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W TYM ZESZYCIE PBK

Zegar biologiczny u ssakéw jest umieszczony w jadrach nadskrzyzowanio-

wych (SCN) podwzgérza. Serotonina ijej agonisci maja zdolnos¢ prze-
suwania fazy rytmu aktywnosci neuronalnej SCN. Bierze ona takze udziat
w oddziatywaniu czynnikow nieswietlnych na funkcjonowanie zegara oko-
todobowego. Problem ten jest omawiany w artykule na stronie 219.

Transkrypty gendéw mitochondrialnych, zanim w pemi przeksztalcg sie w doj-

rzaty mRNA, podlegajg modyfikacjom potranslacyjnym. W artykule na
stronie 243 omawiany jest wplyw dojrzewania 3' kornca RNA na stabilno$¢
i degradacje transkryptéw mRNA w mitochondriach roslin.

Niestabilnos¢ genetyczna, chromosomowa lub mikrosatelitarna jest jedng z

cech komorek nowotworowych. W komadrkach nowotworowych zaréwno
guzow litych, jak i nowotwordw uktadu krwiotwdrczego niestabilno$¢ chro-
mosomowa wyraza sie nagromadzeniem aberracji strukturalnych i licz-
bowych chromosoméw. W artykule na stronie 259 przedstawiono pogla-
dy opisujgce mechanizmy powstawania aberracji, jak i metody ich dia-
gnozowania.

DNA komadrkowy podlega nieustannym uszkodzeniom; dziatanie punktow kon-

trolnych cyklu komérkowego jest czescig odpowiedzi komdérkowej na
uszkodzenie DNA. Sygnalizacja potrzebna do zatrzymania komoérek w
fazach G1, S lub G2 wychodzi od kinazy Atm, ktérej najwazniejszymi sub-
stratami sg kinazy efektorowe we wszystkich trzech punktach kontrol-
nych, biatko Tp53 blokujgce przejScie przez granice faz G1/S, nibryna na
przejsciu punktu kontrolnego S oraz Brca 1w punktach kontrolnych S i
G2. Wiecej informacji na te tematy mozna znalez¢ na stronie 359.

Znaczenie infekcji wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV) wigze sie gtdwnie

Z utatwianiem procesow przezycia komorek oraz oddziatywania onkopro-
tein wirusowych z cyklinami cyklu komérkowego. Zakazenie HPV moze
prowadzi¢ do niekontrolowanej proliferacji komérek i w koncu do zmian
nowotworowych. Wiecej na ten temat Czytelnik znajdzie na stronie 311.
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UDZIAL UKELADU SEROTONINOWEGO
W FUNKCJONOWANIU ZEGARA BIOLOGICZNEGO
SSAKOW

PARTICIPATION OF SEROTONERGIC SYSTEM IN FUNCTION
OF MAMMALIAN CIRCADIAN CLOCK

Magdalena ONISZK, Grazyna BARBACKA-SUROWIAK

Pracownia Neurofizjologii i Chronobiologii, Zaktad Fizjologii Zwierzat,
Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw

Streszczenie'. Serotonina jest waznym neuroprzekaznikiem odgrywajacym role w funkcjonowaniu or-
ganizmu przez regulacje procesoéw fizjologicznych i behawioralnych. Ma takze udziat w kontrolowa-
niu dziatania zegara biologicznego, umieszczonego w jagdrach nadskrzyzowaniowych (SCN) podwzg6-
rza. Unerwienie serotoninergiczne pochodzi ze $rodkowego jadra szwu $rédmézgowia i wchodzi w
interakcje z pozostatymi dwoma gtéwnymi projekcjami dochodzgcymi do SCN. Podstawowa rola sero-
toniny polega na modulowaniu pracy zegara biologicznego przez ostabienie przenoszenia informacji
Swietlnej docierajacej do SCN. Zachodzi to w wyniku aktywacji receptorow 5HT1A, 5HT1B oraz
5HT7 i ma znaczenie w dostosowaniu zegara do o$wietlenia $srodowiskowego. Serotonina ijej agoni-
Sci majg zdolno$¢ przesuwania fazy rytmu aktywnosci neuronalnej SCN. Bierze takze udziat w od-
dziatywaniu czynnikow nieswietlnych na funkcjonowanie zegara okotodobowego.

Stowa kluczowe: serotonina, rytmy okotodobowe, SCN, czynniki $wietlne, czynniki nie$wietlne.

Summary: Serotonin plays an important role in function of the organism as a regulator of physiological
and behavioral processes. Serotonin participates in the control of the biological clock located in supra-
chiasmatic nuclei (SCN) of the hypothalamus. Serotonergic innervation arises from the midbrain me-
dian raphe nuclei and interacts with other two main projections to the SCN. The basic role of serotonin
is to modulate function of the biological clock by attenuation of the photic information transmitted to
the SCN. This modulation through the activation of 5SHT1A, 5HT1B and 5HT7 receptors is important
for the entrainment of the clock to the environmental illumination. Serotonin and 5HT agonists are
capable to phase-shift the SCN neuronal activity rhythm. Serotonin is also implicated in altering the
function of the clock by non-photic stimuli.

Key words: serotonin, circadian rhythms, SCN, photic stimuli, non-photic stimuli.
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Serotonina (5-hydroksytryptamina, 5-HT) to substancja z rodziny indolamin, pochodna
tryptofanu, zidentyfikowana jako przekaznik neurochemiczny. Odgrywa wazng role
w funkcjonowaniu nie tylko mézgu, ale i catego organizmu. Bierze udziat w regulacji
wielu proceséw fizjologicznych i behawioralnych [16]. Znana jest ze zdolnosci do
modulowania réznych standéw fizjologicznych: temperatury ciata, cisSnienia krwi,
aktywnosci endokrynnej, apetytu, zachowania seksualnego (gtéwnie samic - [25]),
ruchu iodczuwania bolu [21]. Uczestniczy takze w bilansie ptynu pozakomorkowego
[51] i aktywnos$ci oddechowej [19]. Dziatajako inhibitor (czynnik hamujacy) kontroli
poboru paszy [10]. Jest szeroko rozpowszechniona w Os$rodkowym Uktadzie
Nerwowym (OUN), gdzie uczestniczy w regulacji licznych proceséw, m.in. cyklu snu
i czuwania, aktywnosci motorycznej czy termoregulacji [23]. Nie mozna pomina¢ roli
serotoniny w modulacji funkcjonowania czuciowego (sensorycznego) i proceséw
poznawczych oraz uczenia [12], a takze w zachowaniu réwnowagi psychicznej. W
licznych badaniach bierze sie pod uwage przypuszczalny zwigzek serotoniny ze stanami
emocjonalnymi inastrojem, zachowaniem samobdjczym czy chorobami psychicznymi,
np. depresjg [53], niepokojem, pobudzeniem lub agresjg [9]. Zaburzenia w
przekaznictwie nerwowym ukiadu serotoninergicznego majg odzwierciedlenie w
nieprawidtowosciach funkcjonowania emocjonalnego. Leczenie réznych chordéb i
zaburzen odbywa sie m.in. przez stosowanie czynnikéw regulujacych poziom serotoniny.
Serotonina wptywa takze na dziatanie innych hormondw i uktadéw neuroprzekaznikow,
m.in. nadopamine [27] czy uktad cholinergiczny [15]. R6wniez zachowanie (behawior)
zwierzat podlega wptywom tego waznego mézgowego przekaznika, regulujacego
zachowania zwigzane z unikaniem, ucieczka, odkrywaniem czy warunkowaniem
kontekstowym [2]. Serotonina wywiera wptyw naréznorodne funkcje organizmu dzieki
obecnosci duzej liczby typéw i podtypéw receptoréw [4].

Serotonina wywiera takze wptyw na prace zegara biologicznego. Centralny regulator
rytmu zlokalizowany jest w jgdrach nadskrzyzowaniowych (SCN - suprachiasmatic
nuclei), parzystych strukturach lezacych nad skrzyzowaniem wzrokowym, w przedniej
czesci podwzgdrza, po obu stronach komory Il moézgu. SCN stanowi oscylator
okotodobowy, synchronizowany przez $wiatto, kluczowy dla ekspresji fizjologicznych
i behawioralnych rytméw okotodobowych [5].

Zegar biologiczny otrzymuje informacje Swietlne (fotyczne) dochodzace z siatkdwki
oka drogg siatkbwkowo-podwzgé6rzowg (RHT - retino-hypothalamic tract), a takze
informacje Swietlne i nieswietlne (niefotyczne) z listka ciat kolankowatych bocznych
(IGL - intergeniculate leaflet) drogg kolankowato-podwzgdrzowg (GHT - geniculo-
hypothalamic tract).

Trzecig wazng drogg jest droga serotoninergiczna [28,37]. Projekcja ta nalezy do
najgestszych w maézgu [3, 44]. Pochodzi z kompleksu jader szwu $rédmdzgowia,
konkretnie z jadra srodkowego - MRN (median raphe nucleus) [3, 28]. Poczatkowo
sadzono, ze projekcja ta ma zrédto w jadrze grzbietowym szwu (DRN - dorsal raphe
nucleus), jednak liczne badania z uzyciem znacznikéw [22,28,32] wykazaty, ze widkna
serotoninowe w SCN réznych gatunkéw gryzoni biorg swéj poczatek w MRN. DRN
odpowiada natomiast za unerwienie serotoninergiczne IGL [29,34] i- przez te struktury



SEROTONINA A ZEGAR BIOLOGICZNY 221

-posrednio SCN. Aferentne widkna serotoninowe w SCN (Scislej w czesci brzusznej
jader) zachodza na zakoriczenia siatkéwkowe i GHT [33,38] sugerujac przypuszczalne
interakcje miedzy tymi systemami przekaZnictwa w jadrach. U szczura zakonczenia
serotoninowe sg rozprzestrzenione przednio-tylnie w czesci brzuszno-bocznej SCN,
blisko zakonnczen RHT [54], tworzac kontakty akso-dendrytyczne iakso-somatyczne
z neuronami SCN zawierajagcymi m.in. VIP (wazoaktywny peptyd jelitowy) [7]. W
przypadku chomika sg skupione w rejonie brzusznym ibrzuszno-przy$rodkowym jader
[38,52]. U myszy zlokalizowano je w Srodkowej i Srodkowo-brzusznej czeSci rdzennej,
w przednich itylnich partiach SCN [1].

Wejscie serotoninergiczne nie jest niezbedne do synchronizacji ze Srodowiskiem
zewnetrznym [35], konieczny i wystarczajgcy do petnienia tej roli jest szlak RHT.
Projekcja ta odgrywa jednak wazng role modulujgcg dziatanie zegara okotodobowego i
mechanizm synchronizujacy rytmike okotodobowag [42]. Wyniki badan z zastosowaniem
neurotoksyny niszczacej unerwienie serotoninergiczne (5,7-DHT - 5,7-dihydroksytryptamina)
wskazujgna zmiany w aktywnos$ci lokomotorycznej zwierzat: przyspieszenie fazy aktywnej
(a), wczesniejsze jej rozpoczecie, pdzniejsze zakonczenie, dtuzsze trwanie tej fazy, ale nie-
zwigzane ze wzrostem catkowitej aktywnosci. Jest to szczeg6lnie widoczne w warunkach
statego o$wietlenia [28,35], kiedy to dodatkowo pojawia sie tzw. rozszczepienie rytmu
{splitting) na dwie sktadowe oraz zakt6cenia rytmicznoSci. Takie efekty pojawiajg sie
réwniez u ,normalnych” (bez zniszczeniajader szwu) zwierzat, gtdbwnie chomikow, jednak
w przypadku osobnikdw ze zniszczeniem (lezjg) neurondéw serotoninergicznych MRN
zjawiska te sag duzo czestsze i bardziej nasilone. Prowadzi to do stwierdzenia, ze zwierzeta
pozbawione unerwienia serotoninowego SCN sg wrazliwsze na Swiatto, wykazujg
silniejszg odpowiedZ na dziatanie czynnikéw fotycznych [34]. Potwierdzeniem moze
by¢ znaczaco wieksza odpowiedz na Swiatto lub wzbudzana Swiattem ekspresja biatka
Fos (produktu genu wczesnej odpowiedzi komérkowej). Dotyczy to komoérek SCN myszy
ze zniszczonym unerwieniem serotoninergicznym po zastosowaniu 5,7-DHT [8].

Podobny skutek do dziatania neurotoksyny nastepuje w przypadku utraty neuronow
serotoninergicznych pochodzacych z MRN, ale nie DRN [35].

Rola serotoniny w regulacji funkcji zegara okotodobowego nie jest do konca
wyjasniona. Najlepiej poznanginajwazniejsza wydaje sie by¢ modulacja przenoszenia
informacji fotycznej za posrednictwem RHT. Oznacza to zmiane odpowiedzi zegara
na rézng intensywnos$¢ Swiatta po zastosowaniu agonistow receptora serotoninowego
[49]. Poparciem tej hipotezy jest fakt ostabienia odpowiedzi SCN nabodZce przenoszone
drogg siatkowkowo-podwzgoérzowa (RHT), przede wszystkim aktywnos$ci neuronalnej
pobudzanej przez $wiatto [30] oraz aktywacji genéw wczesnej odpowiedzi komdrkowej,
molekularnej podstawy zegara [44,47]. Regulacja ta obecnajest réwniez w warunkach
in vitro jako wptyw na ustawienie fazy zegara przez czynniki niefotyczne [43].
Przyktadowo agonista receptorow 5HT1A i 5HT7, 8-OH-DPAT (8-hydroksy-di-
propylaminotetralina), ma zdolnos¢ do ostabiania (w sposob zalezny od wielko$ci podanej
dawki) przesunie¢ fazy rytmu SCN u chomika pod wptywem S$wiatta w fazie aktywnej
[65]. Serotonina moze tez dziata¢ podobniejak $wiatto (nasladowac je) przy przesuwaniu
fazy oscylatora, czego dowodzi dziatanie agonisty receptora serotoninowego, kwipazyny.
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Podanie tej substancji szczurom wczesng nocg powoduje opdznienie fazy, a pdézna
noca-przyspieszenie [36].

Na typ i site dziatania serotoniny wywierajg duzy wptyw zaréwno roznice
gatunkowe, jak i mnogos$¢ oraz zréznicowanie receptoréw w tym uczestniczagcych. W
efekt modulujacy prace zegara zaangazowane sa gtdwnie podtypy receptoréw 5HT 1A,
5HT1B oraz 5HT7. Wszystkie one swoiscie wptywajana wrazliwo$¢ SCN na $wiatto.

Aktywacja receptoréw 5HT1B zlokalizowanych presynaptycznie na zakoriczeniach
nerwu wzrokowego [5,6,26,40] powoduje zmiane wejscia siatkbwkowego do SCN.
Objawia sie to hamowaniem przesunie¢ fazy rytmu okotodobowej aktywnosci
lokomotorycznej i behawioralnej wzbudzonych $wiattem [40] oraz ekspresji biatka c-
Fos [13,39] po podaniu systemowym lub bezposrednio do SCN agonistéw 5HT1B u
chomika. Ponadto nastepuje obnizenie indukowanego przez $wiatlo zahamowania
produkcji melatoniny w szyszynce [45] oraz redukcja amplitudy glutaminianergicznych,
pobudzajgcych postsynaptycznych pradéw (EPSCs - excitatorypostsynaptic currents)
wywotanych stymulacjg nerwu wzrokowego in vitro [40]. Modulacja wejScia RHT do
SCN przez receptory 5HT 1B odbywa sie presynaptycznie przez hamowanie uwalniania
glutaminianu z zakonczen siatkdwkowych, wskutek czego nastepuje ostabienie efektu
dziatania czynnikéw fotycznych na oscylator SCN [5].

Dowodem na udziat receptorow 5HT1B jest fakt, ze dziatanie agonistow 5HT1B
na wptyw Swiatta na rytmike okotodobowag jest zredukowane przez wczesniejsze
podanie antagonistow tego receptora [45] i zniesione u myszy pozbawionych
genetycznie receptora 5SHT1B [40,50]. Manrique i wsp. [26] sugerujg lokalizacje
presynaptyczngreceptoréw 5HT1B w SCN na widknach aferentnych IGL, co moze
by¢ zrédtem modyfikowania posredniego wejscia siatkbwkowego do SCN przez
IGL. Potwierdzeniem obecnosci podtypu receptora 5HT1B sg wyniki badan, w
ktorych stosowano wigzanie ligandow, aby zidentyfikowa¢ miejsca wigzace SHT1B
w SCN gryzoni [42]. O presynaptycznym dziataniu tego receptora $wiadczy bardzo
staba ekspresja mMRNA 5HT1B w SCN. Receptory SHT1B wystepujg réwniez,
cho¢ w duzo mniejszym stopniu, w cytoplazmie komorek nabtonka matych naczyn
krwionosnych i kapilar w SCN oraz somatodendrytycznie w tym jadrze [5].

Inne podtypy receptordw serotoninowych réwniez biorg udziat w modulacji
oddziatywania czynnikéw fotycznych na zegar biologiczny. Stosunkowo niedawno
odkryty podtyp receptora 5SHT7 jest przypuszczalnie odpowiedzialny za zmiany rytmu
okotodobowego aktywnos$ci neuronalnej skrawkow SCN in vitro powodowane
dziataniem agonistow receptorow serotoninowych [24]. Jego aktywacja powoduje
hamowanie pradow wywotanych pobudzeniem receptora GABAaw neuronach SCN
[20]. Przypisuje sie mu tez posredniczenie w hamowaniu wejscia fotycznego do zegara
[56] oraz - podobnie jak w przypadku receptora SHT1B - zatrzymanie EPSCs
wywotanych stymulacja nerwu wzrokowego w skrawkach SCN [51]. To dziatanie ma
charakter presynaptyczny, czego potwierdzeniem jest obecno$¢ sredniej do duzej liczby
miejsc wigzacych receptor 5HT7 [11], niska do $redniej ekspresja mMRNA tego
receptora w SCN gryzoni [14,44] oraz obecno$¢ funkcjonalnego receptora SHT7 w
oscylatorze okotodobowym chomika [44]. Dodatkowym dowodem jest obecnosé
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somatodendrytycznych receptorow 5HT7 na neuronach GABAergicznych i
presynaptycznych receptor6w 5HT7 na zakohczeniach GABA w SCN [5],
odpowiedzialnych za zahamowanie IPSCs (inhibitory presynaptic currents)
GABAergicznych w neuronach SCN. Odbywa sie to poprzez presynaptyczng inhibicje
wyrzutu GABA [17]. Dziatanie postsynaptyczne na receptor SHT1A lub 5HTY
powoduje blokade dziatania glutaminianu (czyli blokade przesuwania fazy rytméw
okotodobowych) [50,55]. Badania z uzyciem agonisty receptorow 5HT1A i5HT7, 8-
OH-DPAT, wykazaly, ze systemowe podanie tego leku znaczgco ostabito wzbudzone
Swiattem przesuniecia fazy rytmu - opGZnienia iprzyspieszenia [44] w sposob zalezny
od dawki. Po podaniu tego agonisty bezposrednio do SCN przyspieszenie fazy wywotane
Swiattem byto takie samojak przy podaniu systemowym, co wskazywatoby na dziatanie
modulujgce przez receptory umieszczone w rejonie SCN [55].

