich 
odgrywa inną rolę w rozwoju, różnicowaniu i funkcjonowaniu komórek T.

S ekw encja  ITA M

Motywem wspólnym dla podjednostek kompleksu CD3 jest sekwencja ITAM 
(ang. Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif), której obecność w 
łańcuchach cytoplazmatycznych wykazano w procesie analizy sekwencji ami- 
nokwasowych (rys. 2 i 3). Ta wysoko zachowawcza sekwencja o strukturze: D(E)- 
X7-D(E)-X2-Y-X-X-L-X7-Y-X-X-L(I) (gdzie: D -  kwas asparaginowy, E -  kw. 
glutaminowy, Y -  tyrozyna, L -  leucyna, I -  izoleucyna, X -  inny aminokwas) 
[6,46] warunkuje uczestnictwo każdej podjednostki CD3, która ją  zawiera, w procesie 
zainicjowania transdukcji sygnału aktywującego komórkę. Sześć szczególnie wy
różnionych w tej strukturze reszt aminokwasowych (2 reszty kw. asparaginowego, 
2 reszty tyrozyny, 2 reszty leucyny) znajduje się w precyzyjnie określonej odległości 
od siebie. W procesie sieciowania stymulowanego receptora aminokwasy te mogą 
razem formować miejsca dla oddziaływania kinaz tyrozynowych, generujących w 
komórce T sygnał wiodący do szlaku przemian prowadzących do proliferacji i 
różnicowania limfocytów T w komórki efektorowe. Funkcjonalna analiza proksy- 
malnej sekwencji ITAM zawartej w strukturze łańcucha t, przeprowadzona przez 
Sunder Plassmanna [53] dostarczyła interesujących informacji dotyczących zróż
nicowania funkcjonalnego segmentów YxxL w zależności od ich położenia. Mutacja 
reszt tyrozyny (Y) i leucyny (L) położonych w obrębie segmentu YxxL znajdującego 
się w pobliżu N-końca sekwencji ITAM całkowicie uniemożliwia uczestniczenie 
tej sekwencji ITAM w transdukcji sygnału aktywującego komórkę T. Z drugiej 
strony dowiedziono, że substytucja w pozycję Y+l tego segmentu reszty alaniny 
ułatwia aktywację limfocytu T. Natomiast mutacja reszt tyrozyny i leucyny w obrębie 
sekwencji YxxL położonej przy C-końcu sekwencji ITAM nie zapobiega fosforylacji 
tyrozyny N-końcowej. Nie wpływa też na połączenie sekwencji ITAM z kinazami 
tyrozynowymi rodziny Src, aktywację szlaku zależnego od fosfolipazy C i mobilizację 
jonów wapniowych w komórce, jednakże w bliżej nie określony sposób redukuje 
nasilenie sygnałów wiodących do produkcji IL-2 przez komórkę T. Dodatkowo 
zmutowanie leucyny segmentu YxxL C-końcowego ogranicza stabilność wiązania 
kinazy ZAP-70 do ufosforylowanej sekwencji ITAM. Wyniki tych badań dowiodły 
różnego znaczenia poszczególnych segmentów YxxL pojedynczej sekwencji ITAM
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oraz aminokwasów wchodzących w skład segmentów YxxL w indukcji sygnału 
aktywującego komórkę T [53].

W przenoszeniu sygnału przez błonę komórkową teoretycznie mogą uczestniczyć 
wszystkie podjednostki CD3 z obecnością sekwencji ITAM w ich częściach cyto- 
plazmatycznych [34, 42, 52]. Szczególna pozycja homodimeru wśród pod
jednostek uczestniczących w przenoszeniu sygnału pobudzenia limfocytów T przez 
błonę komórkową wynika z obecności aż trzech sekwencji ITAM w jednym łańcuchu 
£ [23, 53], z których każda zawiera po dwie reszty tyrozynowe ulegające fosforylacji 
pod wpływem kinaz tyrozynowych [45, 60]. W wyniku fosforylacji za pomocą 
kinaz z rodziny Src każda z dwóch fosfotyrozyn sekwencji ITAM przyłącza dwie 
domeny SH2 kinazy ZAP-70 (ang. Zeta Associated Protein) na zasadzie prze
strzennego dopasowania. Kinaza ZAP-70 jest enzymem uczestniczącym w inicjacji 
szlaków sygnałowych TCR/CD3 we wnętrzu limfocytu T [55, 56, 61]. Sekwencje 
ITAM w łańcuchu £ mogą przyłączać również inne cząsteczki biorące udział w 
przenoszeniu sygnału w komórce T, m.in. kinazę PI3 i białko adaptorowe Grb2/Sos. 
Przyłączenie tych molekuł do sekwencji ITAM nasila kaskadę sygnałową i sprzyja 
aktywacji limfocytów T. Dimer łańcuchów ć, uważany jest za kluczową molekułę 
uczestniczącą w aktywacji limfocytów T nie tylko z powodu posiadania w swojej 
strukturze aż trzech sekwencji ITAM i możliwości przyłączania, poza kinazami 
tyrozynowymi, również innych molekuł szlaku sygnałowego [23, 24]. Obecność 
sekwencji ITAM we wszystkich podjednostkach kompleksu CD3 sprzyja tylko czę
ściowej kompensacji ewentualnego braku łańcucha £ przez pozostałe podjednostki 
CD3, bowiem jego wyjątkowa rola polega także na tym, że dimer ma zdolność 
przewodzenia sygnału zależnego od obecności nie scharakteryzowanego dotąd mo
tywu specyficznego wyłącznie dla homodimeru £-£, co może powodować istotne 
zaburzenia w odpowiedzi limfocytów T przy braku podjednostki C, [1]. Dokładna 
charakterystyka tej sekwencji wymaga dalszych badań. Znaczenie podjednostki £ 
w procesie przekazywania sygnału indukowanego stymulacją kompleksu TCR/CD3 
zostało udowodnione po raz pierwszy w badaniach na modelu mysim z wyłączonym 
genem kodującym łańcuch £ [54]. Hybrydomy komórek T pochodzące od mutantów 
CD3£-/- wykazywały zaburzenia funkcjonalne związane z brakiem odpowiedzi na 
stymulację antygenową oraz znacznie osłabioną reakcję na stymulację w warunkach 
in vitro [54]. Natomiast porównanie chimerycznej molekuły zawierającej domenę 
cytoplazmatycznąłańcucha C, z nie zaburzonym strukturalnie kompleksem TCR/CD3, 
nie wykazało różnic w sposobie przenoszenia sygnału z powierzchni do wnętrza 
komórki T, dowodząc istnienia właśnie w cytoplazmatycznej części łańcucha t, 
sekwencji o kluczowym znaczeniu w aktywacji [24]. Dodatkowo stwierdzono, że 
mutacja w cytoplazmatycznej domenie łańcucha £ prowadzi do upośledzenia funkcji 
limfocytów T [16].

Niejasna jest dotąd jedynie rola sekwencji ITAM obecnej w łańcuchu cyto- 
plazmatycznym podjednostki CD35. Przeprowadzenie badań z wykorzystaniem kio-
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nu komórek T selektywnie pozbawionych mRNA dla części wewnątrzkomórkowej 
łańcucha 5 udowodniło, że brak całej domeny cytoplazmatycznej CD3S nie pozbawia 
komórki T zdolności przejścia do stanu aktywności. Przeciwnie, pozbawienie lim
focytów T mRNA całego łańcucha 5 sprzyjało pozostawaniu tych komórek w stanie 
funkcjonalnej niereaktywności, mierzonej niezdolnościądo produkcji IFN-yi brakiem 
cytotoksyczności [5, 35].

Proces transdukcji sygnału aktywacyjnego w limfocycie T polega na łańcucho
wych reakcjach fosforylacji szeregu kinaz komórkowych [33, 60]. Ufosforylowane 
białka komórkowe wpływają na zmianę stężenia komórkowego jonów wapnia, pH 
komórki i aktywację czynników transkrypcyjnych genów cytokin i ich receptorów. 
Zaktywowany limfocyt T syntetyzuje wiele białek uczestniczących w reakcjach 
odpornościowych (IL-2, IL-2R, IFN-y, enzymy lityczne i in.). Przenoszenie sygnału 
aktywacji limfocytaT w obrębie komórki jest procesem wielce złożonym i przekracza 
ramy niniejszego opracowania.
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POWSTAWANIE I TRANSPORT KOMPLEKSU TCR/CD3 
W OBRĘBIE KOMÓRKI T

Tworzenie kompleksu TCR/CD3 rozpoczyna się w retikulum endolazmatycznym 
(RE) grupowaniem białek kompleksu w struktury oligomeryczne. Do opuszczenia 
RE i przejścia przez aparat Golgiego (AG) w kierunku błony cytoplazmatycznej 
wymagana jest pełna oligomeryzacja struktury [ 19, 20, 22, 38, 51 ]. Schematycznie 
proces grupowania się podjednostek TCR/CD3 przedstawiono na rysunku 4. Sugeruje 
się, że trwałe przyłączenie łańcuchów T C R a i TCR(3 do kompleksu CD3 jest po
przedzone związaniem się mostkiem dwusiarczkowym podjednostek 8, y i 5 w 
pary: CD3e/e, CD35/e, CD3y/e, które wykryto w próbie immunoprecypitacji już 
w pierwszej minucie biosyntezy. Struktury te stopniowo łączą się w coraz to większe 
subkompleksy CD3yee, CD35ee i CD35eey z następowym jednoczasowym wią
zaniem podjednostek T C R a  i TCRp. Kilka minut po syntezie tego heksamerycznego 
kompleksu (TCRa(3/CD3yee5) łańcuchy t, ulegają homodimeryzacji lub rzadziej 
-  łańcuch £ łączy się z rj w heterodimer [12, 38, 43, 51]. Dopiero w wyniku 
dimeryzacji podjednostek £ dochodzi do ich połączenia z niedojrzałym heksamery- 
cznym kompleksem TCR/CD3 i powstania dojrzałej oktamerycznej struktury spo
tykanej na powierzchni limfocytu T [49]. Przyłączenie podjednostki CD3^ jest 
więc ostatnim krokiem w grupowaniu podjednostek kompleksu TCR/CD3, a cały 
proces przebiega bardzo szybko. Jednak pomimo wbudowania łańcuchów £ utwo
rzony kompleks TCR/CD3 nie jest jeszcze funkcjonalnie gotów opuścić RE i AG, 
prawdopodobnie z powodu konieczności przemian konformacyjnych umożliwia
jących pełnienie właściwych dla receptora funkcji.
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R Y SU N E K  4. Schem at pow staw ania kom pleksu TC R /C D 3: synteza kom pleksu rozpoczyna się w RE 
gaipow aniem  podjednostek w kolejne struktury o ligom eryczne. Ostatnim etapem pow staw ania kom ple
ksu T C R /C D 3 jest dim eryzacja podjednostek C, z następow ym  ich przyłączeniem  do niekom pletnego  
heksam erycznego receptora TC R a(3/C D 3y8ee; pełny, funkcjonalnie aktyw ny kom pleks T C R /C D 3 jest 
strukturąoktam eryczną, która po zm ianach konform acyjnych opuszcza RE i A G , i zostaje przetransporto
wana do błony kom órkow ej; w łączen ie dimeru podjednostek £-£  w strukturę pow stającego kom pleksu  
T C R /C D 3 jest w arunkiem  koniecznym  dla prawidłowej pow ierzchniow ej ekspresji receptora, bow iem  
dimer £ -£  w nieznany bliżej sposób  „m askuje” sygnał internalizacji receptora T C R /C D 3 płynący z 
aktywnej sekw encji d i-ieucynow ej obecnej w dom enie cytoplazm atycznej podjednostki C D 3y
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Początkowe badania nad losem nowopowstałych komponentów receptora 
TCR/CD3 wykazały, że większość ze zgrupowanych w czasie syntezy podjednostek 
receptora szybko ulega degradacji jeszcze przed związaniem w pełny kompleks 
TCR/CD3 [38]. Poszczególne podjednostki różnią się bowiem między sobą swoim 
okresem półtrwania, co wynika z ich odmiennej podatności na działanie enzymów 
proteolitycznych. Podjednostki CD3 y, e i ć, mają wielokrotnie dłuższe okresy pół
trwania i ich obecność w powstających subkompleksach w połączeniach z labilnymi 
łańcuchami T C R a, TCR(3 i CD35 nadaje subkompleksom cech oporności na szybką 
degradację [62]. Dość trwałe wydają się połączenia typu: TCRa/CD3y, TCR(3/CD3y, 
TCR(3/CD3e, TCRa/CD3e. Przeciwnie zachowują się dimery składające się jedynie 
z labilnych podjednostek (TCRa/CD35 i TCR(3/CD38), które podlegają szybko 
procesowi rozpadu. Inkorporacja w strukturę tworzonego subkompleksu w począt
kowej fazie grupowania stabilnej podjednostki jest więc obligatoryjnie wymagana 
do przeżycia receptora. Badania nad metabolizmem struktury TCR/CD3 przepro
wadzone przez Ono i wsp. [43] dowiodły dynamicznej natury przemian, jakim 
podlega łańcuch C, oraz dostarczyły dowodów na to, że podjednostka wieloskład
nikowego kompleksu może prezentować niezależny metabolizm. Wykazano bowiem, 
że synteza i wbudowywanie CD3£ jest momentem ograniczającym formowanie 
dojrzałych kompleksów TCR/CD3. Stwierdzono, że łańcuch £ syntetyzuje się 10- 
krotnie szybciej w porównaniu do pozostałych podjednostek i w mniejszej od nich 
liczbie. Ponadto podjednostki £ zwykle nie poddają się procesowi degradacji i 
ulegają natychmiastowemu po syntezie wbudowaniu w pełny kompleks receptora 
komórki T [431.

Udział pod jednostek  kom pleksu  C D 3 w transporcie receptora T C R /C D 3

Łańcuchowi CD3£ przypisuje się kluczową rolę w mechanizmach odpowiedzial
nych za grupowanie i transport całego kompleksu TCR/CD3 do błony komórkowej, 
odkąd stwierdzono, że limfocyty T pozbawione tej podjednostki mają na swojej 
powierzchni śladową liczbę kompleksów TCR/CD3 lub są ich zupełnie pozbawione. 
Heksameryczne subkompleksy TCRa(3CD3ye58 powstają w tych warunkach z po
minięciem ostatniego etapu polegającego na przyłączeniu dimeru łańcuchów Ten 
niedojrzały kompleks po opuszczenie RE zostaje przetransportowany przez aparat 
Golgiego do lizosomów w celu degradacji [12, 47, 54]. Wykazano bowiem, że 
włączenie w niedojrzałą heksameryczną strukturę kompleksu receptora komórki 
T łańcucha C, dostarcza całemu kompleksowi swoistego sygnału niezbędnego do 
transportu pełnego dojrzałego receptora TCR/CD3 do powierzchni błony komór
kowej.

Badania eksperymentalne ostatnich lat poszerzyły naszą wiedzę na temat zna
czenia współdziałania podjednostki £ z innymi łańcuchami kompleksu TCR/CD3 
w procesach dobłonowego transportu tegoż receptora. Wykazano w nich, że motywem
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bezpośrednio odpowiedzialnym za zahamowanie transportu do powierzchni komórki 
T niedojrzałego kompleksu TCR/CD3 jest swoista sekwencja obecna w domenie 
cytoplazmatycznej łańcucha CD3y (zwana sekwencją di-leucynową), indukująca 
silny sygnał internalizacji receptora TCR/CD3 [10, 11, 13]. Wydaje się, że motyw 
łańcucha CD3y, kierujący niekompletnie uformowany receptor TCR/CD3 na drogę 
degradacji, musi być w nim stale aktywny. Dodatkowo stwierdzono, że przyłączenie 
dimeru C,-t, do heksamerycznego kompleksu w trakcie grupowania powoduje wy
hamowanie aktywności sekwencji di-leucynowej z następową stabilizacją ekspresji 
powierzchniowej kompletnie uformowanego receptora. Wprawdzie mechanizm blo
kady sekwencji di-leucynowej w podjednostce y przez łańcuchy £ nie został dotąd 
dokładnie wyjaśniony, jednak ich znaczenie w procesie maskowania sygnału in
ternalizacji receptora TCR/CD3 zostało jednoznacznie potwierdzone w badaniach 
z wykorzystaniem chimerycznych molekuł CD16/CD3y i CD4/CD3y, z których 
tylko cząsteczka CD 16/CD3y ma zdolność przyłączania łańcuchów £-£ z następowym 
transportem do powierzchni błony komórki T [9]. Stabilizacja ekspresji powie
rzchniowej cząsteczki C D 16/C D 3y-^  świadczy o braku aktywności sekwencji di- 
leucynowej oraz ograniczeniu internalizacji receptora. Dopiero ufosforylowanie 
seryny w pozycji 126 w wyniku stymulacji komórki T nasila proces wychwytu 
receptora z powierzchni błony i wyraźnie zmniejsza jego ekspresję. Przeciwne zja
wisko obserwowano w przypadku molekuły CD4/CD3y, która nie ma zdolności 
łączenia dimeru Ekspresja powierzchniowa chimery była niewielka, a szybkość 
jej internalizacji bardzo duża, co świadczy o silnym sygnale wychwytu cząsteczki 
CD4/CD3y, płynącym z aktywnej sekwencji di-leucynowej. Wyniki tego ekspe
rymentu dowodzą udziału dimeru łańcuchów w maskowaniu sygnału inter
nalizacji receptora spoczynkowych komórek T [9].

Wiadomo już, że poza podjednostkami £ w proces grupowania i transportu kom
pleksu TCR/CD3 do powierzchni komórki zaangażowane są również pozostałe pod
jednostki kompleksu CD3. Analiza materiału genetycznego pochodzącego od 
pacjentów z zaburzeniami ekspresji powierzchniowej kompleksu TCR/CD3 spo
wodowanymi defektem w genach kodujących podjednostki CD3s i CD3y dowodzi 
znaczenia tych podjednostek w transporcie dobłonowym receptora TCR/CD3 [27, 
57]. Z kolei udział łańcucha CD38 w wewnątrzkomórkowym przenoszeniu receptora 
limfocytów T potwierdzono w eksperymentach z udziałem klonu komórek pozba
wionych podjednostki CD35. Zaburzenia ekspresji powierzchniowej kompleksu 
TCR/CD3 obserwowane w tych komórkach były następstwem nieprzyłączenia się 
łańcuchów T C R a  i TCR[3 do powstających subkompleksów pozbawionych CD3Ó. 
W wyniku transfekcji do komórek CD35-/- genu zarówno całego łańcucha CD38, 
jak i genu z wyłączonym eksonem kodującym część cytoplazmatyczną CD35, uzy
skano przywrócenie ekspresji powierzchniowej całego kompleksu TCR/CD3. W 
związku z tym wysunięto przypuszczenie, że to w części zewnątrzkomórkowej 
CD38 mieści się sekwencja odpowiedzialna za przyłączenie T C R a i TCR(3 do
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tworzącego się kompleksu TCR/CD3 oraz jego transport do powierzchni błony 
|5]. Udział domeny zewnątrzkomórkowej podjednostki CD38 oraz dodatkowo CD3y 
w przemianach kompleksu TCR/CD3 związanych z grupowaniem i transportem 
na powierzchnię błony komórkowej i z aktywacją limfocytu T potwierdził też Luton
[35]. Co więcej, wykazał on, że również części cytoplazmatyczne obu podjednostek 
zawierają specyficzne sekwencje aminokwasowe kontrolujące regulację ekspresji 
powierzchniowej kompleksu TCR/CD3 w następstwie aktywacji komórki, przy czym 
postuluje się znaczniejszą rolę w tym procesie łańcucha CD3y. Na podstawie wyników 
tych badań [35, 59] można wysunąć wniosek, że w podjednostkach CD38 i CD3y 
regiony cytoplazmatyczne i zewnątrzkomórkowe funkcjonują niezależnie od siebie 
w procesie przemieszczania się receptora komórki T na jej powierzchnię.

Udział innych białek w transporcie  kom pleksu  T C R /C D 3

Wydaje się, że poza łańcuchami kompleksu TCR/CD3 w proces transportu kom
pleksu do powierzchni komórki zaangażowane są również białka obecne w RE, 
jedynie przejściowo wiążące się ze składnikami struktury TCR/CD3, jak CD3co 
i 1P 90 (kalneksyna)[ 19, 28, 38, 58]. Dowiedziono, że białka te włączane są zarówno 
we wczesne, jak i późne etapy grupowania poszczególnych łańcuchów w sub- 
kompleksy oraz aktywnie uczestniczą w procesie przemieszczania się pełnego kom
pleksu poza obszar RE. CD3o) jest dość słabo poznanym składnikiem TCR/CD3 
o masie cz. 28 kDa, zidentyfikowanym w ludzkich i mysich limfocytach T. Białko 
CD3to nie stanowi integralnej części funkcjonalnie aktywnego powierzchniowego 
kompleksu TCR/CD3, natomiast związuje się z powstającymi subkompleksami je 
dynie w RE. Ścisłe ograniczenie jego lokalizacji do obszaru retikulum endopla- 
zmatycznego powoduje, że oddysocjowanie kompleksu receptora TCR/CD3 od 
CD3co następuje bezpośrednio przed jego transportem do aparatu Golgiego. Zna
czenie białka CD3co w transporcie kompleksu do powierzchni komórki zostały 
potwierdzone przez dokonanie transfekcji genów kodujących poszczególne pod
jednostki TCR/CD3 (TCRa i TCR(3, CD3: y, 8, e, Q do linii komórkowej COS 
[20]. Brak podjednostki CD3o) w komórkach tej linii w bardzo znacznym stopniu 
ograniczył poziom powierzchniowej ekspresji receptora TCR/CD3, co świadczy 
o pełnieniu przez CD3co roli ważnego regulatora procesu przemieszczania się kom
pleksu do błony komórkowej limfocytów T. Drugim białkiem uczestniczącym w 
transporcie kompleksu TCR/CD3 poza region RE jest kalneksyna (IP 90) [ 19, 28, 
38, 58] będąca integralnym białkiem błony RE. Kalneksyna bierze udział w nie
swoistym wiązaniu wielu protein powstających w obszarze RE, jak TCR/CD3, 
BCR (ang. B celi receptor), cząsteczka MHC klasy I, oraz z jonami Ca++ i pra
wdopodobnie jest odpowiedzialna za ich transport poza rejon RE [44].

Liczne badania procesu formowania dojrzałego i stabilnego kompleksu TCR/CD3 
dowodzą znaczenia ładunku, jakim obdarzone są reszty aminokwasowe w odcinkach
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przezbłonowych łańcuchów TCRa, TCR(3 i podjednostkach CD3. Łańcuch T C R a  
ma w tym odcinku dodatnio naładowane reszty: argininy 239 i argininy 244, zaś 
TCR(3 -  lizyny 271, reagujące z ujemnie naładowanymi aminokwasami w odcinkach 
transmembranowych podjednostek CD3. Pozbawienie podjednostek tworzących 
kompleks TCR/CD3 swoistych dla nich aminokwasów obdarzonych ładunkiem w 
odcinkach przezbłonowych ogranicza zdolność reagowania podjednostek CD3 z 
łańcuchami receptora TCR [3, 20], nie wpływa natomiast na tworzenie połączeń 
pomiędzy poszczególnymi podjednostkami CD3. Wyjątek stanowią łańcuchy ę, 
wymagające do dimeryzacji obecności w swoich regionach transmembranowych 
reszt aminokwasowych naładowanych jednoimiennie [49].

Przem ieszczanie  się receptora T C R /C D 3  
w obrębie limfocyta T  w następstw ie stymulacji

Po swoistym rozpoznaniu antygenu przez limfocyt T i usieciowaniu receptora 
TCR/CD3 z następową aktywacją komórki, kompleks ten ulega internalizacji. Silny 
sygnał internalizacji kompleksu TCR/CD3 z powierzchni błony komórkowej w 
aktywowanych limfocytach T indukuje sekwencja położona w proksymalnym od
cinku łańcucha CD3y (uczestnicząca także w hamowaniu transportu niedojrzałego 
receptora do powierzchni komórki) o budowie: S126-D127-XXX-L131-Lł32 (gdzie 
S -  seryna, X -  in. aminokwas, D -  kwas asparaginowy, L -  leucyna) [10, 11, 
13]. Ufosforylowanie seryny w pozycji 126 w czasie aktywacji komórki T oraz 
obecność sekwencji di-leucynowej (L131/L132) warunkują poaktywacyjne osła
bienie ekspresji TCR/CDC3 związane ściśle z aktywnością kinazy białkowej C 
(ang. protein kinase C) [10]. Na podstawie badań własnych Dietrich [11] zapro
ponował dwustopniowy przebieg procesu internalizacji kompleksu TCR/CD3 w 
następstwie stymulacji komórki. W pierwszym etapie dochodzi do rozpoznania przez 
aktywną kinazę białkową C podjednostki CD3y i ufosforylowaniu przez nią reszty 
seryny w pozycji 126. Następnie w wyniku rozpoznania ufosforylowanej już se
kwencji indukującej sygnał internalizacji przez cząsteczki białek adaptorowych A P -1 
i AP-2 dochodzi do ich przyłączenia z następowym przemieszczeniem receptora 
TCR/CD3 z powierzchni błony komórkowej do wnętrza komórki T i skierowaniem 
go na drogę degradacji w strukturach RE, AG i lizosomach [11, 13]. Dalsze badania 
nad regulacją ekspresji powierzchniowej TCR/CD3 wykazały, że poza S 126 i se
kwencją di-leucynową L131/L132 do związania białek adaptorowych AP-1 i AP-2 
konieczna jest obecność reszty kwaśnego aminokwasu w pozycji 127 [13]. Me
chanizm molekularny zjawiska poaktywacyjnej internalizacji receptora TCR/CD3 
polega prawdopodobnie na indukowaniu zmian konformacyjnych kompleksu 
TCR/CD3 pod wpływem ufosforylowania S I 26, które sprzyjają następowej eks
pozycji sekwencji D127-XXX-L131-L132, wiążącej kolejno białka AP-1 i AP-2. 
Konsekwencją tego połączenia jest przyspieszenie internalizacji TCR/CD3 z po
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wierzchni komórki T i zmniejszenie jego ekspresji powierzchniowej. Pojawiły się 
ponadto sugestie, że kompleksy TCR/CD3, które uległy poakty wacyjnej internalizacji 
nie ulegają całkowitej degradacjii i mogą powracać na powierzchnię komórki T 
podczas ponownej aktywacji komórki [8]. Ten swoisty recykling receptora 
TCR/CD3 miałby być uzależniony od defosforylacji S I 26 pod wpływem swoistej 
fosfatazy serynowo-treoninowej [30]. Wynika z tego, że regulacja ekspresji po
wierzchniowej kompleksu TCR/CD3 może opierać się na procesach fosforylacji 
i defosforylacji podjednostki CD3y, ponieważ w kompletnie uformowanym po
wierzchniowym kompleksie TCR7CD3 sekwencja z obecnością S I 26 i L 13J/L 132 
jest tak długo nieaktywna, dopóki nie zostanie ufosforylowana przez kinazę białkową
C. Przeciwnie, defosforylacja S 126 może sprzyjać inaktywacji całego motywu pod
jednostki CD3y indukującej sygnał do internalizacji receptora TCR/CD3 z nastę
powym powrotem kompleksu na powierzchnię komórki w stanie jej spoczynku. 
Wydaje się więc, że może to stanowić jeden ze sposobów fizjologicznej regulacji 
ekspresji powierzchniowej kompleksu TCR/CD3 oraz aktywności komórek T [30, 
48].
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UWAGI KOŃCOWE

Procesy powstawania i transportu kompleksu TCR/CD3 uzależnione są od pra
widłowej syntezy poszczególnych jego podjednostek oraz od obecności białek wspo
magających te przemiany. Jednakże optymalna ekspresja powierzchniowa kompleksu 
TCR/CD3 wydaje się być raczej wynikiem subtelnej równowagi pomiędzy procesami 
jego powstawania i degradacji. Ogromne znaczenie prawidłowej ekspresji powie
rzchniowej kompleksu TCR/CD3 wynika z faktu, że limfocyty T z obecnością 
zaburzonych strukturalnie i funkcjonalnie kompleksów TCR/CD3 wykazują różnego 
rodzaju zaburzenia w przebiegu procesu aktywacji, decydujące o nieprawidłowo
ściach w różnicowaniu komórek T w grasicy i wypełnianiu przez nie funkcji efe- 
ktorowych.
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TRIJODOTYRONINA I JEJ RECEPTORY JĄDROW E  
W PROCESIE NOW OTW ORZENIA*

T R IIO D O T H Y R O N IN E  A N D  ITS N U C L E A R  R E C E P T O R S  
IN T U M O R IG E N E S IS

MonikaPUZIANOWSKA-KUŹNICKA l '2, Agnieszka MADEJ 3, Agnieszka^ 
KRYSTYNIAK1, Elżbieta STACHLEWSKA-NASFETER4, Alicja NAUMAN2,

Janusz N A U M A N 1,3

1 Zakład Endokrynologii ICMDiK PAN, Warszawa; 2 Zakład Biochemii CMKP, 
W arszaw a; ' Klinika Endokrynologii, Akademia Medyczna, Warszawa; 

4Zakład Brachyterapii, Instytut Onkologii, Warszawa;

Streszczen ie: Z godnie z ogó ln ie  przyjętymi zasadami uw aża się, że gen i jeg o  białkow y produkt m ogą  
brać udział w procesie now otw orzenia, jeśli w tkance guza stwierdza się ob ecn ość anom alii chrom oso- 
m alnych lub/i mutacji dotyczących  tego genu, oraz gdy ekspresja i funkcja kodow anego przez ten gen  
białka ulegają istotnem u zaburzeniu. W ydaje się, iż receptory trijodotyroniny (TR) należą do grupy takich 
białek. H ipotezę tę wspierają cztery fakty. Po pierw sze, fizjo log iczn e działanie trijodotyroniny (T3), 
w yw ierane za pośrednictw em  TR, polega na regulacji proliferacji, różnicow ania i apoptozy, czyli 
procesów , które są g łęb ok o zaburzone w tkance now otw orow ej. Po drugie, działanie TR jest pow iązane  
z działaniem  niektórych protoonkogenów  (c-Jun, M dm 2) i supresorów now otw orow ych (p53). Po 
trzecie, w  tkankach now otw orow ych  często  obserw uje się utratę heterozygotyczności (LO H ) fragm entów  
chrom osom ów  zaw ierających m iędzy innymi allel TR. Praktycznie w e w szystkich typach badanych  
now otw orów  obserw uje się zaburzoną ekspresję TR na p oziom ie m R N A  oraz białka. Po czw arte, T R a  
jest kom órkow ym  odpow iednik iem  v-erbA, w irusow ego onkogenu, który posiada cechy dom inującego  
negatyw nego mutanta. C o w ięcej, bardzo często  w now otw orach stwierdza się obecność punktowych  
mutacji gen ów  TR, zm ieniających sekw encję am inokw asow ą, z konsekw encjam i w postaci upośledzenia  
funkcji receptora jako aktywatora transkrypcji. Na przykładzie raka wątroby w ykazano rów nież, że  
zm utow ane TR zachow ują się jak dom inujące negatyw ne mutanty. W ydaje się, iż w raku wątroby i raku 
brodaw kow atym  tarczycy niepraw idłow e działanie TR m oże być w spółodpow iedzialne za proces 
now otw orzenia.
(P o s tę p y  B io log ii K om órki 2001; 28: 1 8 3 -1 9 6 )

*Praca f in a n so w a n a  z grantu K B N  4 P 0 5 B 0 4 1 15, 4 P 0 5 B 1 2708  i C M K P  5 0 1 -2 -1 -0 1 -0 1 /9 9 .

http://rcin.org.pl



184 M. PUZ1 A N O W S K A -K U Ź N IC K A  1 IN.

Słow a k lu czo w e: TH, hormon tarczycy; T3, trijodotyronina; TR, jądrow y receptor hormonu tarczycy; 
now otw orzenie; LOH, utrata heterozygotyczności; ekspresja TR; mutacje TR; dom inujący negatyw ny  
mutant TR.

Sum m ary: A ccording to the generally accepted rules, gene and its protein product are thought to be 
involved in tum origenesis w hen chrom osom al anom alies and/or mutations o f  this gene as w ell as 
markedly disturbed expression and function o f  the encoded protein are found in tumor tissue. It seem s  
that triiodothyronine receptors (TR s), belong to the group o f  such proteins. This hypothesis is supported  
by four facts. Firstly, physio logical function o f  triiodothyronine (T3), exerted through T R s, is the 
regulation o f  proliferation, differentiation and apoptosis, the processes that are deeply disturbed in tumor 
tissue. Second ly , action o f  TR s is connected to the action o f  som e protooncogenes (c-Jun, M dm 2) and 
tumor suppressors (p53). Thirdly, loss o f  heterozygosity (LO H ) o f  chrom osom e fragments containing  
betw een others TR a llele as w ell as disturbed expression o f  TR on the m R N A  and protein level are 
observed in tumor tissues. Fourthly, T R a  is a cellular hom olog o f  v-erbA, a viral oncogene that behaves 
as a dom inant negative mutant receptor. In addition, TR gene point mutations changing am ino acid 
sequence are observed, resulting in abnormal receptor function as transcription activator. It w as show n  
that mutants cloned from liver cancer behaved as dominant negative mutants. It seem s that in liver cancer  
and in papillary thyroid cancer, abnormal TR function may contribute to the process o f  tum origenesis.
(A dvances in C e ll B io lo g y  2001; 28: 1 8 3 -1 9 6 )

K ey words: TH, thyroid hormone; T3, triiodothyronine; TR, nuclear thyroid horm one receptor; tum ori
genesis; LOH, loss o f  heterozygosity; TR expression; TR mutations; dominant negative TR mutant.

WSTĘP 
TRIJODOTYRONINA I JEJ RECEPTORY JĄDROWE

Znane są dwie fizjologiczne formy hormonu tarczycy: bardziej aktywna trijodo
tyronina (T3) oraz mniej aktywna tetrajodotyronina (tyroksyna, T4). T4 jest głównym 
produktem sekrecyjnym gruczołu tarczowego i pełni rolę prohormonu dla T3. T3 
powstaje głównie w tkankach obwodowych w procesie dejodynacji T4, katalizowanej 
przez enzymy zwane dejodynazami [38, 66]. Chociaż znane są cytoplazmatyczne 
białka wiążące TH [34], główne efekty działania T3 są skutkiem regulacji transkrypcji 
genów docelowych, która dokonuje się za pośrednictwem receptorów jądrowych 
[17, 69]. U człowieka poznano do tej pory dwa geny kodujące takie receptory: 
TRa  znajdujący się na ramieniu długim chromosomu 17 w pozycji 17 q 2 1 [28] 
oraz 77?[3 znajdujący się na ramieniu krótkim chromosomu 3 w pozycji 3p21-3p25 
[15, 16]. Na matrycy tych genów, w procesie różnicowego składania eksonów, 
powstają po dwie izoformy każdego receptora: odpowiednio T R a l  i T R a2  oraz 
TR(3l i TR(32.

Białka TR należą do nadrodziny receptorów jądrowych, które, między innymi, 
charakteryzują się podobnym ogólnym schematem budowy. Na końcu aminowym 
mają domenę A/B, której funkcja nie jest dobrze poznana. Wydaje się, że może 
ona brać udział w aktywacji transkrypcji niezależnej od Uganda (tutaj: T3). Następna 
domena, C, odpowiada za wiązanie receptora ze specyficzną sekwencją DNA, znaj-
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R Y C IN A  1. Izoform y jądrow ych receptorów hormonu tarczycy. Izoform y T R a l i TR(x2 są kodow ane 
przez gen T R a , zlokalizow any na chrom osom ie 17. T R «2  nie ma aktywnej dom eny AF2 (zależnej od 
liganda dom eny aktywującej transkrypcję). Izoform y TR|3l i TR[32 są kodow ane przez gen zlokali
zow any na chrom osom ie 3

dującą się w promotorach genów docelowych. Domena D, zwana pośrednią, zawiera 
sygnał lokalizacji jądrowej [17] oraz łączy w sobie cechy sąsiadujących domen
[58]: poprzedzającej ją  C i występującej za nią domeny E, która z kolei jest od
powiedzialna za wiązanie liganda oraz tworzenie dimerów [20, 21, 61]. Na końcu 
karboksylowym receptora znajduje się domena F (lub AF2), odpowiedzialna za 
zależną od liganda aktywację transkrypcji. Białkowe izoformy T R a różnią się od 
siebie budową końca karboksylowego: w izoformie TR a2 jest on znacznie dłuższy 
i nie ma zdolności aktywacji transkrypcji. W efekcie TR a2 jest receptorem nie
aktywnym transkrypcyjnie, który zachował jednak zdolność do wiązania się z DNA. 
Z kolei receptory TR(3 różnią się od siebie budową końca aminowego, co jednak 
nie wpływa w sposób istotny na ich funkcję (ryc. 1).