Aktywacja receptoréw 5HT1A i 5HT7 odgrywa role w modulacji odpowiedzi
neurondw SCN na $wiatto dochodzace z siatkéwki. Odbywa sie to przez zahamowanie
wzbudzonej $wiattem ekspresji biatka Fos, zachodzacej w czesci brzusznej i Srodkowej
zegara, oraz zmniejszenie liczby komorek reagujgcych na Swiatto w SCN po podaniu
agonisty jednoczesnie ze Swiattem [46]. Podobnie jest w przypadku wptywu Swiatta
na produkcje melatoniny - efekt stymulacji receptoréw 5HT1A i 5HT7 przypomina
aktywacje receptora 5HT1B. Dziatanie 8-OH-DPAT wydaje sie odbywac przez
posrednictwo postsynaptycznego receptora 5HT7 [20,24]. Efekt ten moze by¢
zablokowany wczes$niejszym potraktowaniem specyficznymi antagonistami receptora
5HT7, a nie 5SHT1A (ritanseryna). Moze by¢ rowniez nasladowany przez dziatanie
aktywatoréw kaskady przenoszenia sygnatu inicjowanej podniesieniem poziomu cAMP,
co wskazuje na udziat podtypu receptora 5SHT7 [44]. Dziatanie 8-OH-DPAT przypomina
dziatanie czynnikow niefotycznych - indukuje duze przyspieszenia fazy rytmu
aktywnosci neuronalnej skrawkéw SCN w subiektywnym dniu i mniejsze op6Znienia
w subiektywnej nocy [48]. Opr6cz tego hamuje wzbudzang dziataniem S$wiatta
aktywnos¢ neurondw SCN u chomika oraz ostabia stopien wytadowan neuronéw, ktdre
odpowiadajg na pobudzenie fotyczne [56].

Receptory 5HT1B [13], 5HT1A oraz 5HT7 modulujg wyrzut glutaminianu
bezpos$rednio przy braku aktywacji RHT przez informacje fotyczng. Dowodem tego
jest fakt, ze podanie substancji dziatajgcych w tym przypadku jako agonisci wyzej
wymienionych receptoréow (kwipazyna, 8-OH-DPAT oraz TFMPP - trifluoro-
metylofenylopiperazyna) do rejonu SCN chomika [47] powoduje redukcje poza-
komorkowego stezenia glutaminianu w skrawkach podwzgdrza.

Badania in vitro [41] dowodzg, ze serotonina moze przyspiesza¢ zegar przy podaniu
w subiektywnym dniu i opdznia¢ go w subiektywnej nocy. Prosser [41] sugeruje, ze
przyspieszenia dzienne spowodowane sg stymulacjgreceptora 5HT7, aktywacja cyklazy
adenylanowej i kinazy biatkowej A oraz otwarciem kanatu potasowego. Dla tych
przesunie¢ fazy kluczowa moze tez by¢ synteza nowych, niezidentyfikowanych jeszcze
biatek, gdyz czynniki hamujgce transkrypcje i translacje blokujg przyspieszenia dzienne
wywotane dziataniem serotoniny in vitro [18].
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W opoéznieniu fazy rytmu SCN w odpowiedzi na Swiatto mogg posredniczyé
receptory 5SHT1A. Potwierdzajg to badania Smart i Biello [49] prowadzone na
chomikach - systemowe podanie antagonisty receptora 5SHT1A, WAY-100635,
znaczaco zwiekszyto opdznienie fazy zegara.

Oprocz wptywu na czynniki fotyczne, dziatajgce na zegar biologiczny, sugeruje sie
udziat serotoniny w przesunieciach fazy wywotanych czynnikami niefotycznymi,
gtéwnie behawioralnymi [31]. Dowodem na to moze by¢ fakt, ze podczas wzmozonej
aktywnos$ci czy pozbawienia snu, ktére to stany dziatajg na SCN jak czynniki
niefotyczne, nastepuje znaczace zwiekszenie wyrzutu serotoniny w jgdrach nad-
skrzyzowaniowych.

Ponadto zniszczenie widkien aferentnych serotoninowych do SCN ostabia
przesuniecia fazy czy synchronizacje wzbudzang przez aktywno$¢ w odpowiedzi na
niektére (ale nie wszystkie) czynniki stymulujgce. To dziatanie serotoniny nie jest
dostatecznie wyjasnione i doniesienia na ten temat sg ciggle sprzeczne. Jest to, byc¢
moze, spowodowane roznicami gatunkowymi (u myszy wptyw serotoniny na ustawianie
fazy zegara poprzez pobudzenie behawioralne jest bardziej widoczny niz u chomika).
Wptyw moze mie¢ réwniez czas podania czynnikéw farmakologicznych (zalezno$¢ od
fazy), wielko$¢ dawki czy stosowana metoda doswiadczalna. Efekt podobny do dziatania
czynnikow niefotycznych serotonina moze wywierac przez Sciezki posrednie, interakcje
z innymi uktadami przekaznikow, gtownie neuropeptydem Y (NPY) czy komérkami
glejowymi. Byé moze serotonina dziata tu inng droga (posrednig przez IGL) i
bezposrednio na komérki oscylatora [31].

Reasumujgc, mozna stwierdzi¢, ze serotonina, mimo iz nie jest niezbedna do
prawidtowego funkcjonowania zegara biologicznego, wywiera wazny modulujgcy wptyw
najego prace. Zachodzi to gtdwnie w drodze zmiany odpowiedzi SCN na $wiatto, w
czym biorgudziat receptory 5SHT1 A, 5HT1B oraz 5HT7. W $rodowisku naturalnym jest
to wazne dla minimalizowania czasu potrzebnego do ,,nastawienia” zegara biologicznego
i dostosowania go do warunkow Swietlnych srodowiska [44]. Prawdopodobnejest takze
posrednictwo serotoniny w dziataniu czynnikéw niefotycznych, choé odbywa sie to w
odmienny sposdb niz w przypadku oddziatywania fotycznego. Zagadnienie to wymaga
jednak podjecia dalszych badan.
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WYSTEPOWANIE | BIOSYNTEZA
TRITERPENOIDOW W WARUNKACH IN VITRO

TRITERPENOIDS OCCURRENCE AND THEIR BIOSYNTHESIS
IN CULTURES IN VITRO

Anna GRZELAKZ Wirginia JANISZOWSKA?2

'Instytut Parazytologii PAN, Hnstytut Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego,
Warszawa

Streszczenie: Triterpenoidy sg bardzo obszerng grupa zwigzkéw i wystepujg powszechnie w $wiecie
rodlin. Ze wzgledu na cenne wiasciwosci (owadobdjcze, grzybobdjcze, przeciwwirusowe i inne) coraz
wieksze zainteresowanie budzi sprawna ich biosynteza w kulturach in vitro. W niniejszym artykule
opisano przyktady biosyntezy fitoekdysteroidéw, sapogenin steroidowych i pieciocyklicznych przez
komarki réznych roslin utrzymywanych w réznych typach kultury. Dotad w odréznicowanych komérkach
in vitro, jesli szlak biosyntezy fitoekdysteroiddw zachodzit w ogdle, otrzymywano nizszg ich zawarto$¢
niz w tkankach in vivo, a tylko sporadycznie iloci tych zwigzkéw w kulturze in vitro byty wieksze (np. w
kalusie uzyskanym z przedrosli paproci Pteridium ciquilinum). Do biosyntezy digitoksyny konieczna byta
organogeneza, ale w przypadku innych sapogenin steroidowych - pochodnych diosgeniny, w tkance kalu-
sowej bez oznak organogenezy obserwowano duzo wieksze ich ilosci. Podobnie, r6zne wyniki otrzymano
w przypadku biosyntezy sapogenin pieciocyklicznych in vitro w zalezno$ci od gatunku rosliny, rodzaju
kultury, pozywki, stezenia w niej hormondw i sktadnikéw pokarmowych.

Stowa kluczowe: triterpenoidy, fitoekdysteroidy, sapogeniny, kultura in vitro.

Summary: Triterpenoids belong to the large group of plant substances, which occur commonly in plants.
Considering their valuable properties (insecticidal, fungicidal, antiviral and others), active biosynthesis of
triterpenoids in plant cells in vitro enjoys now growing interest. In this review the cases of production of
phytoekdysteroids, steroidal and pentacyclic sapogenins by plant cells, in different type of in vitro
cultures are described. In general, the amounts of phytoekdysteroids were fewer in undifferentiated cells
(callus cultures) in comparison to original plants, despite several exceptions (i. e. callus tissue from
Pteridium aquilinum prothalium). To digitoxin biosynthetic pathway being active in cells, the organoge-
nesis was required. Otherwise, other steroidal sapogenis - diosgenin derivatives - are synthesised more
intensively in callus tissues. Similarly, very different results were obtained in pentacyclic sapogenins
biosynthesis in vitro according to plant species, culture type, medium, hormone and nutrients concentra-
tion.

Key words: triterpenoids, phytoekdysteroids, sapogenins, in vitro culture.
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WSTEP

Triterpenoidy, powstajgce w wyniku cyklizacji 30-weglowego tancucha skwalenu,
stanowig znaczng cze$¢ sposrod ponad 30 000 ogétem wyizolowanych z roslin i
zidentyfikowanych zwigzkdw izoprenoidowych [14]. Opr6cz substancji niezbednych
do zycia, np. steroli - elementéw strukturalnych kazdej btony komdrkowej, wystepuje
wsrod nich wiele metabolitow wtérnych stanowigcych ochrone chemicznarosliny przed
mikroorganizmami chorobotwoérczymi i pasozytniczymi, zwierzetami roslinozernymi
(gtéwnie owadami) i konkurencyjnymi roslinami. Od czasu opracowania prostszych
metod ich ekstrakcji i oczyszczania oraz mozliwosci okreslania ich struktury chemicznej
[28,49] wzrasta zainteresowanie tymi zwigzkamijako srodkami owadobdjczymi [29,
44,62,65], grzybobdjczymi [63], przeciwmalarycznymi [52], slimakobéjczymi [61],
przeciwwirusowymi, np. przeciwko wirusowi Epsteina-Barra [48], HIV [20, 37, 38],
jako sktadnikami kompleksow immunostymulujgcych (micelle) przy konstruowaniu
réznego rodzaju szczepionek [47, 56], a takze lekéw przeciwnowotworowych [5, 16,
23, 24]. Powyzsze wtasciwosci triterpenoidéw skianiajg do badania regulacji ich
metabolizmu i uzyskania sprawnej biosyntezy przez komérki roslinne w kulturze in
vitro (tab. 1). Dotychczas stosunkowo niewiele jest doniesied o bhiosyntezie
triterpenoidow w warunkach in vitro [63], a te, ktére opisano, dotyczg w duzej czesci
fitoekdysteroidéw, sapogenin steroidowych ipieciocyklicznych.

FITOEKDYSTEROIDY

Fitoekdysteroidy stanowig szczeg6lna grupe zwigzkéw roslinnych wykazujacych
aktywnos$¢ hormonéw linienia owaddéw (ekdysony). Do tej pory wyizolowano z ro$lin
ponad 30 zwigzkdw o dziataniu ekdysonéw. Wszystkie substancje tego typu zawieraja
tetracykliczny uklad sterydowy z tancuchem bocznym i licznymi grupami hydro-
ksylowymi (rye. 1). Wykorzystywane sg coraz szerzej w rolnictwie do kontroli rozwoju
owadow, zaréwno szkodnikéw ro$lin jak i owadéw uzytkowych, np. jedwabnika
Bombyx mori, w celu zwiekszenia produkcji jedwabiu [15]. Stwierdzono takze
wiasciwosci przeciwnowotworowe trzech ekdysteroidéw - cyasteronu, polipodiny B i
dekumbesteronu - wyizolowanych z Ajuga decumbens [66].

Badania biosyntezy fitoekdysteroidéw w komérkach in vitro prowadzone sg na
stosunkowo niewielu gatunkach roslin [4,10,29,40,67, 70] i w wiekszoS$ci opisanych
przypadkéw zawarto$¢ tych metabolitéw wtérnych jest nizsza niz w roélinie. Dla
przyktadu w tkance kalusowej pochodzacej z liscieni Achyranthes sp. [29] ich ilo$¢
byta §ladowa i stanowita mniej niz 0,002% suchej masy tkanki. Podobnie w kulturach
kalusowych i zawiesinowych Serratula tinctoria stwierdzono, ze w tkankach in vitro
zawarto$¢ ekdysteroiddw wahata sie od 0,2 do 113 mg/g s. m., podczas gdy w lisciach
zwigzki te wystepujg w ilosci 2,6-6,1 mg/g s.m., w todygach - 1,2-5 mg/g s.m. iw
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232 A. GRZELAK, W. JANISZOWSKA

RYCINA 1 Wzory wybranych fitoekdysteroidéw: a - a-ekdyson, b - 20-hydroksyekdyson, c - ekdysteron
(R-ekdyson)

korzeniach - 12-15 mg/mg s.m. [12]. Wieksze stezenie ekdysteroidéw uzyskano, gdy
NAA zastagpiono przez 2,4-D w tym samym stezeniu (2 mg/l) [11], ajeszcze wigksze
- przy dodaniu 5 mg 2,4-D/I pozywki. Jednakze, po Kilku miesigcach prowadzenia
kultury zawiesinowej, biosynteza ekdysteroidéw sukcesywnie zanikata az do zera, co
byto skorelowane z szybszym przyrostem masy komorek.

W kulturach zawiesinowych Chenopodium album zawarto$é ekdysteroidéw spadata
z wiekiem subkultury [10]. W fazie logarytmicznej cyklu (7 dzien) ich ilos¢ wynosita 9 -
10 mg/g s.m., natomiast w fazie stacjonarnej (20 dzien) - tylko 5-6 mg/g s.m. W
przeciwienstwie do kultur zawiesinowych Serratula tinctoria [11] kom6rki Chenopodium
album zachowaty zdolno$¢ biosyntezy ekdysteroidéw w zawiesinie, chociaz zachodzita
ona na znacznie nizszym poziomie niz w roslinach (liscie - 175, korzenie - 377 mg/g
s.m.). Badajac jednoczesnie biosynteze steroli (prekursoréw ekdysteroidéw) autorzy
stwierdzili znacznie wyzszg ich zawarto$¢ w kulturach niz w ro$linach, co Swiadczy o
hamowaniu pozniejszych etapéw biosyntezy ekdysteroidéw w tych kulturach [13].

Ktgcza paproci Polypodium vulgare rdwniez zawierajg znaczne ilosci ekdysonu i
jego pochodnych: 20-hydroksyekdysonu oraz 5,20-dihydroksyekdysonu (polipodina B).
W roslinach najwiecej wystepuje 20-hydroksyekdysonu (0,4% s.m.), mniej polipodiny
B (0,28% s.m.) i najmniej ekdysonu (0,03% s.m.) [57]. Camps iwsp. [4] wyprowadzili
kultury przedro$li Polypodium vulgare, a z nich tkanke kalusowg. Nastepnie oznaczyli
zawarto$¢ ekdysteroidéw w obu typach tkanek. W kulturach przedro$li zawartos¢
ekdysteroiddw wzrastata wraz z dtugoscig okresu jej prowadzenia i po 6 tygodniach stanowita
0,86% s.m. tkanki, w tym 20-hydroksyekdysonu 0,7%, polipodiny B 0,1% i ekdysonu
0,06%. Autorzy stwierdzili, ze wieksza zawarto$¢ 20-hydroksyekdysonu imniejsza polipodiny
B niz w roslinach mogtawynikac z niedoktadnego rozdzielenia tych dwdch zwigzkow, gdyz
oba charakteryzuja sie podobng polarnoscia, a co za tym idzie ruchliwoscig
chromatograficzng. Kalus uzyskany z przedrosli nie syntetyzowat ekdysteroidéw, co
wskazywato na zablokowanie ukfadu enzymatycznego odpowiedzialnego za wytwarzanie
tych zwigzkéw w komoérkach bedacych w stadium odréznicowania. W przypadku innej
paproci, Pteridium aquilinum, komérki w stadium odréznicowania w zawiesinie, pochodzacej
tak jak w przypadku Polypodium vulgare z kalusa gametofitowego, syntetyzowaty
ekdysteroidy, ktérych ilos¢ w 11 pozywki wynosita 35,2 mg, co prawie 20 razy przewyzszato
ich zawarto$¢ w roslinie [70]. W$rdd dziewieciu wyizolowanych réznych ekdysteroidow
byty zwigzki o znanej budowie chemicznej (ekdysteron, 5-8-OH-ekdysteron, ekdyson,
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ponasteron) oraz inne, niezidentyfikowane. Zbadano przebieg ich biosyntezy w czasie 55-
dniowego cyklu wzrostu kultury zawiesinowej i stwierdzono, ze w ciggu trzech pierwszych
dni subkultury, przy niewielkim przyroscie tkanki, wszystkie powstate ekdysteroidy byty
wydzielane do pozywki. Miedzy czwartym a trzynastym dniem masa komorek szybko
przyrastata wraz z intensywngprodukcjg badanych zwigzkéw, ktére tym razem gromadzity
siew komorkach. Od 14. dniatempo wzrostu komaorek obnizyto sie i nie ulegto zmianie do
konca cyklu, natomiast zawarto$¢ ekdysteroidow w pozywce sukcesywnie wzrastata
[42]. Otrzymane dla kultury Ptendium aguilinum wyniki czeSciowo odzwierciedlaja
charakter biosyntezy ekdysteroidéw in vivo, gdyz zwiazki te wystepujgw najwiekszych
iloSciach podczas jej intensywnego wzrostu [30].

Z kolei, w kalusie i kulturach zawiesinowych Ajuga turkestanica ilo$¢ ekdysteronu
byta prawie trzykrotnie wyzsza (0,11% s.m.) w poréwnaniu zjego iloScigw liSciach i
korzeniach (0,02-0,04% s.m.), natomiast zawarto$¢ drugiego ekdysteroidu,
turkesteronu, byta taka jak w korzeniach (0,04% s. m.) [42].

SAPOGENINY STEROIDOWE

Do tej grupy nalezg zwigzki zawierajace tetracykliczany uktad sterydowy, gdyz
powstajaw wyniku réznych przemian z fitosteroli (ryc. 2). Dobrze poznane sg pochodne
digitogeniny (digitoksygenina, gitoksygenina, digoksygenina, diginatygenina,
gitaloksygenina i inne), wystepujace gtdwnie w formie glikozydéw w lisciach, w rédznych
gatunkach Digitalis, Strophanthus, Nerium, Dioscorea i Agave. Zwigzki te znane sg
takze pod nazwga kardenolidéw lub glikozydéw nasercowych ze wzgledu na ich
wiasciwos¢ aktywowania pracy serca [71].

Mimo licznych badan nie udato sie dotad uzyska¢ biosyntezy kardenolidow w
odréznicowanych komdérkach Digitalis, Strophanthus i Nerium [50, 72, 73]. W tych
trzech przypadkach intensywna biosynteza kardenolidéow byta $cisle potaczona z
organogenezg pedow [39, 55, 69]. Kuberski i wsp. [40] stwierdzili, ze czynniki
sprzyjajace tworzeniu sie zarodkéw w kalusie Digitalis lanata (np. uzycie BA jako
cytokininy, 3-krotne podwyzszenie stezenia fosforanu, obnizenie o 1/3 zawartosci Ca+2
podwyzszenie zawartosci azotu amonowego w pozywce MS, Swiatto) sprzyjaty takze
powstawaniu digoksyny.