Regulacja transkrypcji genów docelowych przez TR jest procesem bardzo zło
żonym i zależy od zdolności receptorów do tworzenia homo- i heterodimerów z 
innymi receptorami jądrowymi, głównie z receptorami kwasu 9-cis retinowego (re- 
tinoidu X): RXRa, RXR(3 lub RXRy [11, 56, 79, 81], wiązania się z DNA w 
postaci monomerów, homo- i heterodimerów [20, 35, 78], rozpoznawania i wiązania 
się ze specyficznymi sekwencjami DNA, znajdującymi się w promotorach genów 
docelowych, zwanymi TRE (thyroid response element -  miejsce odpowiedzi na 
hormon tarczycy) [19, 30, 44, 53]. Każdy TRE składa się z dwóch heksamerów 
o sekwencji AGGT(C/A)A [9] lub jej modyfikacji i tworzy tzw. TRE-DR4 (bez
pośrednie powtórzenie sekwencji heksamerowej z 4 obojętnymi parami zasad po
między powtórzeniami) [61, 77], TRE-IP6 (odwrócony palindrom z 6 parami zasad) 
lub TRE-PO (palindrom bez rozdzielających par zasad) [62, 77, 78]. Kluczowa
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R Y C IN A  2. U proszczony schem at regulacji transkrypcji 
genów  d ocelow ych  przez receptory hormonu tarczycy. 
W n ieobecności receptora, transkrypcja genu aktyw o
wana jest na poziom ie podstaw ow ym . Połączenie się  
heterodimera T R /R X R  z TRE w n ieobecności liganda 
pow oduje d o łączen ie się białka supresorow ego, w e fe 
kcie czeg o  transkrypcja ulega zaham ow aniu. D ołączen ie  
T3 do TR pow oduje zm ianę konformacji receptora, od 
łączenie supresora i dołączen ie aktywatora, wskutek  
czeg o  transkrypcja genu ulega aktywacji znacznie ponad 
poziom  podstaw ow y

dla aktywności transkrypcyjnej TR 
jest również interakcja z innymi 
czynnikami białkowymi -  kompre
sorami lub koaktywatorami [ 12, 32, 
37, 50, 52, 60, 78, 80]

FIZJOLOGICZNE 
DZIAŁANIE T3 

I JEJ RECEPTORÓW

Utworzenie heterodimeru z RXR 
gwałtownie zwiększa powinowac
two TR do TRE, co sugeruje, iż właś
nie heterodimery odgrywają główną 
rolę w regulacji transkrypcji in vivo 
i są najpowszechniej występującą 
i najaktywniejszą, fizjologicznie 
czynną formą TR [56]. Wiązanie z 
TRE zachodzi zarówno w nieobec
ności, jak i w obecności TH [72, 7 4 1. 
Związanie heterodimeru z DNA w 
nieobecności TH powoduje zahamo
wanie transkrypcji podstawowej (za
chodzącej w nieobecności TR) [2, 
18,56]. Przyczyną tego zjawiska jest 
dołączenie się białek supresoro- 
wych, np. SMRT [12] lub N-CoR 
[32]. Dołączenie TH do receptora 
powoduje jego zmiany konformacyj- 
ne, czego skutkiem jest odłączenie 
korepresora, dołączenie skom pli
kowanego, liczącego co najmniej 
kilka do kilkunastu białek, układu 
koaktywatorowego [37, 50, 52, 60, 
68, 80] i w efekcie -  zniesienie ha
mowania i aktywacja transkrypcji 
znacznie ponad poziom podstawowy 
(ryc. 2). Należy jednak pamiętać, iż 
istnieją geny (np. TSH), które są re-
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gulowane odwrotnie: przyłączenie się TR do ich promotora w nieobecności TH 
powoduje aktywację, zaś w obecności TH -  hamowanie ich transkrypcji.

Efekty działania TH można podzielić na trzy grupy:
a. regulacja aktywności metabolicznej i zużycia tlenu w drodze aktywacji transkry

pcji genów kodujących enzymy oddechowe, znajdujących się w materiale genety
cznym zarówno jądra komórkowego, jak i mitochondriów; TH aktywuje liczne 
szlaki metaboliczne, zwiększające produkcję ciepła wymaganą do utrzymania 
stałej temperatury w organizmach stałocieplnych; hormon ten ponadto reguluje 
metabolizm lipidów, węglowodanów i białek, m.in. w brunatnej tkance tłuszczo
wej, sercu i w mózgu oraz w innych tkankach [23, 27, 55, 63, 64];

b. regulacja rozwoju embrionalnego i płodowego ze szczególnym uwzględnieniem 
różnicowania i rozwoju ośrodkowego układu nerwowego, kości i mięśni; oprócz 
regulowania procesu proliferacji i apoptozy tkanek płodowych, TH odpowiedzial
ny jest za inicjację procesu ich różnicowania i przekształcanie w dojrzałe tkanki 
organizmu dorosłego w drodze aktywacji ekspresji genów kodujących białka 
charakterystyczne dla danego typu dojrzałej tkanki, na przykład myoD w mięśniach 
poprzecznie prążkowanych [6, 48, 49, 51, 56];

c. tkankowo specyficzna regulacja proliferacji, różnicowania i apoptozy w organi
zmie dorosłym [5, 36, 40, 45, 47, 48].
Wszystkie te procesy zależne są od stężenia i dostępności TH, ilości i aktywności 

TR oraz od obecności innych czynników, z którymi TR oddziałują na poziomie 
molekularnym.

ZABURZENIA EKSPRESJI TR W NOWOTWORACH 
LUDZKICH

A. U tra ta  heterozygotyczności

W wielu nowotworach obserwuje się utratę heterozygotyczności (LOH) części 
chromosomów. Brak jednego allelu powoduje, iż ekspresji ulega tylko drugi allel 
danego genu. W sytuacji, gdy pozostający allel jest nosicielem mutacji zmieniającej 
sekwencję aminokwasową, w tkance pojawia się tylko zmutowane białko, a jego 
nieprawidłowa funkcja nie jest kompensowana przez obecność białka prawidłowego. 
LOH fragmentu chromosomu 3, zawierającego m.in. gen 77?(3 obserwowano w 
100% przypadków raka owsianokomórkowego płuca [16, 39], w 60% czerniaków 
tęczówki oka [65], 64% sporadycznego raka nerki [22], w 30% raków sutka [1] 
oraz w raku pęcherzykowym tarczycy [29]. Delecję obydwu alleli TR (3 znaleziono 
w 20% raków przewodu pokarmowego [33]. Podobnie, LOH fragmentu chromosomu 
17, zawierającego m.in. gen TRa  obserwowano w wielu typach nowotworów, w
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R Y C IN A  3. N iepraw idłow a ekspresja genów  T R a  i 
TR(3 na poziom ie m R N A  i białka w ludzkim raku 
jasnokom órkow ym  nerki; każda linia zaw iera 2,5 pg  
całk ow itego  R N A , w y izo low an ego  z raka (guz) i 
zdrow ego bieguna nerki (kontrola); hybrydyzację 
przeprow adzono z sondam i w ykryw ającym i w szy 
stkie transkrypty genu T R a  lub TR[3; im m unobloty  
w ykonano m etodą ch em ilum inescencyjną z prze
ciw ciałam i n a g ło w n e  transkrypcyjnie aktyw ne for
my jądrow ych receptorów  trijodotyroniny, T R a l i 
TR(3l [52]

tym w 79% raków piersi [24], w raku 
prostaty [25] oraz raku jelita grubego 
i odbytnicy [7].

B. N iep raw id łow a ekspresja  T R  
na poziom ie m R N A  

i b iałka

Wyniki badań dotyczących ekspresji 
TR na poziomie mRNA i białka w no
wotworach ludzkich wskazują, że jej po
ziom jest różny w różnych typach no
wotworów (tab. 1). Co więcej, w wielu 
przypadkach nie można zaobserwować 
korelacji pomiędzy ilością mRNA i 
odpowiadającego mu białka (ryc. 3), co 
sugeruje, że ekspresja TR jest regulo
wana nie tylko na poziomie transkrypcji, 
ale również na poziomie posttranskry- 
pcyjnym.

MUTACJE GENÓW TR 
W NOWOTWORACH 

LUDZKICH

TR sklonowane z niektórych nowo
tworów poddano sekwencjonowaniu w celu poszukiwania somatycznych mutacji, 
które powodując zmianę sekwencji aminokwasowej receptora, mogłyby upośledzać 
jego funkcję. Okazało się, iż w 65% raków pierwotnych wątroby stwierdzono obe
cność zmutowanych T R a l ,  zaś w 76% tych raków -  obecność zmutowanych TR(3l 
[41]. Podobnie, mutacje receptorów trijodotyroniny stwierdza się innych typach 
nowotworów: w 62,5% raków brodawkowatych tarczycy mutacji uległ T R a l ,  pod
czas gdy TR(3l -  w 93,75% takich raków (Puzianowska-Kuźnicka M, obserwacje 
własne); w 13% niewydzielających raków przysadki zmutowany jest T R a  ( a l  i 
a2 )  [46]. Z kolei sekwencjonowanie domen wiążących ligand T R a l  oraz TR(3l 
wykazało obecność mutacji odpowiednio w 13 i 30% raków jasnokomórkowych 
nerki. Zaobserwowano również, iż odsetek zmutowanych TR jest tym większy, 
im niżej zróżnicowany jest nowotwór (Puzianowska-Kuźnicka M, obserwacje włas
ne). Co więcej, badania nad mutantami sklonowanymi z pierwotnych raków wątroby
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T A B E L A  1. E kspresja  T R  na p o z io m ie  m R N A  i b iałka w  n ow otw orach  lu d zk ich

R odzaj n ow otw oru E kspresja T R a Ekspresja T R b Literatura
m R N A bia łk o m R N A b ia łk o

N ie c z y n n y  gu z  
p rzed n ieg o  płata przysadki

i T R a  1-1 1 T R ( 3 l l [26 . 46 ]

Rak ja sn o k o m ó r k o w y  nerki 1 T R a l T I W o i

3 0 % T

T R ( 3 l ! [56]

Rak b rod aw k ow aty  tarczycy i T R a l T 1 T R (3 lT [ 1 0 ,  7 1,
P u z ia n o w s
ka
-K u źn ick a , 
o b ser w a cje  
w ła sn e |

K o stn iak om ięsak  
(dob rze z ró żn ico w a n y )

7 = 7 = [72]

K ostn ia k o m ięsa k  
(s ła b o  z ró żn ico w a n y )

7 T R a lsL 7 T R [3 ls l [72]

Rak w ątroby 7 T R a lv l 7 T R (3 lT [40 , 41]

wskazują, że nie tylko nie są one w stanie prawidłowo aktywować transkrypcji, 
ale przeciwnie -  działają jak dominujące negatywne mutanty [42].

CZY RECEPTORY TRIJODOTYRONINY BIORĄ UDZIAŁ 
W PROCESIE NOWOTWORZENIA?

Wiadomo, że jądrowy receptor hormonu tarczycy T R a  jest komórkowym ho- 
mologiem v-ErbA (białkowego produktu wirusowego genu v-erbA), onkogenu bio
rącego  udział w transform acji  now otw orow ej prow adzącej do pow stan ia  
erytroleukemii i różnych mięsaków [13, 70]. Badania wykonane na myszach trans- 
genicznych, którym do genomu wprowadzono v-erbA, wykazały, iż u takich myszy 
rozwijają się pierwotne nowotwory wątroby oraz zmiany guzowate w tarczycy 
(co in vivo udowadnia związek pomiędzy v-ErbA a nowotworzeniem) [3]. Z badań 
in vitro wiadomo, iż v-ErbA nie jest w stanie związać T3 i aktywować transkrypcji, 
zaś po dołączeniu się do DNA, wiąże się z kompleksem kompresorowym, za
wierającym między innymi deacetylazę histonową, wskutek czego hamowaniu ulega 
transkrypcja genów docelowych [73]. Tak więc v-ErbA jest typowym przykładem 
dominującego-negatywnego mutanta, który nie tylko nie ma fizjologicznej funkcji 
prawidłowego receptora, ale potrafi również antagonizować działanie prawidłowych
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TR. Uważa się, że tą drogą dochodzi do powodowanej przez v-ErbA inaktywacji 
(hamowania aktywacji) genów, których funkcja polega na stymulacji różnicowania 
lub hamowaniu podziałów komórkowych i w efekcie -  do transformacji nowo
tworowej [14].

Spójne z tymi obserwacjami są wyniki badań TR w nowotworach ludzkich, 
przede wszystkim w pierwotnym raku wątroby i raku brodawkowatym tarczycy. 
Jak opisano wcześniej, w nowotworach tych bardzo często stwierdza się obecność 
zmutowanych TR, wykazujących ponadto cechy dominującego-negatywnego mu
tanta [42, Puzianowska-Kuźnicka, obserwacje własnej. Założyć można, iż mutacje 
te, jak również zwiększona ekspresja transkrypcyjnie nieaktywnych receptorów lub 
zmniejszona ekspresja TR (którą częściej obserwuje się w nowotworach z mniejszą 
liczbą mutacji TR), są przyczynami nieprawidłowej aktywacji genów regulowanych 
przez T3. Wiele z tych genów koduje czynniki niezbędne dla prawidłowego przebiegu 
procesów różnicowania i dojrzewania tkanek [5, 36, 48], oraz dla apoptozy [47, 
67] (chociaż nadal dokładnie nie wiadomo, na jakie induktory apoptozy oddziałuje 
TH). Wskutek nieadekwatnej ekspresji tych czynników, komórki ulegają odróż- 
nicowaniu (tracą markery zróżnicowania) i jako komórki niedojrzałe ponownie stają 
się podatne na sygnały pro-proliferacyjne, zaś komórki, w których doszło do usz
kodzenia materiału genetycznego, nie są eliminowane w drodze apoptozy.

Zjawiska te, związane bezpośrednio z nieprawidłową regulacją ekspresji na po
ziomie genu, ulegają pogłębieniu na skutek zaburzenia oddziaływań TR z innymi 
białkami. Dotyczy to nie tylko koaktywatorów lub korepresorów (co dodatkowo 
zmienia poziom ekspresji genów docelowych), ale również fizjologicznych (stwier
dzanych w zdrowych tkankach), niezbędnych dla prawidłowej kontroli wzrostu i 
różnicowania, oddziaływań z białkowymi regulatorami cyklu komórkowego, su- 
presorami nowotworowymi i protoonkogenami.

W warunkach prawidłowych TR fizycznie wiąże się z białkiem p53, które w 
określonych sytuacjach (np. gdy konieczne jest naprawienie uszkodzonego DNA) 
hamuje cykl komórkowy poprzez zatrzymywanie go w fazie G l.  Związanie się 
TR(3l z p53 ma szereg istotnych konsekwencji, które, wskutek obserwowanej często 
nadekspresji TR w tkance nowotworowej, mogą być nadmiernie nasilone. Wiadomo 
bowiem, iż białko p53 po utworzeniu kompleksu z TR(3l, staje się niedostępne 
dla własnych szlaków oddziaływań, co może powodować brak hamowania progresji 
cyklu komórkowego. TR(31 zmniejsza zależną od p53 ekspresję bcuc i gcidcl45, 
czego skutkiem jest hamowanie apoptozy [4]. Ponadto, pod wpływem p53 zdolność 
samego TR do wiązania się z DNA i do aktywowania transkrypcji własnych genów 
docelowych jest zahamowana [8, 76]. Wykazano również, iż TR wiąże się z c-Jun 
zarówno w obecności, jak i w nieobecności T3, przy czym w postaci nie związanej 
z hormonem zwiększa, zaś po jego dołączeniu -  hamuje aktywność tego protoon- 
kogenu [43]. Podobnie -  TR niezwiązany z ligandem aktywuje ekspresję c-Fos, 
zaś po przyłączeniu T3 -  hamuje ekspresję tego protoonkogenu zarówno na poziomie
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genu, jak i białka [54]. W związku z tym można przewidywać, iż obecność zmu
towanych TR w tkance nowotworowej spowoduje wzrost ilości c-Jun i c-Fos, oraz 
wzrost aktywności czynnika transkrypcyjnego AP-1, w skład którego wchodzą. 
Ponieważ produkty białkowe tych protoonkogenów hamują zależną od TH akty
wację transkrypcji, odpowiedź genów docelowych na działanie T3-TR może być 
dodatkowo upośledzona [82].

Z drugiej jednak strony należy pamiętać, iż fizjologicznie T3 za pośrednictwem 
TR aktywuje transkrypcję protoonkogenu mdm2. Białko Mdm2 wiąże się z p53, 
które jest wówczas gwałtownie degradowane [31, 59]. Mdm2 aktywuje również 
ekspresję czynników przyspieszających cykl komórkowy, czyli E2F1 i cykliny A 
[59] oraz obniża ekspresję innego supresora nowotworowego -  białka Rb (reti- 
noblastoma) [75]. Jeśli w tkance nowotworowej występują zmutowane TR lub ob
serwuje się niską ekspresję TR, to ilość Mdm2 zmniejsza się, a wymienione powyżej 
efekty nie są nasilone i ten potencjalny mechanizm powstawania zaburzeń regulacji 
cyklu komórkowego poprzez Mdm2 staje się nieistotny. Jeśli jednak niska aktywność 
transkrypcyjna TR jest przynajmniej częściowo kompensowana przez nadekspresję 
tego białka, to zależna od T3 aktywacja transkrypcji genu mdm2 może nasilać 
zaburzenia cyklu komórkowego.

Dotychczas dostępne dane nie wyjaśniają, czy u człowieka TH i TR inicjują 
proces nowotworzenia, czy też są odpowiedzialne za większą złośliwość nowotworu 
i szybszy postęp choroby. Ponieważ ekspresja TR, odsetek zmutowanych TR oraz 
odsetek LOH TR są różne w różnych rodzajach nowotworów, wydaje się, iż białka 
te nie są uniwersalnym czynnikiem indukującym proces nowotworzenia. Możliwe 
jest natomiast, że w wyniku zmienionej ekspresji i upośledzonej funkcji stają się 
odpowiedzialne za progresję nowotworu niezależnie od jego rodzaju. Nie można 
również wykluczyć, iż TR inicjują lub współinicjują nowotworzenie w niektórych 
typach nowotworów, w których nieprawidłowości dotyczą większości analizowanych 
przypadków (rak wątroby, rak brodawkowaty tarczycy). W świetle opisanych wy
ników konieczne wydaje się zbadanie, czy patofizjologia (morfologia, szybkość 
podziałów, tworzenie warstw, itd.) nowotworowych linii komórkowych ulegnie zmia
nie pod wpływem ekspresji prawidłowych TR lub odwrotnie, czy ekspresja do
minujących negatywnych mutantów TR wywoła transformację nowotworową 
komórek prawidłowych.
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CYTOGENETYKA M OLEKULARNA W USTALANIU  
CECH GATUNKOW YCH ORAZ ICH ZM IENNOŚCI 

W ANALIZIE POKREW IEŃSTW A ROŚLIN  
OKRYTOZALĄŻKOW YCH

M O L E C U L A R  C Y T O G E N E T IC S  IN E S T A B L IS H M E N T  
O F  S P E C IE S -S P E C IF IC  T R A IT S  A N D  T H E IR  V A R IA B IL IT Y  

IN A N A L Y S IS  O F  R E L A T IO N S H IP S  IN A N G IO S P E R M S

Maria Joanna OLSZEW SKA1, Jolanta MAŁUSZYŃSKA2

'Zakład Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Roślin, Uniwersytet Łódzki; 
“Katedra Anatomii i Cytologii Roślin, Uniwersytet Śląski

S treszczen ie ; D om inującym  składnikiem  genom u roślin okrytozalążkow ych są sekw encje powtarzalne, 
w tym retroelem enty. R ozm aita zaw artość tych sekw encji pow oduje zm ienność rozm iarów genom u w 
obrębie zarów no gatunku, jak i rodzaju. Każdy rodzaj sekw encji powtarzalnych m oże być gatunkow o- 
lub gen om o w o -sp ecy ficzn y  albo w ystępow ać p ow szechn ie w obrębie rodzaju lub rodzin, wykazując  
charakterystyczną lokalizację w chrom osom ach. D o cech gatunkow ych zalicza się  ch rom osom ow y w zór  
prążkowy oraz lokalizację 18S-5, 8S -25S  rD N A  i 5S rD N A . U allopolip lo idów , w porównaniu z 
genom am i ancestralnym i, m ogą zachodzić zm iany polegające na translokacji fragm entów ch rom oso
m ów  i translokacji sekw encji pow tarzalnych, specyficznych  dla jed nego  z genom ów  na drugi oraz 
redukcja liczby loci rD N A  i ich ekspresji. W  ustalaniu pokrew ieństw a m iędzy gatunkami istotne są 
wyniki GISH .
(P o stą p y  B io log ii K om órki 2 001; 28: 1 9 7 -2 1 8 )

S łow a kluczow e:  cytogenetyka molekularna, kariotyp, FISH, GISH, sekw encje powtarzalne, retroele
m enty, cech y  gatunkow e.

Sum m ary: R epetitive sequences, including retroelem ents, are the main genom e com ponent in angiosperm  
plants. V ariations in their content both in the sam e species and within the genus, cause changes in the 
gen om e size . Each kind o f  repetitive sequences can be either species- and gen om e-sp ecific  or it can be 
present w ithin the genus or fam ilies and display a characteristic localisation in chrom osom es. C hrom o
som e banding pattern, location o f  18S-5, 8S -25S  rD N A  and 5S rD N A  are considered to be sp ec ies-sp e
c ific . A m on g allopolip lo ids, as com pared to ancestral genom es, changes consisting in translocations o f
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chrom osom e fragm ents and translocations o f  repetitive sequences specific  for one o f  the gen om e to 
another one, as w ell as reduction in the number o f  rDNA loci and their expression  can occur. In 
establishing relationships am ong sp ec ies the results o f  GISH method are important.
(.A dvances in C ell B io lo g y  2001 ; 28: 1 9 7 -2 1 8 )

K ey w ords: m olecular cytogenetics, karyotype, FISH, GISH, repetitive sequences, retroelem ents, sp e
c ies-sp ecific  traits.

1. WSTĘP

Od kilkunastu lat rozwija się intensywnie cytogenetyka molekularna, która polega 
na skojarzeniu badań genomów jądrowych metodami molekularnymi z badaniami 
in situ , a głównie z zastosowaniem metody FISH (Fluorescence In Situ Hybri- 
dization), tj. hybrydyzacji do DNA chromosomów i jąder interfazowych określonych 
sekwencji znakowanych fluorescencyjnie lub GISH {Genomie In  Situ Hybridization). 
Uzyskane dotąd wyniki rzuciły nowe światło na pokrewieństwo między gatunkami, 
w wyniku czego powstały nowe kierunki badań -  molekularna systematyka i mo
lekularna ewolucja (ref. [74]). W królestwie roślin wiele gatunków powstało w 
wyniku poliploidyzacji, tj. zwielokrotnienia bądź takiego samego genomu (auto- 
poliploidyzacja) lub odmiennych genomów (allopoliploidyzacja). W tym drugim 
przypadku istotnym zagadnieniem jest odróżnienie poszczególnych genomów i wska
zanie gatunków ancestralnych oraz zmian, jakie towarzyszyły utrwalaniu się ga
tunków alloploidalnych (ref. [83]). W tym celu poszukuje się specyficznych 
markerów molekularnych i chromosomowych.

Za charakterystyczne cechy gatunku przyjęto: rozmiar genomu, tj. zawartość 
DNA w przeliczeniu na genom haploidalny (1C) lub diploidalny (2C), liczbę i 
morfologię chromosomów, wzór prążków C (heterochromatynowych), lokalizację 
genów 18S-5, 8S-25S rRNA i 5S rRNA. Rozmiary genomu haploidalnego u roślin 
okrytozalążkowych wahają się w znacznych granicach: od 0,1 pg do 127,5 pg, 
zaś liczba haploidalna chromosomów (n) -  od 2 do 300. Liczba chromosomów 
nie jest skorelowana z rozmiarami genomu, lecz z ich całkowitą objętością podczas 
metafazy mitozy. Liczba genów jest oceniana na 25-60 tys., a więc skala rozpiętości 
nie odpowiada zakresowi wielkości genomu (ref. [47]). Od kilkunastu lat wiadomo, 
że rozmiary genomu u roślin (w pg) są skorelowane z zawartością sekwencji po
wtarzalnych (w pg) [18]. Ponieważ wyposażenie w geny jest cechą wspólną dla 
poszczególnych gatunków, rozmaitość sekwencji powtarzalnych jest uważana za 
źródło zmienności rozmiarów genomów i ich organizacji, a różnorodność cech 
gatunkowych może być upatrywana w liczbie i cechach molekularnych sekwencji 
powtarzalnych.
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2. SEKWENCJE POWTARZALNE

Sekwencje powtarzalne występują w układach tandemowych lub rozproszonych. 
Do sekwencji tandemowych kodujących zalicza się 18S-5, 8S-25S rDNA, 5S rDNA 
i tDNA (por. niżej -  5. Analiza chromosomów). Sekwencje tandemowe o liczbie 
kopii ok. 106/genom haploidalny, niekodujące, zbudowane są z monomerów o dłu
gości od 59 do kilkuset pz, wchodzą zwykle w skład heterochromatyny. Ten rodzaj 
chromatyny charakteryzuje się wysokim stopniem kondensacji, zróżnicowanym w 
zależności od jej usytuowania. Między monomerami w tandemowym układzie mogą 
znajdować się retropozony, a bardzo rzadko -  funkcjonalne geny (ref. [3]). Ważną 
grupą sekwencji powtarzalnych tandemowych są sekwencje mikrosatelitarne, uwa
żane za markery genetyczne. Omówienie ich przekracza możliwości tego artykułu, 
tym bardziej że zostały one opisane niedawno [67].

Sekwencje powtarzalne rozproszone, ze względu na długość, należą do dwóch 
kategorii: LINEs {Long INterspersed Elements), zawierające elementy o długości 
do kilku tys. pz i SINEs {Short IN terspersed Elements) o długości do 500 pz. 
W grupie sekwencji powtarzalnych rozproszonych coraz częściej są identyfikowane 
ruchome elementy (retroelementy), które prawdopodobnie stanowią główną frakcję 
sekwencji powtarzalnych ([23] i ref.). W genomach roślin występują retrotranspozony 
i inne retroelementy, tj. takie, których informacja genetyczna jest zapisana w RNA, 
zawierają odwrotną transkryptazę i integrazę; po przepisaniu RNA na DNA integrują 
się z genomem gospodarza. Sekwencje te należą zarówno do grupy LINEs, jak 
i SINEs. Retroelementy typu LINEs są prawdopodobnie najstarszą klasą retro- 
transpozonów w genomach roślin. Ruchome elementy mogą zawierać charaktery
styczne długie powtórzenia terminalne (LTR -  Long Terminal Repeats) lub być 
ich pozbawione. LTR są obecne w retrotranspozonach typu Ty-1 -gypsy, w których 
domena integrazy znajduje się za odwrotną transkryptazą oraz Ty-1 -copia, zawie
rające domenę integrazy przed odwrotną transkryptazą. Retrotranspozony z LTR 
w zależności od długości (od 400 do 2500 pz) są typu SINEs lub LINEs. Retro
transpozony z grupy Ty-1 -copia różnią się długością i sekwencją nukleotydów, 
stąd nazywane są Ty-\-copia-Yike. Niektóre mogą być markerami gatunkowo spe
cyficznymi (por. niżej, 2.2. Retrotranspozony). Druga grupa retroelementów nie 
zawiera LTR i nazywane są retropozonami; są to m.in. cin4 (występujące u ku
kurydzy), del2 (u Lilinm speciosum , gdzie stanowią do 4% genomu), BNR1 {Beta 
vulgaris), Ta l 1-1 {Arabidopsisthaliana), S I {Brassicaceae i wiele innych gatunków). 
Retropozony, podobnie jak retrotranspozony, ze względu na długość są zaliczane 
do SINEs lub LINEs. Retropozony, jak wykazała metoda FISH, są zwykle rów
nomiernie rozmieszczone w chromosomach, często w postaci rozmaicie zlokali
zowanych skupień. Przynależne do SINEs są zakończone motywem poly(A) albo 
sekwencją bogatą w A lub T, zawierają pewne konserwatywne sekwencje podobne
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do tRNA i mogą być obecne w intronach (ref. [68]). Sekwencje SI z SINEs u 
Brcissica napus jest wysoce zmetylowana; poziom metylacji jest dwukrotnie wyższy 
niż średni poziom metylacji jądrowego DNA u tego gatunku [25].

3. ZMIENNOŚĆ ROZMIARÓW GENOMU 
W OBRĘBIE GATUNKU

Od blisko 20 lat wiadomo, że rozmiary genomu, tj. zawartość DNA w przeliczeniu 
na genom haploidalny lub diploidalny wahają się w znacznych granicach u tego 
samego gatunku. Obserwacje te dotyczyły przedstawicieli tego samego gatunku, 
zebranych z rozmaitych siedlisk, różniących się np. wysokością n. p. m. i średnią 
temperaturą, a także odmian gatunków uprawnych (ref. [47J). Aby uniknąć arte
faktów, wiele uwagi poświęca się stronie metodycznej, szczególnie w odniesieniu 
do cytometrii przepływowej. Dosyć powszechnie stosowane barwienie DAPI (wy
biórczo wiąże się z AT) powinno być zastąpione przez jodek propidyny (PI -  
propidium iodide), który -  podobnie jak metoda Feulgena stosowana w mikro- 
spektrofotometrii -  barwi całkowity DNA. Wykazano, że DAPI daje wyniki za
niżone [37]. Równie ważny jest dobór odpowiedniego standardu, najlepiej zbliżonego 
zawartością DNA do badanego obiektu. Wyniki uzyskane po barwieniu PI i metodą 
Feulgena są bardzo zbliżone, a niekiedy identyczne. Przy zachowaniu poprawnej 
metody, po barwieniu PI wykazano, że zawartość 2C DNA u dwóch odmian pszenicy, 
podobnie jak u dwóch odmian żyta różni się: 3 1,10± 1,6 pg i 33,22 dla pszenicy 
i 16,6±0,02 pg i 15,39±0,09 pg dla żyta [37].

Ostatnio stwierdzono, że wewnątrzgatunkową zmienność zawartości 2C DNA, 
zgodnie z przytoczoną wyżej koncepcją Flavella [18] można przypisać zmiennej 
liczbie różnego typu sekwencji powtarzalnych. Biorąc pod uwagę znaczny udział 
retroelementów w sekwencjach powtarzalnych oraz takie ich właściwości, jak prze
mieszczanie się, czego konsekwencją jest przebudowa chromosomów drogą trans
pozycji, insercji i wycinania, można oczekiwać, że tą właśnie drogą następują 
modyfikacje rozmiarów genomu [4]. U wielu gatunków liczba kopii retrotranspo- 
zonów jest dodatnio skorelowana z rozmiarami genomu (ref. [81]). Nie jest to 
jednak ogólna prawidłowość, ponieważ u rodzaju Hordeum , u którego liczba kopii 
retrotranspozonu BARE1 , obliczona na podstawie hybrydyzacji z 2 sondami za
wierającymi konserwatywny fragment bądź z obszaru genu kodującego odwrotną 
transkryptazę, bądź z LTR, nie jest skorelowana z zawartością 1C DNA ani u 
odmian tego samego gatunku, ani u osobników gatunku dzikiego, zebranych z 
rozmaitych stanowisk [81].

U Yicia faba  rozpiętość zawartości 2C DNA wynosi od 21,8 pg do 29,4 pg 
u osobników zebranych z różnych stanowisk i jest skorelowana z liczbą powtórzeń
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sekwencji VfB. która wynosi od 2,7 x 1()4 do 23 x 104 [20|. U dwóch podgatunków 
ryżu (O ryza sativa, 2n=2x=24): indica i japonica  różnice w rozmiarach genomu 
2C -  0,897 pg i 0,818 pg -  są spowodowane przez większą liczbę kopii 5S rDNA 
-  919,31211,2 i 751,81153,5 oraz sekwencji telomerowych -  1501,31760 i 
453,31146,9 [60|. Wewnątrzgatunkowazmienność rozmiarów genomu u 3 gatunków, 
w tym 2 podgatunków rodzaju Alstroemeria  jest związana z polimorfizmem prążków 
C i skorelowana dodatnio z ich zawartością (7]. Analogiczna zależność między 
zawartością 2C DNA a % heterochromatyny ma miejsce u 3 podgatunków Crepis 
foetida  [16]. U Dasypyrum villosum  stwierdzono korelację między rozmiarami ge
nomu a całkowitą długością chromosomów mitotycznych i licznymi cechami feno- 
typowymi, takimi jak: masa nasion i długość liści. Cechy te były także dodatnio 
skorelowane z wysokością n. p. m., z jakiej zostały zebrane poszczególne osobniki 
[8]. Wewnątrzgatunkowa zmienność zawartości jądrowego DNA, która może być 
związana z adaptacją do warunków środowiska, została stwierdzona u wielu ga
tunków roślin, podobnie jak zależność między wewnątrzgatunkową zmiennością 
rozmiarów genomu a fenotypem (ref. [8, 47]).

4. GENOMOWA I GATUNKOWA SPECYFICZNOŚĆ 
SEKWENCJI POWTARZALNYCH

Sekwencje powtarzalne, wcześniej wykrywane metodą pomiarów szybkości re- 
naturacji jednoniciowego DNA, są intensywnie badane od wczesnych lat 80., tj. 
od wprowadzenia enzymów restrykcyjnych do analizy genomów roślinnych. W 
wyniku rozdziałów elektroforetycznych w żelach ujawniają się one w postaci prążków 
w różnych strefach długości. DNA zawarty w tych prążkach może być izolowany, 
klonowany, sekwencjonowany i po odpowiednim wyznakowaniu, w celu uzyskania 
sond, używany do hybrydyzacji typu Southern, dot-blot i slot-blot oraz do hy
brydyzacji in situ (ref. [63]).

Istnienie gatunkowo-specyficznych sekwencji powtarzalnych świadczy o tym, 
że ich amplifikacja nastąpiła stosunkowo niedawno w ewolucji. Sekwencje nie
specyficzne dla gatunku powstały dawno i pojawiły się u spokrewnionych gatunków 
w wyniku krzyżowań i allopoliploidyzacji.

4.1. S ekw encje  tandem ow e 

4. 1.1. Sekwencje telomerowe

Telomery są wyspecjalizowanymi strukturami, które stabilizują krańce chromo
somów. Zawierają one tandemowo ułożone konserwatywne sekwencje TTTAGGG.
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Liczba sekwencji telomerowych jest uważana za specyficzną cechę gatunkową i 
wynosi od 2 do 5 kpz u Arabidopsis, 12-15 kpz u zbóż i od 60 do 160 kpz 
u tytoniu. Liczba kopii może być różna w poszczególnych chromosomach tego 
samego gatunku i ulega redukcji w komórkach zróżnicowanych (ref. [32]). U dwóch 
podgatunków ryżu, indica i japonica  (jak wspomniano wyżej), liczba kopii jest 
trzykrotnie większa u indica, podobnie jak ich długość; wyniki FISH wykazały, 
że u indica sekwencje telomerowe znajdują się na krańcach 6 par chromosomów, 
zaś u japonica  -  tylko w 2 parach chromosomów, a ponadto wielkość sygnałów 
hybrydyzacyjnych jest znacznie mniejsza niż u indica [60]. Brak sekwencji te
lomerowych stwierdzono u przedstawicieli rodzaju Allium, Nothoscordum  i Tulbagia 
(Alliaceae) oraz u Aloe (Asphodelaceae) ([ 1 ] i ref.).

4. 1.2. Sekwencje subtelomerowe

Sekwencje subtelomerowe zlokalizowane przy telomerach, stanowią strefę bu
forową oddzielającą sekwencje telomerowe od sekwencji kodujących. O ich przej
ściow ym  charakterze świadczą także odległości między nukleosom am i: w 
chromatynie telomerowej wynoszą one ok. 155 pz, w sekwencjach subtelomerowych
-  170 pz, zaś w chromatynie zawierającej geny -  180 pz ([35] i ref.). Sekwencje 
subtelomerowe mogą być gatunkowo- lubrodzajowo-specyficzne(ref. [47]). Ostatnio 
wykazano, że sekwencje z rodziny Afa (340 pz), wyizolowane z pszenicy, obecne 
są w regionach subtelomerowych u gatunków azjatyckich, również należących do 
trybu Triticeae -  Leymus racemosus (2n=4x=28, genom NNXX) i Psathyrostratus 
juncea  (2n=2x=14, genom NN) [57]. Natomiast sekwencja Taił (570 pz), uzyskana 
z DNA L. racemosus, zlokalizowana u tego gatunku w obszarze subtelomerowym, 
nie dawała sygnału w hybrydyzacji Southern ani z L. mollis, ani z 2 gatunkami 
Psathyrostratus, jak również z Triticum aestivum  [40], może zatem być uznana 
zagatunkowo-specyficznądla L. racemosus. Jest ona jednak powszechna u Triticeae, 
ale zlokalizowana poza obszarem subtelomerowym (por. niżej).

U rodzaju Nicotiana sklonowano sekwencje TAS49 i wyznaczono jej strukturę 
pierwszorzędową. Uznano ją  wprawdzie za rozproszoną, ale zlokalizowana jest 
w strefie subtelomerowej u 5 gatunków Nicotiana i/lub w obszarze interstycjalnym 
u 4 gatunków. Sekwencja ta (460 pz) nie wykazuje cech retrotranspozonów. U 
N. sylvestris liczba kopii wynosi 3300/2C, u N. tabacum  -  22 600, u N. tomentosiformis
-  17 400, zatem u N. tabacum  (gatunek allotetraploidalny) liczba kopii tej sekwencji 
jest zbliżona do sumy liczby kopii u gatunków ancestralnych -  N. sylvestris i 
N. tomentosiformis [35].

4. 1.3.Sekwencje zlokalizowane poza obszarem telomerów

Podobnie jak sekwencje subtelomerowe, można je podzielić na sekwencje spe
cyficzne dla gatunku, genomu, rodzaju oraz niespecyficzne. U bobu ( Vicia faba
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L.) wcześniej sklonowana sekwencja Foki (59 pz, ref. [62)) występuje wyłącznie 
u tego gatunku i jego odmian, przy czym liczba kopii/genom haploidalny wynosi 
od 5,39 x 106 do 21,51 x 106. Wyniki hybrydyzacji Southern wskazują, że u 5 
innych gatunków Vicia sekwencja ta nie występuje [46]. Metodami FISH [21] i 
nick-translacji in situ [62] wykazano, że sekwencja ta jest zlokalizowana wyłącznie 
w heterochromatynie 5 par krótkich (S) chromosomów. Ostatnio [59] wykryto spe
cyficzną gatunkowo dla Vicia faba  i jego podgatunków tandemową sekwencję T III15 
(119 pz) bogatą w AT (53,8%) o liczbie kopii/lC 5 x 105. Metoda FISH po
twierdziła, że jest ona zlokalizowana nie tylko przy prążkach heterochromatynowych 
FokI(+) i Fokl(-), ale także w formie rozproszonej.