Podobng zalezno$¢ od stopnia zr6znicowania tkanek stwierdzono w przypadku
biosyntezy aglikondw glikoalkaloidéw sterydowych (tomatydyna, solanidyna,
solamargina), zwigzk6w wystepujacych gtdwnie w rodzinie Solanaceae. Kultury kalusa
zroznicujgcymi sie pedami lub korzeniami wytwarzaty wiecej solasodyny niz kultury
kalusowe bez oznak organogenezy [2, 6, 74]. Chandler i Dodds [5] wyprowadzili
kultury kalusowe i zawiesinowe z rdznych czesci siewek oraz z lisci Solatium laciniatum
i stwierdzili podobng zawarto$¢ solasodyny (0,5-1 mg/g s.m.) w obu typach kultury
z tym, ze komorki kalusa gromadzity troche wiecej tego zwigzku. Zawarto$é solasodyny
wzrastata po zaidukowaniu tworzenia sie peddw i korzeni w kalusie i wynosita 1,1-3,9
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RYCINA 2. Wzory wybranych sapogenin steroidowych: a - digitogenina, b - digitoksygenina,
¢ - solanidyna

mg/g s. m., co byto poréwnywalne z jej zawartoscig w todygach roslin (1-3 mg/g s.
m.). Byta to jednak mata ilos¢ w porownaniu do zawartosci tego zwigzku w lisciach
(10-38 mg/g s.m.) i owocach (36 mg/g s.m.). W wielu doniesieniach sugerowano
korelacje zdolnosci biosyntezy solasodyny z biosynteza chlorofilu i specjalizacja
komorek [9, 18, 35]. Jednak stwierdzenie obecnosci solasodyny w kulturach korzeni
wiosnikowych Solanum avicculare w ilosci 29-32 mg/g s. m. podwaza te pierwszg
sugestie [64].

Interesujace jest, ze w kulturach kalusowych S. wrightii, S. laciniatum i S.
avicculare wykrywano pochodne triterpenu - lupanu (kwas betulinowy, betuling, lupeol
i aldehyd lupeolu), ktére w tych ros$linach nie wystepuja [35, 74]. W przypadku S.
avicculare zawarto$¢ kwasu betulinowego byta stosunkowo wysoka (ponad 30 mg/g
s.m.) i zalezaka od linii kalusowej.

Sapogeniny steroidowe, takie jak diosgenina, tokorogenina, hekogenina, manogenina
itp., obecne byty w kulturach odréznicowanych komoérek uzyskanych z roslin, w ktérych
zwigzki te wystepujg, a ponadto wydaje sie, ze warunki kultury nawet sprzyjaja
biosyntezie tego rodzaju zwigzkdw. I tak, w odréznicowanych kulturach Agave weightii
zawartosc¢ sapogenin steroidowych (hekogenina, kammogenina, gitogenina, tigogenina)
byta duzo wyzsza niz w zregenerowanych z nich pedach, a ich ilo§¢ wyraznie zalezata
od sktadu pozywki i przy niektérych kombinacjach soli mineralnych i substancji
organicznych byta nawet wyzsza niz w roslinach macierzystych [59]. W kulturach
kalusowych Agave amaniensis istotne dla wysokiej zawarto$ci sapogenin okazato sie
usunieciejonéw Ca+2z pozywki, chociaz powodowato to zahamowanie przyrostu masy
komdrek o potowe [21, 36]. Na pozywce z wyzszg zawartoscig magnezu (5 mM) w
poréwnaniu z pozywka MS o klasycznym sktadzie (1,5 mM) i bezjondw Ca+ilos¢
sapogenin byta wyzsza niz w lisciach roslin Agave amaniensis (0,04%) i wynosita
0,058% suchej masy komdrek. Podwyzszenie stezenia jonéw Cu2réwniez stymulowato
produkcje sapogenin do ilosci wystepujacych w roslinach (0,041% s. m.). W kulturach
kalusowych izawiesinowych réznych gatunkéw Dioscorea zawarto$¢ diosgeniny byta
nizsza lub taka samajak w roslinie w zaleznosci od uzytego gatunku ros$liny i rodzaju
pozywki [21, 74]. Ciekawe jest, ze w kulturach kalusowych Solanum laciniatum,
mimo ze nie wykryto solasodyny, stwierdzono obecno$¢ diosgeniny w ilosci 0,01%
s.m. [69].
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SAPOGENINY PIECIOCYKLICZNE

Wydaje sie, ze stosunkowo trudno jest uzyska¢ wydajngbiosynteze pieciocyklicznych
pochodnych skwalenu (ryc.3) oraz ich glikozydowych pochodnych (tzw. saponin) w
kulturze in vitro, zwtaszcza przez komorki bedgce w stadium odrdznicowania (kalus).
U kilku badanych pod tym wzgledem roslin préby uzyskania odréznicowanych komaérek
syntetyzujacych te zwigzki konczyly sie niepowodzeniem. | tak w kulturach kalusowych
i zawiesinowych Medicago sativa nie wykryto glikozydéw kwasu medikagenowego,
hederageniny i sojasapogenolu [17], za$ w kalusie Bupleurumfalcatum nie stwierdzono
obecnosci saikosaponin [68]. Kultury kalusowe niektdrych ro$lin poczatkowo byty zdolne
do biosyntezy saponin, ale zdoIlnos$¢ te tracity po kilku lub kilkunastu pasazach tak, jak
miato to miejsce w przypadku kalusa Glicyrrhiza glabra produkujgcego glicyryzyne
[25]. Z chwilg, gdy w tej tkance zaczety rdznicowac sie pedy, pojawiata si¢ glicyryzyna
w znacznych ilosciach. Z kolei kalus Gypsophilla repens tylko przez 4 lata produkowat
niewielkie ilosci (0,03-0,54 mg/g s.m.) glikozydéw gipsogeniny [51]. Natomiast w
przypadku kalusa Gypsophilla paniculata stwierdzono obecnos$¢ 3-O-glukuronozydu
gipsogeniny, ktérego zawarto$¢ wzrastata w miare prowadzenia kultury, od 1,3 mg/g
s.m. po 14 pasazach (1 rok) do 5,7 mg/g s.m. po 49 pasazach, tj. po 4 latach. Okazato
sie, ze istotny wplyw na zawartos¢ tego zwigzku w komérkach miat rodzaj pozywki, na
ktdrej prowadzono kultury. Wyzej przytoczone ilosci wystepowaty w kalusie rosngcym
na pozywce B5. Kalus prowadzony na pozywce MS zawierat tylko 0,1 mg/g s.m. po 4
latach od zainicjowania tkanki [51]. W kalusie z réznicujgcymi sie licznymi pedami,
takze prowadzonym na pozywce MS, poziom 3-O-glukuronozydu gipsogeniny wzrastat
20,1 do 1,5mg/gs. m. Byty tojednak duzo mniejsze ilosci w poréwnaniu z korzeniami
roslin, w ktorych zawarto$¢ saponin rosta od 7,5 mg/g s. m. (rosliny roczne) do 40 mg/
g s.m. (rosliny czteroletnie) [26]. W dalszych badaniach prowadzonych na kalusie
Gypsophillapaniculata [26] wykazano, ze znakowany prekursor, [2-14C]-octan sodu,
wigczat sie aktywnie do 3-O-glukuronozydu gipsogeniny i steroli przez caly czas trwania
inkubacji (72 godz.). Podanie tego glikozydu do kultur na 8 godzin przed podaniem
znakowanego octanu powodowato 10-krotne zahamowanie biosyntezy saponin bez
widocznego hamowania hiosyntezy steroli. Jednocze$nie obserwowano 3-krotny wzrost
ilosci znakowanego skwalenu. Powyzsze badania wykazaty, ze biosynteza triter-
penoidowych saponin w komorkach G. paniculata regulowanajest przez hamowanie
zwrotne, najprawdopodobniej, cyklazy epoksyskwalenu:[3-amyryna, czyli na pierwszym
etapie tworzenia sie pieciocyklicznego szkieletu saponin triterpenowych, przez jeden z
koAcowych produktéw. Niezalezno$¢ regulacji tego szlaku na poziomie cyklizacji
skwalenu po raz pierwszy wykazat Baisted [1] w badaniach nad biosyntezg (3-amyryny
w zregenerowanych z kalusa roslinach grochu i zasugerowat, ze ta regulacja powigzana
jest zrozwojem rosliny.

W kulturach Aesculus hipocastanum zdolno$¢ biosyntezy saponin (glikozyd
protoescygeniny tzw. escyna) byta wyzsza niz w ro$linach i wyraznie skorelowana z
potencjatem embriogenicznym komérek [53, 54]. W kalusie nieembriogenicznym
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RYCINA 3. Wzory wybranych sapogenin pieciocyklicznych: a- kwas oleanowy, b - kwas 30-noroleanowy
(akebonowy), ¢ - hederagenina, d - kwas medikagenowy, e - kwas ursolowy

zawarto$¢ escyny stanowita 12,2-14,1% s.m., tj. byta nieznacznie wyzsza od tej w
lisScieniach (10-11% s.m.) uzytych jako eksplantaty, natomiast w kalusie embrio-
genicznym i w embroidach jej poziom osiggat az 62-74% s.m. tkanki. Stwierdzono
ponadto zmiany zawarto$ci escyny w kalusie embriogenicznym w ciggu okresu
subkultury. W fazie aktywnego namnazania sie i réznicowania (20. dzien) komorki
zawieraty 62-70% escyny w suchej masie tkanki, a nastepnie jej zawarto$¢ spadata
(50-53% s. m.) w starej, 70-dniowej kulturze utrzymywanej bez pasazu. Generalnie, w
miare prowadzenia kultur ilos¢ escyny spadata i po dwdch latach wynosita 31-33%
s. m. w kulturach pasazowanych na$wiezg pozywke co 25 dni, ale i tak byta ciagle
3-krotnie wyzsza niz w liscieniach roslin rosngcych in vivo.

Choi [8] réwniez uzyskat wiekszg zawarto$¢ (tagcznie 8,78% s.m.) glikozydéw
pieciocyklicznego kwasu oleanolowego i glikozydow czterocyklicznych alkoholi
triterpenowych panaksadiolu i panaksatriolu w odréznicowanych komoérkach kalusa
Panax ginseng w poréwnaniu z korzeniami (4,75% s. m.) sze$cioletnich roslin (surowiec
handlowy). Stwierdzono, ze stezenie 2,4-D w pozywce MS, na ktérej prowadzono
kultury kalusowe izawiesinowe, w spos6b istotny wptywa na zawarto$¢ powyzszych
zwigzkdéw. W obecnosci 5 mg/l 2,4-D zawarto$¢ badanych zwigzkéw w kalusie i
zawiesinie wynosita 3,1% s. m., natomiast podwyzszenie stezenia tego hormonu (10
mg/l) zwiekszato ilos¢ badanych zwigzkéw w kalusie (5,46% s. m.), za$ wyraZznie
obnizato w zawiesinie (2,1% s. m.). Dodatek kinetyny (1 mg/l) do kultur rosnacych
w obecnosci 5 mg/l 2,4-D zwiekszat zawartos¢ saponin w tkance kalusowej (3,62%
s. m), ale obnizat w zawiesinie (1,8% s. m.), natomiast przy stezeniu 10 mg/l 2,4-D
podwyzszat ilos¢ badanych substancji tak w kalusie (8,78% s. m), jak i w zawiesinie
(2,0% s.m.).
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Rowniez Fujioka iwsp. [19] przebadali wptyw réznych stezen i rodzajéw hormonéw na
biosynteze glikozyddw kwasu oleanolowego oraz panaksadiolu i panaksatriolu w kulturach
kalusowych Panaxjaponicum. Kultury prowadzili na pozywce MS w réznych uktadach
réznych stezen 1AA, IBA ikinetyny. Stwierdzili, ze IAA, jako jedyny hormon w pozywce
lub w kombinacji z kinetyng, nie zwigkszat zawartosci saponin. Najwyzszg zawartos¢
wynoszgcg 18,16% s.m. tkanki uzyskali w obecnosci 20 mg/l IBA i 0,2 mg/l kinetyny.

Interesujgce wyniki otrzymali Sashida i wsp. [58] badajac strukture i zawarto$¢
triterpenoidéw w ro$linach Actinidia polygama, wyprowadzonych z nich kulturach
kalusowych oraz zregenerowanych roslinach. Stwierdzili, ze ro$liny zregenerowane
in vitro i rosnace in vivo zawierajg te same pochodne kwasu ursolowego. Natomiast
w tkance kalusowej brak byto jednej pochodnej z grupg hydroksylowa przy weglu
C-23, ale dodatkowo wystepowaty dwie pochodne tego kwasu z grupg hydroksylowg
w pozycji C-24, ktérych nie znaleziono w zregenerowanych ro$linach i tych rosnacych
in vivo. Uzyskane wyniki wskazujg, ze komorki kalusa Actinidiapolygama sa zdolne
do hydroksylowania grupy metylowej tylko przy weglu C-24 (pozycja B przy weglu
C-4) w przeciwienstwie do komérek inplanta, w ktérych zachodzi hydroksylacja obu
grup metylowych przy weglu C-4 (pozycja a i R).

Podobnie w kulturach kalusowych innych ro$lin stwierdzono obecno$¢ nowych
zwigzkow triterpenoidowych obok tych wystepujacych w roslinach. W przypadku Akebia
quinata uzyskano kwas 30-noroleanolowy (kwas akebonowy), aStauntonia hexaphylla
- kwas akebonowy i 3-epi-akebonowy (réwniez typu 30-noroleananu) [31, 32].
Triterpeny typu 30-noroleananu prawie nie wystepujg w tkankach in vivo [31].
Stwierdzono jedynie niewielkie ilosci kwasu norarjunolinowego w perykarpie owocow
A. quinata [27]. Ostatnio w Instytucie Biochemii UW réwniez podjeto proby uzyskania
biosyntezy triterpenoidowego kwasu oleanolowego w odréznicowanych kulturach in
vitro Calendula officinalis. Kultury kalusowe uzyskane z liscieni 6-dniowych
siewek i prowadzone na pozywce MS z dodatkiem 2,4-D i kinetyny lub 2iP zawieraty
kwas oleanolowy, jednak jego ilos¢ byta bardzo mata (0,022-0,162 mg/g $w.m.) w
poréwnaniu z iloscia tego zwigzku w siewkach (ok. 0,480 mg/g $w.m.) oraz w ro$linach
rosngcych in vivo (305,7 mg/g $w.m.). Podobnie w kulturach zawiesinowych C.
officinalis otrzymanych z tkanki kalusowej zawarto$¢ kwasu oleanolowego byta
niewielka i zalezata od rodzaju i stezenia zastosowanych fitohormonéw [22].

Opisano takze przypadki aktywnej biosyntezy triterpenoidéw w kulturach
odroznicowanych komorek roélin, ktére nie zawierajatych zwigzkow. Ikuta i Itokawa [33]
oraz lkuta i wsp. [34] uzyskali tkanki kalusowe z todyg Peoniijaponica, P. lactiflora i P
suffruticosa zawierajace duze ilosci roznych triterpenoidéw pigciocyklicznych (5-6% s.m.
tkanki). Oprdcz znanych triterpenoiddw, wystepujacych w innych roslinach (kwas
oleanolowy, betulinowy, hederagenina i 24-metylocykloartenol), wystepowaty takze nowe
zwigzki niewykrywane dotad in vivo (kwas 23-hydroksybetulinowy i 30-norhederagenina).
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PODSUMOWANIE

Z powyzszego przegladu na temat wystepowania i biosyntezy triterpenoidow w
kulturze in vitro wyraznie widac¢ $cistg zalezno$¢ prawidtowego funkcjonowania tego
szlaku metabolicznego od stanu fizjologicznego komdrek. Moze to w czesci wynikac z
funkcji, jakg petnig one w roslinie - biorgudziat w rozwoju rosliny lub w jej obronie
przed innymi organizmami. Mimo ze trudno dopatrzy¢ sie jakich$ ogdlnych
prawidtowosci, ktore sprzyjatyby biosyntezie triterpenoiddéw w kulturze in vitro, jest
jednak mozliwe okreslenie niektorych warunkéw wydajnej biosyntezy powyzszych
zwigzkow dla poszczeg6lnych gatunkow czy rodzajow roslin.
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WPLYW DOJRZEWANIA MITOCHONDRIALNYCH
TRANSKRYPTOW ROSLIN NA ICH STABILNOSC

THE INFLUENCE OF THE 3 END PROCESSING
OF PLANT MITOCHONDRIAL TRANSCRIPT ON THEIR STABILITY

Katarzyna Dorota RACZYNSKA, Halina AUGUSTYNIAK

Zaktad Biologii Molekularnej Roslin,
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM, Poznan

Streszczenie: Transkrypty mitochondrialnych genéw, zanim w petni przeksztatca sie w dojrzalty mRNA,
podlegaja kilku modyfikacjom potranskrypcyjnym, do ktérych nalezy wycinanie intronéw, redagowa-
nie oraz obrébka 3’ i 5’ konca transkryptow. Procesy potranskrypcyjne prowadzace do powstania
dojrzatych, funkcjonalnych mRNA sg regulowane przez czynniki, ktére stabilizujg badz degraduja te
czasteczki. Poziom stabilnych mitochondrialnych RNA jest zwigzany w pierwszym rzedzie z aktyw-
nos$cig transkrypcyjng genu, na ktérag wptywa miedzy innymi budowa promotora i liczba kopii genu. Za
czynnik stabilizujgcy mitochondrialne transkrypty przyjmuje sie obecno$¢ na 3’ koncu RNA sekwencji
odwrotnie powt6rzonych tworzacych struktury petli. Natomiast czynnikiem degradujgcym mitochon-
drialny mRNA roélin jest dotaczanie ogonéw poliadenylowych do 3’ kofca, co zwigksza podatno$é
transkryptu na dziatanie nukleaz i indukuje degradacje czasteczek RNA. Mitochondrialne RNA nie
wykazujg obecnosci specyficznych elementow sekwencji scisle zwigzanych z poliadenylacja. W pracy
omawiany jest wptyw dojrzewania 3’ konfca na stabilno$¢ i degradacje transkryptow mRNA w mito-
chondriach roslin.

Stowa kluczowe: mitochondrialne transkrypty roslin, poliadenylacja, sekwencje odwrotnie powtérzone.