U rodzaju Avena  gatunki diploidalne zawierają genomy CC, tetraploidalne -  
AACC, a heksaploidalne -  AACCDD. Posługując się klonem pAml (464 pz), 
uzyskanym wcześniej z A. murphyi (genom AACC), porównano metodą FISH obe
cność tej sekwencji u 7 gatunków, wśród których każdy zawierał genom C. Sygnał 
hybrydyzacyjny był obecny we wszystkich chromosomach z genomu C, z wyjątkiem 
dystalnych regionów niektórych par; odpowiednie, wyznakowane segmenty znaj
dowały się w pobliżu krańców długich ramion 3 par chromosomów z genomu 
A, co świadczy o ich translokacji w allopoliploidach. Genomy C, obecne u gatunków 
diploidalnych (2n=2x=14, CC) są uważane za macierzyste dla gatunków allopoli- 
ploidalnych [19].

Sekwencja OeTaq80, sklonowana z DNA Olea europaea (2n=46) zbudowana 
jest z 7 tandemowo ułożonych monomerów zawierających 80 pz, w dużym stopniu 
homologicznych (od 74 do 91% homologii). U tego gatunku metodą FISH wykazano, 
że sekwencja ta jest zlokalizowana głównie na krańcach chromosomów: na jednym 
-  w 11 parach, na obu -  w 7 parach, w regionach interstycjalnych -  w 3 parach; 
2 pary chromosomów nie zawierały sygnału hybrydyzacyjnego. Sekwencja OeTaq8() 
występowała także u 5 innych gatunków Olea, przy czym liczba kopii/ng DNA 
wynosiła od 12,5 x l()lS do 25,0 x 108 i była wysoce dodatnio skorelowana z 
rozmiarami genomu [5]. Również specyficzne dla rodzaju Cicer są 2 sekwencje 
tandemowe: CaSatl (monomer 170 pz) i CaSat2 (monomer lOOpz), niehomologiczne, 
wyizolowane z Cicer arietinum  (ciecierzyca). Obie sekwencje są bogate w AT 
i dawały u 9 gatunków jednorocznych, pochodzących z różnych siedlisk, pozytywny 
sygnał w metodzie FISH w obszarach heterochromatyny barwiącej się DAPI, tj. 
bogatej w AT. Sygnał ten był nieobecny u gatunku wieloletniego (por. 2.2. Re- 
troelementy) [77].

Wspomniane wyżej sekwencje z rodziny Afa (340 pz) obecne są u wszystkich 
zbadanych gatunków z trybu Triticeae, zawierających genomy H, R, S, D, M, 
A, B i ich kombinacje, aczkolwiek w różnej liczbie powtórzeń: 1 x 10' (genom 
S), 2 x 103 (genomy A i R), 4 x 103 (genom A z Triticum monococcum), 7 x 
103 (genom M), 1 x 1 04 (genomy H i D), co wskazuje, że sekwencje te ulegały 
wiele razy amplifikacji w ewolucji Triticeae [58]. Równie rozpowszechniona jest
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sekwencja pSc 119,2 (120 pz), sklonowana z Secale cereale, która była obecna 
u 11 zbadanych gatunków Secale, dając taki sam wzór hybrydyzacyjny w metodzie 
FISH, tj. w obszarach telomerowych i interstycjalnych [ 13]. Obecność tej sekwencji 
była stwierdzona metodą Southern u 3 diploidalnych gatunków Hordeum: bulbosum  
(genom I), chilense (genom H) i marinum  (genom X) oraz u tetraploidalnego H. 
m uńnum  (genom Y Y), natomiast brak było sygnałów u 2 diploidalnych podgatunków 
H. vulgare (genom 1). Wzór hybrydyzacyjny po FISH był w postaci prążków (H. 
chilense) lub kropek przy krańcach chromosomów (H. m uńnum  4x) [78]. U rodzaju 
Secale metodą FISH zlokalizowano inne wysoce powtarzalne sekwencje: pSc74 
(350—480 pz) i pSc34 (610 pz), sklonowane wcześniej z S. cereale. Sekwencja 
pSc74 była obecna również u 4 podgatunków S. cereale oraz u 6 innych gatunków 
Secale, z wyjątkiem S. silvestre. Wzór hybrydyzacyjny po FISH był taki sam u 
wszystkich podgatunków S. cereale i u S. kuprijanovii: sygnał był zlokalizowany 
głównie w obszarach telomerowych, a zbliżony -  u S. montanum, S. africanum,
S. anatolicum  i S. vavilovii. Sonda z sekwencją PSc34 dawała pozytywne sygnały 
u wszystkich badanych gatunków i podgatunków z wyjątkiem S. vavilovii; u S. 
silvestre sygnał był śladowy. U wszystkich gatunków i podgatunków, z wyjątkiem
S. montanum, dających pozytywne wyniki w metodzie FISH zauważono polimorfizm 
znakowania. Przedstawione wyniki dotyczące obecności sekwencji pScl 19,2, pSc74 
i pSc34 nie pozwalają na wyciągnięcie wniosków dotyczących ewolucji i filogenezy 
badanych gatunków [13, 78].

4.2. Sekw encje  pow tarzalne rozproszone

Podobnie jak sekwencje tandemowe, sekwencje rozproszone mogą być specy
ficzne gatunkowo i genomowo, wobec czego mogą służyć jako markery do iden
tyfikacji genomów, chromosomów i regionów chromosomów.

4. 2.1. Sekwencje rozproszone, nieidentyfikowane jako retroelementy

Nienotowane wcześniej 4 sekwencje rozproszone, specyficzne dla Vicia faba  
i jego podgatunków, zostały sklonowane z powtarzalnych frakcji (prążków) obecnych 
w żelach. Sekwencje te, o długości 109-233 pz, z wyjątkiem jednej, są bogate 
w AT, a liczba kopii/lC wynosi od 5 x 104 do 3 x 105. Sekwencje te nie są 
obecne ani u zbadanych pod tym względem 12 innych gatunków Vicia, ani u innych 
9 gatunków z Leguminosae [59].

Sekwencja pVuKB-,, wyodrębniona z DNA Vigna unguiculata (fasolnik chiński) 
subsp. unguiculata o długości 436 pz i zawartości AT=65% jest gatunkowo-spe- 
cyficzna, tj. występuje tylko u 2 podgatunków V. unguiculata, nie jest obecna u 
4 innych gatunków Vigna (oblongifolia, ambacensis, luteola i vexillata), jak wykazała 
hybrydyzacja Southern. Metodą FISH wykazano, że sekwencja ta jest zlokalizowana 
wokół centromerów wszystkich chromosomów. Występowała ona w tym samym
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miejscu, co wcześniej sklonowana sekwencja VuKBl, również bogata w AT; udo
wodniono to nie tylko na całych chromosomach, ale również na rozproszonych 
włóknach chromosomowych. Sekwencja VuKBl nie jest specyficzna gatunkowo, 
co wskazuje, że sekwencja VuKB 1 jest filogenetycznie starsza od sekwencji VuKB2. 
Żadna z tych sekwencji nie wykazuje homologii do retroelementów [23].

Z DNA Solarium tuberosum  sklonowano 2 sekwencje: pST3, 865 pz, liczba 
kopii/lC wynosi 300 oraz pSTlO, 121 pz, liczba kopii/lC -  400. Sekwencje te 
zlokalizowano metodą FISH; sygnały w postaci kropek przy krańcach chromosomów 
występowały tylko u S. tuberosum ; z S. breviclens wynik był negatywny. Natomiast 
sekwencje z S. brevidens, niehomologiczne do sklonowanych z S. tuberosum  -  
pSBl, 122 pz, liczba kopii 1500/1C i pSB7, 167 pz, liczba kopii 6750/1C, hy- 
brydyzujące głównie w obszarach telomerowych, przy niektórych centromerach 
i w regionach interstycjalnych, są obecne w całej grupie Eutuberosci ([6 6 ] i ref.).

U bawełny (Gossypium ) zidentyfikowano 64 rodziny sekwencji powtarzalnych 
z genomu A i 4 rodziny z genomu D. Genomy A i D różnią się rozmiarami: 
A -  1,86 pg, D -  1,01 pg. Sonda z genomu A nie hybrydyzuje z DNA genomu 
D i F, daje bardzo silny sygnał z DNA genomu A, słabe sygnały z genomem 
B oraz daje sygnał z genomem AD. Analogiczne wyniki otrzymano metodą FISH 
w odniesieniu do allotetraploidów AD, co świadczy o migracji sekwencji z genomu 
A do D [84].

U Lolium perenne sekwencja długości 650 pz, będąca wstawką w klonie pLPB- 
123, jest obecna w liczbie kopii 9 x 1()4/1C, podczas gdy u L. temulentum  występuje 
ona tylko w liczbie 1 x 1()4. Ta okoliczność pozwoliła, drogą FISH, na rozróżnienie 
chromosomów obu gatunków w metafazie mitozy i mejozy w mieszańcach FI
[36].

Punktem wyjścia dla zbadania pokrewieństwa między Dasypyrum villosum  L. 
(2n=2x=14) i D. breviaristatum  (Lindb.f) (Frederiksen) (2n=4x=28) były daw
niejsze przypuszczenia (nieoparte na badaniach molekularnych), że D. breviaristatum  
jest autotetraploidem z genomem VVVV, pochodzącym od D. villosum  (genom 
W ) .  Badania metodami cytogenetyki molekularnej wykazały, że pogląd ten był 
błędny. Sklonowano 2 sekwencje z D. breviaristatum : klon pDbKB49 zawiera frag
ment DNA długości 400 pz i 64% AT, zaś klon pDbKB45 składa się z 1096 
pz i 60% AT. Żaden z klonów nie wykazywał znaczącej homologii z sekwencjami 
w GenBank/EMBL data base (w 1998 r.). Mimo ich rozproszonej lokalizacji, nie 
znaleziono homologii do retroelementów. Hybrydyzacja Southern wykazała, że frag
ment DNA z klonu pDbKB45, pochodzącego z D. breviaristatum  jest obecny u 
tego gatunku w licznych powtórzeniach, natomiast hybrydyzacja tego fragmentu 
z DNA D. villosum  dawała sygnały bardzo słabe. Klon pDbKB49 dawał silniejsze 
sygnały z DNA D. villosum. Analogiczne rezultaty uzyskano metodą FISH: sekwencja 
pDbKB49 była równomiernie rozproszona wzdłuż wszystkich chromosomów, z 
wyjątkiem regionów telomerowych; podobną lokalizację wykazywały chromosomy
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D. villosum. U tego gatunku nie stwierdzono sygnałów hybrydyzacyjnych po FISH 
z klonem pDbKB45, natomiast u D. breviaristatum  sygnał był rozproszony i silniejszy 
na krańcach chromosomów. Uzupełnieniem tych wyników, wskazujących na od
mienność genomów obu gatunków, były rezultaty metody GISH (por. 5.3) [22). 
Z przedstawionych danych wynika, że sekwencja pDbKB45 nie występowała u
D. villosum, zatem D. breviaristatum  nie może być autotetraploidem pochodzącym 
z D. villosum.

Specyficzna dla genomu H diploidalnych Hordeum  jest sekwencja pHch2, sklo
nowana z pochodzących z Ameryki Południowej gatunków Elymus (Triticeae) [ 17]. 
Specyficzne dla genomu A u 8 gatunków Avena są sekwencje pA sl4  (639 pz) 
i pAsl21 (730 pz), których obecność stwierdzono u 3 gatunków diploidalnych 
(genom AA), 2 gatunków tetraploidalnych (genom AACC) i 4 gatunków heksa- 
ploidalnych (genom AACCDD). Sekwencja pA sl4  nie była obecna u 2 gatunków 
diploidalnych z genomem CC. Sekwencja pAsl21 występowała w genomach di
ploidalnych AA, tetraploidalnych AACC i heksaploidalnych AACCDD i w nie
znacznych ilościach u diploidów CC. Metoda FISH wykazała, że sekwencja pA sl4  
jest rozproszona wzdłuż chromosomów, z wyjątkiem obszarów telomerowych dłu
gich ramion w genomach A i D, ale była obecna w obszarach telomerowych u 
A. sativa (genom AACCDD) w chromosomach z genomu C, co świadczy o trans- 
lokacjach międzygenomowych [44] i wskazuje na konieczność konfrontowania wy
ników uzyskanych metodą Southern z metodą FISH.

Rodzina sekwencji powtarzalnych VfB (ok. 1200 pz, 60% AT), sklonowana 
z DNA Vicia faba, jest obecna u tego gatunku w zmiennej liczbie kopii, która 
jest skorelowana dodatnio z rozmiarami genomu (por. wyżej, 3. Zmienność roz
miarów genomu w obrębie gatunku). Sekwencje te są zlokalizowane, jak dowodzą 
wyniki FISH, w sposób rozproszony i nie sąobecne w heterochromatynie. Sekwencje 
te występują również u innych gatunków Vicia (narbonensis i sativa), ale w znacznie 
mniejszych ilościach, co jest związane z o wiele mniejszym niż u V. faba genomem. 
Sekwencje homologiczne do VfB nie dawały sygnałów w hybrydyzacji Southern 
u Phaseolus coccineus oraz u tak odległych taksonomicznie gatunków jak Populus 
deltoides i Triticum darum. Świadczy to, że sekwencja ta jest specyficzna dla rodzaju 
Vicia [20].

4.2.2. Retroelementy

Najbardziej rozpowszechnioną grupą w genomach roślin są retrotranspozony 
typu Ty-\-copia\ znajdują się one również w genomach większości roślin niższych. 
Mogą one stanowić znaczną część genomu, jak np. u Vicia fabci -  ok. 40% (ref.
[59]). Niektóre z nich przemieszczały się niedawno, są polimorficzne w obrębie 
gatunku i mogą być użyte jako markery do analizy sprzężeń i zmienności wew- 
nątrzgatunkowej. Retrotranspozony, które były aktywne miliony lat temu, powinny 
być użyteczne w wyjaśnianiu pokrewieństwa między gatunkami (ref. [64]). Ponadto
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retroelementy mogą uczestniczyć w ewolucji ze względu na ich mutagenne wła
ściwości. Retrotranspozony mogą się integrować podczas cyklu ich powielania z 
określonymi miejscami, np. włączając się do genów kodujących białko u ryżu w 
warunkach kultury in vitro , podczas której następuje nawet 10-krotne zwiększenie 
liczby kopii. W warunkach innego stresu, jak naświetlanie promieniami UV i infekcja 
Pseudomonas syringae, w jądrach kalusa retrotranspozony integrują się z obszarami 
aktywnie transkrybowanymi ([241 i ref.). Liczba powtórzeń retroelementów jest 
rozmaita i w znacznej mierze jest związana z rozmiarami genomu: od 100/genom 
haploidalny u ryżu (0,59 pg) [82] do 10 tys. u Hordeum vulgare (ref. [24]).

Posługując się jako sondą sekwencjami uzyskanymi metodą PCR z zastosowaniem 
jako starterów konserwatywnych motywów z genów odwrotnej transkryptazy, z 
użyciem chromosomów 10 gatunków roślin okrytozalążkowych oraz sosny Pinus 
alliotti, widłaka Selaginella apoda i paproci Pteris cretica, metodą F1SH stwierdzono 
lokalizację sekwencji z grupy T y -copia. Z reguły są one rozproszone w obrębie 
większości chromosomów; słabsza hybrydyzacja ma miejsce głównie w obszarze 
centromerów, NOR i w regionach, o których wiadomo, że zawierają sekwencje 
tandemowe. U niektórych gatunków sygnał hybrydyzacyjny występował w formie 
skupień [6 ]. Hybrydyzacja typu Southern wykazała specyficzność dla gatunków 
z rodzaju Pennisetum  sondy uzyskanej z P. glaucum , przy braku sygnałów z DNA 
Setaria italica, Triticum aestivum, Secale cereale i Hordeum vulgare [6 ].

Zastosowanie jako starterów w PCR sekwencji pochodzących z LTR pozwoliło 
na wykazanie specyficzności odmianowej i gatunkowej retrotranspozonów z grupy 
Ty-1 -copia u Pisum sativum  [64]. Gatunkowa specyficzność domeny z odwrotną 
transkryptazą u retrotranspozonów z grupy Ty-1 -copia została wykazana dla 4 ga
tunków Alstroemeria. Metodą F1SH wykazano pewne różnice we wzorze hybry- 
dyzacyjnym dla poszczególnych gatunków. Przy zastosowaniu sondy z A. inodora 
do mieszańca A. aurea x A. inodora, sygnały hybrydyzacyjne z retrotranspozonów 
pochodzących z A. inodora , liczne w chromosomach tego gatunku, były nieobecne 
w chromosomach A. aurea [41]. Unikalność gatunkowa domeny genów odwrotnej 
transkryptazy została stwierdzona również u Solanum tuberosum  (31 sekwencji 
z 4 odmian), Allium cepa (27 sekwencji), 3 gatunków Vicia (po 27 sekwencji z 
3 gatunków) (ref. [41]).

Ze względu na zróżnicowanie domeny zawierającej odwrotną transkryptazę w 
retrotranspozonach z grupy Ty-1 -copia, wyróżniono u traw 4 rodziny tych retro
transpozonów, wśród których, jak wykazały wyniki hybrydyzacji Southern, naj
bardziej rozpowszechniona okazała się rodzina G l ,  występowała bowiem u 
wszystkich zbadanych przedstawicieli trybu Triticeae (3 gatunki), Avenaceae (1 
gatunek), Chlorideae (1 gatunek), Paniceae (2 gatunki) i Oryzeae (3 gatunki), zaś 
była nieobecna lub tylko w ilościach śladowych u Andropogoneae. Rodzina G2 
była obecna u wszystkich Oryzeae i spośród 2 gatunków Paniceae tylko u Echi- 
nochloa utilis. Rodziny G3 i G4 były obecne jedynie u Oryzeae [50].
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Sekwencja pAsl7, sklonowana z genomu Avena strigosa (genom As), długości 
646 pz, 54% AT, po przeszukaniu w banku genów (GenBank), wykazała znaczną 
homologię do LTR z grupy retrotranspozonów Ty-1 -copia. Hybrydyzacja Southern 
do DNA diploidalnych (genom AA lub CC), tetraploidalnych (genomy AACC) 
i heksaploidalnych (genomy AACCDD) gatunków owsa wykazała brak tej sekwencji 
w genomie C. Zarówno diploidalne, jak i tetraploidalne gatunki zawierały 1,3 x 
10 kopii, co wskazuje, że sekwencja ta jest składnikiem również genomu A, tj. 
nie tylko w genomie As. Natomiast u gatunków heksaploidalnych znajdowało się 
2,4 x 1()4 kopii, zatem sekwencja ta była obecna w genomach A, jak i D. Wyniki 
te zostały potwierdzone metodą FISH [451-

Klon A 108, o długości 260 pz, zawierający sekwencję kodującą odwrotną trans- 
kryptazę i pochodzący z bawełny, użyty jako sonda w metodzie FISH, dawał sygnały 
o podobnej intensywności we wszystkich chromosomach tetraploida Gossypium  
hirsutum  (genom AADD); sygnały te były skupione przy krańcach chromosomów. 
Podobny wzór hybrydyzacyjny otrzymano u G. arboreum  (diploid, genom AA), 
lecz brak było sygnału u G. raimondii (diploid, genom DD) [27]. Pojawienie się 
u tetraploida AADD sekwencji nieobecnych w genomie D u diploida może być 
wyjaśnione przez właściwości retrotranspozonów, zidentyfikowanych wśród licz
nych sekwencji powtarzalnych u Gossypium : ulegająone ekspresji, co może stanowić 
jeden z mechanizmów przemieszczania się ich do innych genomów u allopoliploidów 
[84].

2 klony sekwencji powtarzalnych rozproszonych, wyizolowanych z genomu Cicer 
arietinum  (ciecierzyca) -  CaRepl i CaRep2 -  wykazują homologię do różnych 
regionów retrotranspozonów z grupy Ty3-gypsy, a więc retrotranspozony z obu 
klonów wydają się być zlokalizowane w heterochromatynie (por. 4.1.3) [77].

Charakterystyczne dla licznych Brassicaceae krótkie rozproszone sekwencje typu 
SINEs, bez LTR -  retropozony SI, były pomnażane w wyniku wielu amplifikacji 
podczas ewolucji, wskutek czego następowała zmienność miejsca ich insercji. Dzięki 
obecności w nich końcowego fragmentu 3'poli(A), wyznacza się ich lokalizację 
w genomie, co posłużyło do ustalenia pokrewieństwa między 19 gatunkami Brassica. 
Stwierdzono m.in., że/?. incana, B. montana i B. hilarionis są najbliżej spokrewnione 
z B. oleracea (kapusta). Ponadto wykryto pewne introgresje potwierdzające pogląd, 
że te blisko spokrewnione gatunki są zdolne do genetycznej wymiany w ich na
turalnym siedlisku. Wyniki tej analizy są zgodne z klasyfikacją przeprowadzoną 
na podstawie RFLP DNA chloroplastów, ale różnią się od klasyfikacji dokonanej 
na podstawie RFLP w DNA jądrowym [80].

Jak wynika z przytoczonych danych, uwzględnianie retroelementów jako pod
stawowych składników genomu nastąpiło zaledwie kilka lat temu. W badaniach 
ich specyficzności gatunkowej i genomowej uwzględniano dotąd niemal wyłącznie 
retrotranspozony u grupy Ty-1 -copia', wcześniej zajmowano się ich charakterystyką 
molekularną i ich powszechną obecnością w genomach roślin. Mimo że znane
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są retrotranspozony z grupy Ty-3-gypsy oraz liczne retropozony (por. WSTĘP), 
nie były one dotąd uwzględniane w aspekcie specyficzności genomowej i prze
mieszczeń w wyniku allopoliploidyzacji. Przyczynę tej sytuacji można upatrywać 
w fakcie, że retrotranspozony z grupy Ty-1 -copici występują powszechnie w ge
nomach roślin, w bardzo wielu powtórzeniach oraz że wykazują znaczną zmienność 
wewnątrz- i międzygatunkową.

5. ANALIZA CHROMOSOMÓW

5.1. Kariotypy i w zory prążkow e

Podstawą badań filogenetycznych z wykorzystaniem danych chromosomowych 
jest porównawcza analiza genomów, w tym analiza kariotypów. Kariotypy po
szczególnych gatunków różnią się liczbą chromosomów, stopniem poliploidalności 
i morfologią chromosomów. Poznanie różnic w kariotypach poszczególnych ga
tunków może dostarczyć informacji o przemianach chromosomowych, które zaszły 
podczas ewolucji tych gatunków lub w genomach rodzicielskich (ancestralnych) 
mieszańców i poliploidów. Dla prawidłowego opracowania kariotypu danego gatunku 
i analizy porównawczej niezbędna jest identyfikacja poszczególnych chromosomów. 
Niektóre gatunki roślin mają nieliczne, zróżnicowane morfologicznie chromosomy, 
które można łatwo odróżnić stosując tradycyjne metody barwienia (np. Crepis ca- 
pillaris 2 n=6 ), ale wiele gatunków ma liczne, małe i bardzo podobne chromosomy 
(np. gatunki rodzaju Brassica , Lupinus, Solarium) W tym drugim przypadku nie
zbędne jest poszukiwanie specyficznych markerów chromosomów. Takimi mar
kerami mogą być obszary heterochromaty nowe, które po zastosowań i u specyficznego 
barwienia lub kilku barwień sekwencyjnie ujawniają się jako wzór prążkowy chara
kterystyczny tylko dla pary chromosomów homologicznych w genomie. Innymi 
markerami mogą być chromosomowo-specyficzne sekwencje DNA, które zlokali
zowane w drodze hybrydyzacji in situ (FISH) pozwalają identyfikować chromosomy 
w genomie.

Barwienia różnicowe chromosomów są od wielu lat standardowo stosowane w 
analizie kariologicznej roślin, szczególnie metoda barwienia prążków C (ref. [48]). 
Analiza wzoru prążków w chromosomach metafazowych roślin w obrębie różnych 
grup taksonomicznych pozwala potwierdzić lub zweryfikować ustalone innymi me
todami pokrewieństwa [ 14, 38, 76]. Obserwowane u wielu organizmów regularności 
we wzorze prążków C doprowadziły do przedstawienia modelu ewolucji rozmie
szczenia heterochromatyny i mechanizmu jej przemieszczania między chromoso
mami [71]. Kariotypy wielu grup roślin były opracowywane na podstawie 
kompleksowych badań z wykorzystaniem różnych metod barwienia: prążki C, bar
wienia fluorescencyjne odróżniające heterochromatynę bogatą w pary AT (DAPI)
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lub GC (chromomycyna A 3) pary i srebrzenie ujawniające aktywność organizatorów 
jąderka (Ag-NOR) 110, 30, 53, 54, 55). Mimo to nie wszystkie chromosomy w 
badanym genomie mogły być zidentyfikowane. Dla przykładu w kariotypie Brassica 
napus (2 n = 38) można wyróżnić jedynie cztery typy morfologiczne chromosomów, 
w tym 6 par chromosomów mających specyficzne prążki. Poszczególne chromosomy 
Arabidopsis thaliana (2n=10), mimo że jest ich tylko pięć par, nie mogą być zi
dentyfikowane na podstawie ich morfologii i barwień różnicowych, gdyż są podobne 
i wszystkie mają blok heterochromatyny przycentromerowej.

5.2. Specyficzne m arkery -  lokalizacja rD N A

Znacznie bardziej specyficzne markery chromosomów można otrzymać w drodze 
hybrydyzacji in situ z odpowiednimi sondami DNA. Stosowanie równocześnie kilku 
sond wykrywanych fluorochromami o różnym kolorze umożliwia wielobarwna FISH. 
Sekwencjami DNA, które znalazły szczególnie szerokie zastosowanie w filogene
tycznych badaniach wielu gatunków, są rDNA, sekwencje telomerowe i niektóre 
specyficzne sekwencje DNA wysoko powtarzalnego (por. 4. Genomowa i gatunkowa 
specyficzność sekwencji powtarzalnych).

Geny rybosomalnego RNA, 18S-5, 8S-25S rRNA (45S rDNA) i 5S rRNA (5S 
rDNA), występujące w każdej komórce w kilkuset lub kilku tysiącach kopii, zlo
kalizowanych tandemowo w jednym lub kilku loci, są dogodnym wyznacznikiem 
chromosomów. Na ogół, u zbadanych gatunków liczba loci 5S rDNA była mniejsza 
niż 45S rDNA. Są jednak gatunki z tylko jedną parą chromosomów NOR (chro
mosomy jąderkotwórcze), które mają kilka loci 5S rDNA, na przykład Secale cereale 
[ 121 i Vicia faba  [33, 34|. Porównanie liczby i położenia loci rDNA u gatunków 
spokrewnionych pozwala wnioskować o stabilności kariotypu w czasie ewolucji 
lub jego przemianach, co wykazano w badaniach gatunków należących do Triticeae 
[9, 79J.

Stosując podwójną FISH z 45S i 5S rDNA jako sondami można między innymi 
zidentyfikować pięć par chromosomów A. thaliana [561 lub 7 par chromosomów 
Hordeum vulgare [42]. Liczba i położenie loci rDNA w chromosomach diploidalnych 
gatunków Brassica (ryc. 1) dostarcza markerów dla 12 chromosomów B. campest ris 
(2n=20), 8 - B .  nigra (2n=16) i 6 chromosomów B. oleracea (2n = 18). Szczegółowa 
analiza pozwoliła wyróżnić osiem typów chromosomów niosących geny 5S rRNA 
i/lub 45S rRNA charakterystycznych dla poszczególnych genomów [29]. Możliwość 
identyfikowania chromosomów należących do różnych genomów jest szczególnie 
ważna w analizie allopoliploidalnych gatunków Brassica, które powstały w wyniku 
krzyżowania wspomnianych wyżej gatunków diploidalnych (ref. [49]). Pozwala 
to nie tylko identyfikować chromosomy i ich pochodzenie, ale również stwierdzić 
zmiany, jakie zaszły w czasie ewolucji allopoliploidów w stosunku do genomów 
wyjściowych. Jak wynika z porównania wyników podwójnej hybrydyzacji in situ
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dwóch typów rDNA z chromosomami trzech diploidalnych i trzech allotetraploi- 
dalnych gatunków Brassica (rye. 1), liczba chromosomów gatunków allotetraploi- 
dalnych jest równa sumie chromosomów odpowiednich ancestralnych diploidów, 
podczas gdy liczba loci rDNA nie zawsze jest równa sumie. Liczba loci 45S rDNA 
jest mniejsza u B. carinata i B. napus, co może wskazywać na utratę jednego 
locus. Interesujące jest zwiększenie liczby loci 5S rDNA u dwóch gatunków B. 
juncea  i B. napus. Trudno na podstawie tych badań odpowiedzieć, czy zwiększenie 
liczby loci u gatunków allopoliploidalnych nastąpiło po ich powstaniu w drodze 
translokacji lub innego typu przemian, czy też współczesne gatunki diploidalne 
mają inną liczbę loci w porównaniu z diploidalnymi gatunkami ancestralnymi. Należy 
podkreślić, że liczba loci 45S rDNA aktywnych transkrypcyjnie, zlokalizowanych 
w przewężeniu wtórnym chromosomów NOR jest stabilna i u gatunków allote- 
traploidalnych odpowiada sumie takich loci u diploidów [31]. Aktywność genów 
5S rRNA jest niezależna od innych genów rRNA i są one zwykle zlokalizowane 
narożnych chromosomach. U wielu gatunków roślin okrytozalążkowych stwierdzono 
jednak obecność genów 5S rRNA w chromosomach NOR, np. Arabidopsis thaliana 
[56], Petunia hybrida , Crepis capillaris [51], Phasealus vulgaris [52], O ryza of

ficinalis  [72]. Spośród badanych gatunków Brassica tylko B. campestris (genom 
AA) ma chromosomy, w których dwa typy rDNA leżą blisko siebie. Podobnie

RY C IN A  1. Zależności f i logenetyczne pomiędzy diploidalnymi i allotetruploidalnymi gatunkami B ra s
sica  w g  (ref. [49]), liczba loci rDNA wg [29, 30]
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jest u spokrewnionych gatunków Sinapis i Raphanus [69|. Nasuwa się pytanie, 
czy ko-lokalizacja tych genów jest wynikiem przemian podczas ewolucji, czy też 
wysoce konserwatywnego zachowania. U organizmów prokariotycznych i niższych 
Eukariota (Sacharomyces, Marchantia polymorphd) 5S rDNA występuje w są
siedztwie, odpowiednio, genów 16S-23S lub 18S-5, 8S-26S rRNA [751. Bliskość 
genów 5S rRNA i jąderka w jądrze interfazowym wydaje się być korzystna w 
biogenezie podjednostek rybosomów, co może potwierdzać preferencyjne położenie 
5S rDNA blisko jąderka wykazane u niektórych gatunków roślin [51 [.

Wykorzystując geny rRNA w molekularnych i cytogenetycznych badaniach usta
lania pokrewieństw filogenetycznych należy jednak pamiętać, że u niektórych ga
tunków roślin opisano polimorfizm we wzorze rozmieszczenia tych genów nie tylko 
między gatunkami, ale również w obrębie gatunku między odmianami lub ekotypami 
[28, 52, 72]. U różnych odmian rzepaku (B. napus) obserwowano 12 lub 14 chro
mosomów z 45S rDNA i opisano od 6 do 8 loci 5S rDNA [29]. W celu wyjaśnienia 
tego zjawiska proponowano różne mechanizmy, takie jak np. przemiany strukturalne 
chromosomów, niesymetryczny crossing-over, konwersję i transpozycję genów 
[26, 42, 70]. Oczywiście w każdym przypadku mogły mieć miejsce jeden lub więcej 
typów zdarzeń. Molekularne badania syntetycznych gatunków Brassica wykazały 
występowanie intensywnych i szybkich przemian w genomach poliploidalnych mie
szańców, może to również tłumaczyć polimorfizm loci 5S i 45S rDNA u allote- 
traploidalnych gatunków Brassica [73].

5.3. G en o m o w a  hybrydyzacja  in  s i t u  (GISH )

GISH odgrywa istotną rolę w badaniach pokrewieństw między gatunkami, a 
szczególnie w wykrywaniu gatunków allopoliploidalnych i określaniu ich form wyj
ściowych (ancestralnych). Metoda polega na stosowaniu jako sondy całkowitego, 
znakowanego DNA jednego gatunku do hybrydyzacji in situ z chromosomami lub 
jądrami interfazowymi gatunków pokrewnych lub mieszańców. Sonda, hybrydyzując 
z sekwencjami homologicznymi, powoduje fluorescencję chromosomów lub chro- 
matyny, która pochodzi od gatunku -  dawcy DNA. Tą metodą odróżniano gatunki 
autopoliploidalne od allopoliploidalnych oraz określano rodzicielskie genomy na
turalnych amfidiploidów. Możliwe jest równoczesne stosowanie całkowitego ge- 
nomowego DNA obu gatunków rodzicielskich, znakowanych różnymi fluoro- 
chromami, ale zróżnicowanie chromosomów może nastąpić tylko w przypadku ga
tunków niezbyt blisko spokrewnionych, jak to przedstawiono dla genomu Musa 
[15].

GISH znalazła szerokie zastosowanie w identyfikacji genomów u mieszańców 
roślin uprawnych, chromosomów w liniach addycyjnych i substytucyjnych, ale szcze
gólnie ważna jest przydatność tej metody dla sprawdzenia hipotez o pokrewieństwach 
gatunków. Jest wiele przykładów wykorzystania genomowej hybrydyzacji in situ
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w badaniach filogenetycznych i cytotaksonomii. W pierwszej tego typu pracy po
twierdzono, że jednym z gatunków acestralnych allopoliploidalnej trawy Milium  
montanum  jest M. vernale [2]. W poszukiwaniach rodzicielskich genomów tri- 
ploidalnej formy Allium cepa var. viviparum  analizowano hybrydyzację genomo- 
wego DNA z sześciu diploidalnych gatunków Allium. Zidentyfikowano dwa genomy 
rodzicielskie, a trzeci pozostaje nieznany [65]. Poza identyfikacją chromosomów 
należących do różnych genomów ancestralnych amfidiploidalnych gatunków mo
żliwe jest również wykrycie przemian chromosomowych, jakie zaszły w czasie 
ewolucji. Badając allotetraploidalny genom Nicotiana tabacum  określono genomy 
ancestralne: N. silvestris (genom S) i N. tomentosiformis (genom T) oraz wykryto 
kilka translokacji pomiędzy tymi genomami [39].

W przypadkach kontrowersyjnych bardzo pomocne może być zastosowanie me
tody GISH zchromosomami mejotycznymi. „Malując” chromosomyjednegogenomu 
można określić genom konjugujących i niekonjugujących chromosomów. W ten 
sposób np. potwierdzono autotetraploidalność Dasypyrum breviaristatum  wyklu
czając jednocześnie bezpośrednie pochodzenie z D. villosum [22].

Znakomitym przykładem równoczesnego wykorzystania GISH i FISH w filo
genetycznych badaniach gatunków może być praca Lim i wsp. [43] na Nicotiana. 
Całkowite genomowe DNA Nicotiana silvestris i N. tomentosiformis zastosowano 
do odróżnienia chromosomów pochodzących od różnych genomów ancestralnych 
N. tabacum  i dziesięć różnych, kodujących i niekodujących sekwencji DNA do 
określenia przemian chromosomowych. Badania te pozwoliły uzupełnić „ewolucyjną 
historię” gatunku N. tabacum  oraz zaproponować schemat ewolucji innych gatunków 
należących do sekcji Tomentosae.

6. PODSUMOWANIE

Przytoczone wyżej dane wskazują, że omówione w nich niektóre cechy gatunkowe 
-  u gatunków zarówno diploidalnych, jak i allopoliploidalnych -  wskazują pewien 
zakres zmienności. Gatunkowo specyficzne sekwencje powtarzalne są ewolucyjnie 
młode, natomiast sekwencje charakterystyczne dla rodzaju i wyższych jednostek 
taksonomicznych są ewolucyjnie starsze i mogą świadczyć o pokrewieństwie ga
tunków w obrębie danej grupy. Allopoliploidyzacji towarzyszy szereg zmian cyto- 
genetycznych dotyczących przemieszczania sekwencji powtarzalnych, chara
kterystycznych dla wchodzących w ich skład genomów oraz lokalizacji i ekspresji 
genów rRNA. Dzikie i uprawne allopoliploidy są stabilne, w przeciwieństwie do 
allopoliploidów uzyskiwanych w wyniku zabiegów hodowlanych (ref. [11]). Nie
stabilność wyraża się rozmaitymi modyfikacjami strukturalnymi chromosomów oraz 
zmianami liczby i rozmieszczenia powtarzalnych sekwencji, szczególnie w obrębie
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heterochromatyny, co może mieć skutki letalne. Znaczne wydłużanie chromosomów 
u allopoliploidów powstałych w wyniku działalności człowieka może być spo
wodowane przez aktywację retroelementów. Temu mechanizmowi przypisuje się 
zmiany w regulacji ekspresji genów, w tym także genów nieaktywnych, w uzyskanych 
doświadczalnie allotetraploidach Arabidopsis, co może być związane m.in. z nie
zgodnością genomów składowych (ref. [11 ]). Niestabilności mogą być eliminowane 
przez mechanizmy epigenetyczne, jak np. metylacja DNA, modyfikująca ekspresję 
genów (ref. [61]) lub wspomnianą aktywację retroelementów. Eliminacja niesta
bilności może dać początek ustabilizowanym, nowym gatunkom allopoliploidalnym 
(ref. [ 11]).
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KOM ÓRKI M ACIERZYSTE SSAKÓW : 
POTENCJALNE ŹRÓDŁO ZRÓŻNICOW ANYCH  

KOM ÓREK DO TRANSPLANTACJI

M A M M A L IA N  S T E M  C ELLS: P R E S U M E D  S O U R C E  
O F  D IF F E R E N T IA T E D  C E L L S FO R  T R A N S P L A N T A T IO N

Jolanta KARASIEWICZ, Jacek A. MODLIŃSKI

Zakład Embriologii Doświadczalnej Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierząt PAN,
Jastrzębiec

S treszczen ie : Pierwotne komórki zarodkowe cz łow ieka  otrzymano z w ęz łów  zarodkowych blastocyst i 
z k ilkutygodniowych płodów. Potwierdzono m ożl iw ość  utrzymywania ich ponad rok w hodowli in vitro  
w stanie niezróżnicowanym. W ykazano też, że in vivo -  po przeszczepieniu m yszom  -  i in v itro  mogą  
się one różnicować w tkanki pochodzące ze wszystkich trzech listków zarodkowych. Dzięki tym 
własnościom  ludzkich komórek pierwotnych wiąże się z nimi nadzieje na zastosowania terapeutyczne.  
W  badaniach pierwotnych komórek zarodkowych m yszy potwierdzono, że m ożliwe jest  otrzymywanie  
z nich zróżnicowanych, funkcjonalnych komórek (np. neurony, oligodendrocyty), które po przeszcze
pieniu do biorców integrują się z odpowiednią  tkanką. Zainteresowanie komórkami macierzystymi z 
zarodków wkrótce rozszerzyło się na komórki macierzyste dorosłych tkanek. Opracowano metody  
izolowania lub zagęszczania  tych komórek z różnych tkanek. W przypadku komórek macierzystych krwi, 
tkanki łącznej, mięśni,  tkanki nerwowej i spermatogoniów wykazano ich zdolność do różnicowania w 
odpowiednie  tkanki niedługo po przeszczepieniu do biorcy. Okazało się, że  komórki macierzyste są 
zdolne do transdyferencjacji in vivo: u biorców w ystępowały  także w tkankach innych od wyjściowej.  
Np. komórki macierzyste  tkanki nerwowej tworzyły komórki krwi, mięśni,  nabłonka jelita i hepatocyty.  
(P o s tęp y  B io lo g ii K om órki 2001; 28: 2 1 9 -2 4 2 )

S łow a k lu czow e:  pierwotne komórki zarodkowe, komórki macierzyste

Sum m ary: Human embryonic stem cells have been derived from inner cell masses o f  blastocysts and 
from few -w eek-o ld  fetuses. They have been confirmed to persist in vitro  in undifferentiated state for 
more than one year. It has been also proved that these cells differentiate in v i v o -  after transfer to recipient 
mice -  and in v itro , into tissues originating from all three germ layers. The hopes have been raised that 
due to their properties human embryonic stem cells can be used for therapeutic purposes. Studies on 
mouse embryonic stem cells  have confirmed that it is possible to obtain differentiated, functional cells
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(e.g. neurons, o ligodendrocytes)  from them, which integrate with the proper tissue upon transfer to 
recipients. Interest in em bryonic stem cells soon expanded to stem cells from adult tissues. M ethods o f  
isolation or enrichment o f  stem cells have been developed. In case o f  blood stem cells,  m uscle  stem cells ,  
and also stem cells o f  mesenchymal tissue, neural tissue and spermatogonia, their presence in the proper 
tissue have been proved after transfer to recipients. Stem cells from som e tissues are able to trunsdiffe- 
rentiate t/i v iv o : in the recipients they can be found in tissues other than their tissue o f  origin. Forexam ple ,  
neural stem cells formed blood cells, muscle cells,  gut epidermal cells and hépatocytes.
(.A dvances in C e ll B io lo g y  2001 ; 28: 2 1 9 -2 4 2 )

K ey w ords: embryonic stem cells, stem cells from adult tissues

WSTĘP

Wyhodowanie, w 1998 roku, pierwotnych komórek zarodkowych człowieka 
[48,55] otworzyło perspektywę stosowania komórkowych terapii zastępczych i skut
kiem tego zogniskowało uwagę badaczy na komórkach macierzystych.

Pierwotne komórki zarodkowe, czyli komórki macierzyste z zarodków (ang. 
embryonic stem cells, ES), wyhodowano po raz pierwszy z bardzo wczesnych za
rodków myszy [14,35], a następnie -  chomika [12] i małp nieczłekokształtnych: 
rezusa i uistiti białouchej [56,57]. Odkąd udało się otrzymać takie komórki u czło
wieka, opisane wcześniej własności mysich komórek pierwotnych, tzn. znaczny 
potencjał proliferacyjny i zdolności do różnicowania się w wiele różnych typów 
tkanek, w określonych warunkach hodowli in vitro (przegląd w [27,41]), na nowo 
stały się interesujące.

Zainteresowanie objęło również komórki macierzyste tkanek, w sposób na
turalny uzupełniające braki powstałe w dorosłych tkankach, dzięki czemu odkryto 
nowe możliwości ich laboratoryjnego izolowania, hodowania i namnażania oraz 
wytwarzania przez nie tkanek innych od wyjściowego typu, z którego pochodzą 
(transdyferencjacji).

KOMÓRKI MACIERZYSTE Z ZARODKÓW

Pierwotne komórki zarodkowe człowieka

Otrzymywanie komórek pierwotnych z blastocyst i z płodów

Pierwsze pierwotne komórki myszy otrzymano hodując in vitro bardzo wczesne 
zarodki, będące w stadium blastocysty [14,35]. Blastocysty to pęcherzyki średnicy 
ok. 0,1 milimetra, zawierające wewnątrz grupkę komórek nazywaną węzłem za
rodkowym. Zarodki w tym stadium są zawieszone w płynie wypełniającym macicę
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i mogą być stamtąd wypłukane. W normalnym przebiegu rozwoju blastocysty im- 
plantują się, wchodząc ścianką pęcherzyka w kontakt ze śluzówką macicy. Komórki 
ścianki (trofoblastu) uczestniczą w tworzeniu łożyska, a komórki węzła zarodkowego 
mnożą się i układają w warstwy zwane listkami zarodkowymi. Komórki trzech 
listków zarodkowych: ektodermy, endodermy i mezodermy są zdolne do utworzenia 
wszystkich typów tkanek zarodka, a potem -  zwierzęcia.

Umieszczenie blastocysty w szalce hodowlanej, w pożywce i na warstwie pod- 
ściełających komórek odżywczych powoduje, że trofoblast rozpłaszcza się, na
stępują podziały komórek węzła i widoczne stają się wywodzące się z niego drobne 
komórki zarodkowe. Przeniesienie tych ostatnich na następną szalkę pokrytą warstwą 
odżywczą powoduje ich namnażanie. Pasaże kolonii na coraz większe szalki pro
wadzą do uzyskania milionów komórek, wystarczających do zamrożenia i -  w 
razie potrzeby -  dalszej hodowli. Na tym etapie mówi się o „wyprowadzeniu linii 
komórkowej”1.

Linie pierwotnych komórek zarodkowych człowieka wyprowadzono z izolowa
nych immunochirurgicznie węzłów zarodkowych blastocyst [55]. Blastocysty wy
hodowano przedtem z bruzdkujących zarodków ofiarowanych przez osoby poddające 
się procedurze zapłodnienia in vitro. Zmiana metodyki w porównaniu z zastosowaną 
u myszy czynią ją, być może, mniej inwazyjną: blastocysty nie są pozyskiwane 
od dawczyń, a uzyskiwane w laboratorium. Hodowlę izolowanych węzłów zarod
kowych człowieka prowadzono w pożywce na warstwie odżywczej złożonej z ina- 
ktywowanych mysich fibroblastów płodowych. Komórki te otrzymuje się rutynowo, 
do wielu celów, z fragmentów tkanek pobranych z płodu i poddanych rozdrobnieniu. 
Inaktywacja fibroblastów -  w tym przypadku działaniem promieni gamma -  przed 
rozpoczęciem hodowli węzłów zarodkowych powoduje, że komórki te nie mogą 
się dzielić. W stosunku do węzłów pełnią więc one rolę podściółki mechanicznej 
i źródła czynników wzrostowych.

Drugim sposobem uzyskania pierwotnych komórek zarodkowych myszy jest wy
korzystanie wczesnych płodów, z których eksplantuje się tylny fragment, zawierający 
pierwotne komórki płciowe -  prekursorki gamet [36,46]. Rozdrobnioną na komórki 
tkankę umieszcza się również na warstwie odżywczej, lecz w tym przypadku ko
nieczne jest dodanie do pożywki czynników wzrostowych. Namnażające się pier
wotne komórki płciowe tworzą kolonie, których dalsze przenoszenie i namnażanie 
prowadzi do uzyskania linii pierwotnych komórek zarodkowych (ang. embryonic 
germ cells, EG).

1W  tym  m iejscu  k o n ie c z n e  je s t  w s p o m n ie n ie  o  j e s z c z e  j e d n y m  typie komórek , których w y h o d o w a n ie  
p op rzed za ło  o m ó w i o n e  tu o trzym anie  p ierw otnych  kom órek  zarod k ow ych  m y sz y .  C hodzi  o  linie 
kom órek  raka za r o d k o w e g o  (ang. e m b ry o n a l ca rc in o m a , EC) w y p r o w a d z o n e  ze  z ło ś l iw y c h  potwor-  
n ia k ó w  za ro d k o w y ch  (teratokarcinoma) m y sz y  i c z ło w iek a .  K om órki te m o żn a  n a zw a ć  m a c ierzy 
stym i,  ale są to komórki m acierzyste  n o w o tw o r ó w .  D la tego  nie będą  one  przedm iotem  rozw ażań  w  
tym artykule.
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Również ludzkie pierwotne komórki zarodkowe uzyskano z tylnych fragmentów 
5-9-tygodniowych płodów, usuniętych ze względu na wskazania zdrowotne, a do
kładniej z listew płciowych i krezki grzbietowej jelita, to znaczy z rejonu, w którym 
znajdują się pierwotne komórki płciowe [48]. Pożywkę wzbogacono w ludzki re- 
kombinowany zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów (bFGF) i forskolinę, a war
stwę odżywczą stanowiły inaktywowane mysie fibroblasty STO. Te komórki to 
ustabilizowana linia komórkowa wyprowadzona z płodów myszy. Uzyskano zarówno 
męskie, jak żeńskie linie pierwotnych komórek zarodkowych człowieka. Utrzy
mywano je w stanie niezróżnicowanym przez kilka miesięcy. Analiza kariologiczna 
komórek wykazała prawidłową zarówno liczbę, jak i strukturę chromosomów.

Ludzkie komórki pierwotne wywodzące się z blastocyst wykazują wysoką aktyw
ność telomerazy (w komórkach wywodzących się z płodów aktywności tej nie 
sprawdzano). Sugeruje to, że komórki pierwotne mogą zachować zdolność do re
plikacji DNA i podziałów in vitro przez znacznie dłuższy czas niż inne komórki.

Ludzkie komórki pierwotne wyprowadzone zobu źródeł wykazująsilnąaktywność 
fosfatazy zasadowej, co jest charakterystyczną cechą wszystkich znanych wcześniej 
komórek pierwotnych. Komórki pierwotne wyprowadzone z płodów wykazują eks
presję antygenu SSEA-1, podobnie jak oba typy mysich komórek pierwotnych. 
Jednak ludzkie komórki pierwotne wyprowadzone z blastocyst nie wykazująekspresji 
tego antygenu. Pojawia się ona dopiero, gdy dochodzi do różnicowania. Znaczenie 
tej różnicy nie jest zrozumiałe. Być może odzwierciedla ona inną budowę kolonii 
obu typów komórek: kolonie ludzkich komórek z płodów i pierwotnych komórek 
myszy są ciasno upakowane i wielowarstwowe, a kolonie ludzkich komórek z bla
stocyst -  płaskie i stosunkowo luźno upakowane.

Po ponad roku hodowli in vitro opisano własności pierwotnych komórek za
rodkowych człowieka, wyhodowanych z blastocyst [3]. Okazało się, że efektywność 
tworzenia przez nie kolonii rośnie po zastąpieniu surowicy bydlęcej w pożywce 
„surowicą zastępczą” o składzie chronionym patentem, sprzedawaną przez jedną 
z firm komercyjnych. W obecności tej surowicy oraz zasadowego czynnika wzrostu 
fibroblastów (bFGF, 4 ng/ml) liczba kolonii po posianiu 105 komórek wzrasta z 
240 do 826. Dodatek bFGF jest konieczny dlatego, że przy braku tego czynnika 
wzrostowego komórki pierwotne różnicują się w komórki nabłonkopodobne.

Po sześciu miesiącach hodowli posiano 384 indywidualne komórki pierwotne 
H9, do pojedynczej studzienki każdą, otrzymując dwa klony H9.1 i H9.2, które 
hodowano przez następne 8 miesięcy. Zbadano czas podwojenia populacji H9 oraz 
H9.1 i H9.2, który wyniósł średnio 35,3 godziny. Kariotyp linii wyjściowej i obu 
linii klonalnych był 46, XX i utrzymywał się bez zmian przez 12,5 miesiąca, z 
pojedynczym odstępstwem od normy w H9, w 7 miesiącu (4 płytki metafazowe 
z aberracjami na 20  badanych).

Aktywność telomerazy wynosiła 52-196% poziomu występującego w linii ko
mórek raka płuc. Komórki pierwotne oddzielano, metodą mikrokulek magnety
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cznych, od warstwy odżywczej. Jednak aktywność telomerazy w mysich fibroblastach 
zarodkowych (tworzących warstwę) i tak była dużo niższa od tej w linii H9, więc 
jej wpływ na uzyskany wynik nie przekraczał 10%. Długość telomerów w H9, 
H9.1 i H9.2 wynosiła pomiędzy 8 i 12 kb i, podobnie jak w wielu innych populacjach 
komórek, zmiany długości telomerów nie były skorelowane z poziomem aktywności 
telomerazy. W H9.1 i H9.2 długość telomerów wzrosła, a w H9 -  spadła w badanym 
okresie hodowli.

Po sześciu miesiącach hodowli in vitro wstrzyknięto ponad milion komórek 
H9.1 i H9.2 do mięśni myszy z ciężkim złożonym niedoborem odporności. Sekcja 
po 3-4  miesiącach wykazała obecność potworniaków zarodkowych zawierających 
tkanki pochodzące z trzech listków zarodkowych (np. nabłonek jelita -  endoderma; 
nerka zarodkowa, mięśnie gładkie i poprzecznie prążkowane, chrząstka, kość -  
mezoderma; tkanka nerwowa -  ektoderma). Opisane badania potwierdzają, że pier
wotne komórki zarodkowe człowieka otrzymane z blastocyst zachowują zdolność 
proliferacji i różnicowania w różne tkanki przez rok hodowli in vitro.

K omentatorzy ujawniają więcej informacji niż zamieszczone w pracach 
źródłowych. Stąd wiadomo, że linie pierwotnych komórek zarodkowych człowieka 
uzyskane przez Thomsona i Shamblotta są własnością Geron Corp. z Menlo Park, 
Kalifornia, a także -  że kilka innych linii uzyskano gdzie indziej i są one obecnie 
badane w Australii (komentarz: [38]).

Hodowla in vitro i tworzenie tkanek

Dopóki pierwotne komórki zarodkowe człowieka hodowane są na warstwie od
żywczej, namnażają się tylko, nie zmieniając morfologii: pozostają komórkami pier
wotnymi. Przy braku warstwy odżywczej, mimo obecności zastępującego ją 
czynnika wzrostowego (czynnik przeciwbiałaczkowy), tworzą się głównie płaskie 
rozrosty komórek nabłonkopodobnych, które w stosunku do wyjściowych komórek 
są zróżnicowane, ale tracą zdolność do dalszego różnicowania, czyli wytwarzania 
wielu różnych tkanek.

Pamiętać należy, że podobnie jak inne komórki hodowane in vitro , także komórki 
pierwotne wymagają przeniesienia do nowych, większych szalek po tym, jak wypełnią 
już dostępną powierzchnię szalki wyjściowej. Jeżeli pozostawi się je w zgęszczeniu, 
to mimo obecności warstwy odżywczej, która przedtem stabilizuje ich stan nie- 
zróżnicowania, komórki pierwotne różnicują się w typowe dla wczesnych zarodków 
komórki endodermalne, rozpoznawalne po obecności w pożywce a-fetoproteiny 
i w komórki trofoblastu identyfikowane na podstawie obecności gonadotropiny 
kosmówkowej.

Dalej analizowano różnicowanie się in vitro ludzkich komórek pierwotnych, 
wykorzystując -  uzyskaną w wyniku wcześniejszych badań u myszy -  wiedzę 
na temat tworzenia i różnicowania się kul zarodkowych. Przeniesione z szalki wy
ścielonej komórkami odżywczymi do szalki bez warstwy odżywczej i o nieprzy-
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czepnyin podłożu pierwotne komórki zarodkowe myszy tworzą proste kule za
rodkowe: zawieszone w pożywce bryłki zagregowanych komórek. Komórki zew
nętrzne kul zarodkowych spontanicznie różnicują się w endodermę pozazarodkową. 
Wnętrze pozostaje niezróżnicowane, ale w trakcie dalszej hodowli pomiędzy ko
mórkami pojawia się jamka. W ten sposób z prostych powstają kule zarodkowe 
złożone. W kulach złożonych warstwa wewnętrzna różnicuje się w ektodermę za
rodkową, a pomiędzy ekto- i endodermą pojawia się trzeci listek zarodkowy -  
mezoderma.

W kulach zarodkowych powstających z ludzkich pierwotnych komórek wy
prowadzonych z płodów 148J stwierdzono występowanie pochodnych wszystkich 
trzech listków zarodkowych. Znaleziono tam komórki podobne do komórek nabłonka 
neuroektodermalnego oraz komórki zawierające neurofilamenty. Występowały także 
komórki endodermalne oraz pochodzące z mezodermy: miocyty i komórki zawie
rające desminę -  cytoszkieletowe białko typowe dla mięśni poprzecznie prążko
wanych.

Ludzkie pierwotne komórki zarodkowe z blastocyst użyto do wyhodowania 
złożonych kul zarodkowych [24]. Uzyskano, między innymi, kulę zarodkową, w 
której obserwowano skurcze i stwierdzono obecność aktyny typowej dla mięśnia 
sercowego. Warstwy komórek kul zarodkowych zawierały markery specyficzne 
dla trzech listków zarodkowych: globinę mezodermy, białko neurofilamentowe 68 
Kd ektodermy nerwowej i a-fetoproteinę endodermy. Po dezagregacji kul na 
komórki i posianiu komórek na szalki, w płasko rosnących hodowlach stwiedzono 
obecność wielu różnych tkanek, w tym tkankę przypominającą nerwową i zawierającą 
białko neurofilamentowe 68 Kd. Opisane doświadczenie, w którym najpierw utwo
rzono kule zarodkowe, żeby uzyskać wstępne różnicowanie -  w listki zarodkowe, 
a potem przez posianie rozdzielonych na komórki kul uzyskano dalsze etapy róż
nicowania, przypomina już podejścia stosowane wcześniej u myszy i skutecznie 
dostarczające wybranych, określonych tkanek (patrz dalej: Tkanki z pierwotnych 
komórek myszy).

W doświadczeniu mającym na celu określenie, jak czynniki wzrostowe kierują 
różnicowaniem ludzkich pierwotnych komórek zarodkowych z blastocyst, komórki 
te hodowano 5 dni na nieprzyczepnych szalkach w celu uzyskania prostych kul 
zarodkowych. Następnie kule zarodkowe rozdzielano na komórki i te hodowano 
10 dni w obecności czynników wzrostowych [47 ]. W żadnym przypadku nie uzyskano 
różnicowania w jedną określoną tkankę. Niektóre czynniki (czynnik wzrostu nerwów 
-  NGF i czynnik wzrostu hepatocytów -  HGF) umożliwiały różnicowanie we wszy
stkie trzy listki zarodkowe, co następuje także w hodowlach kontrolnych. Inne 
(naskórkowy czynnik wzrostu -  EGF, zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów -  
bFGF oraz kwas retinowy i białko BMP-4) ograniczały różnicowanie do ektodermy 
i mezodermy. Największe zawężenie możliwości różnicowania -  do mezodermy
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-  uzyskano przy zastosowaniu czynnika martwicy nowotworów TGF[3l lub akty winy 
A.

Tkanki powstające in vivo

Podstawowym sposobem sprawdzenia możliwości różnicowania mysich pier
wotnych komórek zarodkowych in vivo było umieszczanie ich „z powrotem” w 
blastocystach i sprawdzanie, czy ich pochodne występują w tkankach urodzonych 
myszy. Wykazano po wielokroć, że komórki pierwotne myszy mogą wytwarzać 
wszystkie typy tkanek, w tym także gamety. Fakt ten jest podstawą wykorzystywania 
pierwotnych komórek zarodkowych do tworzenia zmutowanych szczepów myszy.

W celu przetestowania zdolności ludzkich pierwotnych komórek zarodkowych 
do tworzenia różnych tkanek wykorzystano inny sposób również znany z badań 
mysich komórek pierwotnych. Pierwotne komórki zarodkowe myszy, przeszczepione 
podskórnie biorczyniom pozbawionym odporności, tworzą potworniaki zarodkowe, 
zawierające wiele dorosłych tkanek, np. nabłonki (keratynowy, wydzielniczy i urzę- 
siony), tkankę nerwową, chrzęstną, kostną i mięśniową. Po iniekcji ludzkich pier
wotnych komórek zarodkowych wyprowadzonych z blastocyst -  do myszy z ciężkim 
złożonym niedoborem odporności -  powstawały potworniaki zawierające komórki 
tworzące m.in. nabłonek neuroektodermalny i nabłonek wielowarstwowy rogowa- 
ciejący (pochodne ektodermy), nabłonek jelita (pochodna endodermy), skupiska 
komórek chrzęstnych i kostnych oraz oraz mięśnie gładkie i poprzecznie prążkowane 
(pochodne mezodermy) [55]. Wykazano więc, że in vivo ludzkie pierwotne komórki 
mogą się różnicować w dorosłe tkanki, pochodzące ze wszystkich trzech listków 
zarodkowych.

Linie komórek pierwotnych na zamówienie? (Klonowanie terapeutyczne)

Koncepcja wykorzystania pierwotnych komórek zarodkowych jako źródła tkanek 
zastępczych istnieje prawie 20 lat, od czasu uzyskania pierwotnych komórek myszy. 
Przełomowe odkrycia ostatnich lat: możliwość klonowania ssaków przez prze
szczepianie jąder komórek somatycznych do wyjądrzonych oocytów i uzyskanie 
ludzkich pierwotnych komórek zarodkowych, uaktualniły dawne oczekiwania i ure
alniły możliwość wyprowadzania na zamówienie linii komórek pierwotnych iden
tycznych genetycznie z komórkami pacjenta.

Procedura musiałaby przebiegać następująco (patrz także rye. 1):
1) jądro komórki somatycznej dawcy wprowadzane jest mikrochirurgicznie do 

wyjądrzonego oocytu biorcy,
2 ) tak zrekonstruowany zarodek hodowany jest in vitro do stadium blastocysty,
3) blastocysta lub izolowany z niej węzeł zarodkowy hodowane są dalej na 

warstwie odżywczej, w warunkach zapewniających wyodrębnienie i namnażanie 
pierwotnych komórek.
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▼

R Y C IN A  1. Schem atycznie przedstawiono m ożl iw ość  dokonywania autoprzeszczepów potrzebnych  
komórek uzyskanych przez namnażanie i różnicowanie pierwotnych komórek zarodkowych z linii 
wyprowadzonej na zam ów ien ie  metodą klonowania terapeutycznego

Komentatorzy analizujący ten schemat postępowania [9] wskazują, jakie problemy 
trzeba rozwiązać, żeby wyprowadzić ludzką linię pierwotnych komórek zarodkowych 
na zamówienie. Po pierwsze, skąd wziąć oocyty -  biorców jąder komórkowych. 
Technika pozyskiwania ludzkich oocytów, jaką stosuje się w klinikach zapłodnienia 
in vitro, pozwala na uzyskanie jedynie ograniczonej ich liczby, a na te, które pozostają 
niewykorzystane przez dawczynie, czekają już pary, w których kobieta nie może 
dostarczyć własnych oocytów. Po drugie, trudno przewidzieć, jaka będzie wydajność
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rozwoju do stadium blastocysty oocytów z wprowadzonym jądrem. Gdyby mierzyć 
potencję wprowadzonych jąder komórek somatycznych wydajnością rozwoju do 
urodzenia, to jądra komórek sutka owcy zapewniają wydajność 0,23% (owca Dolly), 
jądra komórek pęcherzykowych myszy -  od 1,2 do 1,6 % (mysz Cumulina), komórek 
nabłonka jajowodu krowy -  2%, a komórek pęcherzykowych krowy -  5%. Po 
trzecie, ludzkie komórki pierwotne uzyskano z wydajnością 5 linii z 36 użytych 
blastocyst, tj. ok. 14%.

Można oczekiwać, że blastocysty z rekonstruowanych oocytów będą mniej kom
petentne rozwojowo niż powstałe po zapłodnieniu in vitro, a wydajność wypro
wadzania linii będzie mniejsza. Jednak nawet przyjmując wydajność wyprowadzania 
linii pierwotnych komórek zarodkowych jako 14% wyliczono, że na wyprowadzenie 
jednej linii na zamówienie trzeba użyć 280 oocytów -  biorców jąder do transplantacji 
jąder komórek somatycznych dawcy. Wyliczenie przeprowadzono mnożąc wy
dajność klonowania zwierząt (liczba żywych urodzeń na liczbę zużytych oocytów) 
-  1/2 0 , stopień aneuploidii, czyli jednego z typów zaburzeń chromosomowych w 
zarodkach ludzkich hodowanych in vitro -  1/2 i wydajność wyprowadzania linii 
u ludzi -  5/36.

Dopóki więc nie znajdzie się źródła znacznej liczby oocytów ludzkich, mała 
jest szansa na klonowanie terapeutyczne jako procedurę kliniczną. Rozwiązanie 
tego problemu zależy od postępów metod hodowli niedojrzałych oocytów ludzkich, 
takich jakie występują w jajniku.

Alternatywnym źródłem oocytów mogłyby być zwierzęta, najprawdopodobniej 
zwierzęta gospodarskie. Podstawą tej spekulacji są doświadczenia, w których jądra 
komórek somatycznych różnych gatunków ssaków (owca, Świnia, małpa) trans- 
plantowano do oocytów bydlęcych. Uzyskano rozwój tak rekonstruowanych za
rodków międzygatunkowych do stadium blastocysty, a po przeszczepieniu jądra 
komórki somatycznej szczura uzyskano nawet transgeniczne neurony bydlęce [64]. 
Niewiedza na temat interakcji między jądrem komórkowym i obcą cytoplazmą 
jest jednak obecnie zbyt głęboka, żeby przeszczepianie jąder ludzkich komórek 
somatycznych do oocytów innych gatunków traktować jako realną drogę otrzy
mywania linii pierwotnych komórek zarodkowych na zamówienie.

Tkanki z pierwotnych komórek zarodkowych myszy

Ukierunkowanie powstawania tkanek

Różnicowanie w endodermę pozazarodkową jest pierwszym, jakie następuje 
przy powstawaniu kul zarodkowych oraz w hodowli płaskiej bez warstwy odżywczej 
i czynnika przeci wbiałaczkowego. Dalsze różnicowanie pierwotnych komórek myszy 
in vitro prowadzi do powstania mieszaniny różnych tkanek, nawet jeżeli warunki 
hodowli faworyzują określone kierunki różnicowania, np. komórki nerwowe, ko
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mórki mięśnia sercowego czy komórki krwiotwórcze. Pierwszy sposób ujednolicania 
powstających hodowli komórkowych to wykorzystanie określonej morfologii po
żądanego typu tkanki w mieszanej hodowli, co umożliwia nie tylko obserwacje, 
ale również mechaniczną jej izolację. Drugi -  to ujednolicenie kierunku różni
cowania pierwotnych komórek zarodkowych przez zastosowanie manipulacji ge
netycznych. Prześledzimy te podejścia na przykładzie różnicowania w komórki 
mięśnia sercowego -  kardiomiocyty i w komórki nerwowe.

Kule zarodkowe hodowane siedem dni, a następnie umieszczane na przyczepnym 
podłożu, gdzie rozpłaszczają się i różnicują w wiele typów tkanek, po siedmiu 
i więcej dniach zawierają spontanicznie kurczące się grupy kardiomiocytów. Grupy 
te stopniowo rosną i mogą być analizowane in situ lub izolowane i rozpraszane 
na komórki. Badania wykazały, że wyizolowane kardiomiocyty mają receptory dla 
dwóch neuroprzekaźników (adrenaliny i acetylocholiny) oraz prawidłowe szlaki 
przekazywania sygnału, wykazują ekspresję genu puszki homeotycznej Csx spe
cyficznego dla serca (przegląd w [27,41]), a także mają własności elektrofizjologiczne 
i główne kanały jonowe typowe dla komórek mięśnia sercowego (przegląd w [2 2 1). 
Badanie różnicowania pierwotnych komórek zarodkowych w kardiomiocyty po
głębiono, wykorzystując linię pierwotnych komórek zmodyfikowaną genetycznie 
przez wprowadzenie genu białka zielono fluoryzującego pod kontrolą promotora 
a-aktyny komórek mięśnia sercowego. Zieloną fluorescencję, wskazującą na róż
nicowanie w kardiomiocyty, udało się wykryć w obrębie kul zarodkowych już 
dwa dni przed wystąpieniem skurczów, co umożliwiło charakterystykę elementów 
przekazywania sygnału w premorfologicznej fazie różnicowania [ 30]. Wprowa
dzenie do innej linii pierwotnych komórek zarodkowych myszy promotora spe
cyficznego tkankowo sprzężonego z genem selekcyjnym pozwoliło na selekcję 
wybranej linii różnicowania. Tą metodą uzyskano kardiomiocyty z promotorem 
ciężkiego łańcucha miozyny sprzężonego z genem neo [29]. In vitro kardiomiocyty 
takie wykazywały skurcze, a po przeszczepieniu do myszy z dystrofią mięśniową 
znajdowano je w mięśniu sercowym przez co najmniej 7 tygodni.

Kule zarodkowe traktowane kwasem retinowym, po przyczepieniu do podłoża 
różnicują się między innymi w komórki nerwowe. Neurony są jednak przemieszane 
z innymi typami komórek. Zwiększenie udziału neuronów do 50% osiągnięto przez 
zmianę warunków fizyko-chemicznych hodowli: dezagregację kul zarodkowych na 
komórki, posianie ich na podłoża pokryte substancją poprawiającą przyleganie (po- 
Ii-L-lizyna) i zmniejszenie lepkości pożywki. Do izolacji czystych komórek ner
wowych wykorzystano następnie gen Bgeo jako gen selekcyjny. Gen ten wpro
wadzono do innego genu pierwotnych komórek zarodkowych -  Sox2. Gen Sox2 
koduje czynnik transkrypcyjny typowy dla komórek neuroepitelium, czyli komórek 
prekursorowych dla neuronów. Pod wpływem czynnika selekcyjnego G 4 18 komórki 
Sox2-negatywne, czyli nie-nerwowe, były eliminowane [34].
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W czasie spontanicznego różnicowania kul zarodkowych powstają wysepki krwio
twórcze, skupienia komórek występujące normalnie w rozwoju m.in. ssaków, dające 
początek komórkom krwi i śródbłonkowi naczyń krwionośnych. W hodowanych 
kulach zarodkowych komórki krwiotwórcze wysepek wytwarzają czynniki wzro
stowe związane z hematopoezą (referencje w [41]). W dalej hodowanych w za
wiesinie kulach wysepki stopniowo tworzą kanały naczyniowe wypełnione 
komórkami krwiotwórczymi; komórki śródbłonka kanałów zawierają markery ty
powe dla naczyń [60] i geny charakterystyczne dla śródbłonka [7]. Inny sposób 
otrzymywania komórek krwiotwórczych, bez tworzenia kul zarodkowych, polega 
na hodowli pierwotnych komórek zarodkowych na płasko, na warstwie komórek 
zrębu szpiku. Komórki zrębu szpiku są tymi, które normalnie, in vivo dostarczają 
czynników wzrostowych do hematopoezy. W omawianym doświadczeniu komórki 
te otrzymano z myszy ze zinaktywowanym genem kodującym czynnik stymulujący 
kolonie makrofagów, M-CSF. Aktywność tego genu, czyli obecność czynnika sty
mulującego wzrost kolonii, hamuje różnicowanie wszystkich komórek krwi oprócz 
makrofagów. Inaktywacja genu pozwoliła więc uzyskać wiele różnych typów ko
mórek krwi: erytrocyty, ich komórki prekursorowe i komórki prekursorowe lim
focytów B [40]. W ykazano także, że różnicow anie pierwotnych komórek 
zarodkowych myszy w progenitorowe komórki naczyń, zdolne do tworzenia śród
błonka, perycytów oraz mięśni gładkich naczyń, można osiągnąć przez hodowlę 
na warstwie kolagenu i sortowanie w cytometrze przepływowym pod kątem obecności 
receptora czynnika wzrostu naczyń, Fik 1. Uzyskane komórki progenitorowe prze
szczepione do zarodków kury uczestniczą w tworzeniu naczyń in vivo [63].

Różnicowanie może być kierowane przez nadekspresję głównego genu regu
latorowego, np. uzyskanie mięśni szkieletowych przez ekspresję MyoD, czynnika 
transkrypcyjnego specyficznego dla mięśni, którego gen wprowadzono do pier
wotnych komórek zarodkowych [ 11].

Podobne techniki będą prawdopodobnie potrzebne, żeby ukierunkować różni
cowanie ludzkich pierwotnych komórek zarodkowych w wybrane tkanki.

Integracja po przeszczepieniu do biorców

W ostatnich latach wśród badań nastawionych na poznawanie mechanizmów 
różnicowania pierwotnych komórek zarodkowych myszy pojawiła się orientacja 
bardziej praktyczna. Z pierwotnych komórek myszy uzyskano dwa typy zróżni
cowanych komórek, normalnie występujących w układzie nerwowym i mających 
szansę stać się modelowym materiałem do transplantacji w terapii zastępczej dwóch 
chorób neurodegeneracyjnych.

Pierwszymi komórkami są neurony produkujące dopaminę -  neuroprzekaźnik, 
którego niedobór jest przyczyną choroby Parkinsona [32]. Drugi typ komórek to 
oligodendrocyty, komórki wytwarzające mielinę -  substancję tworzącą osłonki wy
pustek nerwowych, której brak występuje w stwardnieniu rozsianym [6 ]. Prze
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szczepienie szczurom (stanowiącym model ludzkiej choroby demielinizacyjnej) 
oligodendrocytów myszy, wyhodowanych z komórek pierwotnych, spowodowało 
interakcję wprowadzonych komórek z neuronami biorcy i skuteczną mielinizację 
wypustek nerwowych -  aksonów, w mózgu i rdzeniu kręgowym. W tym przypadku 
wykazano jednoznacznie, że tkanki powstałe przez różnicowanie pierwotnych ko
mórek zarodkowych mogą się integrować z dorosłymi tkankami biorcy.

KOMÓRKI MACIERZYSTE TKANEK

Przedstawiony poniżej przegląd w żadnym przypadku nie obejmuje wiedzy zgro
madzonej przez pokolenia histologów i dostępnej w podręcznikach. Celem przeglądu 
jest wskazanie, jakie problemy związane z potencjalnym wykorzystaniem komórek 
macierzystych w praktyce zajmują obecnie uwagę badaczy i komentatorów.

„Dorosłe” komórki macierzyste, czyli komórki macierzyste tkanek występują 
wśród komórek tkanki, którą odnawiają. Komórki macierzyste jelita występują 
w nabłonku jelita, komórki macierzyste naskórka (keratynocytów) znajdują się w 
cebulce włosowej, a komórki macierzyste tkanki nerwowej (neuronów i gleju) -  
w niektórych częściach mózgu. Nieco inaczej jest z komórkami macierzystymi 
krwi: występują one we krwi, ale również -  i w większej liczbie -  w szpiku kostnym. 
Komórki macierzyste mogą być uni(mono)potentne, jak komórki macierzyste sper- 
matogoniów, które odpowiadają za ciągłą produkcję plemników, lub multipotentne, 
jak komórki macierzyste komórek nerwowych lub krwi, które dają początek, od
powiednio, neuronom i dwóm typom komórek glejowych oraz wszystkim komórkom 
krwi i układu odpornościowego (wg komentarza [38]).

Istnieją wprawdzie w tej chwili wskazówki, że stanie się możliwa charakterystyka 
komórek macierzystych na poziomie morfologicznym lub molekularnym (obecni 
kandydaci to gen odporności na wiele leków -  ang. multidrug resistance -  oraz 
określone zestawy ekspresji integryn), jednak na razie definicja tych komórek może 
być tylko funkcjonalna.

Debata na temat, czym są właściwie komórki macierzyste, trwa od trzydziestu 
lat, ale przeważa pogląd, że są to komórki zdolne do nieograniczonego lub dłu
gotrwałego samoodnawiania, mogące wytwarzać przynajmniej jeden typ mocno 
zróżnicowanej komórki potomnej. Zazwyczaj pomiędzy komórką macierzystą a 
jej wysoko zróżnicowanym potomstwem występuje populacja pośrednia, zdetermi
nowanych (ang. commited) komórek progenitorowych o ograniczonej zdolności pro- 
liferacyjnej i zawężonym potencjale różnicowania, czasami określanych jako 
przejściowe komórki zwielokrotniające (transit amplifying cells) (wg komentarza 
[61]). Należy więc ograniczyć definicję do pojedynczych komórek: macierzystą 
jest taka, która raz powstawszy, samoodnawia się przez całe życie organizmu. Po
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zwala to odróżnić komórkę macierzystą od całej gamy komórek progenitorowych, 
które mają ograniczony okres samoodnawiania. Do dwóch pierwszych elementów 
definicji komórek macierzystych (proliferacja przez cały czas życia organizmu i 
różnicowanie) niektórzy dodają trzeci: komórki macierzyste powinny być widocznie 
niezróżnicowane. Jednak włączenie tego wymogu wyklucza spomiędzy komórek 
macierzystych opisywane często jako takie: komórki warstwy podstawnej naskórka 
czy przewodów trzustki (komentarz [511). Niektórzy uważają, że komórki macie
rzyste nie tylko nie są niezróżnicowane, lecz wręcz są odpowiednio zróżnicowane 
(dostosowane) do swoich nisz tkankowych (przegląd [61]). Koncepcja nisz tkan
kowych dobrze wyjaśnia zjawisko transdyferencjacji komórek macierzystych zmianą 
ich otoczenia tkankowego (komentarz [59]).