Summary: Primary mitochondrial transcripts undergo several post-transcriptional processes like splicing,
editing and 375’ ends processing before become mature RNAs. In other words, the post-transcriptional
processes leading to mature RNA molecules are regulated by factors which exert stabilizing or degradating
effect on RNA. The steady state level of plant mitochondrial RNAs is determined primarily by the transcrip-
tion rate, which is influenced by the promoter structure and the gene copy number. It is suggested that the
factor stabilizing mitochondrial transcripts is an RNA stem loop structure, encoded by inverted repeats
present in the 3’ untranslated region of many genes. In turn, the attachment of poly(A) tails to the 3’end of
mitochondrial transcripts enhances their degradation by accelerating nuclease action. Mitochondrial RNAs do
not display conservative sequence elements closely connected with polyadenylation. This article focuses on
the influence of the 3’end processing of plant mitochondrial RNA on their stability and degradation.
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WPROWADZENIE

Cechacharakterystyczng mitochondrialnego genomu roélin jestjego znaczna wielkos¢
oraz zmienno$¢ budowy. W przypadku mitochondrialnego DNA roslin wyzszych mamy
réwniez do czynienia z duzym zréznicowaniem wielkoSci czasteczek DNA; na przyktad
najmniejszy genom Brassica hirta zawiera 208 kpz, a najwiekszy Cucumis melo -
2400 kpz [5]. Forma, w jakiej wystepuje mitochondrialny DNA roélin, jest przedmiotem
dyskusji. Wiekszo$¢ badaczy zaktada wystepowanie czasteczki kolistej, zwanej
chromosomem gtéwnym, obejmujacej catg sekwencje mitochondrialnego DNA oraz
kilku mniejszych, subgenomowych czasteczek zawierajgcych okreslong czes¢
informacji genetycznej. Inni badacze dostarczajg dowodoéw przemawiajgcych za
wystepowaniem takze skomplikowanych, rozgatezionych liniowych czasteczek DNA
[5]. Cecha charakterystyczng genomu mitochondrialnego ros$lin jest obecnos$¢ duzej
liczby dtugich i krétkich sekwencji powtorzonych. Sg one zazwyczaj aktywne
rekombinacyjnie i wptywajg badZ na powstawanie wieloczasteczkowej struktury
mitochondrialnego DNA, badz nowych form wystepujacych w ilosciach $ladowych,
zwanych sublimonami [29, 30]. Intensywne badania genoméw mitochondrialnych
prowadzone w ostatnich dwéch dziesiecioleciach doprowadzity do poznania catkowitej
sekwencji genomu mitochondrialnego miedzy innymi nastepujgcych roslin:
Chlamydomonas reinhardtii (15,7 kpz), Chondrus crispus (25,8 kpz), Rhodomonas
salina (48 kpz), Prototheca wickerhamii (55,3 kpz), Marchanda polymorpha (186,6
kpz), Beta vulgaris (368,8 kpz), Arabidopsis thaliana (366,9 kpz), [33, 44, 51, 53].
Poznanie sekwencji catych genomow trzech roslin wyzszych pozwolito potwierdzi¢ dane
uzyskane z wczes$niejszych badan, iz sekwencje kodujgce mitochondrialnego DNA
dotyczg okoto 30 biatek i okoto 20 czagsteczek tRNA oraz trzech rRNA, co stanowi
$rednio tylko 10% catego genomu. Pozostate 30% stanowig sekwencje powtdrzone,
pseudogeny, introny oraz fragmenty sekwencji przeniesionych zjadra i chloroplastéw,
natomiast okoto 60% sekwencji genomu mitochondrialnego roslin nie udato sie na razie
przypisa¢ zadnej funkcji [30,33]. Liczne rearanzacje genomu mitochondrialnego roslin,
specyficzna budowa niektérych gendéw oraz ztozone procesy dojrzewania i obrébki
transkryptow sg réwniez przyczyna trudnosci w interpretacji obrazu transkryptéw tego
genomu.

W transkrypcje genow mitochondrialnych roslin zaangazowane sgpolimerazy RNA
typu fagowego, ktdre sg kodowane w jadrze komdrkowym. U rzodkiewnika
zidentyfikowano trzy takie polimerazy RNA. Jedna z nich kierowana jest do mito-
chondriow, druga do chloroplastow, trzecia moze by¢ przenoszona do obu tych organelli
[26]. Ciekawe, ze chloroplastowa polimeraza kodowana przezjgdro (NEP polimeraza)
rozpoznaje promotory wykazujgce podobieristwo do mitochondrialnych promotoréw,
to znaczy zawierajgcych motyw sekwencji 5' YRTA 3' [27]. W odr6znieniu od
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mitochondriow w chloroplastach roslin wyzszych transkrypcjajest katalizowana ponadto
przez polimeraze RNA kodowangprzez genom organellowy iwykazujagcg homologie
zpolimerazagRNA bakterii [18,28].

W procesie dojrzewania transkryptéw, obejmujgcym cis i trans splicing, redagowanie
RNA, obrobke 3’ i 5" koncow transkryptow, istotng role petnig czynniki biatkowe
importowane z cytosolu. Procesy dojrzewania transkryptéw czesto zachodzg réwnolegle
i prowadzg nie tylko do wytworzenia dojrzatych, funkcjonalnych transkryptéw, ale
biorg takze udziat w kontrolowaniu ich stabilnego poziomu. Okazato sie, ze na
utrwalenie sie okre$lonego poziomu transkryptow wptywaja czynniki zaréwno
stabilizujace, jak idegradujace.

Liczba pojawiajacych sie transkryptéw zalezy natomiast w duzej mierze od budowy
promotoréw. Promotory mitochondrialnych genéw rosdlin oraz miejsca inicjacji
transkrypcji zostaty juz czesSciowo poznane. Miedzy innymi poznano sekwencje rejonu
promotorowego dla genéw atpl, cox2 pszenicy, atpl, cox2, cox3 kukurydzy oraz atpl,
atp9 grochu [28]. Okazato sie, ze w rejonie promotorowym w pozycji -7 do +5 w
stosunku do miejsca inicjacji transkrypcji (pozycja+1 oznacza pierwszy transkrybowany
nukleotyd) wystepuje czesto charakterystyczny motyw sekwencji 5 CRTA 3’ (R
oznacza puryne), ktéry w wielu przypadkach poprzedzony jest guaning lub tymina.
Stwierdzono ponadto, ze sekwencja zlokalizowana w poblizu pozycji -11/-12 zawiera
istotne nukleotydy, ktérych mutacje wywotujg najwiekszy hamujacy wptyw na
aktywnos¢ transkrypcyjng [13, 28]. Motyw 5’ CRTA 3’ wystepuje w wiekszosci
poznanych dotychczas mitochondrialnych promotorach roslin. W promotorach gendw
wielu roslin dwulisciennych motyw CRTA wchodzi w sktad dtuzszej sekwencji: 5’
CRTAaGaGA 3’.Zaréwno w obrebie tej sekwencji, jak i w rejonach jg oskrzydlajacych
zlokalizowano wysoce zachowawcze nukleotydy o istotnym znaczeniu dla procesu
transkrypcji [6, 28]. Poréwnujac wiele ré6znych promotoréw genéw w komdrkach
wiesiotka, grochu, soi i ziemniaka, stwierdzono, ze w obrebie 18-nukleotydowego
motywu sekwencji promotora od strony 5’ sekwencji CRTA znajduje sie kaseta AT, a
od strony 3’ motyw bogaty w puryny (ryc. 1) [13, 18]. Stwierdzono takze, ze delecja
kilku nukleotydéw w obrebie tego 18-nukleotydowego motywu zaburza funkcje
promotora [6]. W promotorach gendw mitochondrialnych roslin jednolisciennych
wykryto rowniez wystepowanie zblizonych motywow sekwencji typu: TRTA, YRTA,
YYTA, ARTA [13].

Struktura mitochondrialnych promotoréw pomimo wystepowania charak-terystycznych
motywow sekwencji nie wydaje sie by¢ wysoce zachowawcza nawet w przypadku
roslin blisko spokrewnionych [13]. Oprécz gendw zawierajgcych w promotorach okreslone
motywy sekwencji, znane sg geny, np. gen trn 5 lub rrn26 ziemniaka, ktérych promotory
nie zawierajg takich motywoéw [6,13,46]. Wskazuje to, ze w mitochondrialnych genach
roslin funkcjonujg promotory o réznej budowie oraz prawdopodobnie wystepujg rézne
biatkowe czynniki je rozpoznajgce [13, 42]. W mitochondriach niektorych roslin
oszacowano rowniez ilos¢ promotorow wystepujacych w catym genomie. Na przyktad,
w mitochondrialnym DNA wiesiotka wykryto okoto 15 aktywnych promotorow [18],
aurzodkiewnika-29 [28]. Wykryto takze, ze jeden gen moze by¢ transkrybowany z
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RYCINA 1 Budowa promotora genéw mitochondrialnych roslin dwulisciennych. TFI, TFU oznaczajg
czynniki transkrypcyjne znane dla grzyb6w, ale jeszcze niepoznane u roslin (wg [28], zmodyfikowano)

kilku réznych promotoréw. Na przykifad, gen atp9 kukurydzy ma 6 oddzielnych miejsc
inicjacji transkrypcji, inny gen tej rosliny cox3 ma 3 takie miejsca, podczas gdy dla
genu cox2 stwierdza sie wystepowanie wielu miejsc inicjacji transkrypcji [18, 28].
Sugeruje sie rdwniez, iz dtuzsze, silniejsze promotory, jak na przyktad te, lezace przed
genami rRNA kukurydzy, zwiekszajg aktywnos$¢ procesu transkrypcji [14].

Okazato sie takze, ze poziom poszczeg6lnych stabilnych transkryptéw nie zawsze
odzwierciedla aktywnos¢ transkrypcyjng danych genéw. Stwierdzono na przyktad, ze
w mitochondriach kukurydzy geny rRNA satranskrybowane okoto 5-10 razy czesciej
niz geny atpl, atp6 czy cox2 ijak oczekiwano, poziom stabilnych (steady-state)
transkryptéw rRNA byt 5-10 razy wyzszy [14]. W komoérkach rzodkiewnika wykryto
natomiast, ze geny rRNA sg transkrybowane z takg samg aktywnoscig jak geny
biatkowe, a mimo to poziom stabilnych transkryptéw rRNA by} znacznie wyzszy niz
odpowiednich mRNA. Uwaza sig, ze jest to wynikiem faktu, ze transkrypty genéw
rRNA sgbardziej stabilne i wolniej ulegajg degradacji [19]. W komdrkach rzodkiewnika
zaobserwowano takze, iz mimo réznic w aktywnosci transkrypcji niektérych ramek
odczytu, czy nawet ré6znic miedzy genami podjednostek jednego kompleksu biatkowego,
poziom stabilnych transkryptéw w obu przypadkach jest raczej wyréwnany [28].
Ciekawe, ze podobny wynik uzyskano analizujgc transkrypcje w chloroplastach. Na
przyktad w przypadku genu rbcL chloroplastow tytoniu wykryto, ze poziom stabilnych
transkryptéw tego genu jest podobny u roélin rosnacych tak w warunkach o$wietlenia,
jak izaciemnienia, mimo ze czesto$¢ transkrypcji genu w roslinach wystawionych na
Swiatto byta 10-krotnie wyzsza [50]. Fakty te przyczynity sie do wysnucia wniosku,
ze regulacja poziomu transkryptéw odbywa sie na etapie procesow potranskrypcyjnych,
przed rozpoczeciem translacji [19], a poziom stabilnych, mitochondrialnych RNA jest
wynikiem aktywnosci transkrypcyjnej, ktéra moze by¢ zalezna od budowy promotora
i liczby kopii genu oraz proceséw modyfikacji potranskrypcyjnych [14,28].
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WPLYW SEKWENCJI ODWROTNIE POWTORZONYCH
ZLOKALIZOWANYCH NA 3’ KONCU GENU
NA STABILNOSC TRANSKRYPTOW

Sekwencje odwrotnie powtdrzone (IR - inverted repeat) wystepujgw niekodujgcym
regionie 3’ (UTR - untranslated region) wielu genéw bakterii, Chlamydomonas
reinhardtii, chloroplastéw roslin wyzszych oraz mitochondridw zwierzat i roslin. Dla
przyktadu, w chloroplastach Chlamydomonas reinhardtii w wiekszos$ci przypadkow
sekwencje odwrotnie powtérzone poprzedzaja bezposrednio 3’ koniec dojrzatego
transkryptu [47]. Sekwencje odwrotnie powtérzone w mitochondrialnych genach roslin
obejmujg 4-7 nukleotydéw i powoduja, ze transkrypty tworzg na 3” koricu strukture
drugorzedowg w postaci jednej petli lub kilku, jak ma to miejsce miedzy innymi w
transkrypcie genu atp9 grochu lub atpl wiesiotka [35].

Potozenie struktur typu petli w transkryptach mitochondrialnych roslin wyzszych
moze by¢ rézne. Na przyktad, transkrypt atp9 ziemniaka zawiera petle w odlegtosci
67-71 nukleotydow powyzej miejsca terminacji transkrypcji, a w przypadku mRNA
genu cox2 grochu struktura petli znajduje sie tylko kilka nukleotydéw powyzej 3’
konca, natomiast 3" koniec transkryptu genu atp9 grochu znajduje sie tuz za petlg [ 10,
17, 34]. W komdrkach rzepaku natomiast 3 koniec transkryptu orfl38 znajduje sie
20 nukleotyddw ponizej struktury petli [4].Okazato sie, ze w wielu mitochondrialnych
genach roslin pierwszg petle poprzedza motyw sekwencji 5 GAGG 3’ (ryc. 2) [10].

Ostatnio, na 3’ konicu transkryptu genu cox2 grochu wykryto takze sekwencje,
ktére moga tworzy¢ dwie alternatywne w budowie pojedyncze struktury petli [34,55].
W tym przypadku postuzono sie technikg CR RT-PCR {circular RNA RT-PCR), ktéra
pozwala na amplifikowanie fragmentéw transkryptéw z kompletnymi 37 i 5 koricami
z kolistych czasteczek RNA, ktére uzyskano w wyniku ligacji z udziatem T4 RNA
ligazy. Takie produkty nie sg wykrywalne z uzyciem tradycyjnych technik PCR, co
moze wskazywac, ze zligowane koficami 3’ i5°mRNA nie wystepujaw puli stabilnych
czasteczek RNA. Wspomniane powyzej struktury petli znajdowaty sie w rejonie 300-
nukleotydowej sekwencji potozonej za kodonem stop tego genu, a 3’ koniec tego
transkryptu zlokalizowano w obrebie 9 nukleotydéw tymidynowych potozonych za
petlg (ryc. 3). Takie potozenie struktury petli przypomina prokariotyczne terminatory
transkrypcji i moze sugerowac, ze te 3’ konce RNA wywodzg sie z miejsc terminacji
transkrypcji [34].

Badania nad transkrypcja genow atp9 grochu, atpl wiesiotka oraz cobl ryzu
wykazaty, ze obecnos$¢ petli nie wptywa na terminacje procesu transkrypcji, a dziata
raczej jako element stabilizujacy i sygnalny w procesie obrébki transkryptéw. W
przypadku genéw cob ryzu zauwazono, ze obecnos$¢ lub brak sekwencji odwrotnie
powtérzonych skorelowany jest z rézng obfitoScig stabilnych transkryptéw [10, 17,
28]. Stwierdzono réwniez, ze istotnym czynnikiem w rozpoznawaniu petli przez
nukleazy niejest struktura pierwszorzedowa sekwencji powtdrzonej, ale raczej struktura
drugorzedowg [10].
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RYCINA 2. Struktura podwdjnej petli obecna na 3’ koncu
transkryptu genu atpl wiesiotka. Kursywawyszczegolniono motyw
GAGG (wg [35], zmodyfikowano)

DosSwiadczenia przeprowadzone przez grupe S. Bindera [10] wykazaty, ze
transkrypty genow mitochondrialnych roslin bez sekwencji odwrotnie powtérzonych
albo pozostajg stabilne, albo sg bardzo szybko degradowane. Obecno$¢ petli w
transkrypcie powoduje, ze degradowana jest sekwencja potozona ponizej 3’ konca
petli, pozostawiajac sama petle nienaruszong. Autorzy tych badan sadza, ze struktura
petli prawdopodobnie zwigksza dostepno$¢ transkryptu dla RNAzy lub nawet wigze
RNAze, tym samym zmniejszajac jej dziatalnosé i chronigc sekwencje potozongpowyzej
petli, a indukujac destabilizacje sekwencji rejonu 3’ potozonego ponizej petli. W
chloroplastach petle stabilizujg transkrypty petnigc jedynie funkcje sygnatowg i
posredniczac we wiasciwie prowadzonej obrobce mRNA [47]. W genach bakteryjnych
sekwencje odwrotnie powtdrzone petnig funkcje zwiazang z terminacjg transkrypcji,
natomiast w mitochondriach zwierzat petle dziatajg jako regulatory terminacji
transkrypcji [10, 18, 28]. W przypadku Chlamydomonas i chloroplastéw roslin
wykazano takze, ze struktury petli stabilizujg sekwencje potozong powyzej petli oraz
wchodzg w interakcje z kompleksami enzymatycznymi zawierajagcymi egzo- i
endonukleazy wymaganymi do obrobki 3’ korica [24, 25]. Okazato sie réwniez, ze
transkrypty z sekwencjami odwrotnie powtdrzonymi inkubowane z ekstraktami
biatkowymi z chloroplastow pozostajg stabilne przez wiele godzin, natomiast
transkrypty bez powtdérzonych sekwencji w tych samych warunkach podlegajg
natychmiastowej degradacji. Rott i inni [47] stwierdzili, ze usuniecie sekwencji
odwrotnie powtdrzonych w rejonie 3’ UTR genu atpB Chlamydomonas reinhardtii
w rezultacie obnizyto akumulacje transkryptu atpB i odpowiedniej podjednostki
chloroplastowej ATPazy, doprowadzajagc w rezultacie do zmniejszonej aktywnosci
fotosyntetycznej komorki.
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RYCINA 3. Potencjalne struktury drugorzedowe utworzone z sekwencji wystepujacych na 3’koncu
transkryptu genu cox2 grochu. Strzatkami zaznaczono 3’ korce genu zidentyfikowane za pomoca techniki
CR RT-PCR oraz przy uzyciu nukleazy SI (wg [34], zmodyfikowano)

WPLYW POLIDENYLACJI 3' KONCA TRANSKRYPTOW
NA ICH STABILNOSC

Obok czynnikéw stabilizujgcych mitochondrialne transkrypty dziatajg réwniez
czynniki degradujgce transkrypty. Do tych ostatnich nalezy poliadenylacja, czyli
dotgczanie do 3’ korica ros$linnych mitochondrialnych transkryptéw reszt adeninowych
niekodowanych w sekwencji genow.

W przypadku wigkszosci jadrowych mRNA komérek eukariotycznych poli-
adenylacja ma pozytywny wptyw na trwatos$é transkryptow. Zwiekszona stabilnos$¢
poliadenylowanych transkryptéw ujawnia sie w procesach transportu oraz w translacji
mRNA jadrowych [7, 8]. Transkrypty gendéw drozdzy zwierajgce ogon poliA wigzg
biatko, tzw. poliA binding protein, ktore z kolei stymuluje wigzanie mRNA z pod-
jednostka rybosomalng 40S. W wigzaniu mRNA z podjednostkg 40S uczestniczy
czynnik translacyjny elF-4G, czynnik elF-4E oraz struktura czapeczki znajdujgca sie
na 5’ koncu mRNA. W wyniku tych czasteczkowych oddziatywan nastepuje zwiekszenie
intensywno$ci translacji [52]. Ogon poliA w chloroplastowych transkryptach wykazuje
powinowactwo do biatka, kt6re jest homologiczne z rybosomalnym biatkiem SI E.
coli. Dlatego Sarkar [48] sugeruje, ze poliadenylacja moze odgrywac role w inicjacji
translacji. Z kolei Rott i inni [47] stwierdzili, ze w przypadku transkryptow
chloroplastowego genu rbcL Chlamydomonas reinhardtii, przedtuzenie transkryptu
poza dojrzaty koniec 3’ powodowato, ze transkrypty nie taczyty sie z polisomami i nie
ulegaty translacji.