W okresie perinatalnym i późniejszych fazach życia rośnie liczba komórek ma
cierzystych krwi i układu nerwowego. Sugeruje to, że (wbrew naszym intuicyjnym 
oczekiwaniom) komórki macierzyste powstają (także) po zakończeniu rozwoju za
rodkowego (komentarz [59]). We wczesnym rozwoju zarodkowym samoodnawianie 
jest mniej ważne niż tworzenie listków zarodkowych i tkanek pierwotnych, więc 
komórki macierzyste dorosłych tkanek powstają, paradoksalnie, przez różnicowanie 
komórek zarodkowych (komentarz [61]).

Identyfikacja i izolacja
Komórki macierzyste nabłonków zajmują określoną pozycję w tkance różną od 

położenia komórek zróżnicowanych. Na przykład w krypcie jelitowej komórki ma
cierzyste leżą u podstawy, przejściowe komórki amplifikujące zajmują około dwóch 
trzecich wysokości krypty, a zróżnicowane komórki postmitotyczne leżą w części 
górnej krypty i w kosmkach (przegląd 151]). Komórki macierzyste naskórka (kera- 
tynocytów) leżą w nabłonku podstawy cebulki włosowej. Jednak nawet tak dokładnie 
określone położenie nie umożliwia wyizolowaniaczystej populacji komórek. Dopiero 
połączenie hodowli całej tkanki in vitro z technikami znakowania radioaktywnymi 
prekursorami lub przeciwciałami pozwala wyizolować lub przynajmniej zagęścić 
komórki macierzyste. Komórki macierzyste naskórka udało się zagęścić przez sor
towanie w cytometrze przepływowym na podstawie wiązania przez nie przeciwciał 
na a ( 6 )-integrynę i braku receptorów transferyny [53].

Komórki macierzyste krwinek leżą w szpiku kostnym, gdzie są również obecne 
liczne postacie białych i czerwonych krwinek na różnych stadiach powstawania. 
Jedna komórka macierzysta przypada na dziesięć tysięcy, a nawet na sto tysięcy 
komórek szpiku. Jeszcze mniej komórek macierzystych można spotkać we krwi: 
jedna przypada tam na milion komórek. Ponieważ komórki macierzyste krwi nie 
są odróżnialne od innych występujących tu komórek na podstawie morfologii, iden
tyfikuje się je przy użyciu testów czynnościowych in vitro i in vivo. W pierwszym 
przypadku o ich obecności świadczy zdolność do tworzenia kolonii komórek w
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półpłynnym agarze, w drugim -  podjęcie hematopoezy przez organizm pozbawiony 
wcześniej własnych komórek krwiotwórczych. Do odtworzenia krwinek i układu 
krwiotwórczego takiego zwierzęcia wystarczy przeszczepienie zaledwie stu komórek 
macierzystych [15]. Przeszczepy szpiku kostnego wykonywane są między innymi 
w leczeniu białaczek (szerzej o przeszczepach szpiku [ 171). Obecne w szpiku komórki 
macierzyste krwi wykorzystuje się do prowadzenia hematopoezy biorcy po uprzednim 
wyłączeniu jego własnych komórek macierzystych z defektem. Komórki macierzyste 
można zagęszczać we krwi na podstawie ich własności antygenowych: wiążą one 
przeciwciała na białko CD34. Zagęszczenie tych komórek we krwi, w dostatecznej 
ilości do transfuzji, jest jednak czasochłonne i wymaga dziesięciu sześciogodzinnych 
sesji.

W badaniach doświadczalnych stosuje się różne metody izolowania komórek 
macierzystych krwi. U myszy komórki te można izolować metodą rozcieńczeń 
granicznych, użycia tiocyjanianu, czy sortowania komórek wiążących przeciwciała 
na wybrane antygeny powierzchniowe. Szczególnie skuteczna okazała się metoda 
izolowania komórek przez immuno-usunięcie innych komórek. W tym przypadku 
usunięto komórki z późniejszych stadiów hematopoezy, przez osadzenie ich na 
pokrytych przeciwciałami kulkach lateksowych; następnie zebrano pozostałe w za
wiesinie komórki macierzyste [31]. Mysie komórki macierzyste krwi izolowane 
metodą sortowania w cytometrze przepływowym na podstawie wiązania określonego 
zestawu przeciwciał, zostały użyte do badania ich zdolności różnicowania się w 
komórki mięśniowe (patrz Możliwości transdyferencjacji komórek macierzystych). 
Niezwykle ciekawym aspektem tych badań było wykorzystanie tej samej procedury 
do izolacji komórek z mięśni. Wyizolowane z mięśni komórki -  mające wspólny 
z komórkami macierzystymi krwi zestaw antygenów powierzchniowych -  prze
szczepiono myszom z dystrofią mięśniową Duchenne’a. W chorobie tej białko wią
żące elementy kurczliwe mięśnia z błoną, dystrofina, jest nieobecne lub upośledzone. 
Wprowadzone komórki odtwarzały mięśnie o normalnej budowie, zawierające dys- 
trofinę typu dzikiego. Oznacza to, że wyizolowane z mięśni komórki o własnościach 
(przynajmniej częściowo) takich, jakie mają komórki macierzyste krwi, są komórkami 
macierzystymi mięśni [2 1 ].

Mezenchymatyczne komórki macierzyste (przegląd [10]), które są komórkami 
macierzystymi różnych rodzajów tkanki łącznej, znajdują się w szpiku kostnym 
jako jeden z typów komórek zrębu szpiku. Mają one zdolność samoodnawiania 
oraz dawno wykazane zdolności różnicowania w komórki kościotwórcze i komórki 
zrębu. Odkąd wykazano, że klonalne potomstwo jednej takiej komórki może wy
tworzyć in vitro liczne typy tkanki mezenchymatycznej (komórki kości, chrząstki, 
tłuszczowe) [45], można omawiane komórki macierzyste traktować jako multipo- 
tentne. Po przeszczepieniu transgenicznym myszom z niewłaściwym kostnieniem 
(osteogenesis imperfecta), znajdowano DNA komórek dawcy w tkance kostnej, 
chrzęstnej i w płucach biorcy [42].
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W centralnym układzie nerwowym dorosłych ssaków zarówno rejony, w których 
normalnie zachodzi tworzenie nowych neuronów (np. strefa podkomorowa lub hi- 
pokamp), jak rejony nie neurogeniczne (np. rdzeń kręgowy) zawierają komórki 
macierzyste układu nerwowego (przegląd [18]). Standardowa metoda ich izolacji 
polega na hodowli in vitro rozproszonego na komórki wycinka tkanki nerwowej 
przy dużym stężeniu czynnika wzrostu fibroblastów FGF-2 lub czynnika wzrostu 
naskórka (EGF). Otrzymaną w wyniku hodowli tkankę testuje się na obecność 
antygenów specyficznych dla neuronów, astrocytów i oligodendrocytów. Bardziej 
szczegółowo badano indywidualne komórki w trakcie wczesnej hodowli znakowane 
retrowirusem. Po zakończeniu hodowli in vitro kolonie komórek poddano analizie 
hybrydyzacyjnej, potwierdzającej ich klonalne pochodzenie. Obecnie główne badania 
komórek macierzystych układu nerwowego dotyczą warunków ich różnicowania 
w określony typ neuronów czy gleju. Udało się na przykład opracować warunki 
hodowli komórek macierzystych układu nerwowego myszy tak, że komórki na- 
mnażają się in vitro i produkują neuroprzekaźnik dopaminę [52]. Są wobec tego 
dwa sposoby otrzymywania mysich neuronów produkujących dopaminę: z pier
wotnych komórek zarodkowych (patrz wcześniej: Integracja po przeszczepieniu 
do biorców) i z dorosłych komórek macierzystych.

Chociaż większość badań przeprowadzono na gryzoniach, są doniesienia, że 
również tkanka nerwowa z ludzkich płodów jest źródłem komórek macierzystych 
układu nerwowego [16].

Identyfikacji komórek macierzystych siatkówki (u myszy [58] i szczura [1]) 
dokonano na podstawie zdolności tych komórek do tworzenia kolonii in vitro, bez 
konieczności stosowania czynników wzrostowych (przegląd [43]).

Komórki macierzyste spermatogoniów, czyli komórek, z których powstają ple
mniki, wyizolowano (zagęszczono) na podstawie testu funkcjonalnego polegającego 
na transplantacji do jąder biorców. Wyizolowane komórki wiązały przeciwciała 
na oc(6 )- i (3(l)-integryny [49]. Podjęto następnie próby ich zagęszczania przez 
sortowanie w cytometrze przepływowym na podstawie rozpraszania światła i obe
cności integryn [50]. Okazało się, że dziesięciokrotne zagęszczenie komórek ma
cierzystych owocuje podobnym zwielokrotnieniem liczby kolonii powstających w 
jądrach biorców po transplantacji (przegląd w [26]).

Coraz częściej są prowadzone poszukiwania komórek macierzystych w narządach 
szczególnie interesujących ze względów medycznych. Stosując analizę klonalną 
komórek nabłonkowych ludzkiej prostaty in vitro, wyodrębniono populację o wy
sokim wskaźniku proliferacji i zdolności różnicowania [23]. Komórki te można 
wstępnie uznać za komórki macierzyste, odnawiające nabłonek gruczołu krokowego. 
Doniesiono także o pluripotentnych komórkach trzustki. Po hodowli komórek ka
nalików ludzkiej, zdrowej trzustki in vitro stwierdzono, że są one zdolne do ekspresji 
czynnika transkrypcyjnego IPF-1 (ang. insulin promoter factor J). Ten pierwszy 
dowód na to, że komórki z tkanki egzokrynowej mogą wykazywać in vitro ekspresję
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IPF-1, uznano za sugerujący, że mają one własności komórek prekursorowych/ma- 
cierzystych [20 ].

Możliwości transdyferencjacji komórek macierzystych
Niespodziewanie dla badaczy w ostatnich latach okazało się, że komórki ma

cierzyste tkanek -  kiedy uda się je zagęścić i przeszczepić do biorców -  mogą 
się różnicować nie tylko w tkankę, z której pochodzą, ale także w inne tkanki, 
nawet pochodzące z innego listka zarodkowego. Taki proces zmiany kierunku róż
nicowania nazywa się transdyferencjacją.

Komórki szpiku noworodków myszy po wyznakowaniu genetycznym wprowa
dzono do biorczyń. Już trzy dni później znakowane komórki znajdowano w mózgu. 
Po kilku tygodniach ich liczba osiągała 14 tysięcy komórek na mysz. Część tych 
komórek reagowała z przeciwciałami na białka znacznikowe astrocytów i mikrogleju 
[13]. W podobnym doświadczeniu, wykorzystując chromosom Y jako marker prze
szczepionych komórek szpiku, wykazano ich zdolność do różnicowania w neurony 
[39]. W innej pracy wykorzystano komórki szpiku dorosłych myszy znakowane 
białkiem zielono fluoryzującym. W kilka miesięcy po ich przeszczepieniu napro
mienionym biorcom wyizolowano z mózgu komórki pozytywne, stosując metodę 
sortowania w cytometrze przepływowym. Reakcje z przeciwciałami wykazały, że 
komórki te zawierały trzy białka typowe dla neuronów i czynnik transkrypcyjny 
CREB [5].

Komórki macierzyste krwi ze szpiku przygotowane metodą immuno-usunięcia 
(patrz wcześniej: Identyfikacja i izolacja) przeszczepiano do bocznej komory mózgu 
noworodków myszy. Celem doświadczenia było sprawdzenie zdolności tych komórek 
do różnicowania się w tkankę nerwową. W ciągu dwunastu dni po wstrzyknięciu

T A B E L A  1. T ransdyferencjacja  k om ór ek  m a cierzys tych  d orosłych  tkanek ss a k ó w

Komórki
m acierzyste

Tra n sd y  fe  r e  n cj acj a 
w  komórki

G atunek Ref.

M ię ś n io w e krwi m y sz [2 ? !______ _____
Krwi n e r w o w e m y sz [13,  31]

m ię ś n io w e m y sz [211

hepatocyty m y sz [54]

szczur [44]

hepatocyty c z ło w ie k 12]

Tkanki łącznej ne r w o w e szczur, c z ło w ie k [62]

N e r w o w e krwi m y sz [4, 8]

m ię ś n io w e ,  jelita ,  
hepatocyty

m y sz [8]
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komórki migrowały przez przodomózgowie i móżdżek, nie naruszając architektury 
tkanek. W niektórych strukturach mózgu (prążkowie i hipokamp) komórki ma
cierzyste ujawniały obecność znacznika komórek glejowych -  astrocytów, którym 
jest kwaśne włókienkowe białko glejowe (GFAP). Oznacza to, że wprowadzone 
komórki zróżnicowały się w normalnie obecne w tkance nerwowej komórki glejowe. 
W innych rejonach mózgu niektóre wprowadzone komórki zawierały neurofilamenty, 
tzn. zróżnicowały się w neurony [31].

Komórki macierzyste mięśni i krwi mogą wzajemnie dawać obie tkanki [21,25], 
co udokumentowano już dość gruntownie.

Fragmenty mięśni szkieletowych myszy, po trawieniu enzymatycznym, posianiu 
na szalki i 5-dniowej hodowli in vitro mieszano z komórkami szpiku i przeszczepiano 
napromieniowanym biorczyniom. Po sześciu tygodniach transplantowane komórki 
mięśniowe utworzyły średnio 56% komórek krwi obwodowej. W przeszczepianej 
mieszance było ok. 10x więcej komórek szpiku niż mięśni. Uzyskany wynik oznacza 
więc, że aktywność krwiotwórcza komórek z mięśni była co najmniej 10x wyższa 
niż komórek szpiku [25].

Komórki macierzyste krwi, oczyszczone metodą sortowania i przeszczepione 
do żyły ogonowej myszy z dystrofią mięśniową po 12 tygodniach wytwarzają nie 
tylko komórki krwi, ale także ok. 4% włókien mięśniowych, rozpoznawalnych dzięki 
temu, że zawierają dystrofinę typu dzikiego [21]. Jest to przykład doświadczalnej 
terapii zastępczej.

Wykazano, że szczurze [44] i mysie [54] komórki krwiotwórcze mogą różnicować 
się także w hepatocyty. Doniesiono ostatnio o badaniach na ludzkim materiale 
sekcyjnym, potwierdzających i rozszerzających wiedzę o możliwościach transdyfe- 
rencjacji komórek macierzystych krwi. Odtworzono historię przypadków, w których 
pacjentkom przeszczepiano szpik od dawców płci męskiej. W materiale sekcyjnym 
stwierdzono, wykorzystując chromosom Y jako marker wprowadzonych komórek 
szpikowych, że liczne komórki wątroby: hepatocyty i cholangiocyty pochodzą z 
przeszczepionych komórek. Oznacza to, że komórki macierzyste krwi ze szpiku 
uczestniczyły w regeneracji wątroby [2 ].

Komórki macierzyste tkanki łącznej szczura i człowieka, wyizolowane ze zrębu 
szpiku, skierowano in vitro na drogę różnicowania w neurony, wykazujące receptory 
czynnika wzrostu neuronów [62].

Mysie komórki macierzyste układu nerwowego mogą się różnicować w mięśnie, 
krew, jelito, wątrobę [4,8].

Komórki macierzyste układu nerwowego z przodomózgowia dorosłych myszy 
znakowanych genetycznie przeszczepiano napromienionym biorcom. Komórki szpi
ku biorców badano na obecność komórek dawców trzema metodami: tworzeniem 
kolonii komórek w półpłynnym agarze, immunocytochemicznie i analizą cytome- 
tryczną. Wszystkie wykazały, że powstałe komórki krwi pochodzą z wszczepionych 
komórek macierzystych układu nerwowego [4].
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Badania wykazujące możliwości różnicowania w wiele tkanek są szczególnie 
interesujące z powodu metodyki, jaką się posłużono | 8 ]. Grupy komórek macie
rzystych układu nerwowego („neurosfery”) dorosłych myszy wprowadzano do za
rodków. Były to zarodki kury, w stadiach rozwojowych odpowiadających okresowi 
płodowemu ssaków, a także zarodki myszy w bardzo wczesnym stadium rozwoju, 
stadium blastocysty. W obu przypadkach dorosłe komórki macierzyste włączyły 
się do rozwoju, wytwarzając w chimerowych zarodkach różne tkanki. W zarodkach 
kury komórki te znajdowano głównie w układzie nerwowym, ale także wśród na
rządów pochodzących z mezodermy, jak śródnercze i struna grzbietowa oraz z 
endodermy, jak nabłonek wątroby lub jelita. Po wstrzyknięciu macierzystych ko
mórek nerwowych do blastocyst myszy chimery otrzymano w nieznacznym pro
cencie. Jednak badane płody chimerowe zawierały pochodne wprowadzonych 
komórek w tkankach ze wszystkich trzech listków zarodkowych, najwięcej w mięśniu 
sercowym [8 ]. Te niezwykłe doświadczenia wykazały, że transdyferencjacja do
rosłych komórek macierzystych może odbywać się także w środowisku komórek 
zarodkowych.

Wyjaśnienie zjawiska transdyferencjacji może być związane ze środowiskiem, 
w jakim znajdująsię komórki macierzyste, zgodnie z teorią nisz, w jakich funkcjonują. 
Nie do przecenienia jest różnica pomiędzy sytuacją fizjologiczną a warunkami spo
wodowanymi chorobą lub uszkodzeniem, jak to miało miejsce w doświadczeniach, 
gdzie wykazano możliwość różnicowania w nietypowe tkanki. Także długotrwała 
hodowla in vitro może zmieniać kierunek różnicowania komórek macierzystych. 
Czy to oznacza, że różnicowanie można sprowadzić do spisu genów, które podlegają 
ekspresji w danej komórce, w danym czasie? Raczej nie, bo należy włączyć do 
rozważań parametr czasu, czyli historię rozważanych komórek in vivo (komentarz 
(591).

TEORETYCZNE MOŻLIWOŚCI LECZENIA KOMÓRKAMI

Tkanki powstałe z pierwotnych komórek zarodkowych
Kiedy w 1998 roku opublikowano doniesienia naukowe o uzyskaniu pierwotnych 

komórek zarodkowych człowieka, towarzyszyły im komentarze na temat możliwości 
badawczych i klinicznych związanych z tymi komórkami [19,28]. Pierwszy taki 
futurystyczny kalendarz wymieniał:

badania normalnego rozwoju zarodkowego (embriogenezy) człowieka, 
badania nienormalnego rozwoju (przez tworzenie linii komórkowych noszą
cych mutacje kierunkowe lub modyfikowane chromosomy),
badanie działania genów ludzkich,
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testowanie leków i teratogenów,
wykorzystywanie pierwotnych komórek zarodkowych jako odnawialnego 
źródła komórek do transplantacji w komórkowej terapii zastępczej i terapii 
genowej.

Przedstawiano równocześnie spekulacje, w jaki sposób ludzkie pierwotne ko
mórki zarodkowe mogłyby być używane w terapiach polegających na transplantacji 
komórek. Oczywiste cele kliniczne obejmowałyby choroby neurodegeneracyjne, 
cukrzycę, uszkodzenia rdzenia kręgowego i repopulację komórek krwiotwórczych. 
Pierwotne komórki zarodkowe zamierzano także zastosować do wypracowywania 
różnych metod zapobiegania odrzucaniu przeszczepionych tkanek. Ten przyszło
ściowy kalendarz wyglądał następująco:

tworzenie banków linii komórek pierwotnych, reprezentujących szerokie spe
ktrum alleli genów głównego układu zgodności tkankowej MHC, stwarzają
cych możliwość dopasowania do biorcy;
tworzenie uniwersalnych linii dawczych pierwotnych komórek zarodkowych, 
w których geny MHC byłyby genetycznie zmienione tak, by nie wywoływać 
reakcji odrzucenia (podejścia tego próbowano, z ograniczonym sukcesem, u 
myszy);
modyfikowanie genetyczne linii pierwotnych komórek zarodkowych, polega
jące na wprowadzeniu genów głównego układu zgodności tkankowej poten
cjalnego biorcy;
produkowanie na zamówienie linii zawierających genom potencjalnego biorcy 
(personalizacja linii).

Jedną drogą do tego celu byłoby klonowanie terapeutyczne, polegające na wpro
wadzaniu jąder komórek somatycznych biorcy do wyjądrzonych oocytów, hodowli 
in vitro do blastocyst, a następnie wyprowadzeniu linii komórek pierwotnych z 
blastocyst (patrz wcześniej: Linie komórek pierwotnych na zamówienie? i rye. 1). 
Drugim sposobem mogłoby być wprowadzanie jąder komórek biorcy do wyją
drzonych pierwotnych komórek zarodkowych (istniejącej już linii), a następnie na- 
mnażanie komórek, do których skutecznie wprowadzono jądro komórkowe biorcy.

Od czasu przedstawienia, w 1998 roku, listy możliwych zastosowań ludzkich 
komórek pierwotnych nie przybyło wiele informacji o tych komórkach, czego przy
czyną są prawa własności (komercjalizacja) pierwotnych komórek zarodkowych 
człowieka oraz wątpliwości etyczne i prawne hamujące badania. Dlatego lista jest 
wciąż aktualna [37] i tak samo hipotetyczna, jak dwa lata temu. Samo sformułowanie 
listy miało jednak niewątpliwy wpływ na błyskawiczny rozwój badań dotyczących 
ukierunkowywania różnicowania mysich pierwotnych komórek zarodkowych. In
formacje przekazane w podrozdziale: Integracja po przeszczepieniu do biorców, 
opublikowano w ciągu dwóch ostatnich lat.
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RYCINA 2. Schematycznie przedstawiono m ożl iw ość  dokonywania autoprzeszczepów komórek po
wstałych przez namnożenie i transdyferencjację komórek macierzystych, pobranych z własnej tkanki

Koncepcja autoprzeszczepów hodowanych komórek macierzystych
Komentarze towarzyszące publikacjom naukowym wykazującym możliwość izo

lowania, hodowli, transdyferencjacji i integracji po przeszczepieniu in vivo dorosłych 
komórek macierzystych [9,33,37], przedstawiają następujące proponowane zasto
sowania medyczne:

wykorzystanie komórek macierzystych i otrzymanych z nich in vitro tkanek 
do transplantacji i komórkowych terapii zastępczych;
manipulacje macierzystymi komórkami krwi występującymi w szpiku, które
go przeszczepy wykonuje się między innymi pacjentom z białaczkami;
hodowla skóry i przeszczepy pacjentom z oparzeniami;
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otrzymywanie komórek produkujących insulinę i przeszczepianie ich pacjen
tom;
przeszczepianie komórek macierzystych układu nerwowego pacjentom ze 
schorzeniami mózgu;
produkcja nowych neuronów do traktowania pacjentów z chorobą Parkinsona. 

Na schematycznej rycinie (ryc. 2) przedstawiono możliwość dokonywania au- 
toprzeszczepów komórek powstałych przez namnożenie i transdyferencjację ko
mórek macierzystych, pobranych z własnej tkanki.
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ROLA TELOM ERÓW  I TELOM ERAZY  
W PROGRESJI NOW OTW ORÓW . PERSPEKTYW Y  

DIAGNOSTYCZNE I TERAPEUTYCZNE

T H E  R O L E  O F  T E L O M E R E S  A N D  T E L O M E R A S E  
IN T U M O R  P R O G R E SS IO N . 

D IA G N O S T IC  A N D  T H E R A P E U T IC  P E R S P E C T IV E S

Dominika NOWIS, Jakub GOLĄB 

Zakład Immunologii Centrum Biostruktury Akademii Medycznej w Warszawie

S treszczen ie: W relatywnie krótkim okresie zagadnienia dotyczące replikacji chrom osom ów  znalazły  
się w centrum zainteresowania onkologów . Na końcu każdego chromosomu znajdują się powtarzalne  
sześc ionukleotydow e sekwencje określane jako telomery. W związku z pewnymi ograniczeniami  
replikacji ch rom osom ów , z każdym podziałem komórki dochodzi  do stopniow ego  skracania się te lome-  
rów. Proces ten porównywany bywa do zegara mitotycznego odmierzającego czas życia komórek. Zbyt 
krótkie telomery są sygnałem informującym o starzeniu się i są rozpoznawane przez wyrafinowane  
m echanizmy jako moment sygnalizujący konieczność wstrzymania dalszych podziałów. Komórki 
n ow otw orow e, które potrafią ominąć ten etap, przekraczają próg nieśmiertelności.  W artykule tym 
opisano m echanizmy odpowiedzialne  za replikację telomerów, umożliw iające nieograniczoną prolifera
cję komórek now otw orow ych oraz perspektywy diagnostyczne i terapeutyczne z tym związane.  
(P o s tę p y  B io log ii K om órki 2001; 28: 2 4 3 -2 6 ! )

S łow a kluczow e: telomery, telomeraza, nowotwory

Sum m ary: In a relatively short term the problem o f  chrom osom e replication has focused a wide attention 
within oncologists .  The ends o f  chrom osom es arc capped by a hexanucleotide repeat sequences o f  
nucleotides , refferred to as telomeres. Due to the polarity o f  conventional D N A  synthesis, a loss o f  
telomeric sequences occurs at each cell division. This telomcric erosion is frequently compared to a 
mitotic clock that elicits a signal for the onset o f  cellular senescence . Tumor cells have acquired the 
capacity to proliferate beyond the senescence  checkpoint. This article describes the mechanisms respon
sible for telomere replication that enables indefinite proliferation o f  tumor cells and d iscussess  the 
potential use o f  telomerase in diagnosis and treatment.
(A dvan ces in C e ll B io lo g y  2001; 28: 2 4 3 -2 6 1 )

K ey w ords:  telomeres, telomerase.  tumors
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1. PARĘ SŁÓW O HISTORII

Jeszcze do 1961 roku cały świat naukowy podpisywał się pod stwierdzeniem 
wybitnego francuskiego chirurga Alexisa Carrela, że komórki hodowane in vitro 
są nieśmiertelne, a tylko ignorancja i brak wiedzy o optymalnych warunkach ich 
hodowli prowadzi do wyginięcia kultur. Dopiero Leonard Haytlick w pracy opub
likowanej w 1961 roku w Experimentell Cell Research (po kilkukrotnym odrzuceniu 
przez inne pisma) dowiódł, że ludzkie fibroblasty dzielą się skończoną ilość razy, 
a liczbę tę w 1974 roku MacFarlane Burnett nazwał „limitem Hayflicka” . Do wy
jaśnienia pozostał jednak mechanizm odliczania wieku komórki. W 1972 roku James 
Watson -  jeden z odkrywców struktury DNA -  zwrócił uwagę na tzw. problem 
replikacji końców. W tym samym czasie Aleksiej Olownikow podczas podróży 
moskiewskim metrem wpadł na pomysł, że to właśnie skracanie telomerów (od
krytych w latach trzydziestych dwudziestego wieku przez Barbarę McClintock i 
Hermanna J. Mullera) jest przyczyną starzenia się komórek. Od tego czasu zaczęła 
się „złota era” biologii molekularnej. Dla naszych dalszych rozważań istotne jest 
także opisanie w 1978 roku przez Elizabeth Blackburn dokładnej struktury telomerów 
orzęsków i odkrycie przez nią i Carol Greider enzymu wydłużającego końce chro
mosomów -  telomerazy (271.

2. PROBLEM REPLIKACJI KOŃCÓW

W każdej komórce somatycznej człowieka znajduje się 46 liniowych chromo
somów. Wiadomo, że liniowe chromosomy są znacznie mniej stabilne niż koliste, 
spotykane choćby w postaci plazmidów. Dlaczego zatem taka mniej stabilna struktura 
zachowała się w toku ewolucji przez miliony lat? Okazuje się, że właśnie dzięki 
tej „słabszej” stabilności możliwe jest częste (oczywiście tylko w perspektywie 
ewolucji) zachodzenie rekombinacji oraz przypadkowych translokacji między- 
chromosomalnych, warunkujących występowanie różnorodności genetycznej ży
jących organizmów. Ceną, jaką  płacą za to chromosomy liniowe, jes t ich 
niestabilność, wynikająca z podatności końców 3’ oraz 5' na nukleolityczne działanie 
szeregu enzymów degradujących DNA. Drugim, kto wie czy nie ważniejszym, 
problemem związanym z istnieniem liniowych chromosomów jest możliwość ich 
fuzji. Ta pozorna słabość chromosomów liniowych rekompensowana jest wykształ
ceniem niezwykle wyrafinowanych struktur zlokalizowanych na ich końcach, skła
dających się z DNA oraz szeregu białek strukturalnych i enzymów. Owe końce
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chrom osom ów, czyli telomery są zbu- TABELA 1. Z e sta w ien ie  różnic w  b u d o w ie  te- 

dowane z powtarzających się sekwencji l^'nci()W 11 przedstaw icie l i  różnych ga tun k ów

niekodującego DNA. Ich struktura i dłu- 
gość są w niewielkim stopniu zróżni
cowane gatunkowo (tab. 1).

Ludzkie telomery mają długość do 
25000 bp 1111 i są zbudowane z powta- 
r z a j ą c y c h  się h e k s a n u k le o ty d ó w  
TTAGGG. Liczba powtórzeń różni się 
pomiędzy chromosomami tej samej ko
mórki, w obrębie populacji jednak za
wsze pozostaje w ściśle określonym 
przedziale [30]. Oprócz ochrony chro
mosomu przed degradacją, zmianą stru
ktury i fuzją z innymi chromosomami, telomery biorą także udział w przestrzennej 
organizacji jądra komórkowego, segregacji chromosomów podczas podziału komórki 
i regulacji transkrypcji genów zlokalizowanych w ich pobliżu [30]. Coraz częściej 
podkreśla się rolę telomerów jako magazynów białek uczestniczących w naprawie 
DNA. Z telomerami ssaków wiążą się białka Ku oraz (poprzez TRF2 -  patrz niżej) 
kompleks uczestniczący w usuwaniu uszkodzeń DNA -  RAD50/MRE1 1/NBS1 [23, 
33].

Większość telomerowego DNA jest dwuniciowa, ale istnieją także fragmenty 
jednoniciowe. W komórkach ssaków mają one długość od ok. 50 do ok. 150 nu- 
kleotydów [8 ] i tworzą nietypowe połączenia zasad guaninowych -  czteroniciowe 
formy przestrzenne zwane kwartetami G [22] (ryc. 1).

Stabilizacja chromosomu zależy od niekowalencyjnego wiązania szeregu białek 
do jedno- i dwuniciowych fragmentów telomeru. Nie znamy jeszcze białek ssaków 
powiązanych z jednoniciowym DNA (ich identyfikację przeprowadzono u drożdży

RYC IN A  1. Struktura G-kwartetu -  cztery guaniny tworzą czworoboczną płaską strukturę -  są zarówno  
donorem i akceptorem wiązania w odorow ego  Hoogsteen [22]
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RYCINA 2. Struktura przestrzenna telomeru -  tworzenie pętli [8J: Pt) lewej stronie pokazano schematy
cznie tworzenie przez telomerowe D N A  struktury o  budowie lassa -  pętli T. Pętla ta spełnia funkcję  
ochronną w stosunku do końców chrom osom ów. Po stronie prawej przedstawiono tworzenie przez końce  
telomcrów podwójnej pętli. Wolny koniec 3 ’ zawija się i wchodzi w interakcję z. fragmentem podwójnej 
nici D N A . Powstaje w ten sposób tzw. pętla D; TRF1, TRF2 -  białka towarzyszące telomerom

Saccharomyces). Z dwuniciowym DNA łączą się zaś białka TRFI i TRF2 (ang. 
TIAG G G  repeat binding factors). Są one negatywnymi regulatorami długości te- 
lomerów [28]. Białko TRFI ma strukturę podobną do białka Myb, ale najpra
wdopodobniej nie odgrywa żadnej roli w onkogenezie. TRF2, białko o podobnej 
strukturze, chroni chromosomy przed fuzją poprzez zachowanie jednoniciowej stru
ktury końców telomerów. Oba czynniki nie wpływają na poziom ekspresji telomerazy. 
W okolicy porów jądrowych i centrosomu odkryto także obecność tankyrazy (ang. 
TRF1 -interacting, AKNYńn-relcited ADP-ribose polynient.se), która może uczest
niczyć w przekazywaniu sygnałów do telomerów [8 |. Z telomerami wchodzi w 
interakcję również heterodimer Ku (podjednostka kinazy białkowej zależnej od 
DNA) i TIN2 (ang. TRF 1 -interacting nuclear protein) [8 ]. Jednoniciowe DNA 
telomerów tworzy pętlę T, która zaburzając strukturę dwuniciową, daje w rezultacie 
pętlę D (ang. displacement) -  (patrz: ryc. 2).

Podczas każdego cyklu replikacyjnego komórka traci od 50 do 200 nukleotydów 
z telomerowego DNA. Przyczyna tego zjawiska leży w samej zasadzie działania 
eukariotycznej polimerazy DNA. Enzym ten syntetyzuje DNA tylko w kierunku 
5’ —> 3 ’ nowej nici (jest spolaryzowany) i w odróżnieniu od polimeraz RNA po
trzebuje primera także na końcu 3’ nici macierzystej. Jak pokazano na rycinie 
3, do każdej nici matczynego DNA przyłącza się prirner RNA zsyntetyzowany 
przez prymazę DNA.

Do replikacji nici wiodącej jest potrzebny tylko jeden prirner, podczas gdy dla 
nici opóźnionej, syntetyzowanej z około 200-nukleotydowych fragmentów Okazaki 
potrzeba ich znacznie więcej. Synteza fragmentu DNA zachodzi do momentu, gdy
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RY C IN A  3. Problem replikacji końców: Nici rodzicielskie zostały przedstawione w kolorze ciem niej
szym. nici potomne -  w jaśniejszym. W iele primerów RNA jest  potrzebnych do zainicjowania syntezy  
nici opóźnionej.  Jest ona tworzona z tzw. fragmentów Okazaki o długości kilkuset par zasad. Usunięcie  
primerów prowadzi do wytworzenia ubytków, które są uzupełniane przez mechanizmy komórkowe. Na  
końcu 5' jednej z now o  powstałych nici proces uzupełnienia ubytku nie m oże zajść. W ynika to z 
właśc iwości  polimerazy D N A

enzym rozpozna koniec 5' poprzedniego primera. Ciągłość nici jest zachowana 
dzięki mechanizmom usuwającym primery i zastępującym je DNA. Proces ten 
zawodzi na końcu 5 ’ i w ten sposób powstają naddatki na końcach 3 ’ nowych 
nici zbudowane z jednoniciowego DNA bogatego w zasady guaninowe.

Stopniowa utrata telomerowego DNA wydaje się być jednym z kluczowych 
mechanizmów odliczających wiek komórki. Gdy telomery osiągną krytyczną długość, 
komórka wchodzi w etap zwany starzeniem. Uważa się, że skracanie telomerów 
może być ściśle powiązane z zahamowaniem cyklu komórkowego zależnym od 
białka p53 [26).

Każda komórka somatyczna podczas hodowli in vitro dzieli się skończoną liczbę 
razy (ludzkie fibroblasty średnio 50), po czym wchodzi w etap życia zwany starzeniem
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R Y C IN A  4. G łów ne etapy życia  komórki [6J: Schemat przedstawia model życia ludzkiej komórki. 
Telomery skracają się podczas podziałów komórki. Kiedy osiągną odpowiednią  długość, komórka  
wchodzi w etap zwany starzeniem. Gdy proces skracania telomerów postępuje nadal i ich długość staje 
się letalna, dochodzi do zaburzenia struktury chrom osom ów i śmierci komórki. Opisane w tekście  
mechanizmy m ogą ingerować w przedstawiony scenariusz

lub stadium Ml (ryc. 4). Traci ona zdolność proliferacyjną, ale zachowuje cechy 
biochemiczne i żywotność. Barierę starzenia można pokonać przy pomocy mu- 
tagenów, genów wirusowych (adenowirus El A, duży antygen T wirusa SV) lub 
poprzez zmianę ekspresji takich własnych genów komórki, jak c-Myc lub p21. 
Wymienione procesy nie zapewniają jednak komórce nieśmiertelności, ale tylko 
wydłużają jej życie. Po pewnym czasie komórka zmienia morfologię, jej chromosomy 
tracą stabilność i zaczyna się okres określany jako kryzys (stadium M2). Jej los 
nie jest jednak do końca przesądzony. Gdy do opisanych zmian genomowych dołączy 
się także uaktywnienie telomerazy, komórka przekracza próg nieśmiertelności [61.

3. BUDOWA KOMPLEKSU TELOMERAZY

Ludzka telomeraza jest holoenzymem zbudowanym z białkowej podjednostki 
katalitycznej -  polimerazy DNA zależnej od RN A (odwrotnej transkryptazy -  
hTERT), która używa własnej matrycy RNA (hTR) do wydłużania końca 3' jed- 
noniciowego fragmentu telomeru przez syntezę powtórzeń telomerowych de novo
[ 30] .
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3.1. Składnik  RN A  ludzkiej te lom erazy -  hTR (hT E R C )

Analiza genu kodującego matrycę RNA (dłuższe ramię chromosomu 3, obszar 
3q26.3) wykazała, że zawiera ona sekwencję 3’-CAAUCCCAAUC-5 [81. Jest to 
sekwencja komplementarna do jednego heksanukleotydu (powtórzenia) i fragmentu 
następnego, który umożliwia „umocowanie” matrycy w kompleksie enzymatycznym 
[30]. Choć opisana sekwencja jest ściśle konserwatywna w świecie zwierząt, budowa 
całej podjednostki RNA znacznie różni się między gatunkami [41.

Ekspresja genu dla hTR jest regulowana prawdopodobnie za pomocą metylacji 
DNA, gdyż stwierdzono obecność wysp CpG w jego regionie promotorowym [8 ].

Ludzka podjednostka RNA jest transkryptem polimerazy II [6 ]. Ma długość 
ok. 450 nukleotydów, jednak po odjęciu domeny snRNA (smali nucleolar RNA)  
pozostaje zaledwie 210 nukleotydów [6 ]. Podjednostka ta ma dwie domeny fun
kcjonalne: domenę 5 ’ -  matrycę dla elongacji i domenę 3 ’ -  wiążącą substrat 
reakcji [2]. Funkcją podjednostki RNA, oprócz oczywistej -  jest ona matrycą dla 
syntezy brakujących fragmentów telomerów -  może być udział w wiązaniu innych 
składowych kompleksu (np. u S. cerevisiae łączy ona białka Sm uczestniczące 
w obróbce potranskrypcyjnej RNA) -  brak jeszcze dowodów na potwierdzenie 
tej hipotezy [61.

3.2. P od jednostka  katalityczna -  T E R T  (odw rotna transkryptaza)

TERT tworzy nową klasę odwrotnych transkryptaz o odmiennej strukturze i 
pochodzeniu od retrowirusowych. Dowodem prawidłowości tej hipotezy są dys
kretne różnice w sekwencji aminokwasowej enzymów. W porównaniu z innymi 
odwrotnymi transkryptazami, TERT jest najbardziej zbliżony do fragmentów DNA 
mitochondrialnego i retrotranspozonów typu non-LTR. Postuluje się, że historia 
tego enzymu jest tak długa jak eukariontów [6 ].

Ludzka odwrotna transkryptaza (hTERT) jest zbudowana z tak zwanej domeny 
T i siedmiu sekwencji konserwatywnych dla innych odwrotnych transkryptaz [8 ] 
(ryc. 5).

RYC IN A  5. Sekwencja  peptydowa hTERT: T -  m otyw specyficzny dla telomerazy 1,2, A-E -  motywy  
wspólne dla odwrotnych transkryptaz
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T A B E L A  2. R egu lacja  ekspresji  genu dla podjednostki kata litycznej ludzkiej t e lom erazy

Regulacja  ekspresji цепи dla h T E R T

T len ek  azotu  
Fosforylacja
A lternatyw ne c i ę c ie  i składanie p ierw otn ego  transkryptu

Regulacja  p o zy ty w n a Regulacja  n egatyw na

B ia łko  c -m y c M ctylaeja  promotora
Estrogeny W zrost stężenia  w apnia  w  kom órce

Czynniki regulujące ekspresję genu dla podjednostki katalitycznej ludzkiej te
lomerazy pokrótce przedstawiono w tabeli 2.

3.3. Białka tow arzyszące T E R T

W komórkach pierwotniaków (Tetraliymena) opisano dwa białka towarzyszące 
TERT -  80 kD i 95 kD. U drożdży znaleziono białka Estlp  i Est 3p [8]. W 
komórkach ssaków, myszy i szczurów zidentyfikowano TP1/TLP1 (hTEP-1 nazwa 
zarezerwowana dla białka ludzkiego) -  homolog białka o masie 80 kD występującego 
u orzęsków. Podobnie jak w przypadku hTERT, ekspresja tego białka nie koreluje 
dodatnio z aktywnością telomerazową 113]. Ostatnio ustalono, że TLP1 jest iden
tyczne z vaults -  240-kD podjednostką dużego kompleksu rybonukleoproteinowego 
o nieznanej funkcji 1171.

4. REGULACJA AKTYWNOŚCI TELOMERAZY

Choć telomeraza wydaje się być niezbędna do progresywnego wzrostu i nie
ustannej proliferacji komórek nowotworowych, to egzogenna ekspresja tego enzymu 
w komórkach prawidłowych wydłuża ich życie, ale nie promuje zmian typowych 
dla transformacji nowotworowej. Telomeraza nie jest jednak onkogenem. Jej obe
cność umożliwia proliferację, ale jej nie powoduje [3()|. Większość prawidłowych 
komórek pozbawionych aktywności telomerazowej nie ma także hTERT, chociaż 
wykrywa się w nich ekspresję hTR lub białek związanych z telomerazą [301. Sugeruje 
to, że czynnikiem odpowiedzialnym za aktywność telomerazy jest jej podjednostką 
katalityczna i właśnie regulacja ekspresji hTERT jest kluczowa dla wydłużenia 
potencjału proliferacyjnego komórki [30].

Wiele komórek ma aktywność telomerazową w stadium embrionalnym i traci 
ją  podczas różnicowania tkankowego. Istnieją jednak komórki, które zachowują
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T A B E L A  3. Z e sta w ien ie  substancji zm n iejsza ją cy ch  a k ty w n o ść  telom erazy

S u b stan cje  zm n ie jsza ją ce  a k ty w n o ść  te lom erazy

S u b stan cje  indukujące  
ró żn ico w a n ie

C h em iotcrapeutyk i 
przeć i w n o w o t w o ro w e

Inne

2 5 -d ih y d ro k sy  w itam in a  D 3  
K w as all-trans retin ow y  
Estry forbolu  (T P A )  
D w u m c ty lo su lfo tlc n e k  
(D M S O )

C isp latyn a
D u że daw ki cy k lo fo sfa m id u  
D u że daw ki d ok soru b icyn y  
T am o k sy fen

Inhibitory odw rotnej 
transkryptazy (A Z T )  
A n d rogen y  
A n tagon iśc i G U R U  
W oln e rodniki tlen o w e  
T ransfckcja  ch ro m o so m u  3 
A m ifo sty n a  
H eparyna

aktywność enzymu do końca życia osobniczego. Należą do nich między innymi 
aktywowane limfocyty oraz komórki macierzyste [32].

Mechanizmy regulacji aktywności telomerazy pozostają dotychczas nie do końca 
wyjaśnione. Sugeruje się udział bliżej niesprecyzowanych genów represorowych, 
zlokalizowanych na krótkim ramieniu chromosomu 3 |7|.

Wzrost aktywności enzymu na poziomie transkrypcji jest zależny m.in. od bez
pośredniej interakcji produktu onkogenu c-Myc z regionem promotorowym genu 
dla telomerazy [34]. Ważną rolę odgrywa także alternatywne cięcie i składanie 
pierwotnego transkryptu. W regulacji posttranslacyjnej telomerazy kluczową rolę 
pełnią kinazy białkowe serynowo-treoninowe. Fosforylacja hTERT jest niezbędna 
dla prawidłowej aktywności enzymu [30].

W związku z intensyfikacją w ostatnich latach badań nad tlenkiem azotu, zbadano 
wpływ tej substancji na aktywność telomerazy. Okazało się, że jednym z mecha
nizmów opóźnienia starzenia się komórek śródbłonka przez tlenek azotu jest właśnie 
aktywacja telomerazy [31].

Istnieją doniesienia o możliwości 
zahamowania ekspresji telomerazy 
przez wpływ na receptor estrogeno
wy beta. Skuteczne pod tym wzglę
dem okazały się również liczne inne 
substancje (tab. 3), z których część 
to środki stosowane w leczeniu no
wotworów (niektóre cytostatyki, 
substancje indukujące różnicowanie 
komórek) [21]. Ponadto, poznano 
wiele substancji mających właści
wości zwiększania aktywności telo
merazy (tab. 4). Niektóre spośród

\ A B E L A  4. Z e sta w ien ie  substancji z w ię k sz a ją 
cych  a k ty w n o ść  te lom erazy

Substancje z w ięk sza ją cc  a k ty w n o ść  te lom erazy  

A n ty g en y  ak tyw ujące  lim fo cy ty  T  
K arcyn ogen y  ch em iczn e
M utacje w  obręb ie genu  k o d u ją ceg o  te lo m era zę
P rom ien iow an ie  y
Z w ię k szo n a  ekspresja  m yc
K inaza b ia łk ow a  c
T ankyraza
E strogeny
C zyn n ik  w zrostu  naskórka (E G F )___________ _____
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nich odgrywają ważną rolę w procesach transformacji nowotworowej (karcynogeny 
chemiczne, EGF, estrogeny).

5. OZNACZANIE AKTYWNOŚCI TELOMERAZY

Na przestrzeni ostatnich lat wprowadzono do powszechnego użycia wiele testów 
określających długość telomerów, aktywność telomerazy i wykrywających składniki 
kompleksu enzymatycznego (hTR, hTERT).

5.1. Badanie aktywności te lom erazy

Oryginalna metoda oznaczania aktywności telomerazy opiera się na zasadzie 
wydłużania primerów. Polega ona na dodawaniu przez telomerazę sekwencji (5’- 
TTAGGG)n do primerów oligonukleotydowych. Jest wystarczająca dla oceny aktyw
ności enzymu w hodowlach komórkowych, niestety, nie jest dostatecznie czuła 
dla małej liczby komórek z próbek materiału klinicznego [22). Niedogodność ta

R Y C IN A  6. Zasada oznaczania aktyw ności telom erazow ej m etodąT R A P: T elom eraza syntetyzuje now y  
odcinek D N A , dołączając znakow ane izotopem  fosforu nukleotydy do o ligon u kleotyd ow ego  primera. 
Pow stały produkt jest następnie am plifikow any przy pom ocy PCR. Z astosow anie reakcji łańcuchow ej 
polim eryzacji u łatw ia w ykrycie produktu, a tym sam ym  potw ierdza aktyw ność enzym u

http://rcin.org.pl



T E L O M E R Y  I T E L O M E R A Z A  W N O W O T W O R A C H 253

została wyeliminowana w metodzie TRAP (telomeric repeat amplification protocol), 
wykorzystującej reakcję PCR dla namnożenia produktu działania telomerazy. Do 
oznaczenia aktywności telomerazy potrzeba tylko od 100 do 1000 komórek w ba
danym materiale. Skrótowy schemat procesu przedstawiono na rycinie 6 .

Modyfikacją opisanej metody jest test TRAP-ezeTM (Oncor Inc.), wykorzystujący 
primer TS i odwrotny primer CX, zakończony elektroforezą na żelu poliakryla- 
midowym (PAGE). Inne odmiany wprowadzają fragmenty wewnętrzne o długości 
150 bp zapewniające linijność próbki i wykrycie inhibitorów polimerazy Tacj. Istnieją 
także testy o primerach znakowanych fluorescencyjnie, umożliwiające detekcję 
aktywności telomerazowej in situ [22 ], która wydaje się być skutecznym progno
stykiem pojawienia się guza de novo [9].

5.2. O znaczan ie  długości te lom erów

Większość testów wykorzystuje technikę Southern biot do określania liczby i 
długości powtarzających się fragmentów końcowych (TRF). Fragmenty rozpoznające 
telomery są znakowane radioaktywnym izotopem fosforu, a genomowe DNA jest 
trawione odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi. Istnieje także możliwość zna
kowania telomerów za pomocą techniki FISH [301.

6. IMPLIKACJE DIAGNOSTYCZNE

Dzięki „popularności” telomerazy w ostatnich latach opublikowano szereg prac 
opisujących poziom ekspresji tego enzymu w rozmaitych liniach komórek pra
widłowych i stransformowanych. Okazało się, że telomeraza nie może być bez
względnym wyznacznikiem transformacji złośliwej, mimo iż dość ściśle koreluje 
z nowotworzeniem. Wiadomo nie od dziś, że szereg prawidłowych tkanek wykazuje 
pewien poziom aktywności telomerazy. Często pozostają one w bliskim kontakcie 
z ogniskami nowotworzenia, co przy zastosowaniu niezwykle czułych metod oz
naczania aktywności telomerazy (TRAP) może nastręczać dość poważnych trudności 
interpretacyjnych. A waga orzeczenia o przemianie złośliwej jest przecież ogromna. 
W tabeli 5 zestawiono ostatnie dane dotyczące występowania aktywności telo
merazowej w szeregu tkanek prawidłowych i nowotworowych.

Lokalizacja niektórych nowotworów (np. nowotwory układu rozrodczego) utrud
nia wykorzystanie telomerazy jako markera diagnostycznego. Dotyczy to tkanek 
odnawialnych, posiadających komórki pnia i wyżej wymienionych komórek roz
rodczych. Także istnienie mechanizmów wydłużania telomerów alternatywnych dla 
telomerazy stawia pod znakiem zapytania stuprocentową skuteczność rozpoznania 
procesu nowotworowego za pomocą oznaczania aktywności enzymu.
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T A B E L A  5. O b e c n o ść  a k ty w n o śc i te lom erazow ej w  w ybranych  tkankach i n o w o tw orach  |8 |

Tkanki p ra w id ło w e %
o b ecn o śc i
te lom erazy

Pato log ia %  o b e c n o śc i  
te lo m er a zy

B łona  ś lu zo w a  ja m y  ustnej 0 /1 4 0 G ruczolak  przysadki 0 /3 6 0
Próbka żó łc i 1/19 0 S zp iczak 0 /6 0
W ątroba 0 /6 0 W łók n iak ogru czo lak  sutka 23/51 4 5
M ó zg 0 /1 0 0 Rak k o lezy sto k o m ó rk o w y  skóry 9 /1 8 50
P raw id łow y  m elan ocyt 0 /1 0 0 Rak o k rężn icy 3 9 5 /4 7 3 58
Jajnik 0 /8 0 G lio b la s to m a  m u lt i fo rm e 146 /227 64
N erka 0 /1 1 4 0 Rak prostaty 1 70 /207 82
N ad n ercze 0 /4 3 0 Rak żołądka 133 /153 87
T arczyca 2 /6 4 3 Rak sutka 3 6 3 /4 1 7 87
T kanka płucna 7 /1 9 0 4 Rak z kom . w ątroby 2 2 1 /2 4 8 89
Prostata 2 /38 5 Rak endom etrium 9 3 /1 0 4 89
U rothelium 9 /1 8 3 5 Rak trzustki 23/31 91
Sutek 4 /3 6 11 Rak szyjk i m acicy 1 98 /213 93
N askórek 3 0 /1 1 5 26 Rak d rob n ok om órk ow y  płuca 3/3 100
E n d om etr ium -faza  w y d z ie l n icza 2 4 /7 3 33 C h oriocarcin om a 7/7 100
E ndom etrium  - faza  
p roliferacyjna

7 7 /8 5 91 Z ło ś liw y  guz. n adnerczy 9 /9 100

Postuluje się wprowadzenie oznaczania telomerazy do badań przesiewowych 
materiału biopsji cienkoigłowych. Na przykład, istnieją doniesienia o znaczącym 
wzroście ekspresji hTR w komórkach błony śluzowej żołądka przy zakażeniu H e
licobacter pylori. Wskazywałoby to na udział bakterii w procesie nowotworzenia 
[ 15]. Droga do doskonałości jest tu jeszcze daleka. Przy zastosowaniu metody 
TRAP wystarczy zaledwie 0,01% komórek wykazujących ekspresję telomerazy (patrz 
wyżej). Nietrudno wyobrazić sobie tak niewielkie zanieczyszczenie próbki na przy
kład komórkami macierzystymi lub nawet aktywowanymi limfocytami.

7. ALTERNATYWNE METODY WYDŁUŻANIA 
TELOMERÓW (ALT)

Nie od dzisiaj wiemy, że obecność telomerazy nie jest jedynym mechanizmem 
chroniącym telomery przed skracaniem. Istnieje co najmniej kilka sposobów na 
wybrnięcie z problemu replikacji końców liniowego DNA. Wystarczy wymienić 
dla przykładu priming białkowy, strukturę spinki do włosów, konwersję genową 
i rekombinację [36]. Istnieją wyniki eksperymentów, potwierdzające występowanie
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W y stęp o w a n ie  te lo m era zy  i m ech a n izm ó w  A L T  w n ow otw orach

T yp  n ow otw oru L iczba L iczba  próbek L iczba próbek o  n ad zw yczaj d łu g ich
próbek telom erazo-u jem n ych fragm entach  T R F

(% ) T elom eraza  (+ ) T e lom eraza  (-)

C zerniak 9 K U ) 0 1
K ostn iak om ięsak 6 5 (8 3 ) 1 0
Rak sutka 14 4 (2 9 ) 1 0
Rak jajn ika 15 2 (1 3 ) 0 2

Rak płuc 7 1(14) 0 0
Rak kory n adnerczy 6 5 (8 3 ) 2 0

O g ó łem 57 18(31) 4 3

opisanych mechanizmów [3] (tab. 6 ). Komórki nieśmiertelne pozbawione genu dla 
telomerazy mają, jak wykazały badania, wybitnie długie i heterogenne telomery.

Istnieje co najmniej kilka sposobów rekombinacji telomerów, na razie potwier
dzonych badaniami na drożdżach. Jednym z nich jest rekombinacja fragmentów 
homologicznych i konwersja genowa, przedstawione schematycznie na rycinie 7. 
Mechanizmy te są zależne od ekspresji grupy genów RAD52. Istnieją dwa typy 
rekombinacji -  typ pierwszy polegający na konwersji genowej elementów sąsia-

RYC1NA 7. K onwersja genów  jako jeden z m echanizm ów  w ydłużania telom erów  bez udziału te lom e
razy: S ekw encje końców  chrom osom ów  są w ysoce  powtarzalne, a nawet n iekiedy identyczne. K oniec 3' 
jednego chrom osom u m oże dokonać ataku na drugi chrom osom  (2) i użyć je g o  sekw encji jako matrycy 
dla kom órkow ej polim erazy D N A  (3). Synteza brakującego końca 3' zachodzi podobnie do syntezy nici 
opóźnionej (4). U zupełn ien ie brakujących fragm entów nici odbyw a się przy udziale typow ych m echani
zm ów  napraw czych (5)
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dujących z telomerami (seq Y ’); typ drugi dotyczy powtarzających się sekwencji 
samych telomerów [4]. U ssaków zjawiska te zbadano w komórkach ALT nie 
mających telomerazy, o wyjątkowo długich i wysoce zmiennych telomerach. Ko
mórki te mają tzw. ciała PML (promyelocytic leukemia), struktury o kształcie donuta 
zawierające telomerowe DNA, białka TRF1, TRF2, czynnik replikacji A i ludzkie 
formy RAD51 i RAD 52. Wykazano także, że u osób z zespołem Li-Fraumeni 
(heterozygoty dla zmutowanego p53) po mutacji lub utracie drugiego p53 dochodzi 
do spontanicznego unieśmiertelnienia komórek [351.

Problem alternatywnych mechanizmów wydłużania telomerów może odgrywać 
kluczową rolę w niepowodzeniach terapii przeciwnowotworowej wymierzonej w 
telomerazę.

8. W JAKI SPOSÓB TELOMERAZA UMOŻLIWIA 
WZROST NOWOTWOROM?

Telomeraza jest obecna w większości nowotworów człowieka. Charakterystyczne 
dla komórek nowotworowych są jednak bardzo krótkie telomery. Wydaje się, że 
większość nowotworów powstaje ze zmian, w których aktywność telomerazy jest 
znikoma, jeśli w ogóle wykrywalna.

Jak wspomniano, telomeraza nie jest onkogenem. Nie można jej również skla
syfikować jako typowy anty-onkogen (czynnik supresorowy nowotworów), choć 
pełni szereg funkcji ochronnych względem genomu. Klony komórek, do których 
wprowadzono gen dla telomerazy, mają co najmniej trzykrotnie większą zdolność 
do podziałów, a jednocześnie są nadal całkowicie prawidłowe w aspekcie trans
formacji nowotworowej. W wyniku zachowania telomerów, telomeraza utrzymuje 
stabilność genetyczną komórki.

Wiele obserwacji wskazuje również na to, że moment uaktywnienia telomerazy 
jest krytycznie ważnym czynnikiem determinującym los komórki. Jeśli telomeraza 
aktywna jest przed aktywacją onkogenu, to rzeczywiście pełni rolę czynnika supresji 
nowotworów głównie poprzez utrzymanie stabilności genetycznej dzielącej się ko
mórki. Jeśli jednak najpierw dojdzie do uaktywnienia onkogenu (mutacja w obrębie 
genu ras, pojawienie sięonkogenów w irusow ych-HPV E6/E7, SV40) powodującego 
transformację, podziały komórek i skracanie się telomerów do ich krytycznie krótkich 
długości, to telomeraza może „nie zdążyć” ochronić końców chromosomów przed 
nagłą niestabilnością genetyczną. Jeśli jednak rozpocznie w tym momencie wy
dłużanie chromosomów i doprowadzi do odtworzenia telomerów, to może utrwalić 
zaburzenia już powstałe w genomie. Zaburzenia te nie muszą być na tyle nasilone, 
aby uniemożliwić przeżycie komórki, ale na tyle katastrofalne w skutkach, że będą
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sprzyjać pełnej transformacji nowotworowej (na przykład translokacje i amplifikacje 
protoonkogenów).

A zatem w procesie progresji nowotworowej, gdy w wyniku podziałów komórek 
dochodzi do stopniowego skracania się telomerów, nadchodzi moment, gdy stają 
się one krytycznie krótkie. W większości wypadków doprowadza to do uaktywnienia 
p53 lub pRb, powodując zahamowanie proliferacji komórek i uniemożliwiając dalszą 
progresję nowotworu. Brak w tym momencie (w wyniku mutacji lub zahamowania 
aktywności) p53 lub pRb umożliwia nie tylko dalsze podziały komórek, ale również 
szereg zaburzeń genetycznych wynikających z niechronionych telomerami końców 
chromosomów [1]. Większość powstających translokacji i fuzji chromosomów jest 
letalna dla komórek, ale w niektórych spośród nich dochodzi do powitania poważnych 
uszkodzeń mechanizmów chroniących przed progresją nowotworową. Jeśli w części 
spośród tych komórek dojdzie (za pomocą jakiegokolwiek mechanizmu) do ua
ktywnienia telomerazy, to możliwe jest zabezpieczenie telomerów na tyle, że nie 
powstają kolejne, coraz bardziej letalne mutacje, a możliwa jest proliferacja i dalsza 
progresja guza. A zatem w trakcie powstawania nowotworu, w dość wczesnym 
etapie dochodzi do poważnej niestabilności genetycznej, po której następuje utrwa
lenie sprzyjających progresji nowotworowej zmian.

Co ciekawe, u myszy transgenicznych, nie mających genu dla telomerazy (mTR^’), 
obserwuje się częstsze powstawanie spontanicznych nowotworów [20]. Podobnie, 
brak telomerazy na tle niedoboru p53 znacznie zwiększa częstość powstawania 
nowotworów u myszy [5]. Obserwacje te wydają się zatem potwierdzać hipotezę 
zakładającą protekcyjny wpływ telomerazy na proces transformacji nowotworowej, 
przynajmniej we wczesnych etapach tego procesu. Z drugiej strony u podwójnie 
transgenicznych myszy nie mających ani telomerazy, ani INK4a (jeden z czynników 
supresji nowotworów) znacznie rzadziej powstają nowotwory niż u myszy mających 
tylko delecję INK4a [10].

Okazuje się, że ludzkie fibroblasty lub komórki nabłonkowe można przekształcić 
w komórki nowotworowe in vitro wprowadzając do nich zaledwie trzy geny za
burzające co najmniej 4 niezależne procesy. Do transformacji in vitro potrzebne 
są geny kodujące: protoonkogen H-ras, wielki antygen T wirusa SV40 (hamujący 
aktywność p53 oraz pRb) oraz telomerazę. Do transformacji mysich komórek wy
starczają tylko dwa pierwsze geny. Wynika to z co najmniej 5-krotnie dłuższych 
telomerów mysich.

9. STRATEGIE W HAMOWANIU TELOMERAZY

Telomeraza jest obecna i aktywna w większości nowotworów człowieka. Jed
nocześnie jest praktycznie niewykrywalna w prawidłowych komórkach (z nieli
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cznymi opisanymi powyżej wyjątkami). Mało tego, wiele obserwacji wskazuje, 
że telomeraza nie jest jedynie zwykłym markerem komórek nowotworowych. Jest 
aktywna i wydaje się niezbędna do progresywnego wzrostu guzów. Trudno zatem 
wyobrazić sobie bardziej idealny cel terapii przeciwnowotworowej. Co więcej, jeśli 
okazałoby się, iż rzeczywiście hamując telomerazę można zahamować wzrost no
wotworów, strategia ta byłaby uniwersalna -  umożliwiłaby leczenie niemal każdego 
(!) nowotworu.

Pojawienie się telomerazy w komórkach nowotworowych jest najprawdopodob
niej niezbędnym etapem przeżycia tych komórek w momencie osiągnięcia fazy 
M2. Wydaje się bowiem, że nawet obecność mutacji w obrębie genów kodujących 
kilka protoonkogenów (ras, myc) oraz genów supresji nowotworów (p53, Rb) nie 
wystarcza do imortalizacji. Przy zbyt krótkich telomerach dochodzi do stopniowej 
kumulacji coraz większej liczby defektów genetycznych (fuzji chromosomów, trans- 
lokacji itp.) uniemożliwiających przeżycie nawet „najbardziej stransformowanych” 
komórek nowotworowych.

Pojawienie się telomerazy w komórkach nowotworowych jest dość późnym eta
pem w rozwoju guzów. Świadczy o tym fakt, iż dopiero w większości zaawan
sowanych nowotworów telomery są relatywnie krótkie. Najprawdopodobniej więc 
w wyniku selekcji w rozwijającym się guzie dochodzi do wybiórczego przeżycia 
tych komórek, które niejako „nauczyły się” utrzymywać ekspresję telomerazy i 
dzięki temu potrafią przejść przez fazę M2 procesu starzenia się komórek. Obecność 
krótkich telomerów w komórkach nowotworowych jest cechą dość ważną i korzystną 
dla potencjalnej terapii antytelomerazowej. Gdyby bowiem telomery miały długość 
porównywalną do prawidłowych komórek somatycznych, to nawet przy zahamo
waniu telomerazy, do momentu krytycznego skrócenia się telomerów mogłoby dojść 
nawet do kilkudziesięciu podziałów komórkowych. Wystarczyłoby to, aby z jednej 
komórki powstał twór o wielkości porównywalnej do dorosłego człowieka.

Proces wydłużania telomerów próbowano zahamować na wiele różnych sposobów. 
Wydaje się jednak, że najskuteczniejsze będą strategie opierające się o niskoczą- 
steczkowe inhibitory telomerazy jako odwrotnej transkryptazy.

Pierwsze obserwacje wskazujące na potencjalną użyteczność inhibitorów telo
merazy w leczeniu nowotworów opierały się na próbach zahamowania wydłużania 
telomerów oligonukleotydami antysensownymi bądź też poprzez transfekcję ko
mórek nowotworowych genami kodującymi dominujące-nieaktywne telomerazy. 
Oligonukleotydy antysensowne wobec hTR wprowadzone do komórek glejaka wy
wołały dwa odmienne efekty: apoptozę lub różnicowanie się komórek nowotwo
row ych po około  30 podw ojen iach  populacji  [18]. T ransfekc ja  kom órek 
nowotworowych plazmidami kodującymi dominujące-nieaktywne pochodne telo
merazy indukowały apoptozę komórek nowotworowych. Efekt ten był obserwowany 
tym wcześniej, im krótsze były telomery poddawanych terapii komórek [12]. W y
dłużanie telomerów próbowano również zahamować innymi metodami. Wydaje
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się, że największe szanse na zastosowanie w klinice mają niskocząsteczkowe in
hibitory telomerazy [ 16, 19]. Tego typu leki sprawdziły się już jako inhibitory 
odwrotnej transkryptazy stosowanej w leczeniu H1V.

Te wstępne obserwacje z pewnością utwierdzają badaczy w przekonaniu, iż 
zahamowanie telomerazy może okazać się skuteczną metodą leczenia nowotworów, 
szczególnie tych z krótkimi telomerami. Istnieją również wstępne dane sugerujące 
efektywne profilaktyczne zastosowanie terapii polegającej na blokowaniu telome
razy, przynajmniej u chorych z wrodzonymi predyspozycjami genetycznymi do 
powstawania niektórych nowotworów 114]. Pojawia się oczywiście zapotrzebowanie 
na proste i niezawodne metody oceny długości telomerów w nowotworach. Godne 
uwagi jest również to, iż u pacjentów z nawrotem chłoniaka, komórki nowotworowe 
mają krótsze telomery [24]. Czyżby zatem terapia antytelomerazowa okazała się 
nawet skuteczniejsza u tych chorych, u których zawiodły dotychczas stosowane 
metody leczenia? Czy udało się znaleźć piętę achillesową nowotworów, czy rze
czywiście mamy do czynienia z panaceum na nowotwory? Czy komórki nowo
tworowe mogą rozwinąć oporność na nowe leki, czy alternatywne mechanizmy 
replikacji telomerów są w stanie pokrzyżować plany onkologów? Na te pytania 
na razie trudno odpowiedzieć. Z pewnością należy poczekać jeszcze wiele lat, 
aby upewnić się, czy nasze nadzieje nie okażą się kolejnym rozczarowaniem zwią
zanym z terapią choroby powodującej cierpienie, lęk i nieuchronną śmierć większości 
dotkniętych nią osób.
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HAM OW ANIE POTRANSLACYJNEJ MODYFIKACJI 
BIAŁEK RAS JAKO NOWA METODA TERAPII 

NOW OTW ORÓW

IN H IB IT IO N  O F  P O S T T R A N S L A T IO N  AL RAS M O D IF IC A T IO N  
AS A N E W  M E T H O D  O F  C A N C E R  T R E A T M E N T

Daria NURZYŃSKA, Andrzej DEPTAŁA 

Klinika Hematologii i Onkologii Akademii Medycznej w Warszawie

S treszczen ie: Białku R AS odgryw ają k luczow ą rolę w regulacji wzrostu i różnicow ania się komórek, 
biorąc udział w aktyw acji łańcucha przekaźników  w ew nątrzkom órkow ych. M utacje genów  Ras. stw ier
dzane w ok oło  30% now otw orów  u ludzi, prowadzą do produkcji zm utow anych białek R A S, które 
przekazują do komórek sygnały n iepodlegające regulacji przez zew nątrzkom órkow e cytokiny. Stw ier
dzenie, żed la  funkcjonow ania białek RAS niezbędne jest ich połączenie z błoną kom órkow ą, które zależy  
od reakcji farnezylacji przebiegającej z udziałem  transferazy farnezylow cj, doprow adziło  do /..syntety
zow ania zw iązków  ham ujących ten enzym . W artykule przedstaw iono rolę białek RAS w przekazywaniu  
sygnałów  do kom órek, ich potranslacyjnąm odyfikację i m echanizm y aktywacji białek RAS prow adzące  
do zm iany fenotypu komórek. Następnie scharakteryzowano różne grupy inhibitorów transferazy 
farnezylow cj i podsum ow ano w yniki badań dotychczas przeprowadzonych z ich użyciem .
(P o stą p y  B io log ii K om órki 2001; 28: 2 6 3 -2 7 6 )

S łow a k lu czow e:  białka R A S, transferaza farnezylow a, inhibitory transferazy farnezylow cj.

Sum m ary: RAS proteins play pivotal role in the control o f  cell growth and differentiation due to their 
ability to activate several downstream  effectors. M utations o f  Ras genes, occurring in approxim ately 30%  
o f  human cancers, result in a production o f  mutated RAS proteins that continue to provide uncontrolled  
proliferative signals. The observation, that addition o f  a farnesyl m oiety in a reaction catalyzed by 
farnesyltransfera.se is essential for the R AS proteins cell membrane association and their activity, has led 
to the developm ent o f  farnesyltransferase inhibitors. This review  aim s to outline the role o f  RAS proteins 
in the signal transduction, their posttranslational m odification and the w ays in w hich deregulated RAS  
function m ay be involved  in cancerogenesis. Subsequently, different types o f  farnesyltransferase inhibi
tors and their effectiv en ess in b iological studies are rew ieved.
(A dvan ces in C e ll B io logy  2001; 28: 2 6 3 -2 7 6 )

K ey w ords: R A S proteins, farnesyltransferase, farnesyltransferase inhibitors.
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W ykaz stosow an ych  skró tów :  EGF (ep id erm a l g row th  factor)  -  czynnik wzrostu naskórka, IGF  
(Insulin-like g row th  fa c to r)  -  insulinopodobny czynnik wzrostu, GTPaza -  hydrolaza guanozynotrójfo- 
sforanu, GTP -  guanozynotrójfosoforan, GDP -  guanozynodw ufosforan, PDGF (p la te le t-d e live red  
grow th  fa c to r) - p łytkopochodny czynnik  wzrostu, FGF (fib rob lasts grow th  fa c to r)  -  czynnik  wzrostu  
fibroblastów , NGF (n erves g row th  factor)  -  czynnik wzrostu nerw ów , GM-CSF (g ran u locyte-m acrop- 
h age co lon y stim ula ting  fa c to r )  -  czynnik pobudzający tw orzenie kolonii granulocytów  i m akrofagów , 
INF -  interferon, TGF-(3 -  (transform ing grow th  fa c to r )  -  transformujący czynnik w zrostu, GRB  
(grow th  fa c to r  recep tor-b in d in g  p r o te in ) -  białko w iążące się z receptorem  dla czynnika w zrostu, GEF  
(guan ine n u cleo tide  ex c h a n g e fa c to rs )-c z y n n ik i biorące udział w w ym ianie nuk leotydów guan inow ych , 
G AP (G T P ase  a c c e le ra to r  p ro te in ) -  białko przyspieszające działanie hydrolazy guanozynotrój fosfora
nu, NF -  neurofibrom ina, M APKK  (m itogen  a c tiva ted  pro te in  kinase kinase) -  kinaza kinazy białkowej 
aktyw ow anej m itogenem , M APK (m itogen  a c tiv a te d  kinase) -  kinaza aktyw ow ana m itogenem , ERK  
(ex tra ce llu la r s ig n a l-reg u la ted  k inases) -  kinazy regulow ane przez sygnał pozakom órkow y, PI-3K  
(p h o sp h a tyd y lo in o sito l-3 -O H -kinase) -  kinaza fosfatydyloinozytolu , FAB -  m iędzynarodow a k lasyfi
kacja ostrych białaczek szp ikow ych , P D G F -R (p la te le t-d e liv e re d  grow th  /n c /o r )-r e c e p to r  dla płytkopo- 
c h o d n e g o  c z y n n ik a  w z r o s tu , FTaza -  t r a n s fe r a z a  f a r n e z y lo w a ,  G G T a z a  -  tran sferaza  
geranylogeranylow a, FDP -  farnezylodw ufosforan, G GDP -  geranylogeranylodw ufosforan, SAM -  
S-adenozylo-L -m etionona, FTI (farn esyltransferase inh ibitor) -  inhibitor transferazy farnezylow ej.

WSTĘP

Za nowotworową transformację komórek odpowiedzialne są zmiany w ich ge
nomie, polegające na aktywacji onkogenów, ew. z towarzyszącą inaktywacją anty- 
onkogenów. Znajomość tych zmian i ich identyfikacja na poziomie molekularnym 
daje szansę na terapię celowaną w chorobach nowotworowych. Opisana w artykule 
rodzina białek RAS bierze udział w procesie fosforylacji cytoplazmatycznych białek 
przekaźnikowych i w efekcie wpływa na proces proliferacji i różnicowania się 
komórek. Mutacje w obrębie kodujących je genów, a także zmiany dotyczące innych 
białek tworzących ten sam łańcuch przekaźników, prowadzą do aktywacji białek 
RAS niezależnej od zewnątrzkomórkowych czynników wzrostu. Skutkiem tego jest 
nadmierna proliferacja komórek (niepodlegająca hamowaniu kontaktowemu) i za
hamowanie ich apoptozy. Zablokowanie tego procesu umożliwiają inhibitory trans
ferazy farnezylowej -  enzymu uczestniczącego w potranslacyjnej modyfikacji białek 
RAS. W artykule przedstawiono związki z tej grupy oraz ich działanie na komórki 
nowotworowe w testach in vitro i badaniach przeprowadzonych na zwierzętach.

GENY RAS I ICH PRODUKTY

Protoonkogeny z grupy Ras biorą udział w regulacji procesów związanych ze 
wzrostem i różnicowaniem się komórek. Zidentyfikowano dotychczas trzy geny 
należące do tej grupy: H-Ras (o budowie homologicznej z onkogenem mysiego 
wirusa mięsaka Harvey), K-Ras (homologiczny z onkogenem mysiego wirusa mię
saka Kirsten) i N-Ras (nie wykazujący homologii z żadnym onkogenem retro- 
wirusowym i wyizolowany po raz pierwszy z linii komórek nerwiaka zarodkowego).
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Wynikiem translacji onkogenów Ras są białka RAS zbudowane ze 188 lub 189 
aminokwasów, o masie cząsteczkowej 21 kD (p21 ras), nazywane odpowiednio H- 
RAS, N-RAS, K-RAS4A i K-RAS4B (białka K-RAS powstają na skutek różnej 
potranslacyjnej obróbki produktu genu K-Ras). Charakterystyczną cechą ich budowy 
jest specyficzna sekwencja aminokwasów na C-końcu łańcucha, określana jako 
CAAX, gdzie C odpowiada cysteinie, Al i A2 to aminokwasy alifatyczne (zwykle 
walina, leucyna lub izoleucyna), a X to metionina lub seryna [27]. Białka te, dzięki 
swym właściwościom, stały się obiektem intensywnych badań mających na celu 
opracowanie nowej grupy leków przeciwnowotworowych.

DZIAŁANIE BIAŁEK RAS

Odkrycie funkcji i mechanizmów działania białek G (za które A. Gilman i M. 
Rodbel otrzymali w 1994 r. Nagrodę Nobla) pozwoliło na dokładniejsze zrozumienie 
procesów odpowiedzialnych za wzrost i różnicowanie się komórek. Białka te stanowią 
rodzaj pomostu pomiędzy receptorami znajdującymi się na powierzchni komórek 
a efektorami zlokalizowanymi w obrębie jądra komórkowego lub poszczególnych 
kompartmentówcytosolu. Posiadają one aktywność hydrolazy guanozynotrójfosfora- 
nu (GTPazy), a ich zdolność do aktywacji kolejnych białek przekaźnikowych (kinaz 
białkowych) związana jest ze zmianą ich konformacji wynikającej z wiązania GTP 
i jego hydrolizy do GDP [4|. Właściwości takie Ma produkt protoonkogenu Ras 
-  białko p21ras (białko RAS), a także m.in. białka RAP1, RAP2, RAL, RHEB, 
TC21. Występują one we wszystkich komórkach eukariotycznych odpowiadając 
za ich wzrost i różnicowanie kontrolowane przez zewnątrzkomórkowe cytokiny, 
takie jak: czynnik wzrostu naskórka (EGF), insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF), 
płytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), czynnik wzrostu fibroblastów (FGF), 
czynnik wzrostu nerwów (NGF), interleukiny, czynnik pobudzający kolonie gra- 
nulocytów i makrofagów (GM-CSF), interferon (INF) a ,  (3 i y, transformujący 
czynnik wzrostu (TGF-(3), a także hormony (insulina) i neurotransmitery.