W przypadku mitochondriow roslin zebrano dotychczas kilka przyktadéw wska-
zujacych na degradujacy wptyw dotgczania poliA do transkryptow. Gagliardi i Leaver
[16] stwierdzili na przykiad, ze degradacja kotranskryptu atpl-orf522, charak-
terystycznego dla stonecznika z cecha cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (CMS),
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zwigzana jest z poliadenylacjg 3” korica. Taka poliadenylacja wystepuje u roslin z
przywrdcong ptodnoscig. Okazato sie takze, ze u ro$lin z przywr6cong ptodnoscia
przedtuzenie kotranskryptu o 19 adenin zmniejsza jego stabilnos¢, co w rezultacie
powoduje, ze nie akumuluje sie on w komdrce. Podobne obserwacje poczyniono dla
rzepaku z cechg CMS typu Ogura. Bellaoui i inni [4] stwierdzili, ze transkrypty orf138,
ktére sg obecne w ro$linach sterylnych, u ptodnych rewertantéw zawierajg ogony poliA
i brak im struktury petli, co zmniejsza ich stabilno$¢ i wptywa na szybszg degradacje.
Potranskrypcyjne dotgczanie ogona poliA zaobserwowano rowniez dla transkryptow
genu cox2 kukurydzy, atp9 grochu, atpl wiesiotka, a takze w innych mitochondrialnych
genach ro$lin wyzszych. We wszystkich przypadkach poliadenylacja ma miejsce w
rejonie 3’ konca transkryptu, czesto tuz za strukturg petli lub nawet w jej obrebie, jak
na przykiad w transkrypcie genu atp9 grochu i ziemniaka [17, 35], i wigze sige z
przyspieszonym procesem degradacji transkryptu [16, 35].

Jak wynika z prac przeprowadzonych z transkryptami E. coli, poliadenylacja nie
dotyczyjedynie mRNA lub mniej stabilnych czgsteczek RNA. Zaobserwowano bowiem,
ze polimeraza RNA dodaje krotkie, 1-7-nukleotydowe ogony poliA do stabilnych
czasteczek, takich jak tRNA czy 5SRNA. Znaczenie funkcyjne tych zmian nie jest
jednak dotychczas znane [38,48]. W komérkach drozdzy takze stwierdzono obecno$é
okoto 8- nukleotydowych ogondéw poliA na 3’ koricach duzych rRNA [56]. W przypadku
komorek Plasmodium falciparum ogony poliA o r6znej dtugosci sa natomiast dodawane
do niektérych rodzajow pofragmentowanego rRNA. Peinig one tutaj raczej role
chronigcg rRNA przed egzonukleolitycznym trawieniem [20, 45]. Ogondw poliA
przytgczanych do czagsteczek RNA nie wykryto dotychczas w mitochondrialnych
transkryptach roslin.

Ogon poliA mRNA mitochondriow roslinnych jest najczesciej rybohomopolimerem
ztozonym z reszt adeninowych. Na przyktad w transkrypcie atpl wiesiotka dtugosé
ogona wynosi 16-23 adenin, a w transkrypcie atp6 grochu od 14 do 25 nukleotydow
[35]. W transkrypcie genu cox2 kukurydzy stwierdzono takze wystepowanie w ogonie
innych zasad. Stanowity one okoto 20% zasad ogona [41]. Kuhn iin. [35], inkubujgc
w lizacie mitochondrialnym transkrypty genu atp9 grochu nie majace struktury petli,
azawierajgce odpowiednio: 0,3,10 i 21 dodatkowych reszt adeninowych wykazali, ze
tylko ogony przedtuzone o 10i21 adenin znaczgco zwiekszaty degradacje. Analogiczng
sytuacje zaobserwowano w przypadku transkryptéw genu atp9 grochu majacych
struktury petli. Transkrypty zawierajgce ogony poliA o dtugosci 10 nukleotydéw
adeninowych pobudzaty tworzenie sie dojrzatych produktéw z prekursorowych RNA,
co dowodzi, ze ogony poliA o dtugosci 10 i wiecej nukleotydéw adeninowych majg
stymulujacy wptyw na proces dojrzewania i degradacji RNA. W innych dosSwiad-
czeniach stwierdzono, ze ogon zawierajacy tylko 3 lub 5 adenin nie jest wystarczajacy
do zainicjowania procesu degradacji, natomiast 55 nukleotydéw adeninowych pobudza
degradacje na nieco zredukowanym poziomie [17, 35]. W transkryptach chloro-
plastowych natomiast ogony poliA moga zawiera¢ nawet kilkaset nukleotydéw. W
transkrypcie genu psbA diugos$¢ ogona poliA wynosi 250-270 reszt, a sktad ogona
polinukleotydowego jest nastepujacy: 75% A, 25% G i 5% T lub C [39]. Krotsze
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ogony polinukleotydowe zaobserwowano w transkryptach drozdzy i E. coli; miaty
one dtugos¢ od 15 do 60 reszt adeninowych [48, 56]. Jakg funkcje spetnia dodawanie
krétkich ogondw poliA (do 5 adenin), ktére wykryto w rRNA ssakow oraz moskitow
(36 adenin), na razie nie wiadomo.

Dtugos¢ ogona poliA wplywa takze na szybko$¢ procesu degradacji mito-
chondrialnych transkryptdw roélin in vitro [17,41]. Udowodniono réwniez, ze dodanie
do ogona poliadenylowego transkryptu genu atp9 ziemniaka okoto 7 reszt nieade-
ninowych hamuje catkowicie proces degradacji tego transkryptu [17]. W chloroplastach
stwierdzono takze, ze tylko ogon poliA dziala jak tarcza, zwiekszajagc podatnosé
transkryptéw na degradacje, podczas gdy ogon poliG (poliguanylowy) takiego wptywu
nie wykazuje [39]. W transkryptach mitochondrialnych ro$lin natomiast ogon poliG o
dtugosci 21 adenin wywotuje nawet wiekszy efekt destabilizujgcy niz ogon poliA [35].
Wykazano réwniez, ze ogon poliG nie wptywa degradujaco na transkrypty genéw
reporterowych transformowanych roslin i uwaza sie, ze efekt dodawania ogona poliG
do transkryptow moze by¢ rézny w zaleznosci od przedziatu komoérkowego [22].

CHARAKTERYSTYKA SEKWENCJI MIEJSC
POLIADENYLACJI

W odréznieniu od mRNA roslin, zwierzat, grzybow i pierwotniakéw kodowanych
przezjadro, u ktérych poliadenylacja i endonukleolityczne trawienie sg ze soba $cisle
zwigzane, a miejsce poliadenylacji zawiera specyficzng sekwencje, mitochondrialne
mRNA roslin nie majg zachowawczych motywéw sekwencji okre$lajacych miejsca
poliadenylacji [41,48].

W mRNA atp9 ziemniaka stwierdzono, ze u 94% badanych klonéw ogon poliA
ulokowany jest w niewielkim rejonie obejmujgcym 10 zasad znajdujgcych sie 58-68
nukleotydéw ponizej 3’ konca transkryptu. Pewna cze$¢ klondw zawierata réwniez
ogon poliA 29 nukleotyddw ponizej struktury petli lub w obrebie tej struktury czy
bezposrednio za petla. Wystepowanie miejsc poliadenylacji w obrebie otwartej ramki odczytu
danego genujest zjawiskiem rzadkim. Wiele takich ,,wewnetrznych” miejsc poliadenylacji
znaleziono w genie cox2 kukurydzy [41]. Natomiast w kilku badanych klonach atp9 mRNA
grochu miejsca poliadenylacji znajdowaty sie w pozycji od +6 do +2 (gdzie pozycja +1
oznacza pierwszy nieparujacy nukleotyd za strukturgpodwaojnej petli), wzglednie w obrebie
struktury petli w pozycji okoto -20. W wiekszoscijednak przypadkow miejsce poliadenylacji
znajdowato sie w pozycji od -2 do -5 [35]. Z kolei w transkrypcie atpl wiesiotka
poliadenylacja ma miejsce w pozycji +4, +5, +6 [35], natomiast transkrypt cox3 kukurydzy
zawiera miejsce poliadenylacji 56 nukleotyddw ponizej kodonu stop [41]. Ciekawe, ze w
komérkach stonecznika z cechg CMS ogony poliA dodawane sa w sze$ciu miejscach w
obrebie 12-nukleotydowego rejonu ulokowanego na 3’ koncu kotranskryptu atpA-orf522,
u podstawy struktury petli [16]. Miejsc poliadenylacji podobnych do wystepujgcych w 3’
UTR nie znaleziono w obrebie 5 UTR [17].
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W komdrkach prokariotycznych, w bakteriofagu T7 czy w chloroplastach poli-
adenylacja produktéw endonukleolitycznego ciecia nie wymaga wystepowania
specyficznych elementéw sekwencyjnych, choé struktura drugorzedowa RNA moze
modulowac¢ podatno$¢ polimerazy poliA [48].

Poznanie sekwencji 3’ konca niektérych gendw jadrowych: Saccharomyces
cerevisiae, Oryza sativa, Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster, Mus
musculus i Homo sapiens ujawnito znaczne réznice w budowie, co Swiadczy, ze we
wszystkich tych organizmach nie wystepuje uniwersalny element sekwencyjny zwigzany
z poliadenylacjg. Stwierdzono jednak, ze sekwencje miejsc poliadenylacji w
transkryptach roslinnych bardziej przypominajg odpowiednie sekwencje wystepujgce
w komérkach drozdzy niz zwierzat [21, 54]. W komodrkach wyzszych eukariotéw
dojrzewanie 3’ korica mMRNA obejmuje dwa etapy: endonukleolityczne przeciecie pre-
mRNA inastepnie dodanie do nowopowstatych 3’ koricow ogona poliA przewaznie
dtugosci okoto 250 nukleotydéw. Poliadenylacja mRNA u eukariotéw zawsze ma
miejsce w rejonie 3’ nieulegajagcym translacji, przewaznie 10 do 40 nukleotydéw ponizej
6-nukleotydowej sekwencji AAUAAA [2,35,36,54]. W sekwencjach mRNA drozdzy
i roslin motyw ten jest mniej zachowawczy i obejmuje 6-10-nukleotydowy element
sekwencji bogaty w adenine, ktéry przybiera posta¢c UAUAUA, UAUUUA, UAUGUA,
UUUUUAUA [58]. Sekwencje 3’ UTR drozdzy iroslin zawierajgce miejsca ciecia i
poliadenylacji w odréznieniu od komoérek ssakéw obejmujaniewielki rejon, przewaznie
100-200 nukleotydéw. W sekwencjach genéw wszystkich organizméw istotny jest
ponadto rejon potozony powyzej tych motywo6w, obejmujgcy nawet 100 nukleotydow,
bogaty w reszty urydylowe, ktdrego delecja znacznie obniza wydajno$¢ poliadenylacji.
W DNA jadrowym ssakow wazny jest tez element lezacy ponizej miejsca ciecia i
poliadenylacji, bogaty w reszty urydylowe lub tez w pary UG. Stwierdzono, ze nawet
pojedyncze mutacje w sekwencji konsensusowej AAUAAA moga zapobiegaé cieciu
RNA itym samym redukowa¢ dodawanie ogona poliA. Okazato sie rowniez, ze w
komorkach ssakéw motywy AAUAGA, AAUAGA, AAUGAA sa nieaktywne oraz
zmiana motywu sygnalnego AAUAAA na motyw AAUAGA w ludzkiej globinie
powoduje talasemie [3]. W sekwencjach gendw roslinnych 5-nukleotydowa zmiana w
obrebie tego bogatego w adenineg rejonu dramatycznie obniza poliadenylacje [36].

WPLYW CZYNNIKOW STABILIZUJACYCH
| DEGRADUJACYCH CZASTECZKI RNA
NA POZIOM TRANSKRYPTOW

Na poziom wystepujacych transkryptow mRNA wplywajg dwa przeciwstawnie
dziatajace czynniki. W wiekszosci przypadkdéw stabilizujacy transkrypt efekt petli
wydaje sie by¢ silniejszy. W przypadku transkryptéw roslinnych dostarczono kilka
dowodoéw, ze stabilno$¢ transkryptéw majacych strukture petli jest wieksza niz
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transkryptow bez petli [28]. W przypadku bakterii, poliadenylowane transkrypty
pozbawione struktury petli okazaty sie bardziej wrazliwe na dziatanie RNAzy Il i
fosforylazy polinukleotydowej. Wykazano ponadto, ze poliadenylowane transkrypty
bez struktury petli sg szybko degradowane, prawie bez pojawiania sie struktur po-
$rednich zawierajgcych RNA bez ogona poliA, oraz ze degradacji ulegajg réwniez
niepoliadenylowane transkrypty niezawierajgce struktury petli. Lisitsky i Schuster [40]
zaobserwowali, ze w chloroplastach poliadenylowane transkrypty inkubowane z
egzonukleazgbyty gwattownie degradowane, podczas gdy w tych samych warunkach
transkrypty niepoliadenylowane pozostawaty stabilne w ciggu okoto 60 minut. Dowodzi
to, ze ogon poliA dodawany do 3’ korica transkryptu promuje wydajniejszg degradacje,
ale niejestjej bezposrednim czynnikiem sprawczym.

Natomiast w mitochondriach kukurydzy okazato sie, ze nie ma wiekszej réznicy w
stabilnosci transkryptow poliadenylowanych iniepoliadenylowanych [35, 41]. Efekt
przyspieszania degradacji transkryptow w wyniku poliadenylacji wydaje sie by¢
mniejszy w ro$linnych mitochondriach niz w chloroplastach czy komaérkach bakterii
[28,41].

Badania grupy S. Bindera [35] ujawnity, ze w transkryptach mitochondrialnych
roslin usuwanie ogona poliA przez egzonukleaze w wiekszos$ci przypadkéw przebiega
bardzo szybko, natomiast w przypadku wystepowania innych zasad lub struktury petli
dochodzi do zahamowania dziatania egzonukleazy. Gagliardi i inni [17] stwierdzili
jednak, ze w przypadku transkryptu mitochondrialnego genu atp9 ziemniaka 3’-5"
egzonukleaza catkowicie degraduje poliadenylowane transkrypty, nie zatrzymujac sie
na strukturze petli. Hoffman i inni [28] zasugerowali mechanizm, ktéry moze prowadzi¢
do catkowitej degradacji transkryptu, a mianowicie: usuniecie ogona poliA oraz
dodatkowo paru innych nukleotydéw z sekwencji petli stymuluje proces ponownej
poliadenylacji powstatego produktu ijego egzonukleolityczne trawienie. Proces
degradacji przebiega az do catkowitego usuniecia najpierw stabilizujgcej petli, a potem
catego transkryptu. O poprawnosci tego zatozenia mogtby Swiadczy¢ fakt, ze w obrebie
struktury petli znaleziono motywy sekwencji zwigzane z poliadenylacjg, co moze
wskazywaé, ze transkrypty mogtyby by¢ poliadenylowane ponownie oraz ze
powtarzajacy sie cykl moze powodowac catkowitg degradacje transkryptu pomimo
obecnosci struktury petli. Miejsca poliadenylacji wewnatrz struktur petli wigzac
preferencyjnie aktywne RNAzy utatwiatyby degradacje tych struktur [28, 35].

W przypadku mRNA chloroplastéw okazato sig, ze wiekszo$¢ miejsc poliadenylacji
znajduje sie doktadnie w miejscu endonukleolitycznego przeciecia transkryptu.
Poliadenylacja aktywuje proces degradacji przez zwigkszenie powinowactwa
egzonukleazy do ,przycietych” transkryptow [39]. W odr6znieniu jednak od
mitochondrialnych transkryptow roslin, ktérych dojrzate, stabilne mRNA, jak sie sgdzi,
nie sg poliadenylowane [17], dojrzate 3’ konhice chloroplastowych mRNA moga by¢
poliadenylowane. Czestos$¢ poliadenylacji takich dojrzatych transkryptéw jestjednak
50% nizsza od poliadenylacji produktéw powstatych po cieciu 3’ konca transkryptu
endonukleazg [49]. Za bardzo ograniczong poliadenylacje dojrzatych 3’ koncéw
odpowiedzialne sag struktury petli. Stwierdzono, ze chloroplastowe transkrypty
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niezawierajace struktur petli sa poliadenylowane wydajniej i sa degradowane
gwattowniej niz te zawierajace petle [39]. W obecnosci struktury petli poliadenylacja
37 koncajest bardzo staba i tych mRNA jest w chloroplastach najwiecej. Okazato sie
réwniez, iz, pomimo ze w chloroplastach 3’ koniec petli dziatajak bariera dla dziatalnosci
egzonukleazy, moze ona by¢ usunieta przez endonukleaze [39].

Poniewaz zauwazono, ze redagowanie mitochondrialnych transkryptéw czesto
zachodzi w poblizu ich 3" konca, podjeto badania dotyczace wptywu redagowania na
ciecie i poliadenylacje transkryptow. Ujawnity one, ze dotgczanie ogonéw poliA do
mitochondrialnych transkryptéw roslin ma miejsce w produktach genéw o réznym
stopniu redagowania. Przyktadem moze by¢ cDNA genu cox2 kukurydzy czy atpo
sorgo, w ktérych ogony poliA znaleziono w transkryptach zaréwno nieredagowanych,
jak i redagowanych catkowicie lub czesciowo [31, 41]. W mitochondrialnych
transkryptach Trypanosoma brucei w wigkszoS$ci przypadkéw réwniez nie zaob-
serwowano zaleznosci miedzy poliadenylacjaa procesem redagowania [32,43]. Uznano
wiec, ze procesy poliadenylacji i redagowania przebiegajg niezaleznie [18,28].

Enzymy zaangazowane w degradacje mitochondrialnych transkryptéw roslin sg
juz czesciowo poznane. Jak wspomniano, w procesie transkrypcji w mitochondriach
roslin uczestniczgpolimerazy RNA typu fagowego. Okazalo sig, ze te same polimerazy
sg odpowiedzialne za synteze ogona poliadenylowego dotaczanego do 3’ koricow
transkryptéw. Podobng sytuacje zaobserwowano réwniez u innych organizmoéw, miedzy
innymi u bakterii. Za proces degradacji mMRNA sg natomiast odpowiedzialne inne
enzymy.

W ekstraktach z mitochondriéw ziemniaka i stonecznika wykryto dwie r6zne RNAzy.
Sa to: RNAza I, ktéra jest endonukleaza degradujacg transkrypty w réwnym stopniu
poliadenylowane, jak i niepoliadenylowane, oraz RNAza Il, ktéra wykazuje powino-
wactwo jedynie do poliadenylowanych substratéw i ma wiasnosci egzonukleazy. Tak
jak przewidywano, struktura petli nie stanowi bariery dla degradujacych wtasnosci RNAzy
Il. Wskazuje to, ze w mitochondriach ziemniaka i stonecznika to wtasnie RNAza Il jest
aktywowana przez poliadenylacje 3’ konca transkryptdw, a RNAza | prawdopodobnie
usuwa produkty posrednie powstate podczas trawienia egzonukleazg [16, 17].

Ostatnio z nasion grochu wyizolowano biatko bedgce sktadnikiem roSlinnej
wielopodjednostkowej polimerazy poliA. Okazato sie, ze biatko to jest enzymem
degradujacym RNA, uwalniajgcym difosforany nukleotydéw i wykazujacym wysokie
podobienstwo do bakteryjnej i chloroplastowej egzonukleazy fosforylazy poli-
nukleotydowej. Prawdopodobnie, roslinna polinukleotydowa fosforylazajest kofaktorem
poli(A)polimerazy wigzgcym RNA iodgrywajacym wazngrole w reakcji zwigzanej z
poliadenylacjg i degradacja transkryptéw [37].

Natomiast w skfad mitochondrialnego kompleksu degradujgcego roslin moze
wchodzi¢ réwniez helikaza RNA SUV3 zalezna od ATP, znaleziona ostatnio w
mitochondriach rzodkiewnika [15]. Jej funkcjajest prawdopodobnie rozfatdowanie
drugorzedowej struktury obecnej na 3’ konicu i udostepnienie transkryptu dla dziatania
3’-5’egzorybonukleazy. Poréwnujac sekwencje aminokwasowg AtSUV 3 helikazy z
rzodkiewnika z sekwencjg SUV3 helikazy z innych organizméw, np. drozdzy S.
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cerevisiae, nicienia C. elegans i Homo sapiens stwierdzono, ze helikaza z rzod-
kiewnika jest krotsza w sekwencji o 76-215 aminokwasow. Skrdcenie wystepuje na
koincach aminowych i karboksylowych biatka, podczas gdy Srodkowa cze$¢ biatka
zawierajgca domeny typowe dla DExH RNA helikazy u wszystkich tych organizmow
pozostaje niezmieniona. W$rdd tych konsensusowych domen sg motywy charak-
terystyczne dla biatek o aktywnosci ATPazy oraz domeny wigzace RNA [15].

U bakterii natomiast wykryto obecno$¢ multienzymatycznego kompleksu degra-
dujacego transkrypty zwanego degradosomem, w skiad ktédrego wchodzg dwie 3°-5°
egzorybonukleazy: PNPaza (polinukleotydowa fosforylaza) i RNAza Il. Obie sg
preferencyjnie zaangazowane w wigzanie poliadenylowanych RNA. Ponadto w kompleksie
znajduje sie tez endorybonukleaza- RNAza E oraz co najmniej cztery dodatkowe biatka,
wsrod ktorych zidentyfikowano helikaze RNA ienolaze, ktére prawdopodobnie rozfatdowuja
37 koniec transkryptu tworzac jednoniciowe RNA dostepne dla obu egzonukleaz [23]. W
sktad kompleksu degradujgcego transkrypty chloroplastow wchodzi natomiast kodowana
przezjadro 3’-5 "egzonukleaza 100 RNP (100-kDa bindingprotein), wykazujgca wysokie
podobieAstwo do bakteryjnej PNPazy i rGwniez wykazujgca wysokie powinowactwo do
sekwencji poliA. W degradosomie chloroplastow, podobnie jak u bakterii, znajduje sie
réwniez endorybonukleaza [25, 57]. W skiad drozdzowego kompleksu degradujacego
transkrypty zwanego czasami egzosomem [1] wchodzi¢ moze nawet 5 egzonukleaz, z
ktérych co najmniej 3 wykazujg aktywnos¢ 3°-5’ egzonukleaz. Stwierdzono réwniez, ze
mitochondrialny degradosom drozdzy (mtEXQ) zawiera SUV3 helikaze zalezng od ATP i
biatko DSS1, ktore uczestniczy w obrobce RNA i w dojrzewaniu transkryptow
mitochondrialnych [9,11, 12].

PODSUMOWANIE

Pomimo stosunkowo niewielkiej ilosci danych wydaje sie, ze do czynnikéw
stabilizujgcych poziom dojrzatych mitochondrialnych transkryptéw roslin nalezg
sekwencje odwrotnie powtorzone tworzgace struktury petli, natomiast dotgczane ogony
poliA prowadzg do degradacji transkryptow. Zaktada sie jednakze, ze w przypadku
nieobecnosci sekwencji odwrotnie powtérzonych na 3’ koricu transkryptow stabilizujaco
na transkrypty wptywayja inne sekwencje/czynniki, jeszcze nieokre$lone.

Poliadenylacja jest procesem zachodzacym powszechnie u eukariotdw i rowniez
stosunkowo szeroko rozpowszechnionym w mitochondriach roslin. Okazato sie, ze w
przypadku mitochondrialnych transkryptdéw roslin poliadenylacja jest istotnym etapem
obrébki 3’ korica transkryptéw, a nie tylko ewolucyjngpozostatoscia. Proces poliadenylacji
wplywajacy degradacyjnie na transkrypty chroni prawdopodobnie mitochondria przed
translacja niewtasciwych, niedojrzatych mRNA i akumulacjg defektywnych produktow
biatkowych. Mozna wiec przyjac, ze proces dodawania ogonéw poliA do 3’ konca
transkryptéwjest w pewnym stopniu czynnikiem regulujgcym organellowa ekspresje genow.
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Streszczenie: Niestabilno$¢ genetyczna, chromosomowa lub/i mikrosatelitama jest jedng z charaktery-
stycznych cech komérek nowotworowych. W komérkach nowotworowych zaréwno guzéw litych, jak
inowotworéw uktadu krwiotwérczego niestabilno$¢ chromosomowa wyraza sie nagromadzeniem aber-
racji strukturalnych i liczbowych chromosoméw. Aberracje chromosomoéw w nowotworach mogg by¢
zmianami swoistymi, o kluczowym znaczeniu dla procesu transformacji lub tez wtérnymi, bedacymi
wyrazem ijednoczes$nie przyczyna niestabilnosci genetycznej komérek nowotworowych. W pracy przed-
stawiono poglady na mechanizm powstawania, metody diagnozowania oraz znaczenie aberracji liczbo-
wych i strukturalnych w niestabilno$ci genetycznej w nowotworach.

Stowa kluczowe: niestabilno$¢ genetyczna, aberracje chromosomowe, aneuplodia, nowotwory.

Summary: Chromosomal and/or microsatellite genetic instability is one of characteristic features of
malignant cells. In solid tumours, as well as in haematological tumours, chromosomal instability is
expressed by accumulation of structural and numerical aberrations. Chromosomal aberrations can play
a key role in cancer initiation and progression, or can be a feature of genetic instability that cells
acquire during tumour development. In this review a role of chromosomal instability in overall genetic
instability of cancer cells is presented.

Key words: genetic instability, chromosomal aberrations, aneuploidy, cancer.
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1. WSTEP

Niestabilnos¢ genetyczna, chromosomowa lub/i mikrosatelitarna jest jedng z
charakterystycznych cech komérek nowotworowych. U pacjentéw z niektorymi
nowotworami jest rowniez stwierdzana tzw. “ukryta niestabilno$¢ chromosomowa” w
komorkach prawidtowych.

W komorkach nowotworowych zarowno guzéw litych, jak i nowotworéw uktadu
krwiotwdrczego niestabilnos¢ chromosomowa wyraza sie nagromadzeniem aberracji
strukturalnych i liczbowych chromosomoéw. Od momentu identyfikacji chromosomu
Philadelphia w przewlektej biataczce szpikowej wytoniono Kilka tysiecy aberracji
chromosomowych w nowotworach, z czego ponad 200 wydaje sie petnié¢ istotng role w
transformacji i/lub progresji nowotworéw [53]. Wykrycie aberracji chromosomowych
i okreslenie ich korelacji z parametrami klinicznymi i histopatologicznymi ma istotne
znaczenie zaréwno w rozpoznawaniu, klasyfikacji, okresleniu ryzyka progresji i
rokowaniu w nowotworach, jak i w monitorowaniu przebiegu ich leczenia [52,54].

Aberracje chromosomowe mozna podzieli¢ na zmiany pierwotne (specyficzne dla
danego typu nowotworu, zwykle aberracje zrbwnowazone) lezagce u podstaw
transformacji nowotworowej, ktérych obecno$é¢ w komérkach ma warto$¢ zaréwno
diagnostyczna, jak i prognostyczng [1,53,66], oraz zmiany wtorne (niespecyficzne,
zwykle niezréwnowazone) pojawiajagce sie w trakcie progresji choroby, a bedace
wyrazem niestabilnosci genetycznej komoérki [10,58]. Mimo licznych badan dla wielu
nowotworéw nie udato sie okresli¢ swoistych zmian chromosomowych. W guzach litych,
stanowigcych ok. 95% wszystkich nowotwordw, liczba poznanych, swoistych zmian
cytogenetycznych jest niewielka. Wynika to czesto z problemow technicznych przy
przygotowaniu dobrej jako$ci preparatéw chromosomowych, gtéwniejednak ze ztozonosci
obserwowanych zmian cytogenetycznych. Diagnostyka ta jest zwykle prowadzona w
zaawansowanych stadiach nowotworu, po nabyciu przez komérki w etapach promocji i
progresji wtornych zmian genetycznych. W zwiazku z tym identyfikacja zmian pierwotnych
ukrytych w ztozonych kariotypach jest niekiedy bardzo trudna.

tatwiejszymi do badan sag nowotwory uktadu krwiotworczego i chtoniaki. Wiekszo$¢
poznanych klonalnych aberracji chromosomowych i swoistych mutacji zaobserwowano
w tej wiasnie grupie nowotwordéw.

Molekularne podtoze niestabilnoSci chromosomowej nie jest jeszcze do konca
poznane, ale nie ulega watpliwosci, ze mechanizmy odpowiedzialne za powstawanie
aberracji strukturalnych sg odmienne niz mechanizmy odpowiedzialne za powstawanie
aberracji liczbowych chromosomaéw.

2. ABERRACJE STRUKTURALNE CHROMOSOMOW

Analiza aberracji chromosomowych w nowotworach pozwolita na identyfikacje
ponad 200 powtarzajgcych sie, specyficznych strukturalnych aberracji chromo-
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TABELA 1. Przykiady niektérych swoistych aberracji hromosomowych wystepujacych
w komoérkach nowotworowych uktadu krwiotwérczego, chtoniakéw i guzéw litych
(na podstawie pi$miennictwa [8,48,49,7])

Nowotwaor Rodzaj aberracji chromosomowej

Nowotwory uktadu krwiotwérczego:

Zespoty mielodysplastyczne del(5q),-7,+8,del(20q),-Y

Przewlektfa biataczka szpikowa 1(9;22)(q34;qll)

Chtoniak ztosliwy t(14;18)(q32;921)

Chtoniak Burkitta t(8; 14)(924;932)

Ostra biataczka limfoblastyczna t(1,19)(g23;p13)  t(4;11)(q21;923)
Ostra biataczka sq?ikowa inv(16)(p 13;922)/t( 16; 16) ; t(8;21)(q22;q22)
Guzy lite:

Thuszczakomiesniak Sluzowaty t(12; 16)(q13;p11) ; t(12;22)(q13;912)
Maziéwczak zto$liwy t(X; 18)(p 11,2;q 11.2)

Miesak jasnokomdrkowy t(12;22)(q 13;912)

Wibdkniakomigsak dzieciecy t(12; 15)(p 13;q925)

Miesak Ewinga t(11;22)(924;9 12) ; t(21;22)(922;9 12) ;

t(7:22)(p22;9!2) ; 1(2:22)(q33;q12)

somowych, gtdwnie translokacji (t), delecji (del) i inwersji (inv) (tab. 1) [8,48,49,73].
Najczesciej stwierdzanymi w nowotworach swoistymi aberracjami chromosomowymi
sg translokacje zrownowazone. Niektére z nich prowadza do nadekspresji na skutek
przeniesienia protoonkogenu w obszary genomu, w ktérych znajduja sie sekwencje
wzmacniajace jego transkrypcje (ang. enhancer). Przykiadem moze by¢ aktywacja
protoonkogenu c-MYC w chioniaku Burkitta wskutek przeniesienia protoonkogenu w
sgsiedztwo genow kodujacych ciezki taricuch immunoglobuliny,/G//[t(8;14)(q24;932)].
Inne translokacje moga prowadzi¢ do fuzji fragmentéw dwéch genéw lezacych w
miejscach ztaman i utworzenia genu, kodujgcego biatko o nowych wiasciwos$ciach
biologicznych, jak ma to czesto miejsce w rozrostach szpikowych i w guzach litych
[53,67]. Przyktadem genu fuzyjnegojest ABL-BCR, kt6ry powstaje w wyniku translokacji
1(9;22)(g34;qgl 1) w ostrej biataczce limfoblastycznej i szpikowej [3].

2.1. Mechanizm powstawania aberracji strukturalnych chromosomow

Powstawanie aberracji chromosomowych jest skomplikowanym i nie do konca
wyjasnionym procesem komdrkowym [76]. Ostatnio opublikowane prace wskazuja,
ze najwazniejszym typem zmian w DNA prowadzacym do powstania CA sg ztamania
podwdjnej nici DNA (ang. double-strandbreaks, DSB) [30,55,60,85]. Powstaje pytanie,
jaki jest mechanizm przeksztatcania tak matego uszkodzenia w DNA (DSB to utrata
1-3 pz) w zmiane obserwowang mikroskopowo, rzedu 15-45 Mpz. Istnieje kilka teorii
opisujacych sposob przeksztatcania pierwotnych uszkodzen w DNA w aberracje
chromosomowe. Przez wiele lat dominujgcateorig powstawania CA byta tzw. breakage-
and-reunion theory. Wedtug tej teorii ztamania podwdéjnej nici DNA mogga prowadzic¢
do strukturalnych aberracji typu wymian (translokacje, figury radialne). Takie zmiany
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pojawiajasie, jesli dojdzie do interakcji miedzy dwoma badz wiecej DSB, ktére powstaty
w tym samym czasie w fizycznie nieduzej odlegtosci od siebie. CA typu ztaman badz
terminalnych delecji powstajg na skutek braku naprawy i fizycznego powiekszania sie
pierwotnej zmiany w nici DNA podczas kondensacji chromatyny w czasie formowania
sie chromosomu metafazalnego [77]. W latach osiemdziesigtych zostata wprowadzona
przez Chadwicka i Leenhoutsa [12] teoria molekularna (molecular theory) powstawania
CA, wedtug ktorej tylko jedna zmiana typu DSB jest konieczna do powstania CA i
dziata onajak wigcznik interakcji (wymiany) miedzy DSB anieuszkodzong chromatyna.
Ostatnio zostat opublikowany przez Bryanta i wsp. [11] model konwersji DSB w CA
zaktadajacy aktywny udziat w tym procesie enzymatycznego systemu reparacji
uszkodzen komérki (tzw. signal model). Zgodnie z tym modelem, powstanie DSB
»Zmusza” komorke do przeprowadzenia rekombinacyjnej wymiany materiatu
genetycznego w obrebie chromatydy lub miedzy chromatydarni siostrzanymi w miejscu
uszkodzenia, a CA sg wynikiem niekompletnego procesu wymiany siostrzanych
chromatyd.

3. ABERRACJE LICZBOWE CHROMOSOMOW

Aberracje liczbowe, w nowotworach polegajace najczesciej na zwiekszeniu liczby
chromosomoéw, prowadza do powstania poliploidii lub aneuploidii. W poliploidii liczba
chromosomow jest prostg wielokrotnoscign ijest wieksza od 2n. Garnitur zawierajacy
3n okreslamyjako triploidalny, 4njako tetraploidalny itd. [68]. Aneuploidia ma miejsce,
gdy liczba chromosomdéw nie jest prostg wielokrotnoscia n. Aneuploidie polegajaca
na braku jednego z chromosoméw nazywamy monosomig. Obecno$¢ jednego
dodatkowego chromosomu okresla siejako trisomie. Jezeli w garniturze diploidalnym
wystepujg dwa dodatkowe homologiczne chromosomy, stan taki nazywamy tetrasomia.
Obecnos$¢ dwdch dodatkowych, niehomologicznych chromosomow nazywamy
podwdjng trisomia.

Aberracje liczbowe chromosoméw w nowotworach mogaby¢, podobniejak aberracje
strukturalne, zmianami swoistymi, o kluczowym znaczeniu dla procesu transformacji lub
tezwtornymi, bedgcymi wyrazem ijednoczes$nie przyczynaniestabilnosci genetycznej komarek
nowotworowych [52]. Przyktadem swoistych aberracji liczbowych, majacych znaczenie
diagnostyczne i prognostyczne moze by¢ obserwowana w dziedzicznych rakach brodawek
nerkowych {hereditary papillary renal carcinoma - HPRC) trisomia chromosomu 7,
potaczona z okreSlonym podtypem histologicznym [23,88], czy tez trisomia 8 obserwowana
w 70% przypadkdw w przebiegu kryzy blastycznej w przewlektej biataczce szpikowej [57].
Niekiedy, takjak w przypadku trisomii 14w zespotach mieloproliferacyjnych obecno$é trisomii
nie determinuje przebiegu klinicznego choroby [33]. W ptaskonabtonkowych rakach gtowy i
szyi, mimo braku specyficznych aberracji liczbowych chromosoméw wykazano, ze aneuploidia
stwierdzona badaniami FISH (fluorescencyjna in situ hybrydyzacja) w komdrkach
interfazalnychjest waznym markerem do wykrywania subklinicznych zmian nowotworowych,
a takze ognisk,resztkowych” nowotworu [22].
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Patolog czesto napotyka trudnosci w roznicowym rozpoznaniu proliferujgcych zmian
tagodnych iztosliwych. Pojawienie sie aneuploidiijestjednym z najlepszych markerow
komdrek nowotworowych, zwtaszcza w guzach litych. Metodami cytometrycznymi
stwierdzono obecnos$¢ aneuploidii w ok. 70% z ponad 7000 analizowanych nowotworéw
zaréwno narzadowych, jak i uktadowych [68].

Stwierdzenie, ze pojawienie sie aneuploidii wigze sie z niekorzystng prognoza, pierwsi
sfonnutowali Atkin i Kasperson w 1979 roku (cyt. za [68]). Pomiar zawartosci DNA
w guzach nowotworowych wykonywano wéwczas metoda Feulgena. Po wprowadzeniu
techniki cytometrii przeptywowej oraz metody oznaczania DNA ze skrawkdw
parafinowych [27] mozliwe byto przeprowadzanie badan zaréwno prospektywnych,
jak i retrospektywnych, a wiec weryfikacja wartosci prognostycznej stwierdzanej
aneuploidii. U pacjentow z zaawansowanymi postaciami nowotworu stwierdzenie
obecnosci aneuploidii nie ma zwykle wiekszego wptywu na prognoze przebiegu choroby.
Natomiast pojawienie sie aneuploidii DNA we wczesnych stadiach rozwoju nowotworu
jest istotnie znaczace dla diagnostyki réznicujgcej miedzy rozrostem tagodnym i
ztosSliwym oraz wskazuje na prawdopodobienstwo progresji nowotworu. Dotyczy to
wielu rodzajéw nowotwordow, m.in. rakow: okreznicy [59], piersi [28,29], pecherza
moczowego [41], prostaty [89], jajnika [83], endometrium [36], szyjki macicy [40],
raka ptaskonabtonkowego krtani [86] jak rowniez czerniaka [42]. Obecnie w wielu
osrodkach oznaczanie ploidii DNA w nowotworach we wczesnym stadium zaawan-
sowania w istotny spos6b wspiera pozostate mozliwosci diagnostycznie i prognostyczne.
Na przyktad pojawienie sie aneuploidii w zmianach wieloogniskowych w pecherzu
moczowym [65] lub w gruczolakujelita grubego [43] swiadczg o tendencji do nawrotow
i ztosliwienia zmiany. W przedinwazyjnym raku piersi obecno$¢ aneuploidii korelowata
dodatnio z wczesniejszym wystgpieniem wznowy [28]. Z kolei w ope-racyjnym raku
jelita grubego, sklasyfikowanym jako Duke’a B2 obecnos$¢ aneuploidii znamiennie
zwieksza ryzyko wznowy i skrocenia czasu przezycia [59]. W czerniaku aneuploidia
wskazuje na wyzsze ryzyko wznowy itworzenia odlegtych przerzutéw [42]; w raku
zotagdka iw raku szyjki macicy jest skorelowana z ich wysokga inwazyjnoscia [40,82].
Tak wiec w wiekszosci rakéw obecno$¢ aneuploidii zwigzana jest z nieko-rzystnym
rokowaniem, mierzonym skréconym czasem przezycia w poréwnaniu z analogicznymi
guzami diploidalnymi.