Przyłączenie czynnika wzrostu prowadzi do fosforylacji receptorów, a proces 
ten zachodzi (w zależności od typu receptora) dzięki dimeryzacji i wewnętrznej 
aktywności kinazy tyrozynowej (receptory dla EGF, IG F-1, PDGF, FGF, NGF), 
cytoplazmatycznym kinazom tyrozynowym (receptory dla erytropoetyny, GM-CSF, 
IL-2, 3, 4, 5, 6 , 7, 9, 12 i 15, INFa, (3 i y) lub własnej kinazie serynowo-treoninowej 
(TGF-[3) (rye. 1). Fosforylacja receptora dla cytokin prowadzi z kolei do aktywacji 
białka GRB-2 (growth factor receptor-binding protein), którego rola polega na 
rekrutacji białek (np. Sos -  son o f  sevenless) określanych jako GEF (guanine nuc
leotide exchange factors), które przyspieszając odłączenie cząsteczki GDP od białek 
RAS, umożliwiają im połączenie się z nową cząsteczką GTP i przejście w postać 
aktywną. Z kolei inne białka, GAP (GTPase accelerator proteine) oraz neurofi- 
brom ina(NFl), przyspieszają hydrolizę GTP i inaktywację białek RAS [21 ]. Obecnie
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RY C IN A  1. Schem at łańcucha białek przekaźnikow ych. Połączenie się czynnika wzrostu (G F) z 
receptorem  prowadzi do aktyw acji szeregu cytoplazm atycznych kinaz b iałkow ych. A ktyw ność białek  
Ras regulują białka G E F/SO S (przyspieszają odłączenie cząsteczki G D P od RAS i przyłączenie GTP) 
i białka G AP/N F1 (przyspieszają hydrolizę GTP zw iązanego z RAS)

wiadomo, że zmutowana postać białek RAS wykazuje zmniejszoną zdolność do 
interakcji z GAP, przez co pozostają one dłużej w swej postaci aktywnej i powodują 
przedłużoną aktywację białek efektorowych tworzących kolejne ogniwa łańcucha 
przekaźników.

Wydaje się, że dla dalszego przekaźnictwa sygnałów najistotniejsze jest po
średnictwo białek RAF-1. Ich aktywacja przez RAS prowadzi do fosforylacji 
MAPKK (mitogen activated protein kinase kinase), a ta powoduje fosforylację 
MAPK (mitogen activated kinase), czyli ERK (extracellular signal-regulated k i
nases). Kinazy te aktywują szereg substratów znajdujących się na obszarze jądra 
komórkowego, w tym jądrowy czynnik transkrypcyjny Elki, czego ostatecznym 
wynikiem staje się transkrypcja genów związanych z proliferacją komórek. Białka 
RAS aktywowane po związaniu z GTP wpływają także na funkcje innych białek 
o podobnych właściwościach, białek Rac i Rho. Ich aktywacja związana jest przede 
wszystkim z wpływem na cytoszkielet komórki i regulacją takich procesów, jak: 
śródkomórkowy transport endosomalny, adhezja komórek i tworzenie wypustek 
błony komórkowej [35]. Najnowsze opracowania wskazują na istotny udział białek 
Rho w apoptozie komórki [32]. Spośród szeregu innych kinaz, które aktywowane 
są przez RAS-GTP, na uwagę zasługuje także PI-3K (phosphatydyloinositol-3-OH- 
kinase) związana z regulacją działania aktyny i integryn, transportem endosomalnym 
w obrębie komórki i hamowaniem apoptozy. Do białek, których funkcja regulowana 
jest przez PI-3K, należy p70s6k [7], odpowiedzialne za fosforylację i aktywację
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białka S6 wchodzącego w skład podjednostki 40S rybosomów i niezbędnego dla 
przejścia komórki z fazy G1 do fazy S [24] oraz kinaza białkowa AKT, której 
aktywacja odgrywa rolę w regulacji apoptozy [10].

AKTYWACJA BIAŁEK RAS

Nadmierna aktywacja białek RAS może być spowodowana nie tylko mutacją 
kodującego je genu, ale także zmianami w obrębie receptorów dla czynników wzrostu 
lub aktywacją innych kinaz białkowych, za których pośrednictwem dochodzi do 
pobudzenia białek RAS. Powstanie nowej odmiany łańcucha polipeptydowego jest 
wynikiem punktowej mutacji protoonkogenu Ras (najczęściej w pozycji 12, 13 
lub 61), stwierdzanej w komórkach około 30% nowotworów [4]. W raku gru
czołowym trzustki zmutowany protoonkogen Ras stwierdzany jest w 90% przy
padków, w raku jelita grubego w 50%, w raku płuc w 30%, a w raku tarczycy 
w 50%. Przyczyną powstawania zmutowanych RAS są najczęściej mutacje pro
toonkogenu N-Ras, rzadziej K-Ras, a mutacje H-Ras stwierdza się tylko sporadycznie. 
Najczęściej identyfikowaną mutacją białek RAS jest zamiana glicyny w pozycji 
12 na serynę, cysteinę, argininę, asparaginę, alaninę lub walinę [34 ].

Wśród chorób rozrostowych układu krwiotwórczego wzmożoną akty wację białek 
RAS stwierdzano w zespołach mielodysplastycznych i ostrej białaczce szpikowej, 
a także w szpiczaku mnogim. Wiadomo obecnie, że zaburzenie aktywności białek

T A B E L A  1. C z ę s to ść  m utacji zw ią za n y ch  ze  zm ian ą  ak tyw n ości R A S  w  kom órkach n o w o tw o ro 
w ych ; z m o d y fik o w a n o  na p o d sta w ie  prac: R o w iń sk ieg o  [36] i R eutera [34]

T yp  n ow otw oru T yp  aktyw acji %  n o w o tw o ró w
Rak sutka H, K -R a s 0 - 2
Rak jajn ika K -R a s 1 5 -2 3
Rak je lita  g ru b eg o K -R a s 3 6 - 5 0
Rak trzustki K -R a s 7 8 - 9 5
N asien iak K, N -R a s 4 0 - 4 3
C zerniak K -R a s 1 6 -2 0
Rak tarczy cy  p ęch erzy k o w y H, K, N -R a s 53
Rak ta rczycy  b rod aw k ow aty ? 25
Rak ta rczycy  n iezró żn ico w a n y H, K, N -R a s 58
Rak płuc g r u c z o ło w y K -R a s 2 2 - 3 0
O stra b ia ła czk a  sz p ik o w a N, K -R a s  t( 12, 19) T e l-A b l 2 0 - 3 0
P rzew lek ła  b ia ła czk a  m ie lo m o n o c y to w a N, K -R a s  t (5 , 12) T el-P D G FR (3 5 0 - 7 0
P rzew lek ła  b ia ła czk a  sz p ik o w a t (9 , 22 ) B C R -A b l 95
P rzew lek ła  b ia łaczk a  sz p ik o w a  typu N -R a s  in aktyw acja  N F -1 30
d z ie c ię c e g o
Ostra b ia ła czk a  lim fa ty czn a N, K -R a s 2 0
S zp icza k  m n o g i N, K -R a s 3 0 - 1 0
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RAS prowadzi do proliferacji krwiotwórczych komórek progenitorowych oraz ich 
kumulacji będącej skutkiem zahamowania apoptozy, jednak dokładny mechanizm 
zmian prowadzących do powstania klonu komórek białaczkowych pozostaje nie
znany. Mutacje Ras powodujące powstanie onkogennych białek RAS u osób z 
ostrą białaczką szpikową zidentyfikowano po raz pierwszy w 1983 roku [6 j. Nie 
stwierdzono dotychczas, aby obecność zmutowanych RAS była związana z kon
kretnym typem ostrej białaczki szpikowej wg FAB. Dotychczasowe badania oce
niające wpływ obecności mutacji na rokowanie doprowadzają do sprzecznych 
wniosków [33].

W przewlekłej białaczce szpikowej z obecnością chromosomu Philadelphia mu
tacje białek RAS stwierdza się niezmiernie rzadko. Mimo to, w komórkach bia
łaczkowych z translokacją pomiędzy chromosomem 9 i 22 prowadzącą do fuzji 
genów kodujących białka BCR i Abl, stwierdza się zwiększone stężenie białek 
RAS związanych z GTP. Fuzyjne białko BCR-ABL wykazuje aktywność kinazy 
tyrozynowej i jest zdolne fosforylować kompleks Sos/Grb-2, przy pomocy którego 
białka RAS przyłączają nową cząsteczkę GTP. Ekspresja białka BCR-ABL w ko
mórkach krwiotwórczych prowadzi do transformacji komórek polegającej na ich 
proliferacji niezależnej od czynników wzrostu, zablokowaniu różnicowania i za
hamowaniu apoptozy [14].

W przewlekłej białaczce szpikowej typu dziecięcego nie stwierdza się chro
mosomu Philadelphia, ale badania molekularne również wskazują na istotny udział 
białek RAS w jej patogenezie. U osób z nerwiakowłókniowatością typu I (defekt 
genetyczny zlokalizowany na chromosomie 17), u których ten rodzaj białaczki wy
stępuje znacząco częściej niż u innych osób w tej samej grupie wiekowej, stwierdzono 
delecję genu kodującego neurofibrominę-1 (NF-1), białko odpowiadające za hy
drolizę GTP związanego z cząsteczką RAS i inaktywację białek RAS [3]. Powstanie 
tego typu białaczki u osób bez neurofibromatozy wydaje się zależeć od często 
stwierdzanej obecności mutacji genu Ras.

Inna mutacja, nie dotycząca bezpośrednio białek RAS, ale prowadząca do jego 
aktywacji, występuje w przewlekłej białaczce mielomonocytowej. Translokacja po
między chromosomami 5 i 12 powoduje fuzję genu kodującego białko Tel (nazwa 
od pierwszych liter słów translocation, Ets, leukemia), będącego czynnikiem trans- 
krypcyjnym z rodziny Ets, z genem dla receptora beta płytkopochodnego czynnika 
wzrostu (PDGF-R[3). Powstające białko ulega dimeryzacji bez obecności zewną- 
trzkomórkowego czynnika wzrostu, a następująca autofosforylacja receptora pro
wadzi do aktywacji białek RAS [17].

Niezależnie od mechanizmu, aktywacja białek RAS prowadzi do rekrutacji białek 
efektorowych niepodlegającej regulacji przez zewnątrzkomórkowe czynniki wzrostu. 
Sposób na zatrzymanie tego procesu stanowi ingerencja w potranslacyjną mody
fikację białek RAS, która w prawidłowych warunkach, poprzez zwiększanie hy-
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drofobowości i umożliwianie im kontaktu z błoną komórkową, jest niezbędna dla 
ich funkcjonowania.

MODYFIKACJA BIAŁEK PRZEKAŹNIKOWYCH

Produktem genu Ras jest propeptyd (pro-Ras). Aby białka RAS mogły pełnić 
funkcje białek przekaźnikowych, muszą one przyłączyć się do wewnętrznej po
wierzchni błony komórkowej. Pierwszym etapem modyfikacji ich właściwości jest 
prenylacja (ryc. 2). Odbywa się ona przy udziale enzymów transferazy farnezylowej 
(FTaza) lub geranylogeranylowej (GGTaza I i II) [8 ]. Pierwszy z nich katalizuje 
reakcję farnezylacji, czyli kowalencyjnego przyłączenia 15-węglowej lipidowej gru
py farnezylowej pochodzącej z farnezylodwufosforanu (FDP) do cysteiny wcho
dzącej w skład charakterystycznej dla białek RAS sekwencji CAAX. Drugi, bierze 
udział w przyłączeniu jednej lub dwóch 20-węglowych grup geranylogeranylowych, 
pochodzących z geranylogeranylodwufosforanu (GGDP) [15]. Enzymy te nie mają 
ścisłej specyficzności substratowej. Wiadomo, że FTaza ssaków prenyluje białka 
mające sekwencję CAAX oraz sam tetrapeptyd CAAX, w których X odpowiada 
metioninie (K-RAS4B, laminina B), serynie lub glicynie (H-RAS), wykazując duże 
powinowactwo do substratów z metioniną. FTaza ponadto może brać udział w 
reakcji przenoszenia grupy geranylogeranylowej (wiąże się ona z FDP tylko 30 
razy silniej niż z GGDP, w porównaniu z 300 razy silniejszym wiązaniem się 
GGTazy z GGDP niż z FDP). GGTaza preferencyjnie modyfikuje substraty, w 
których aminokwasem X jest leucyna, ale reakcji z jej udziałem mogą podlegać 
także K-RAS4B i inne białka, które typowo przyłączają grupę farnezylową oraz 
białko Rho B [8,9,25]. Prawidłowe białka znajdujące się w komórce podlegają

R Y C IN A  2. Reakcja prenylacji białek R AS przy udziale transferazy farnezylow ej 15-w ęglow a grupa 
farnezylow a zostaje przeniesiona na cysteinę w chodzącą w skład charakterystycznej dla białek RAS 
sekw encji C A A X
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przeważnie geranylogeranylacji, podczas gdy białka będące produktem zmutowanego 
genu przyłączają grupę farnezylową [ 12]. Prenylowane białka cechuje większa hy- 
drofobowość, a w związku z tym zdolność do łączenia się z lipidową warstwą 
błony komórkowej.

Kolejnym etapem modyfikacji białek RAS jest katalizowane przez proteazę usu
nięcie fragmentu AAX z łańcucha polipeptydowego, a następnie metylacja no
wopowstałej grupy karboksylowej przy udziale transferazy karboksymetylowej 
(dawcą grupy metylowej jest S-adenozyno L-metionina, SAM). Dodatkowo wszy
stkie białka RAS, oprócz K-RAS4B, przyłączają przy udziale transferazy palmity- 
nianowej resztę kwasu palmitynianowego do cząsteczki cysteiny znajdującej się 
najbliżej aminokwasu farnezylowanego. Reakcje te powodują dalsze zwiększanie 
hydrofobowości cząsteczek RAS, jednak już sama prenylacja zapewnia im zdolność 
do integracji z błoną komórkową [36]. Wydaje się zatem, że zablokowanie aktywności 
transferazy farnezylowej zahamuje nadmierną aktywację zmutowanych białek RAS.

INHIBITORY TRANSFERAZY FARNEZYLOWEJ

Inhibitorami FTazy mogą być:
analogi FDP, które konkurują z farnezylodwufosforanem o miejsce wiązania 
z transferazą farnezylową,
tetrapeptydy lub peptydy zawierające zmodyfikowaną sekwencję CAAX i 
wiążące się konkurencyjnie z enzymem w miejscu rozpoznającym tę sekwen
cję,
analogi zawierające w swej cząsteczce obydwa substraty dla FTazy.

Badania przedklin iczne

Jednym z pierwszych związków syntetycznych posiadających zdolność hamo
wania transferazy farnezylowej w hodowli komórkowej jest kwas a-hydroksyłar- 
nezylfosfonowy, należący do grupy analogów FDP. Związki o tej budowie blokują 
działanie enzymu i aktywację białek H-RAS w stężeniu lp.mol/1 [16]. FDP jest 
substratem dla wielu reakcji zachodzących w komórce nie tylko przy udziale FTazy, 
dlatego obecność jego analogów może wpływać także na przebieg innych procesów 
i powodować toksyczne skutki uboczne. Uniknięcie ich możliwe będzie dzięki zsyn- 
tetyzowaniu analogu o wyższym od FDP powinowactwie do FTazy i wybiórczym 
wiązaniu się właśnie z tym enzymem. Kwas a-hydroksyfarnezylfosfonowy ma 10 
razy wyższe od FDP powinowactwo do FTazy.

Peptydy zawierające sekwencję CAAX, rozpoznawaną przez FTazę, należą do 
drugiej grupy inhibitorów enzymu. Wykorzystanie ich potencjalnych właściwości 
w komórkach jest utrudnione ze względu na specyficzną budowę cząsteczki. Związki 
te są anionami (mają bowiem wolną grupę karboksylową), co ogranicza ich prze-
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chodzenie przez błonę komórkową. Zsyntetyzowanie proleków, będących estrami 
lub laktonami, umożliwia ich transport do wnętrza komórki, gdzie muszą ulec hy
drolizie w celu aktywacji. Niestety, poza podatnością na hydrolizę przez enzymy 
wewnątrzkomórkowe, są one także wrażliwe na działanie esteraz i innych hydrolaz 
osoczowych i wewnątrzkomórkowych [36]. Wysiłek chemików skupia się więc 
na syntezie związków, które będą oporne na działanie esteraz osoczowych oraz 
proteaz, ale będą podlegać przemianom komórkowym umożliwiającym ich przejście 
z postaci proleku do formy aktywnej.

Związek L-731,735, który różni się od peptydu CAAX brakiem wiązań amidowych 
i obecnością homoseryny zamiast metioniny, jest stabilnym i wybiórczym inhibitorem 
FTazy in vitro, powodującym zahamowanie wzrostu komórek o 50% (IC50) w 
stężeniu 18 nmol/1. Prolek L-731,734 w większym stopniu dociera do wnętrza 
komórki, ale hamuje aktywność RAS w komórkach zawierających zmutowany gen 
v-Ras słabiej niż związek wyjściowy [23].

L-738,750 oraz jego estrowa pochodna L-739,749, w których wiązanie amidowe 
pomiędzy dwoma aminokwasami zastąpiono mostkiem oksyeterowym, powodują 
zablokowanie niepodlegającego hamowaniu kontaktowemu wzrostu komórek linii 
Rat-1 transfekowanych genem H-Ras oraz komórek ludzkiego raka gruczołowego 
trzustki zawierających zmutowany gen K-Ras, myc i p35. W hodowli tych komórek, 
po inkubacji z L-739,749, zaobserwowano degradację DNA i apoptozę. L-739,749 
zmniejsza ponadto o 6 6 % wzrost guza u nagich myszy transfekowanych zmutowanym 
genem H-Ras (w porównaniu z 33% zmniejszeniem wzrostu guza w tych samych 
warunkach przez doksorubicynę) [22]. Działanie tych inhibitorów FTazy może być
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związane z pośrednim wpływem na białka tworzące cytoszkielet komórki [31]. 
Pojedyncza ekspozycja fibroblastów zawierających zmutowane Ras na L-739,749 
powodowała odwracalne zmiany morfologiczne, natomiast powtarzany wpływ in
hibitora FTazy wyrażał się zahamowaniem wzrostu komórek.

Inny przedstawiciel tej grupy leków, L-744,832, został poddany badaniom na 
mysim modelu białaczki szpikowej, która związana jest z inaktywacją genu NfJ 
(należącego do genów hamujących transformację nowotworową) i związanym z 
tym brakiem inaktywacji białek RAS. Stwierdzono, że hamuje on farnezylację H-RAS 
(nie wpływając na N-RAS) i pobudzany przez GM-CSF wzrost komórek prekur- 
sorowych szpiku in vitro [28]. Podawanie podskórne L-744,832 transgenicznym 
myszom M M T \- \-H -ra s ,  u których rozwijają się nowotwory sutków i ślinianek, 
powodowało zależne od dawki i odwracalne zmniejszenie masy guza, który odrastał 
po przerwaniu terapii. Doskonałym inhibitorem wzrostu komórek zawierających 
zmutowane H-ras i K-ras okazał się także związek L-778,123, który poddany został 
następnie badaniom klinicznym [ 12].

Analogi CAAX to nie tylko związki wypierające właściwe peptydy z połączeń 
z FTazą. Ostatnio zsyntetyzowano związki, które uniemożliwiają połączenie się 
białek zawierających sekwencję CAAX z enzymem, jednocześnie nie będąc wcale 
substratem dla tego enzymu. Pseudopeptydomimetyki zamiast kompletnej sekwencji 
CAAX zawierają hydrofobowe komponenty w miejscu dwóch środkowych ami
nokwasów. Należący do tej grupy FTI-276 i prolek FTI-277 zastosowany w ko
mórkach linii NIH3T3 zawierających onkogen H-Ras powodował zahamowanie 
aktywacji kinazy serynowo-treoninowej c-Raf-1. FTI- 277 powodował nagroma
dzenie w komórkach białek H-RAS, które nie ulegając reakcji farnezylacji tworzyło 
nieaktywne kompleksy z kinazą Raf. W stężeniach sto razy wyższych dochodziło 
także do zahamowania funkcji zmutowanych K-RAS4B i braku aktywacji MAPK 
[26]. W badaniach przeprowadzonych na transgenicznych myszach, FTI-276 blo
kował wzrost ludzkich komórek raka płuc zawierających dwie najczęściej wystę
pujące w nowotworach u ludzi anomalie genetyczne (mutację K-Ras i delecję 
antyonkogenu p53), nie wpływając na wzrost komórek bez zmutowanego Ras [38].

Właściwości hamowania FTazy in vitro wykazują także związki zawierające 
w swej budowie zarówno FDP, jak i motyw CAAX. BMS-186511 już w mikro- 
molarnych stężeniach blokował wzrost komórek linii NIH3T3 zawierających zmu
towane geny H-Ras i K-Ras (choć komórki z onkogenem K-Ras wydawały się 
być mniej wrażliwe na działanie inhibitora). Analog ten 2000 razy silniej blokuje 
FTazę niż GGTazę i nie wpływa na prawidłowe komórki. Skutkiem zahamowania 
aktywności FTazy i nagromadzenia się niefarnezylowanych białek RAS są zmiany 
morfologiczne komórek [29].

Inhibitorów FTazy poszukiwano także wśród związków będących naturalnymi 
produktami komórek roślinnych i grzybiczych. Do tej grupy potencjalnych leków 
należy m.in. manumycyna, fusidienol, gliotoxin, cylindrol A. Manumycyna (pro
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dukowana przez Streptomyces) hamowała wzrost kilku linii ludzkich komórek raka 
trzustki, a IC50 było niższe w komórkach zawierających zmutowany gen K-Ras 
niż w komórkach z dziką odmianą genu [20]. Związki o właściwościach hamujących 
FTazę znaleziono także wśród antagonistów receptorów histaminowych, nie bę
dących peptydami i nie zawierających wiązania sulfhydrylowego. Prototypowy w 
tej grupie trójcykliczny związek SCH 44342 konkuruje z CAAX w reakcji farnezylacji 
[30]. Pentapeptyd PD083176 różni się od innych inhibitorów FTazy brakiem cysteiny 
i konkuruje z FDP. Jego skuteczność udowodniono w badaniach naoocytach Xenopus, 
w których hamował on zależne od aktywacji RAS dojrzewanie komórek pod wpły
wem insuliny, nie wpływając na niezależne od RAS dojrzewanie w odpowiedzi 
na progesteron.

Rł 15777 jest analogiem heterocyklicznego związku zawierającego grupę imi- 
dazolową o właściwościach przeciwgrzybiczych. In vitro hamuje on farnezylację 
lamininy B (IC500,08 nmol/1) i K-RAS4B (IC507,9 nmol/1) oraz wzrost fibroblastów 
zawierających zmutowane H-RAS [11,36].

B adan ia  k liniczne I fazy

Badaniom klinicznym nie poddany został żaden z inhibitorów transferazy far- 
nezylowej należący do grupy analogów FDP, a wyniki badania analogów dwu- 
substratowych nie zostały dotychczas opublikowane. Znane są natomiast wyniki 
I fazy badania klinicznego z zastosowaniem CAAX peptydomimetyku L-778,123, 
który podawany dożylnie powodował zależne od dawki działania niepożądane pod 
postacią neutropenii i małopłytkowości oraz ogólne osłabienie i bezobjawowe wy
dłużenie odstępu QT [5].

W badaniach klinicznych oceniano także związek SCH 66336, nie należący do 
grupy analogów substratów transferazy farnezylowej. Związek ten podawany do
ustnie w różnych schematach (przez 7 dni co 3 tygodnie, przez 14 dni co 4 tygodnie, 
stosowanie ciągłe) [191 powodował ograniczające dalsze zwiększanie dawki osła
bienie, nudności, wymioty i biegunkę przy dawce 400 mg dwa razy dziennie [ 1,2]. 
W badaniach przedklinicznych największy wpływ na ograniczanie wzrostu nowo
tworu zaobserwowano podczas ciągłego stosowania leku, dlatego ten sposób terapii 
zalecany jest w kolejnych etapach badań [12,13].

Związek R 115777 w pierwszej fazie badań klinicznych podawano pacjentom 
z guzami nowotworowymi doustnie przez 5 kolejnych dni co 2 tygodnie. W dawce 
1300 mg dwa razy dziennie powodował on neuropatię (przemijającą w ciągu doby 
od odstawienia leku), osłabienie, nudności i wymioty, odwracalne uszkodzenie nerek. 
W innym badaniu, polegającym na ciągłym doustnym podawaniu leku, działania 
niepożądane pod postacią neutropenii i małopłytkowości oraz neuropatii obwodowej 
wystąpiły przy dawce 500 mg dwa razy dziennie [18,39].
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Jak widać, toksyczność związków w 1 fazie badań klinicznych była porównywalna, 
a działania niepożądane łagodne i krótkotrwałe. Dawki zalecane w kolejnych etapach 
badań pozwalają na uzyskanie w osoczu pacjentów stężeń leków przekraczających 
1C50 w badaniach in vitro [37].

Dalsze badania kliniczne

Inhibitory transferazy farnezylowej okazały się w dotychczas przeprowadzonych 
badaniach związkami głównie cytostatycznymi, a nie cytotoksycznymi (obserwo
wane w badaniach in vitro zmniejszanie masy guza należy przypisać apoptozie). 
Bezpośrednia ocena efektów ich działania w II fazie badań klinicznych jest więc 
utrudniona, ponieważ punktem końcowym nie może być stwierdzane w badaniach 
obrazowych zmniejszanie się guza. Dlatego w projektach badań II fazy uwzględnić 
należy ocenę czasu progresji nowotworu, roczne przeżycie pacjentów lub stężenie 
markerów nowotworowych we krwi [12]. Skuteczność leków w hamowaniu far- 
nezylacji oceniana jest pośrednio, poprzez pomiar stężenia białka znacznikowego, 
jakim jest laminina A (powstająca z prelamininy A w reakcji farnezylacji), w ko
mórkach błony śluzowej policzka i jednojądrowych komórkach krwi obwodowej 
[36]. W trakcie realizacji jest obecnie II faza badania klinicznego związku R 115777 
(tipifornib), który stosowany będzie doustnie w dawce 600 mg dziennie u pacjentów 
z oporną na leczenie lub nawracającą ostrą białaczką szpikową.

PODSUMOWANIE

Mutacje dotyczące protoonkogenów Ras, stwierdzane w wielu nowotworach u 
ludzi, prowadzą do powstania białek RAS, które wykazują zdolność do pobudzania 
wzrostu i proliferacji komórek niezależnie od zewnątrzkomórkowych czynników 
wzrostu. Cząsteczki białek Ras podlegają potranslacyjnej modyfikacji, w czasie 
której proces farnezylacji z udziałem transferazy farnezylowej jest jednym z etapów 
warunkujących ich funkcjonowanie. Zablokowanie aktywności tego enzymu po
woduje zahamowanie wzrostu komórek nowotworowych in vitro i in vivo. Wyniki 
przeprowadzonych dotychczas badań sugerują, że cytostatyczne działanie inhibitorów 
transferazy farnezylowej stworzy możliwość zahamowania progresji, a być może 
uzyskania remisji nowotworów opornych na chemioterapię i tych, które tą oporność 
nabyły w czasie trwania leczenia. Dzięki odmiennemu od innych leków mecha
nizmowi działania na komórki, należy oczekiwać, że wykażąone większą skuteczność 
i mniejszą toksyczność niż dotychczas stosowane chemioterapeutyki.

Przeprowadzone badania kliniczne I fazy pozwoliły na ustalenie sposobu po
dawania leku, który zapewnia stężenie we krwi wywołujące zahamowanie aktywności 
transferazy farnezylowej przy niewielkich i tolerowanych działaniach niepożądanych. 
II faza badań wybranych związków właśnie się rozpoczyna.
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POŁĄCZENIA GAP I ICH UDZIAŁ W APOPTOZIE  
I KANCEROGENEZIE*

G A P -JU N C T IO N S  A N D  I T S  R O L E  IN A P O P T O S IS  
A N D  C A R C IN O G E N E S IS
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Elżbieta CHYCZEW SKA2, Waldemar FAMULSK11, Irena KASACKA4, 
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Zakład Fizjologii, Zakład Anatomii Patologicznej1,
Klinika Chorób Płuc i Gruźlicy“, Zakład Klinicznej Biologii Molekularnej3 , 
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S treszczen ie : Połączenia m iędzykom órkow e typu gap są w organizm ach w ielokom órkow ych n iezbęd
nym  elem entem  utrzym ującym  hom eostatyczną kontrolę wzrostu i różnicow ania się komórek. Istnienie 
takiej drogi przekazyw ania informacji pom iędzy komórkami pozostającym i w śc isłym  kontakcie jest  
warunkiem  p raw id łow ego funkcjonow ania organizm u. U pośledzenie kom unikacji (utrata połączeń gap) 
pom iędzy komórkam i narusza hom eostazę tych komórek. Cecham i charakterystycznym i komórek  
now otw orow ych  są zaburzenia d otyczące kontroli wzrostu i/lub różnicow ania się tych komórek. Apo- 
ptoza zaś jest gen etyczn ie uwarunkowaną śm iercią kom órek, których hom eostaza została nieodw racalnie  
zakłócona. W pracy om ów ion o  udział połączeń m iędzykom órkow ych typu gap w procesach kanceroge- 
nezy oraz w  procesie apoptozy komórek now otw orow ych.
(P o stą p y  B io log ii K om órk i 2001 ; 28: 2 7 7 -2 9 2 )
S łow a kluczowe'. Połączenia  gap, apoptoza, koneksyny, kancerogeneza

Sum m ary: Gap junctions in m ulticellular organism s are indispensable in the process o f  holding  
hom eostatic control o f  growth and differentiation o f  the cells . Such w ays o f  delivering information am ong  
ce lls  staying in strict contact are necessary for normal working o f  all organism . Loss o f  gap junction  
com m unication disturbs h om eostasis o f  these cells. Cancer ce lls  are characterized by disorders o f  growth  
and/or differentiation. A poptosis is genetically  determ ined death o f  cells , w hich hom eostasis becam e 
irreversibly disturbed. In this study w e try to explain the participation o f  gap junctions com m unication  
in cancerogenesis and in apoptosis.
{A dvan ces in C e ll B io lo g y  2001: 28: 2 7 7 -2 9 2 )

*Praca w y k o n a n a  w  ram ach projektu b a d a w czeg o  N r 4 P 0 5 C 0 4 0 1 5  fin a n so w a n eg o  przez K B N
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K ey w o rd s : Gap junctions, connexins, apoptosis, cancerogenesis

POŁĄCZENIA GAP -  FIZJOLOGIA

Połączenia gap po raz pierwszy obserwowano w mikroskopie elektronowym 
w latach sześćdziesiątych opisując je jako przerwę -  gap o szerokości około 2 
nm. Przerwa ta opisywana była jako miejsce, gdzie dwie błony przylegających 
do siebie komórek były oddzielone przez jednolitą wąską przestrzeń szerokości 
2-4  nm [54,55]. Połączenia gap opisywano we wszystkich typach komórek dorosłych 
ssaków z wyjątkiem włókien mięśni szkieletowych i krwinek czerwonych [2,45]. 
Połączenia gap zbudowane są z białek międzybłonowych (koneksyn), które formują 
strukturę nazywaną koneksonem. Koneksony, obecne na powierzchni obu błon cyto- 
plazmatycznych komórek pozostających w kontakcie, łączą się ze sobą tworząc 
kanał, który łączy wnętrza obu komórek. Koneksony wystają z powierzchni każdej 
komórki, utrzymując pozostające w interakcji błony cytoplazmatyczne w określonym 
dystansie jedna od drugiej -  stąd określenie gap junction  -  „połączenie z przerwą” 
(ryc. 1). Każdy konekson złożony jest z pierścienia zbudowanego z 6 identycznych 
transbłonowych białkowych molekuł nazywanych koneksynami, z których każda 
zawiera 4 rozciągające się przez błony komórkowe alfa-heliksy [37]. Koneksony 
mają cztery rozpięte między błonami domeny współtworzone przez dwie zewną-

i

RY C IN A  1. Schem at połączenia gap
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t rzkom órkow e i jed n ą  we
wnątrzkomórkową pętlę i dwa 
wewnątrzkomórkowe zakoń
czenia. Dwie pętle zewną- 
t r z k o m ó r k o w e  ł ą c z ą  się  
mostkiem dwusiarczkowym 
tworząc strukturę, która może 
służyć do rozpoznawania ko- 
neksyny położonej w obrębie 
przeciwległej błony komórko
wej. Trzecie przejście łańcu
cha koneksyny przez błonę 
komórkową tworzy ścianę ka
nału koneksonu. Schematycz
nie koneksyny mogą być przedstawione w kształcie litery W [75,76,77] (ryc. 2). 
Obecnie znanych jest 15 różnych koneksyn ssaków [ 15,41 ]. Jednak niektóre komórki 
mają więcej niż jeden typ koneksyn. Najważniejsza i najlepiej poznana jest koneksyna 
32 (32 kD) występująca w dużych ilościach w wątrobie. Stosunkowo dobrze 
poznane są także koneksyna 26 (26 kD) występująca głównie w skórze, nerkach, 
wątrobie i szyszynce oraz koneksyna 43 (43 kD) występująca w macicy i sercu. 
Mają one specyficzne sekwencje, masę cząsteczkową, cechy biochemiczne, ale wszy
stkie one odznaczają się podobnym przestrzennym rozmieszczeniem w poprzek 
błony komórkowej [15]. Koneksyny są syntetyzowane w siateczce śródplazmatycznej 
szorstkiej, często obserwowanej w pobliżu połączeń gap. W szorstkiej siateczce 
odbywa się również oligomeryzacja koneksonów i tworzenie mostków dwusiar- 
czkowych. Oligomery ulegająegzocytozie przez aparat Golgiego i dopiero w obrębie 
błony komórkowej agregują pod wpływem bliżej nie znanych czynników tworząc 
połączenie.

Do powstania i utrzymania się połączeń gap wydają się być niezbędne ścisłe 
fizyczne interakcje błon plazmatycznych połączonych komórek w wyniku działania 
molekuł adhezyjnych, takich jak: ICAM i kadheryny [37,77]. Prawdopodobne jest 
bowiem, że interakcja konekson-konekson nie jest wystarczająco silna, aby utrzymać 
błony plazmatyczne w ścisłym kontakcie, tak by formowały połączenie gap. Wy
kazano ostatnio, że zniesienie funkcji adhezyjnej komórek przez bezpośrednią mu
tację miejscową N-kadheryn zakłóca dobrze już wykształcone połączenie gap [21 ]. 
Przeniesienie zaś genów kadherynowych do pozbawionych komunikacji komórek 
guzowych przywracało im połączenia gap [28]. Ważnym elementem regulacji liczby 
połączeń gap jest również ich degradacja. Czas połowicznego rozpadu dla koneksyny 
32 wynosi bowiem zaledwie kilka godzin [12,57]. Degradacja koneksonu zachodzi 
w następstwie jego internalizacji i bezpośredniego rozkładu w systemie lizosomów 
bądź po uprzednim związaniu z ubikwityną. Wykazano także, że degradacja połączeń

RYCINA 2. Schem at białka koneksyny i jego  um iejscow ienie  
w błonie komórkowej
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gap złożonych głównie z koneksyny 32 może zachodzić przy współudziale aktywnych 
proteaz cytozolowych -  kalpain [10,11 ]. Innym mechanizmem regulującym liczbę 
połączeń gap jest regulacja ekspresji genów koneksynowych bądź genów regu
lujących ekspresję genów koneksynowych [ 1,5,8,17,20,33,66]. Istnieje liczna grupa 
czynników fizjologicznych i farmakologicznych (np. gl i korty koidy, cAMP), które 
zwiększają ekspresję genów koneksynowych [47,56]. Gwałtownie rośnie liczba wy
krytych substancji chemicznych, które są w stanie zwiększać lub zmniejszać liczbę 
połączeń gap [69,77]. Wykazano także, że czynniki hamujące wzrost i różnicowanie 
się komórek, takie jak retinoidy, mogą wpływać na zwiększenie liczby połączeń 
gap [24,77]. Udowodniono redukcję liczby połączeń gap i jednoczesny spadek eks
presji genów koneksynowych podczas ekspozycji komórek na czynniki wzrostowe 
lub podczas nasilonej proliferacji jak na przykład podczas regeneracji komórek 
wątroby po częściowej hepatotektomii.