Aberracje liczbowe sg czesto obserwowane w nowotworach i mimo intensywnych
badan wcigz trwa dyskusja, czy sg one zjawiskiem pierwotnym czy wtérnym w procesie
transformacji nowotworowej. Duesberg i Rasnick [20], na podstawie badan
doswiadczalnych nad indukcjanowotworéw mutagenami chemicznymi sformutowali
teze, ze aneuploidiajest zjawiskiem niezbednym zaréwno w inicjacji, jak i progresji
procesu transformacji nowotworowej.

3.1. Mechanizm powstawania aneuploidii

Przyjmuje sig, ze komorki stajgsie aneuploidalne w czasie nieprawidtowego podziatu
komérkowego mejotycznego lub mitotycznego, zwykle w wyniku braku rozdziatu (ang.
non-dysjunction) w anafazie, gdy obie chromatydy jednego lub kilku chromosoméw
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nie rozdzielajg sie i przechodzg tagcznie do jednego z biegunéw. W rezultacie jedna z
komoérek potomnych uzyskujejeden lub kilka dodatkowych chromosomoéw, natomiast
druga traci je i zwykle ginie. Istnieje rGwniez teoria zaktadajgca, ze jest aneuploidia
skutkiem bloku podziatu komérki w fazie M. W wyniku tego powstaje komérka
tetraploidalna, ktéra wchodzi w cykl komérkowy i tracac w trakcie nastepnych
podziatéw, chromosomy w sposob losowy, staje sie komdrkg hypotetraploidalng [4,24].

Punkty kontrolne cyklu komérkowego zostaty zdefiniowane empirycznie w 1989 roku
przez Hatrwella i Weinerta [62]. Konserwatywny mechanizm regulujacy przechodzenie
komarki przez poszczegélne fazy cyklu komérkowego opiera sie gtéwnie na dwdch
rodzajach biatek-cyklinach ikinazach cyklinozaleznych. W miare przechodzenia komorki
przez fazy G , G2i S kolejno wzrasta poziom cyklin typu D, A, E iw koncu B. Cykliny
te tgczg sie z odpowiednimi kinazami cyklinozaleznymi (Cdk). Oscylacyjne zmiany
stezenia Cdk powodujg fosforylacje kolejnych sktadowych mechanizmu kontrolujgcego
podziaty komorkowe, inicjujgc tym samym nastepne etapy cyklu [21].

W proliferujacej komaérce funkcjonuje kilka punktéw kontrolnych: Punkt restrykcyjny
G./S, nagranicy przejscia z fazy G, do fazy S, ktéry decyduje, czy komdrka rozpocznie
kolejny cykl podziatowy albo tez wstrzyma proliferacje. Szczeg6lngrole natym etapie
kontroli odgrywajg: biatko supresorowe p53 i cyklina D. Ten punkt kontrolny jest
odpowiedzialny za prawidtowy przebieg procesu podwajania materiatu genetycznego.
W wypadku wykrycia uszkodzen DNA, jego synteza ulega znacznemu spowolnieniu.
Rownoczesnie zostajguruchomione mechanizmy zmierzajace do naprawy uszkodzonego
materiatu genetycznego. OdpowiedzZ ta generowanajest w gtéwnej mierze przez kinazy
ATM/ATR. Punkt kontrolny fazy G2 uniemozliwia rozpoczecie mitozy, jesli nie zostat
zakonczony proces replikacji DNA i/lub wykryte zostaly jego uszkodzenia. Na tym
etapie rowniez dziatajg kinazy ATM/ATR oraz inhibitory kinaz cyklinozaleznych.
Mitoza nadzorowanajest przez punkt kontrolny wrzeciona mitotycznego, ktéry pozwala
na precyzyjng segregacje chromosoméw w anafazie, pod warunkiem prawidtowo
uformowanego wrzeciona. Wtedy do kinetochoréw chromosomoéw ustawionych w ptytce
metafazalnej przytaczaja sie oscylujgce wtokna wrzeciona mitototycznego. Jest to sygnat
dla biatka MAD?2, aby oddysocjowaé z kompleksu APC/CDC20 {anaphase-promoting
complex/biatko CDC20). Po uwolnieniu biatka MAD2 kompleks APC/CDC20 zostaje
zaktywowany iunieczynniajgc sekuryny, wtgcza heparyny - biatka zdolne do rozdzielenia
chromatyd siostrzanych. W przypadku zaistnienia defektu ktérego$ z biatek biorgcych
udziat w tym procesie nastepuje blok komérki w anafazie, do czasu prawidtowego
przytaczenia chromosomoéw do wrzeciona podziatowego. Defekt w punkcie kontrolnym
wrzeciona mitotycznego moze prowadzi¢ do pojawiania sie zespotu niestabilnosci
chromosomodw, a to z kolei - do aneuploidii. Na przyktad w komdrkach z mutacjg
uniemozliwiajgcg hamowanie kompleksu APC/CDC20, separyny rozdzielajg
chromatydy, ktore nie zostaty przyczepione do widkien wrzeciona podziatowego.
Konsekwencja tego sg komoérki potomne z delecjg chromosomow. Delecja jednego
allelu MAD2, biatka koniecznego do zatrzymania podziatu komérki do momentu
potaczenia wszystkich chromosoméw do wrzeciona podziatowego, powoduje przed-
wczesng separacje chromatyd siostrzanych. Myszy z delecjg w genie Mad (Mad2”")
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z wysokg czestosScig zapadajg na biataczki [18,51]. Roéwniez komorki pozbawione
genu kodujacego sekuryne (Securin'7) po podziale tworzg komorki aneuploidalne, ze
wzgledu na niekompletny rozdziat chromatyd jednego lub kilku chromosoméw [35].
Mechanizmy zatrzymania cyklu komérkowego w punktach kontrolnych moga zawie$é
z kilku powoddw. Po pierwsze, jak wszystkie procesy komdrkowe, majg one pewien
margines btedu. Po drugie, komdrka adaptuje sie do powtarzajgcego sie btedu. Po
kilkakrotnym zatrzymaniu cyklu komorkowego z powodu kolejnych nienaprawionych
uszkodzen DNA, cykl moze zosta¢ wznowiony. Po trzecie, sam punkt kontrolny moze
ulec uszkodzeniu [62]. Btedne dziatanie przynajmniej jednego z punktéw kontrolnych
mozna stwierdzi¢ w wiekszosci nowotwordw.

Poszukiwanie aneuploidii DNA w nowotworach moze stuzy¢ trzem celom: wykryciu
obecnosci nowotworu, réznicowej diagnostyce oraz prognozowaniu przebiegu (progresji)
choroby nowotworowej.

4, UKRYTA, KONSTYTUTYWNANIESTABILNOSC
CHROMOSOMOW

Jak wspomniano powyzej, u pacjentéw z niektérymi chorobami nowotworowymi, a
takze u ich zdrowych krewnych zaobserwowano wystepowanie w komdrkach
prawidtowych (najczesciej limfocytach krwi obwodowej) tzw. ,,ukrytg niestabilnos¢
chromosomdw”. Ukryta niestabilno$¢ chromosoméw wyraza sie zwiekszong ich
podatnoscigna dziatanie zwigzkdw klastogennych (indukujacych aberracje strukturalne
chromosomoéw) ijest wykorzystywanajako marker do oceny sprawno$ci mechanizméw
reparacyjnych bioracych udziat w usuwaniu zaburzer struktury chromosomoéw. Ukryta
niestabilnos¢ chromosomdéw mozna wykry¢ po zadziataniu na komorki in vitro
(najczesciej stosowane sg limfocyty) zwigzkami klastogennymi o bezposrednim
dziataniu, ktore nie wymagajg aktywacji metabolicznej [15, 31, 74].

Do badan nad ukrytg niestabilnoscig chromosomdw najczesciej stosowany jest test
bleomycynowy, wprowadzony w 1983 roku przez Hsu i wsp. [31,32], ktérzy wykazali,
ze konstytucyjna niestabilno$¢ chromosomowa moze by¢ ujawniona przez indukcje
bleomycyna (BL) ztamar chromosomdw w fazie S-G, cyklu komdrkowego. Ukryta
niestabilno$¢ chromosomowg w tym tesScie ocenia si¢ na podstawie $redniej liczby
ztaman chromatyd w przeliczeniu najedng komadrke (tzw. wskaznik b/c; ang. breaks
per celi) oraz procentu metafaz zjednym badz wieksza liczba ztaman chromosomoéw
(am%; ang. percentage o faberrant metaphases). Hsu i wsp. wprowadzili pojedyncze
kryterium wrazliwo$ci na mutagen - b/c>l. Warto$¢ wskaznika b/c (liczba peknigé
chromosomoéw) < 0,8 oznacza stabilno$¢ chromosomowsa, b/c = 0,8-1,0 niestabilno$¢
chromosomowg, natomiast wartos¢ wskaznika b/c = 1,0 i b/c>1,0 oznacza
podwyzszongniestabilno$¢é chromosomowa. Bardziej restrykcyjne, podwaéjne kryterium,
uwzgledniajace oba oceniane parametry (b/c>1iam%>45) zostato wprowadzone przez
Tzanchevai Komitowskiego [84]. W badaniach przeprowadzonych naréznych grupach
pacjentéw wykazano, ze wrazliwo$¢ na bleomycynejest cechg konstytutywng komaérek
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i nie podlega wptywom czynnikéw egzogennych [14,61]. Testu bleomycynowego nie
moznajednak stosowac¢ w celu prognozowania zwiekszonej indywidualnej, osobniczej
podatnosci na wystgpienie choroby nowotworowej, ajedynie w celu charakterystyki
genetycznej grup pacjentéw, gdyz zwiekszona niestabilno$¢ chromosoméw jest
obserwowana u okoto 16% populacji ludzi zdrowych.

Zwiekszonaukrytgniestabilnosé chromosomoéw wykazano u pacjentéw z nowotworami
gtowy i szyi, uktadu oddechowego, pokarmowego, piersi, skory, a takze glejakami i in.
[2,16,69,87]. W badaniach nad zjawiskiem ,ukrytej niestabilno$ci chromosomowej”
pacjentow w grupach pacjentéw z rakiem krtani oraz rakiem piersi i cztonkéw ich rodzin
stwierdzono ponadto zwigkszong wrazliwos$¢ na bleomycyne nie tylko u chorych, lecz
takze u zdrowych cztonkéw ich rodzin [46,75]. Badania przeprowadzone przez Cloos i
wsp. na grupie 218 pacjentéw z rakami ptaskonabtonkowymi gtowy i szyi wykazaty, ze
nadwrazliwos$¢ nableomycynejest potencjalnym markerem wystepowania tzw. ,,p6Znych”,
kolejnych pierwotnych guzow gtowy i szyi, gdy odstep czasowy miedzy ich pojawianiem
sie wynosi powyzej 3 lat [13].

Innym testem stosowanym w badaniach niestabilnosci chromosomowej jest
diepoksybutan (DEB). Zwigzek ten indukuje efektywnie dwa niezalezne zjawiska:
aberracje chromosomowe i wymiany siostrzanych chromatyd. Analize aberracji
chromosomowych indukowanych in vitro przez DEB w limfocytach krwi obwodowe;j
wykorzystuje sie w diagnostyce anemii Fanconiego (FA) [80]. Standardows, 72-
godzinowaq. hodowle limfocytow poddaje sie w 24 godz. dziataniu 0,1 mg/ml DEB.
Diagnostyka polega na obserwacji w preparatach barwionych barwnikiem Giemsy
takich parametrow, jak: procent uszkodzonych komérek (%am), liczba ztaman na
komaérke (b/c) i procent figur radialnych. U chorych z FA obserwuje sie %am > 80%,
b/c> 5,6, a figury radialne stanowia 30-100% obserwowanych aberracji [72,80].

Jedna z przyczyn wystepowania indywidualnie zréznicowanej wrazliwos$ci na dziatanie
czynnikdw klastogennych jest rozna zdolnosc¢ reparacji indukowanych uszkodzenn DNA
przez systemy naprawcze DNA komdrek. Do oceny zdolnosci reparacji uszkodzern DNA
moze by¢é wykorzystywana analiza odpowiedzi adaptacyjnej [81]. Stwierdzono, ze
ekspozycja na dziatanie niskich dawek czynnika genotoksycznego pobudza mechanizmy
naprawcze badanych limfocytéw, co powoduje zmniejszenie liczby aberracji po zastosowaniu
wyzszej dawki tego samego lub podobnie dziatajgcego zwigzku. Uwaza sie, ze zjawisko
odpowiedzi adaptacyjnej jest wyrazem indukcji mechanizmoéw naprawczych DNA.
Odpowiedz adaptacyjng mozna ocenia¢ na podstawie analizy aberracji chromosomowych
lub czestosci wymian siostrzanych chromatyd z wykorzystaniem r6znych metod cytogenetyKki
klasycznej lub molekularnej (FISH) [78].

5. METODY DIAGNOSTYCZNE

Aberracje chromosomowe mozna bada¢ metodami klasycznej cytogenetyki, ana-
lizujac chromosomy wybarwione technikami prazkowymi. Najczesciej stosowane jest
barwienie GTG (ang. G-bands by trypsin using Giemsa), ktére prowadzi do
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uwidocznienia na chromosomach obrazu pragzkowego odzwierciedlajacego ich
strukturalne i funkcjonalne zr6znicowanie. Obszary ciemno wybarwione odpowiadajg
regionom zawierajgcym nieliczne aktywne geny, natomiast jasniejsze zabarwienie
charakterystyczne jest dla region6w aktywnej transkrypcyjnie euchromatyny [26].
Identyfikacje chromosomdéw wykonuje si¢ zgodnie z kryteriami miedzynarodowego
systemu nomenklatury cytogenetycznej (ISCN 1995, [34]). Analiza chromosomoéw
barwionych technikami pragzkowymi pozwala na zlokalizowanie punktéw ztaman
chromosomow, wykrycie translokacji wzajemnych i inwersji. W celu wykrycia chromo-
somow di- czy tez policentrycznych stosuje sie barwienie CBG (C-bands by barium
hydroxide using Giemsa). Zastosowanie tych technik czesto jest jednak ograniczone
trudnos$ciami w uzyskaniu odpowiedniej liczby metafaz wysokiej jakosci, umoz-
liwiajagcej doktadng ocene chromosoméw. Pomocne sg techniki cytogenetyki mole-
kularnej umozliwiajgce detekcje i ocene aberracji chromosomowych nawet bez
koniecznosci izolacji chromosomdéw. Do najczesciej stosowanych metod nalezy
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) w jadrach interfazalnych, ktérg mozna
zastosowac do badan komorek pochodzacych ze Swiezej tkanki, po hodowli, a takze z
preparatow utrwalonych w parafinie oraz genomowa komparatywna hybrydyzacja
(ang. comparative genomie hybridisation; CGH), w ktdrej wykorzystywany jest DNA
wyizolowany z komoérek nowotworowych [7,10,37,44,50,71].

Technika FISH polega na wykrywaniu okreslonych sekwencji w chromosomach
i/lub jadrach interfazalnych utrwalonych w preparacie cytogenetycznym z wyko-
rzystaniem reakcji hybrydyzacji (tworzenia dwuniciowych komplekséw, przez
jednoniciowe fragmenty DNA) sond molekularnych z komplementarnym do nich DNA
chromosomowym. Sondy molekularne sg znakowane fluorescencyjnie, co umozliwia
detekcje w badanym preparacie [56]. Metoda FISH pozwala na wykrycie aberracji
liczbowych i strukturalnych chromosomoéw, takich jak: delecje, translokacje czy
chromosomy markerowe [63,64]. W diagnostyce molekularnej kariotypu komérek
nowotworowych coraz czesciej stosuje sie modyfikacje metody FISH-SKY (ang. spectral
karyotyping) oraz mFISH (ang. multicolor FISH), za pomoca ktérych mozna wszystkie
chromosomy wybarwi¢ na rézne kolory, co pozwala na petng analize kariotypu
[6,7,25,38,50,79]. Metody te stosuje sie gtéwnie do wykrywania translokacji. Inny typ
aberracji zrownowazonych - inwersje, mozna zaobserwowac po zastosowaniu COD-
FISH (ang. Chromosome Orientation and Direction-FISH). Reakcja ta pozwala na
okreslenie kierunku sekwencji badanego DNA, a co za tym idzie, obserwacje odwrdcenia
sekwencji o 180° w przypadku inwersji [5]. Technika CGH polega na hybrydyzacji
znakowanego fluorescencyjnie genomowego DNA nowotworowego oraz DNA
prawidtowego do prawidtowych chromosoméw metafazalnych. Poréwnanie emisji
fluorescencji z tych dwdéch rodzajow DNA wyznakowanych r6znymi fluorochromami
po reakcji hybrydyzacji pozwala na wykrycie naddatkéw lub ubytkéw materiatu
genetycznego w badanym DNA nowotworowym [9,17,39].

Do badania ploidii metodami cytometrycznymi wprowadzono parametr opisujgcy
analizowane DNA - tzw. indeks DNA (DI), wyliczany jako stosunek modalnej
zawartosci DNA w populacji badanej do zawarto$¢ DNA w komérkach prawidtowych
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danego gatunku. Indeks DNA koreluje z liczhag chromosomoéw oznaczanych za pomoca
analizy kariotypu. Probki o zawartoSci DNA identycznej z komérkami prawidtowymi
(diploidalne) majg DI = 1. Populacje, ktérych DI jest r6zny od stwierdzanego w
komérkach prawidtowych, okreslane sa mianem aneuploidalnych, przy czym gdy
DI < lokre$lane sg mianem hypodiploidalnych, gdy DI > 1> 2 - hypotetraploidalnych,
za$ gdy DI = 2 - tetraploidalnych. Jak wykazano, DI proliferujacej populacji
aneuploidalnych komérek nowotworowych wzrasta z kazdym kolejnym podziatem
komérki osiggajac stan rownowagi miedzy 1,5 a 2 (cyt. za [70]).

Do rutynowego poszukiwania aneuploidii metoda z wyboru jest cytometria
przeptywowa. Pozwala ona na jakoSciowgq i iloSciowg ocene populacji komorek
badanych. Wadg tej metody jestjej ograniczona czuto$¢, zwigzana z rozdzielczosciag
aparatu - mianowicie, DI = 0,05 odpowiada 1 chromosomowi, podczas gdy w tej
metodzie r6znicujaca zawarto$¢ DNA wynosi co najmniej 0,10 DI. W przypadku zmian
mniejszych ilosciowo (monosomia, trisomia itp.), korzystniej jest postuzy¢ sie cytometrig
obrazowg lub badaniami cytogenetycznymi, opisanymi powyzej.