Połączenie gap stanowi przestrzeń utworzoną przez białkowe cząstki (na kształt 
tunelu), przez którą nieorganiczne jony, wtórne przekaźniki (cAMP, IP3 DAG, 
wapń) i inne małe molekuły rozpuszczalne w wodzie (oligonukleotydy, różne me
tabolity, substancje odżywcze) mogą bezpośrednio przechodzić z cytoplazmy jednej 
komórki do cytoplazmy drugiej komórki. Łączy to obie komórki zarówno ele
ktrycznie, jak i metabolicznie [59]. Mechanizmy kontrolujące przepuszczalność po
łączeń typu gap są nadal słabo poznane. Przepuszczalność połączeń gap może być 
odzwierciedleniem różnic w budowie strukturalnej koneksyn, które formują dane 
połączenie. Niektóre typy komórek mają więcej niż jeden typ koneksyn, ale nie 
jest jasne, czy różne białka koneksynowe są w stanie sformować prawidłowy ko- 
nekson i połączenie gap [53,72]. Zamknięcie koneksonu następuje przy spadku 
pH poniżej 6,5 oraz przy podwyższonym stężeniu wewnątrzkomórkowego Ca+“ 
i Mg+" [16]. Obserwowane często w sąsiedztwie połączeń mitochondria mają re
gulować stężenie jonów Ca+_ i w ten sposób wpływać na czynność połączenia. 
Przepuszczalność utworzonego połączenia typu gap jest „bramkowana” przez różne 
mechanizmy. Jednym z nich jest fosforylacja koneksyn tworzących konekson przez 
kinazy białkowe. Ufosforylowane koneksyny zmieniają strukturę przestrzenną po
łączeń gap, co zmienia przepuszczalność tego połączenia [3,58]. Interesujący wydaje 
się być fakt, że fosforylacja koneksyny 43 pod wpływem kinazy białkowej A zwiększa 
przepuszczalność połączenia gap, podczas gdy fosforylacja tej samej koneksyny 
przez kinazę białkową C zmniejsza przepuszczalność połączenia [57]. Wykazano 
także wpływ stężenia jonów wapniowych i wolnych rodników tlenowych na prze
puszczalność połączeń gap [58]. Połączenia gap uczestniczą w przewodzeniu 
bodźców elektrycznych pomiędzy pobudzonymi komórkami oraz odgrywają rolę 
w przekazywaniu bodźców hormonalnych. Poprzez te połączenia następuje syn
chronizacja funkcji komórek w zespole, komórki przekazują sobie nawzajem sub
stancje sygnałowe i czynniki biologiczne niezbędne do prawidłowego przebiegu 
różnicowania w rozwoju embrionalnym. Są niezbędne do utrzymania homeosta-

http://rcin.org.pl



PO Ł Ą C Z E N IA  G A P  1 ICH U D ZIAŁ W A PO PT O ZIE I K A N CE R O G E N E Z IE 281

tycznej kontroli wzrostu i różnicowania się organizmów wielokomórkowych. Jak 
wykazano w badaniach doświadczalnych, u myszy upośledzenie przewodzenia w 
połączeniach gap prowadzi do poważnych anomalii rozwojowych [36]. Stwierdzono 
także udział połączeń gap w przebiegu gojenia się ran. Pomimo że mechanizm 
reparacyjny uszkodzeń nabłonka nie jest dokładnie znany, sugeruje się udział po
łączeń gap w koordynowaniu migracji i proliferacji komórek [23].

Połączenia gap są jednym z elementów systemu warunkującego komunikowanie 
się pomiędzy komórkami. Zasadniczą funkcją połączeń gap jest utrzymanie ho
meostazy w tkankach. Dzięki tym połączeniom odbywa się międzykomórkowa wy
miana jonów , m etabolitów , cA M P i substancji odżyw czych. W tkankach 
pozbawionych naczyń krwionośnych (np. w rogówce) sąone jedyną drogą odżywiania 
komórek [19]. Należy więc domniemywać, że zaburzenia w jakości, jak również 
w liczbie połączeń międzykomórkowych typu gap mogą prowadzić do śmierci ko
mórek. Wszystkie wielokomórkowe organizmy mają genetyczne mechanizmy słu
żące do usuwania własnych komórek, których homeostaza została zakłócona. Takim 
mechanizmem genetycznie uwarunkowanej śmierci komórki jest apoptoza. Zabu
rzenia połączeń typu gap mogą prowadzić do wzmożonej apoptozy tych komórek 
[681. Niewiele jest jednak opracowań dotyczących związku zmian zachodzących 
w połączeniach międzykomórkowych gap a apoptozą zarówno w warunkach fi
zjologicznych, jak również w stanach patologicznych.

APOPTOZA

Zgodnie z klasyczną definicją zaproponowaną przez Kerr i wsp. [321 apoptoza 
jest to zespół określonych zmian biochemicznych i morfologicznych zachodzących 
w umierającej komórce. Apoptoza jest procesem aktywnym wymagającym ekspresji 
odpowiednich genów, syntezy mRNA, białek oraz aktywacji kaskady enzymów 
proteolitycznych. Zjawisko apoptozy jest procesem przeciwstawnym do mitozy, 
biorącym udział w regulacji liczby komórek, usuwaniu komórek genetycznie usz
kodzonych bądź zainfekowanych. Zjawisko apoptozy, podobnie jak proces pro
liferacji jest niezbędne dla prawidłowej embriogenezy i morfogenezy. Ponad 90% 
komórek ulega apoptozie w trakcie dojrzewania limfocytów T w grasicy i komórek 
krwiotwórczych w szpiku kostnym [63]. Podobnie większość komórek nowotwo
rowych ulega apoptozie samoistnie lub pod wpływem promieniowania jonizującego 
i cytostatyków [63,65].

Genetycznie uwarunkowana śmierć komórki jako zjawisko fizjologiczne była 
rozpatrywana od momentu, gdy dostępne stało się barwienie skrawków tkankowych 
obserwowanych w mikroskopie świetlnym. Jednakże dopiero lata siedemdziesiąte 
przyniosły ponowny wzrost zainteresowania zjawiskiem samodzielnego obumierania
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komórek organizmu. W opublikowanej w 1971 r. pracy Kerr i wsp. [32] opisywali 
zmniejszające się komórki wątrobowe jako następstwo podwiązania odgałęzienia 
żyły wrotnej. Indukowany w ten sposób zanik wątroby u szczura charakteryzował 
się obkurczaniem się hepatocytów, początkowo wiązanym ze zmianami martwiczymi, 
a rok później określony jako zjawisko apoptozy. W tym samym czasie zostały 
przeprowadzone kolejne ważne badania dotyczące procesu apoptozy w układzie 
limfatycznym. W 1976 i 1981 r. niezależne trzy grupy badaczy obserwując chro- 
matynę z naświetlonych promieniami Roentgena tkanek limfatycznych opisały 
rozpad jąder limfocytów na fragmenty tworzące ściśle określone wzory na żelu 
agarazowym (ang. ladder-like -  wzór drabiny) [78]. Następnie w 1984 r. Wyelie 
i wsp. [74] połączyli ten „wzór drabiny” ze zjawiskiem apoptozy i skutkiem tego 
dołączyli specyficzny biochemiczny marker do morfologicznych zmian w komórkach 
określanych jako apoptoza. To odkrycie wyzwoliło ogromny wzrost badań na polu 
koncentrującym się wokół aspektów wciągniętych w samobójczą śmierć komórek 
i możliwość wykorzystania procesu apoptozy jako drogi do diagnostyki i terapii 
wielu schorzeń.

A poptoza  -  czynniki indukujące

Apoptozę może indukować wiele różnorodnych czynników, zarówno fizycznych 
(promieniowanie, szok zimny i cieplny), chemicznych (cytostatyki czy wolne rodniki 
tlenowe) oraz biologicznych (glukokortykoidy, czynnik martwicy nowotworu TNF- 
alfa, przeciwciała anty Fas/APO-1 czy niedobór czynników wzrostowych) [631.
0  tym: czy komórka ulegnie przypadkowej śmierci, czy uruchomi program apoptozy 
decyduje rodzaj czynnika indukującego śmierć (np. TNF-alfa wywołuje zarówno 
apoptozę, jak i nekrozę), długość ekspozycji komórek i dawka czynnika stymulu
jącego śmierć, jak to ma miejsce w przypadku różnych cytostatyków lub w końcu 
typ komórek stymulowanych do śmierci [63]. Niestety, ciągle niewiele jeszcze 
wiadomo na temat dróg przekazywania sygnałów prowadzących do uruchomienia 
programu samobójczej śmierci komórki (apoptozy). Komórki, można indukować 
doświadczalnie do samobójczej śmierci poprzez aktywację receptorów błonowych, 
takich jak TCR czy Fas/APO-1 [63]. Pobudzenie receptora FAS/Apo-1 lub re
ceptora dla TNF-alfa w większości przypadków przekazywane jest za pośrednictwem 
tzw. „białek śmierci” wiążących się z cytoplazmatyczną domeną receptora TNF-alfa
1 FAS/APO-1. „Białkami śmierci” są: w przypadku receptora FAS/APOI -  białka 
FADD/Mortl oraz RIP, natomiast dla receptora TNF-alfa (p55) są to białka 
TNF/TRADD [63]. Za pośrednictwem tych białek dochodzi do aktywacji sfin- 
gomielinazy katalizującej hydrolizę sfingomieliny i wytwarzanie ceramidu, który 
pełni w ścieżce przekaźnictwa sygnału TNF-alfa/FAS/APO-1 rolę wtórnego 
przekaźnika ]73]. Ceramid w nieznany bliżej sposób prowadzi do aktywacji proteaz 
cysternowych zwanych kaspazami. Warto podkreślić, że ceramid jest także me
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diatorem apoptozy wywołanej przez promieniowanie jonizujące, glikokortykoidy, 
IL-1, chemioterapeutyki i prawdopodobnie także przez HIV [63,73].

A poptoza -  zm iany  m orfologiczne

Morfologicznie pierwszą zauważalną zmianą zachodzącą podczas apoptozy jest 
oddzielenie się komórki ulegającej apoptozie od pozostałych komórek i pofałdowanie 
błony komórkowej z wytworzeniem na jej powierzchni wielu drobnych uwypukleń 
zwanych zeiosis [6 ]. Jest to wynikiem obkurczenia komórki na skutek utraty wody 
w drodze izoosmozy [6,13]. Chromatyna jądrowa ulega kondensacji, tworząc zbite 
grudki pod błoną jądrową. Zanikają pory w błonie jądrowej, a jąderka ulegają 
rozpadowi [ 18]. Następnie dochodzi do fragmentacji jądra komórkowego i powsta
wania ciał apoptotycznych, czyli fragmentów komórki obumierającej otoczonych 
błoną cytoplazmatyczną z zachowanymi, niezmienionymi morfologicznie organel
lami komórkowymi. Proces usuwania ciał apoptotycznych jest bardzo intensywny, 
co powoduje, że w obrazie mikroskopowym widuje się je prawie wyłącznie w 
obrębie komórek żernych [62J. Ta szybka fagocytoza wyprzedzająca w czasie utratę 
integralności błon przez ciałka apoptotyczne zapobiega wylaniu się ich zawartości, 
co z kolei zapobiega indukcji procesu zapalnego w tym miejscu [62,64].

A poptoza  -  zm iany  biochem iczne

Decyzję uruchomienia programu genetycznej śmierci apoptotycznej w odpowiedzi 
na szereg adekwatnych bodźców podejmują odpowiednie geny, których białkowe 
produkty stymulują program apoptozy. Genami wyzwalającymi apoptozę są między 
innymi geny kodujące odpowiednie kaspazy, Apaf-1 (apoptosis activating fa c 
tor-1 ) oraz protoonkogen bcl-2 [71]. Produkty białkowe genów wyzwalających 
apoptozę jak również produkty białkowe pobudzonych receptorów dla TNF-alfa 
wydają się skupiać w centralnym punkcie, którym są cysteinowe proteazy zwane 
kaspazami [53]. Ostatnie prace wskazują, że aktywacja kaspaz, np. kaspazy-3 może 
zachodzić w obecności tzw. czynników aktywujących apoptozę (Apafs-apoptosis 
activating factors), do których należą Apaf-ł (cytochrom c), Apaf-3 bądź pod wpły
wem ceramidu [71]. Aktywne kaspazy prawdopodobnie inicjują rozkład poli-(ADP- 
rybozoj-polimerazy (PARP) zaangażowanej w procesy naprawcze DNA [10]. 
Aktywne kaspazy prowadzą do rozszczepienia szeregu białek jądrowych (Rb; laminy 
A, B; topoizomerazy I i II) oraz cytoplazmatycznych (PKC-gamma, beta-aktyna, 
fodryna) [31]. Proteoliza topoizomeraz stabilizujących strukturę chromatyny pra
wdopodobnie prowadzi do wstępnej fragmentacji DNA na odcinki zawierające 300 
tys. par zasad [50]. W dalszym przebiegu degradacji DNA dochodzi do powstawania 
fragmentów zawierających 50 tys. par zasad, które są rozszczepiane na odcinki 
180 par zasad i na odcinki o wielokrotności tej liczby [7]. Reakcje te katalizowane
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są przez endonukleazy NUC-18, DNaza I i DNaza II [52]. Fragmentaeja DNA 
stanowi prawdopodobnie pierwszy nieodwracalny etap apoptozy, choć obserwowany 
nie we wszystkich komórkach wykazujących morfologiczne cechy tego procesu 
[63]. Z drugiej strony obecność pofragmentowanego DNA stanowi podstawę jednej 
z najprostszych i najczęściej stosowanych metod stosowanych do identyfikacji ko
mórek umierających poprzez apoptozę, tj. elektroforezy DNA w żelu agarozowym 
[7|. Fragmenty o wielokrotności 180 par nukleosomów dają w żelu obraz chara
kterystycznej „drabinki” [63,64,78]. Uważa się, iż proteoliza pod wpływem kaspaz 
białek cytoplazmatycznych (lamin) wchodzących w skład między innymi błon j ą 
drowych jest procesem niezbędnym w powstawaniu ciałek apoptotycznych. Pro
teoliza pozwala na fragmentację jądra oraz upakowanie zagęszczonej chromatyny 
we fragmenty komórki, nazywane ciałkami apoptycznymi. W procesie powstawania 
ciał apoptycznych uczestniczy transglutaminaza, enzym warunkujący tworzenie do
datkowej sieci wiązań pomiędzy białkami błonowymi. Wytworzony zostaje w ten 
sposób ochronny „płaszcz”, odpowiadający za brak kontaktu środowiska wewnę
trznego umierającej komórki ze środowiskiem pozakomórkowym [14|.

POŁĄCZENIA GAP A PROCES NOWOTWOROWY

Dane z piśmiennictwa sugerują, że jedną z najważniejszych cech komórek no
wotworowych jest brak kontroli wzrostu bądź różnicowania się tych komórek [6 8 ]. 
Pierwsze badania, przeprowadzone w 1966 roku in vitro, wykazały, że komórki 
nowotworowe mają bardzo małą zdolność do komunikowania się między sobą (za
burzone połączenia homologiczne gap) [44]. Później udowodniono brak połączeń 
gap pomiędzy komórkami nowotworowymi a otaczającymi je komórkami zdrowymi 
(zaburzone połączenia heterologiczne gap). Ta izolacja komórek nowotworowych 
od otaczających zdrowych komórek pozwala prawdopodobnie na ucieczkę komórek 
nowotworowych od sygnałów utrzymujących proliferację w normalnych tkankach 
pod kontrolą organizmu [76]. Dotychczas przeprowadzone badania dowodzą, że 
większość litych guzów nowotworowych ma zaburzone połączenia homologiczne 
i heterologiczne typu gap i/lub zmniejszoną ich liczbę [9,29,44,48]. Tomai i wsp. 
sugerują nawet, że ocena liczby połączeń gap w komórkach raka płuc może mieć 
wartość prognostyczną [67]. Upośledzona komunikacja między komórkami nowo
tworowymi w wyniku utraty połączeń gap może być skutkiem obniżenia ekspresji 
genów koneksynowych [43] lub zmienionej wewnątrzkomórkowej lokalizacji ko- 
neksyn [38]. W niektórych guzach nowotworowych wykazano bezpośrednią mutację 
typu zmiany sensu w genach koneksynowych prowadzącą do zmian strukturalnych 
w budowie koneksyn [60]. Przeniesienie genów koneksynowych do komórek no
wotworowych, wykazujących brak połączeń gap, powodowało syntezę de novo
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koneksyn i odbudowę połączeń między komórkami, co z kolei hamowało wzrost 
tych komórek [35,75]. Rośnie także liczba genów, których przeniesienie do nie 
komunikujących się ze sobą komórek nowotworowych przywraca połączenia typu 
gap, przywracając częściowo kontrolę nad wzrostem tych komórek [46]. Badania 
powyższe sugerują możliwość zaliczenia genów koneksynowych do rodziny genów 
supresorowych hamujących rozwój nowotworów. Jednakże dotychczas nie odna
leziono mutacji w obrębie tych genów w ludzkich nowotworach. Zidentyfikowano 
natomiast mutacje dwóch genów koneksynowych w chemicznie indukowanych gu
zach szczurów. Ostatnio przeprowadzone badania sugerują, że geny koneksynowe 
mogą być inaktywowane poprzez hypermetylację ich regionów promotorowych. 
Jednakże w wielu guzach obserwuje się prawidłowe nasilenie ekspresji koneksyn, 
ale o zmienionej lokalizacji wewnątrzkomórkowej Wykazano także, że zmieniona 
wewnątrzkomórkowa lokalizacja koneksyn zaburza tworzenie się połączeń gap i 
komunikację pomiędzy komórkami [40]. Mechanizm zmiany umiejscowienia ko
neksyn wewnątrz komórki nie jest znany, przypuszcza się, że zasadnicze znaczenie 
ma nieprawidłowa fosforylacja koneksyn bądź brak zdolności rozpoznawania ko
mórek. które mają się połączyć. Istnieją także doniesienia literaturowe negujące 
rolę połączeń gap w procesie karcenogenezy [4].

PROCES NOWOTWOROWY -  KONEKSYNY 26, 32, 43

Rolę koneksyn w procesie nowotworowym badano na podstawie modeli do
świadczalnych. jak też w pooperacyjnym materiale ludzkich guzów nowotwo
rowych, w jednym z eksperymentów dokonano przeniesienia genu kodującego 
koneksynę 43 (Cx43) do nowotworowych linii komórek nabłonkowych nerki psa 
(TRMP -  transformed dog kidney ephitelium cells). Po przeniesieniu genu stwier
dzono, że koneksyna 43 nie tylko odbudowuje połączenia gap, ale także normalizuje 
wzrost komórek nowotworowych [40]. Przeprowadzone badania ludzkich linii ko
mórek nowotworowych nerki również wykazały obniżoną ekspresję koneksyny 43 
i upośledzenie transportu międzykomórkowego [49]. Jedną z najlepiej poznanych 
koneksyn odgrywającą jak się wydaje zasadniczą rolę w procesach nowotworowych 
jest koneksyna 43. Dotychczas przeprowadzone badania immunohistochemiczne 
wykazały obecność koneksyny 43 w wielu prawidłowych tkankach ssaków oraz 
obniżoną jej ekspresję w tkankach zmienionych nowotworowo [22]. Huang i wsp. 
stwierdzili obniżoną ekspresję koneksyny 43 w 111 i IV stopniu zaawansowania 
wg WHO glejaka mózgu w porównaniu ze zdrową tkanką mózgową i mniej za
awansowanymi glejakami. Zredukowana liczba połączeń międzykomórkowych gap, 
według autorów tego badania, wiąże się z progresją choroby nowotworowej wy
znaczając pośrednio bardziej agresywny charakter nowotworu [25]. Badania immuno-
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histochemiczne ujawniły wysoką ekspresję koneksyny 43 w normalnej, zdrowej 
tkance gruczołu sutkowego i obniżenie ekspresji tej koneksyny w większości guzów 
pierwotnych sutka i brak ekspresji w przerzutach odległych [22]. Laird i wsp. 
[42] sugerują, że ekspresja koneksyny 43 może być niezależnym markerem procesu 
nowotworowego w raku sutka. Podobne wyniki otrzymano badając gruczoł krokowy, 
gdzie obserwowano zmniejszającą się ekspresję koneksyny 43 w miarę wzrostu 
stopnia zaawansowania guza nowotworowego [70]. Obserwowano także obniżenie 
poziomu mRNA koneksyny 43 w większości przypadków raka wątroby w po
równaniu do zdrowej tkanki wątrobowej. W raku wątroby obserwowano także od
wróconą lokalizację koneksyny 43 i 32, które zamiast umiejscawiać się w pobliżu 
błony komórkowej zlokalizowane były w cytoplazmie komórek [39,40]. Z kolei 
Jinn i wsp. [27] obserwowali obniżoną ekspresję koneksyny 43 w nisko zróżni
cowanych gruczolakorakach i rakach płaskonabłonkowych płuc w porównaniu do 
raków bardziej zróżnicowanych. Wyżej wymienieni autorzy stwierdzili jednocześnie 
brak ekspresji koneksyny 32 w komórkach raka płuc.

Kamibayashi i wsp. [34] w przeprowadzonych badaniach płaskonabłonkowego 
raka skóry u myszy stwierdzili znamiennie statystycznie obniżoną ekspresję ko
neksyny 43 i 26 w porównaniu do brodawczaków płaskonabłonkowych i do przyległej 
tkanki nie zmienionej nowotworowo. Autorzy ci obserwowali także tendencję do 
wzrostu ekspresji koneksyny 26 w miarę obniżania się stopnia zróżnicowania ko
mórek rakowych skóry, przy braku takiej zależności w stosunku do ekspresji ko
neksyny 43. Ci sami autorzy wykazali spadek ekspresji koneksyny 32 w fazie 
inicjacji i wczesnej promocji podczas indukowanej kancerogenezy w komórkach 
szczurzej wątroby. Obserwowali jednocześnie obniżanie się ekspresji koneksyny 
26 w kolejnych etapach kancerogenezy hepatocytów [34,61]. Krutovskikh i wsp. 
[38] zauważyli natomiast zmienioną lokalizację koneksyny 32 w guzach wątroby, 
koneksyna 32 zamiast lokalizacji wewnątrz błony komórkowej hepatocytów umiej
scowiona była głównie w cytoplazmie komórek. Przeprowadzone następnie badania 
genetyczne nie wykazały żadnych zmian strukturalnych w genie kodującym ko- 
neksynę 32 [38,39]. Inna grupa badaczy japońskich stwierdziła brak lub jedynie 
śladową ekspresję koneksyn 26, 32 i 43 w liniach ludzkich raków przełyku w 
porównaniu do zdrowych tkanek [51]. Z kolei Jamieson i wsp. [26] stwierdzili 
natomiast podwyższoną ekspresję koneksyny 26 i 43 w komórkach raka sutka w 
porównaniu do tkanki nie zmienionej nowotworowo. Zauważyli również dominującą 
cytoplazmatyczną lokalizację ekspresji koneksyny 26 i 43 wewnątrz komórek ra
kowych.

Podsumowując, należy podkreślić, że prowadzone obecnie badania koneksyn 
obejmują zarówno jakościowe, jak i ilościowe zaburzenia tych białek. Zaburzenia 
jakościowe dotyczą głównie zmian składu aminokwasowego, natomiast badania 
zmian ilościowych koncentrują się na ocenie stopnia ekspresji tych białek. Istotne 
wydają się także badania lokalizacji wewnątrzkomórkowej koneksyn w komórkach
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zmienionych nowotworowo, aczkolwiek w chwili obecnej są one zawężone do 
oceny koneksyn 26, 32, 43 w najczęściej występujących nowotworach u ludzi (rak 
płuc, rak sutka).

APOPTOZA -  POŁĄCZENIA MIĘDZYKOMÓRKOWE GAP

Wszystkie wielokomórkowe organizmy mają genetyczne mechanizmy służące 
do usuwania własnych komórek, których homeostaza została zakłócona. Takim 
mechanizmem genetycznie uwarunkowanej śmierci komórki jest apoptoza. Połą
czenia gap są zaś niezbędne do utrzymania homeostatycznej kontroli wzrostu i 
różnicowania się komórek. Komórka nowotworowa charakteryzuje się zaburzeniami 
mechanizmów kontrolujących jej wzrost i/lub różnicowanie. Należy więc domnie
mywać, że zaburzenia w jakości jak również w liczbie połączeń międzykomórkowych 
typu gap występujące w guzach nowotworowych powinny prowadzić do wzmożonej 
apoptozy komórek nowotworowych [68 ]. Sugerowany jest również inny model 
współzależności pomiędzy istnieniem połączeń międzykomórkowych typu gap a 
procesem apoptozy. Wydaje się, że komunikacja gap między komórkami warunkuje 
przekazanie sygnału odpowiedzialnego za uruchomienie procesu apoptozy w ko
mórkach nowotworowych. Zaburzenia połączeń gap powinny hamować rozwój pro
cesu apoptozy w nie połączonych komórkach, nasilając rozwój guza nowotworowego 
(6 8 ]. Brak jest jednak szerszych opracowań dotyczących związku zaburzeń w po
łączeniach gap, a apoptozą w przebiegu procesu nowotworowego. Większość badań 
poświęconych apoptozie dotyczy pojedynczych, izolowanych linii komórek nowo
tworowych (np. HL-60), w których nie stwierdzono połączeń międzykomórkowych 
gap. Dotychczas przeprowadzone badania wydają się sugerować, że utrata połączeń 
typu gap może odgrywać rolę w promowaniu rozwoju nowotworów poprzez ha
mowanie apoptozy komórek nowotworowych [6 8 ]. Dostrzeżono związek pomiędzy 
znanymi promotorami guzów, takimi jak: fenobarbital czy peroksyzowe proliferatory, 
które mogą hamować apoptozę i ograniczać w tym samym czasie liczbę połączeń 
gap [6 8 ]. Zauważono także, że niektóre substancje chemiczne promujące guzy (np. 
fenobarbital), jak również część związków chemicznych hamujących rozwój guzów 
(np. retinoidy czy deksametazon), które są znane z hamowania zjawiska apoptozy, 
mogą jednocześnie hamować połączenia międzykomórkowe gap. Z drugiej strony, 
niektóre leki, substancje chemiczne i czynniki wzrostu znane jako podwyższające 
liczbę połączeń gap (np. retinoidy, deksametazon, cAMP i TGF-beta) nasilają zja
wisko apoptozy [6 8 ].

Stwierdzono także związek pomiędzy jednym z genów hamujących rozwój no
wotworów a regulacją genu kodującego koneksynę 26 odpowiedzialną za powsta
wanie połączeń typu gap [6 8 ]. Jednakże ustalenia wymaga, czy inne geny supresorowe
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guzów, takie jak p53 czy Rb, których udział w procesie apoptozy jest znany, są 
w stanie regulować ekspresję genów koneksynowych. Z drugiej strony w dotychczas 
przeprowadzonych badaniach wykazano, że onkogeny, takie jak ras czy raf, są 
związane zarówno z obniżeniem komunikacji międzykomórkowej typu gap, jak 
również z hamowaniem procesu apoptozy [68].

Szczególnie istotne staje się ustalenie drogi patogenetycznej łączącej procesy 
apoptozy komórek nowotworowych i zaburzeń w połączeniach typu gap. Utrata 
połączeń pomiędzy komórkami nowotworowymi, jak też pomiędzy komórkami 
nowotworowymi a komórkami nie zmienionymi nowotworowo, może odgrywać 
rolę w progresji nowotworów poprzez hamowanie apoptozy komórek nowotwo
rowych. Wydaje się, że połączenia międzykomórkowe gap i ich rola w procesie 
apoptozy może stanowić nowy, interesujący kierunek badań prowadzący do głęb
szego poznania biologii nowotworów.
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W sk azów k i p rzygotow an ia  rycin  i streszczeń  
do p ub likacji w PB K

D ostarczane na dyskietkach teksty pow inny być napisane w W ordzie, wersja 6 ,0  lub w cześn iejsza . 
Jeśli w tekst zostały w staw ione ryciny, pow inny one zostać u m ieszczone osobno na dyskietce. Pow inny  
to być albo mapy b itow e (.TIF, ,PC X ), albo pliki z Corela, wersja 5 ,0  lub w cześn iejsza . Każda wersja 
Worda lub Corela pozw ala na zachow anie pracy w form acie wersji w cześn iejszej. R ysunki, schem aty  
zdjęcia i w ykresy w podpisach i w pow ołaniach w tekście pow inny nosić nazwę rycina (ryc.) i być 
num erow ane kolejno.

S treszczen ie ma m ieć następującą strukturę: 
j. p o lsk i j . an g ie lsk i
Podstaw y zagadnienia: jedno zdanie Background:
Podtytuły: do każdego podtytułu 3 -5  zdań Subtitles:
W nioski: 2 zdania C onclusions:
S łow a kluczow e: do 8 słów  K ey words:

Takie streszczenia standardowe m ogą być w ażne, gdyż obecnie czyta się je  kom puterowo. Treść 
streszczenia zachęca bądź nie zachęca do przeczytania ca łego  artykułu.

Prosim y rów nież A utorów  o  podaw anie adresów e-m ail, o ile je  mają.

Cennik odbitek prac dla A utorów  w 2001 r.

Liczba odbitek 50  100 200  4 00
Cena zł 4 0 ,0 0  6 0 ,0 0  80 ,00  100,00

Z am ów ien ie na odbitki m usi być z łożon e wraz z przesłaną korektą pracy.
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INFORMACJE DLA AUTORÓW
POS I ER'' BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe z zakresu najnowszych osiągnięć biologii 

komórki, niepublikowane dotąd w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadają za ścisłość podawanych informacji. 
Obowiązuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i 
embriologicznym. Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOMÓRKI nie mogą być bez zgody redakcji 
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autorów o nadsyłanie prac bezpośrednio do Redaktorów odpowiedniej 
specjalności (adresy na 2 str. okładki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuły, które nie odpowiadają żadnej z 
wymienionych specjalności.

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają:
1) a rty k u ły  p rze g lą d o w e  nie p rzek racza jące  15 stron  m aszynop isu  i do  100 p ozycji b ib lio g raficzn y ch  k o n ieczn ie  z o s ta tn ich  5 lat 

(n ato m iast w ezes'n ie jsze p race  m o g ą  być p racam i p rzeg ląd o w y m i);

2) d o n ies ien ia  z o s ta tn ie j chw ili na 3 -5  s tronach  m aszynop isu  z k ilkom a pozycjam i b ib lio g raficzn y m i o sta tn ieg o  roku (licząc  ot| 
da ty  w y stan ia  do  red ak c ji);

3) listy do  redakc ji (d o  1 s trony  m aszynop isu ).

I ekst pracy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach. Maszynopis powinien być pisany jednostron
nie na papierze formatu A4 w układzie normalnym 1800 znaków na stronie. Ostateczna wersja tekstu i rysunki 
(wskazówki s. 160) powinna być przysłana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona 
nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawierać: imiona, nazwiska, tytuły naukowe autorów i adresy: w 
pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytuł pracy w języku polskim i angielskim oraz liczbę stron maszynopisu, 
liczbę tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej) stronie należy podać kolejno tytuł pracy w języku polskim i 
angielskim, imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska autorów, nazwę zakładu naukowego, nazwisko i adres autora 
prowadzącego korespondencję, informację o dofinansowaniu pracy oraz skrót tytułu (do 40 znaków). Następna strona 
powinna zawierać w języku polskim i angielskim streszczenie (do 1 str.) oraz słowa kluczowe- 3  do 10 słów zgodnych 
z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile są tam zawarte. W tytule i streszczeniu można 
stosować jedynie powszechnie przyjęte skróty, np. DNA. Tekst artykułu należy rozpocząć od nowej strony. W tekście 
nie zamieszczać tabel, schematów lub rycin, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich lokalizację (np. tab. I, 
rye. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane i numerowane rozdziały oraz podrozdziały. Od 
nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism podawać należy według Index Medicus (listy 
czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym). Powołanie w tekście następuje przez podanie 
kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. |5 |). Spis literatury należy zestawić 
alfabetycznie według następującego wzoru:

111 HN IL1CA LS, M cL U R E  M E, S PE L T Z I3E R G  TC . H istone b iosyn thesis  and  the cell cycle . | w | Philips M P. S ch w artz  E |r e d . | 
H istone and  N u cleo h is to n es . L ondon . N ew  Y ork: P h ilips, P lenum  Press 1977: 60  -64.

|2 |  SAC H S E N M A JE R  W . R E M Y  V. P L A T T N E R  R. In itiation  o f  sy n ch ro n o u s m itosis  in Physuriun i p o lxcep lm liun . E xp ti Cell 
Res 1 9 8 0 ;2 :4 1 - 4 8 .

I a bele, opisy schematów i rycin powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki muszą być 
wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane na błyszczącym 
papierze. B arw ne ryciny i zdjęcia są płatne.Wymiary poszczególnych rycin, schematów i fotografii nie mogą 
przekraczać 125 x 180 mm lub ich połowy. Jeżeli załączniki są zapożyczone z innych źródeł, należy podać, skąd 
zostały zaczerpnięte i dołączyć zgodę autora i wydawnictwa na reprodukcję, jeżeli materiały te zamieszcza się w 
niezmienionej formie. Wszystkie załączniki, np. wykaz skrótów, muszą mieć na odwrocie nazwisko 1. autora i 
oznaczeniem góry i dołu ilustracji. Jednostki miar muszą być zgodne z układem SI.

R ed ak cja  zastrze g a  so b ie  p raw o  d o k o n y w an ia  sk ró tów  u zg odn ionych  z au torem . A u to r zo b o w iązan y  je s t  do  w yk o n an ia  korek ty  
au to rsk ie j i zw ró cen ia  je j  w c iąg u  doby. K oszty, sp o w o d o w an e  w iększym i zm ianam i tekstu  w p ro w ad zan y m i w k o rek c ie  p oza  

po p raw k am i b łędów  d ru k arsk ich , ponosi au tor. A u to rzy  o trzy m u ją  b ezp ła tn ie  1 egz. zeszy tu  PB K  z o p u b lik o w an ą  p racą  o raz  m ogą 

zam ó w ić  odb itk i o d p ła tn ie  o d sy ła jąc  korektę . R edakcja  prosi o p ro p o zy cję  do  5 o sób  (nazw isko , im ię, ad res, fax ), które byłyby 

o dp o w ied n im i recenzen tam i m aszy n o p isu , nie p o w inny  jed n a k  być p raco w n ik am i insty tuc ji, w k tórej p racu je  au to r, ani jego 

w sp ó łp raco w n ik am i. P o p raw io n ą  po  recenzji w ersję  p racy  należy  z w ró c ić  do  redakcji k on ieczn ie  w c iągu  30  dni. R edakcja  zrezygnu je  
z p ub likac ji m aszy n o p isu , k tó reg o  au to rzy  do  30  dni nie o d p o w ied zą  na list redak to ra .
Redakcja prosi także o dołączenie do maszynopisu tytułu artykułu i podpisanej odpowiedzi na następujące pytania:
Dołączono 2 kopie maszynopisu, Treść pracy nie była uprzednio publikowana nie została
tabel i rycin. tak nie wysłana do innej redakcji tak nie
Wszyscy Autorzy znają i akceptują pracę. tak nie Dołączono kopię pracy wraz z rycinami na dyskietce
Jest zgoda osób, których informacje niepubli- z podaniem nazwy pliku i użytego programu edycyjnego
kowane są zamieszczone w tekście artykułu tak nie z komputera IBM tak nie

Odpowiadam za całość pracy opisanej w zał. maszyn. tak nie
Wyrażam zgodę na to, że artykuł po przyjęciu do druku w "Postępach Biologii Komórki” przechodzi na własność Fundacji Biologii Komórki i 
Biologii Molekularnej i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpisy wszystkich autorów
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Prenumerata na rok 2001
R edakcja przyjmuje opłatę prenumeraty za rok 2001 pod adresem:
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Price per year 20  dollars U SA .

P O S T Ę P Y  B IO L O G II K O M Ó R K I T O M  28, 2001 N r 2 (1 6 1 -2 9 4 )
A D V A N C E S  IN C E L L  B IO L O G Y _____________________________ V O L . 28, 2001 N r 2 (1 6 1 -2 9 4 )

I n d e k s  3 6 9 7 0 5

http://rcin.org.pl

mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl
mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl

	W tym zeszycie
	STRUKTURA I BIOLOGIA KOMPLEKSU RECEPTORA LIMFOCYTÓW T (TCR/CD3) == THE STRUCTURE AND BIOLOGY OF T CELL RECEPTOR COMPLEX TCR/CD3  Agata KOSMACZEWSKA, Irena FRYDECKA, Lidia CISZAK, Dorota BOĆKO
	TRIJODOTYRONINA I JEJ RECEPTORY JĄDROWE W PROCESIE NOWOTWORZENIA == TRIIODOTHYRONINE AND ITS NUCLEAR RECEPTORS IN TUMORIGENESIS Monika PUZIANOWSKA-KUŹNICKA, Agnieszka MADEJ, Agnieszka KRYSTYNIAK, Elżbieta STACHLEWSKA-NASFETER, Alicja NAUMAN,Janusz NAUMAN
	CYTOGENETYKA MOLEKULARNA W USTALANIU CECH GATUNKOWYCH ORAZ ICH ZMIENNOŚCI W ANALIZIE POKREWIEŃSTWA ROŚLIN OKRYTOZALĄŻKOWYCH == MOLECULAR CYTOGENETICS IN ESTABLISHMENT OF SPECIES-SPECIFIC TRAITS AND THEIR VARIABILITY IN ANALYSIS OF RELATIONSHIPS IN ANGIOSPERMS Maria Joanna OLSZEWSKA, Jolanta MAŁUSZYŃSKA
	KOMÓRKI MACIERZYSTE SSAKÓW: POTENCJALNE ŹRÓDŁO ZRÓŻNICOWANYCH KOMÓREK DO TRANSPLANTACJI == MAMMALIAN STEM CELLS: PRESUMED SOURCE OF DIFFERENTIATED CELLS FOR TRANSPLANTATION  Jolanta KARASIEWICZ, Jacek A. MODLIŃSKI
	ROLA TELOMERÓW I TELOMERAZY W PROGRESJI NOWOTWORÓW. PERSPEKTYWY DIAGNOSTYCZNE I TERAPEUTYCZNE == THE ROLE OF TELOMERES AND TELOMERASE IN TUMOR PROGRESSION. DIAGNOSTIC AND THERAPEUTIC PERSPECTIVES  Dominika NOWIS, Jakub GOLĄB
	HAMOWANIE POTRANSLACYJNEJ MODYFIKACJI BIAŁEK RAS JAKO NOWA METODA TERAPII NOWOTWORÓW == INHIBITION OF POSTTRANSLATION AL RAS MODIFICATION AS A NEW METHOD OF CANCER TREATMENT  Daria NURZYŃSKA, Andrzej DEPTAŁA
	POŁĄCZENIA GAP I ICH UDZIAŁ W APOPTOZIE I KANCEROGENEZIE == GAP-JUNCTIONS AND ITS ROLE IN APOPTOSIS AND CARCINOGENESIS  Adrian CHABOWSKI, Mariola SULKOWSKA, Anna CHRZANOWSKA, Elżbieta CHYCZEWSKA, Waldemar FAMULSKI, Irena KASACKA4, Stanisław SULKOWSKI, Lech CHYCZEWSKI
	Wskazówki przygotowania rycin i streszczeń do publikacji w PBK
	INFORMACJE DLA AUTORÓW
	TREŚĆ - CONTENTS