6. PODSUMOWANIE

Niestabilno$¢ genetyczna odgrywa kluczowa role w procesie transformacji nowo-
tworowej. Ostatnio postawiono hipoteze, ze niestabilnos¢ genetyczna komérek nowo-
tworowych jest wyktadnikiem stopnia ich aneuploidii [19,45]. W niewielkim odsetku
przypadkéw niestabilno$¢, wyrazona na poziomie nukleotydow, jest wynikiem
substytucji pojedynczych zasad, delecji lub insercji kilku nukleotydéw. Jednak w
wiekszosci nowotworéw zmiany sg iloSciowo wieksze, mozliwe do rejestracji na
poziomie chromosomow: utrata lub dodanie catych chromosomoéw lub ich duzych
fragmentéw. Z hipotezy tej moze wynikaé wniosek, ze to wiasnie aneuploidia lezy u
podstaw patogenezy nowotworow. Wiele z obserwowanych cech fenotypowych komorek
nowotworowych, opisywanych dotychczas jako ,,mutacje somatyczne” moze byc jej
wynikiem [19,70]. W$r6d nich wymienia sie zmieniong wielko$¢ i morfologie komorek,
zmiany w proporcjach produkowanych biatek: enzyméw, antygendéw i czasteczek
adhezyjnych i zwigzane z tym utrate zahamowania kontaktowego i zwigkszong
adhezyjnos¢, opornos¢ na cytostatyki oraz tzw. ,,niesmiertelnosé”, czyli zdolnos¢ do
nieograniczonej proliferacji [47,70]. Wydaje sie, ze w zwigzku z blizszym poznaniem
mechanizmu powstawania aneuploidii prawdopodobnie wkrotce mozna oczekiwac
rewizji obecnie przyjetej teorii karcinogenezy. Biorgc jednak pod uwage udowodniong
etiologie genetyczng niektérych nowotwordw np. wystepujacych rodzinnie, w ktorych
proces transformacji nowotworowej zapoczatkowany jest utratg funkcji genéw supre-
sorowych, autorzy niniejszego opracowania sg raczej zwolennikami tezy, ze zaréwno
»etiologia genetyczna”,jak i sekwencja zdarzen genetycznych w ré6znych nowotworach
jestrézna izgodna z teorig o heterogennej etiologii nowotworow.

»UKryta niestabilno$¢ chromosoméw” jest cechg konstytutywng, modyfikujgca
indywidualng wrazliwo$¢ na dziatanie czynnikéw rakotworczych.



NIESTABILNOSC GENETYCZNA W NOWOTWORACH. I 269

PISMIENNICTWO

[1] AMAN P. Fusion genes in solid tumors. Semin Cancer Biol 1999; 9: 303-318.

[2] ANKATHIL R, JYOTHISH B, MADHAVAN J, NAIR MK. Deficient DNA repair capacity: a predispo-
sing factor and high risk predictive marker in familial colorectal cancer. J Exp Clin Cancer Res 1999;
18: 33-37.

[3] ARIYATSU T, MATSUO Y, HARASHIMA A, NAKAMURA S, TAKABA S, TSUBOTA T, ORITA K.
Establishment and characterization of ,,biphenotypic” acute leukemia cell lines with a variant Ph translo-
cation t(9;22; 10) (q34;qll;q22). Hum Cell 1998; 11: 43-50.

[4] ATKIN NB. Chromosomal doubling: the significance of polyploidization in the development of human
tumors: possibly relevant findings on a lymphoma. Cancer Genet Cytogenet 2000; 116: 81-83.

[5] BAILEY SM, MEYNE J, CORNFORTH MN, MC CONNELL TS, GOODWIN EH. A new method for
detecting pericentric inversions using COD-FISH. Cytogenet Cell Genet 1996; 75: 248-253.

[6] BAYANI J, SQUIRE JA. Advances in the detection of chromosomal aberrations using spectral karyoty-
ping. Clin Genet 2001; 59: 65-73.

[71 BEHESHTI B, PARK PC, SWEET JM, TRACHTENBERG J, JEWETT MA, SQUIRE JA. Evidence of
chromosomal instability in prostate cancer determined by spectral karyotyping (SKY) and interphase
FISH analysis. Neoplasia 2001; 3: 62-69.

[8] BELL RS, WUNDER J, ANDRULIS I. Molecular alterations in bone and soft-tissue sarcoma. CanJSurg
1999; 42: 259-266.

[9] BENTZ M, PLESCH A, STILGENBAUER, DOHNER H, LICHTER P. Minimal sizes of deletions
detected by comparative genomic hybridization. Genes Chromosomes Cancer 1998; 21: 172-173.

[10] BRISSET S, SCHLEIERMACHER G, PETER M, MAIRAL A, OBERLIN O, DELATTRE O, AURIAS A.
CGH analysis of secondary genetic changes in Ewing tumors; correlation with metastatic disease in a
series of 43 cases. Cancer Genet Cytogenet 2001; 130: 57-61.

[11] BRYANT PE. Mechanisms of radiation-induced chromatid breaks. Mutat Res 1998; 404: 107-111.

[12] CHADWICK KH, LEENHOUTS HP. The Molecular Theory of Radiation Biology. Springer-Verlag,
Berlin, 1981

[13] CLOOS J, LEEMANS CR, VAN DER STERRE ML, KUIK DJ, SNOW GB, BRAAKHUIS BJ. Mutagen
sensitivity as a biomarker for second primary tumors after head and neck squamous cell carcinoma. Can-
cer Epidemiol Biomarkers Prev 2000; 9: 713-717.

[14] CLOOS J, STEEN I, JOENJE H, KO JY, DEVRIES N, VAN DER STERRE MLT, NAUTA JJP, SNOW GB,
BRAAKHUIS BMJ. Association between bleomycin genotoxicity and nonconstitutional risk factors for
head and neck cancer. Cancer Lett 1993; 74: 161-165.

[15] DABROWSKI P, KITA S, SZYFTER W, SZMEJA Z, JARMUZ M, SZYFTER K. Ukryta niestabilnos¢
chromosomowa a ryzyko wystapienia raka krtani. Otolaryngol Pol 1999; 3: 245-251.

[16] DABROWSKI P, SZYFTER K. Analiza niestabilno$ci chromosomowej pod katem ryzyka genetycznego
wystapienia raka krtani. Otolaryngol Pol 2001; 1: 13-18.

[17] DEVRIES S, GRAY JW, PINKEL D. Comparative genomie hybridization, [w) Dracopoli NC, Haines JL,
Korf BR [red.]. Current Protocols in Human Genetics. Greene Publishing Associate and John Wiley &
Sons, New York 1995.

[18] DOBLES M, LIBERAL V, SCOTT M, BENEZRA R, SORGER PK. Chromosome missegregation and
apoptosis in mice lacking the mitotic checkpoint protein Mad2. Cell 2000; 101: 635-645.

[19] DUESBERG P, RAUSCH C, RASNICK D, HEHLMANN R. Genetic instability of cancer cells is
proportional to their degree of aneuploidy. Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95: 13692-31697.

[20] DUESBERG P, RASNICK DA. Aneuploidy, the somatic mutation that makes cancer a species of its own.
Cell Motil Cytoskeleton 2000; 47: 81-107.

[21] ELLEDGE SJ. Cell cycle checkpoint: preventing an identity crisis. Science 1996; 274: 1664-1672.

[22] ENGEL H, KLEESPIES C, FRIEDRICH J, BREIDENBACH M, KALLEBORN A, SCHONDORF T,
KOLHAGEN H, MALLMANN P. Detection of circulating tumour cells in patients with breast or
ovarian cancers by molecular cytogenetics. Brit J Cancer 1999; 81, 1165-1173.

[23] FLETCHER JA. Renal and bladder cancers, [w] Wolman SR, Sell S, Totowa NJ [red.] Human Cytogenetic
Cancer Markers. Humana Press 1997: 169-202.

[24] GIARETTIW. A model of DNA aneuploidization and evolution in colorectal cancer. Lab Invest 1994; 71:904-910.



270 M. SASIADEK | INNI

[25] GUNAWAN B, MIRZAIE M, SCHULTEN HJ, HEIDRICH B, FUZESIL. Molecular cytogenetic analysis
of two primary squamous cell carcinomas of the lung using multicolor fluorescence in situ hybridization.
Virchows Arch 2001; 439: 85-89.

[26] GUSTASHAW KM. Chromosome stains, [w] Barch MJ, Knutsen T, Spurbeck JL [red.] The AGT cytoge-
netics laboratory manual. Philadelphia, New York: Lippincott-Raven Publishers 1997: 259-320.

[27] HEDLEY DW, FRIEDLANDER ML, TAYLOR I, WRUGG CA, MUSGROVE EA. Methods for analysis
of cellular DNA content of paraffin embedded pathologic material using flow cytometry. J Histochem
Cytochem 1983; 31: 1333-1335.

[28] HEDLEY DW, RUGG CA, NG AB, TAYLOR IW. Influence of cellular DNA content on disease-free
survival of stage Il breast cancer patients. Cancer Res 1984; 44: 5395-5398.

[29] HESELMEYER-HADDAD K, CHAUDHRIN, STOLTZFUS P, CHENG JC, WILBER K, MORRISON L,
AUER G, RIED T. Detection of chromosomal aneuploidies and gene copy number changes in fine needle
aspirates is a specific, sensitive and objective genetic test for the diagnosis of breast cancer. Cancer Res
2002;62: 2365-2369.

[30] HORVATHOVA E, SLAMENOVA D, HLINCIKOVA L, MANDAL TK, GABELOVA A, COLLINS AR. The
nature and origin of DNA single-strand breaks determined with the comet assay. Mutat Res 1998; 404: 163-171.

[31] HSU TC, CHERRY LM, SAMAAN NA. Differential mutagen susceptibility in cultured lymphocytes of
normal individuals and cancer patients. Cancer Genet Cytogenet 1985; 17: 307-313.

[32] HSU TC, JOHNSTON DA, CHERRY LM, RAMKISSOON D, SCHANTZ SP, JESSUP JM, WIN RJ,
SHIRLEY L, FURLONG C. Sensitivity to genotoxic effects ofbleomycin in humans: possible relationship
to environmental carcinogenesis. IntJ Cancer 1989; 3: 403-409.

[33] HURET JL, DESSEN P, BERNHEIM A. Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematolo-
gy. Nucleic Acid Res 2001; 29: 303-304. (http://infobiogen.fr/services/chromcancer/)

[34] ISCN (1995): An International System for Human Cytogenetic Nomenclature. Mitelman F (red.); S. Kar-
ger, Basel, 1995.

[35] JALLEPALLI PV, LENGAUER C. Chromosome segregation and cancer: cutting through the mystery.
Nature Rev 2001; 1: 109-117.

[36] JHALA DN, ATKINSON BF, BALSARA GR, HERNANDEZ E, JHALANC. Role of DNA ploidy analysis
in endometrial adenocarcinoma. Ann Diagn Pathol 2001; 5: 267-273.

[37] JIANG F, KATZ RL. Use of interphase fluorescence in situ hybridization as a powerful diagnostic tool in
cytology. Diagn Mol Pathol 2002; 11: 47-57.

[38] KAHRU R, AHLSTEDT-SOINI M, BITTNER M, MELTZER P, TRENT JM, ISOLA JJ. Chromosome
arm-specific multicolor FISH. Genes Chromosomes Cancer 2001; 30: 105-109.

[39] KALLIONIEMI OP, KALLIONIEMI A, PIPER J, ISOLA J, WALDMAN FM, GRAY JW, PINKEL D.
Optimising comparative genomic hybridization for analysis of DNA sequence copy number changes in
solid tumors. Genes Chromosomes Cancer 1994; 10: 231-243.

[40] KASHYAP V, BHAMBHANI S. DNA aneuploidy in invasive carcinoma of the uterine cervix. Indian J
Path Microbiol 2000; 43: 265-269.

[41] KOLODZIEJ A, DUS D, DABROWSKA B, LORENZ J. Ploidia DNA a czas przezycia pacjentéw z
guzami pecherza moczowego. Badania retrospektywne. Urologia Polska 1996; 49: 423-433.

[42] KORABIOWSKA M, BRINCK U, KOTTHAUSI, BERGER H, DROESE M. Analysis of the DNA con-
tent in the progression of recurrent and metastatic melanomas. Anticancer Res 2000; 20: 2791-2794.

[43] KRISTAL AR, BAKER MS, FLAHERTY MJ, FENG Z, YLVISAKER TJ, FELD AD, LEVINE DS. A pilot
study of DNA aneuploidy in colorectal adenomas and risk of adenoma recurrence. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev 1995; 4: 347-352.

[44] LARRAMENDY ML, LUSHNIKOVA T, BJORKQVIST A, WISTUBAII, VIRMANIAK, SHIVAPURKAR
N, GAZDAR AF, KNUUTILA S. Comparative genomic hybridization reveals complex genetic changes in
primary breast cancer tumors and their cell lines. Cancer Genet Cytogenet 2000; 119: 132-138.

[45] LENGAUER C, KINZLER KW, VOGELSTEIN B. Genetic instabilities in human cancers. Nature 1998;
396: 643-649.

[46] LI AT, WANG TT, LUAN XY, WANG MY. High sensitivity to mutagens in healthy blood relatives of
laryngeal and hypopharyngeal cancer patients. Head and Neck Cancer-Advances in Basic Research. Else-
vier 1996; 3-6.

[47] LI R, SONIK A, STINDL R, RASNICK D, DUESBERG P. Aneuploidy vs. gene mutation hypothesis of
cancer: Recent study claims mutation but is found to support aneuploidy. Proc Nat.Acad Sci USA 2000;
97: 3236-3241.


http://infobiogen.fr/services/chromcancer/

NIESTABILNOSC GENETYCZNA W NOWOTWORACH. I. 271

48] LIMON J, MITELMAN F. Znaczenie aberracji chromosomowych w litych guzach nowotworowych
cztowieka. Pat Pol 1994; 45: 1-15.

49] LIMON J. Znaczenie diagnostyczne badan cytogenetycznych guzéw nowotworowych tkanek miekkich
cztowieka. Nowotwory 1996; 46: 275-284.

50] LUK C, TSAO MS, BAYANI J, SHEPHERD F, SQUIRE JA. Molecular cytogenetic analysis of non-small
cell lung carcinoma by spectral karyotyping and comparative genomic hybridization. Cancer Genet Cyto-
genet 2001; 125: 87-99.

51]MICHEL LS, LIBERAL V, CHATTERJEE A, KIRCHWEGGER R, PASCHE B, GERALD W, DOBLES
M, SORGER P, MURTY VW S, BENEZRA R. MAD?2 haplo-insufficiency causes premature anaphase
and chromosome instability in mammalian cells. Nature 2001; 409: 355-359.

52] MITELMAN F, JOHANSSON B, MANDAHL N, MERTENS F. Clinical significance of cytogenetic fin-
dings in solid tumors. Cancer Genet Cytogenet 1997; 95: 1-8.

53] MITELMAN F, MERTENS F, JOHANSSON B. Recurrent chromosome aberration in cancer. NCI Cancer
genome anatomy project 2001; http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/RecurrentAberration].

54] MITELMAN F. Recurrent chromosome aberrations in cancer. Mutat Res 2000: 462: 247-253.

55] MORGAN WF, CORCORAN J, HARTMANN A, KAPLAN MI, LIMOLI CL, PONNAIYA B. DNA double-
strand breaks, chromosomal rearrangements, and genomic instability. Mutat Res 1998; 404: 125-128.

56] NATARAJAN AT, BALAJEE AS, BOEIJJWA, DARROUDIF, DOMINGUEZ |, HANDE MP, MEIJERS
M, SLIJEPCEVIC P, VERMEULEN S, XIAO Y. Mechanisms of induction of chromosomal aberrations
and their detection by fluorescence in situ hybridization. Mutat Res 1996; 372: 247-258.

57]NGUYEN PL, ARTHUR DC, LITZ CE, BRUNNING RD. Fluorescence insitu hybridization (FISH) detec-
tion of trisomy 8 in myeloid cells in chronic myeloid leukemia (CML); a study ofarchival blood and bone
marrow smears. Leukemia 1994; 8, 1654-1662.

58] NOJIMA H. Cell cycle checkpoints, chromosome stability and the progression of cancer. Hum Cell
1997; 10: 221-230.

59] NORI D, MERIMSKY O, SAMALA E, SAW D, CORTES E, CHEN E, TURNER JW. Tumor ploidy as
a risk factor for disease recurrence and short survival in surgically-treated Duke’s B2 colon cancer
patients. J Surg Oncol 1995; 59: 239-242.

60] PALITTI F. Mechanisms of the origin of chromosomal aberrations. Mutat Res 1998; 404: 133-137.

611 PANDITA TK, HITTELMAN WN. Evidence of chromatin basis for increased mutagen sensitivity associa-
ted with multiple primary malignancies of head and neck. IntJ Cancer 1995; 61: 733-743.

62] PAULOVICH AG, TOCZYSKI DP, HARTWELL LH. When checkpoints fail. Cell 1997; 88: 315-321.

63] PRESSL S, EDWARDS A, STEPHAN G. The influence ofage, sex and smoking habits on the background
level of fish-detected translocations. Mutat Res 1999; 442: 89-95.

64] PRESSL S, STEPHAN G. Chromosome translocations detected by fluorescence in situ hybridization (FISH)
- auseful tool in population monitoring? Toxicol Lett 1998; 96-97: 189-194.

65] PYCHA A, MIAN C, HOFBAUER J, BROSSNER C, HAITEL A, WIENER H, MARBERGER M. Multi-
focality of transitional cell carcinoma results from genetic instability of entire transitional epithelium.
Urology 1999; 53: 92-97.

66] RABBITS TH. Chromosomal translocations in human cancer. Nature 1994; 372: 143-149.

67] RABBITS THL. The clinical significance of fusion oncogens in cancer. N Engl J Med 1998; 338:
192-194.

68] RABER MN, BARLOGIE B. DNA flow cytometry of human solid tumors, [w] Melamed MR, Lindmo T,
Mendelsohn M [red.] Flow cytometry and sorting. Wiley-Liss, New York 1990: 745-754.

69] RAJAEE-BEHBAHANIN, SCHMEZER P, RISCH A, RITTGEN W, KAYSER KW, DIENEMANN H,
SCHULTZ V, DRINGS P, THIEL S, BARTSCH H. Altered DNA repair capacity and bleomycin sensiti-
vity as risk markers for non-small cell lung cancer. IntJ Cancer 2001; 95: 86-91.

70] RASNICK D. Auto-catalysed progression of aneuploidy explains the Hayflick limit of cultured cells, carcino-
gen-induced tumours in mice, and the age distribution of human cancer. Biochem J 2000; 349: 497-506.

71] RIGOLIN GM, BIGONIR, MILANIR, CAVAZZINIF, ROBERT!I MG, BARDI A, AGOSTINI P, DELLA
PORTA M, TIEGHI A, PIVAN, CUNEO A, CASTOLDIG. Clinical importance of interphase cytogene-
tics detecting occult chromosome lesions in myelodysplastic syndromes with normal karyotype. Leukemia
2001; 15: 1841-1847.

[72] ROULSTON D, LE BEAU MM. Cytogenetic analysis of hematologic malignant diseases, [w] Barch MJ,
Knutsen T, Spurbeck JL [red.] The AGT cytogenetics laboratory manual. Philadelphia, New York:
Lippincott-Raven Publishers 1997: 325-372.


http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/RecurrentAberration

272 M. SASIADEK 1| INNI

[73] ROWLEY JD. Cytogenetic analysis in leukemia and lymphoma: an introduction. Semin Hematol 2000;
37: 315-319.

[74] ROY SK, TRIVEDI AH, BAKSHI SR, PATEL SJ, SHUKLA PH, BHATAVDEKAR JM, PATEL DD,
SHAH PM. Bleomycin-induced chromosome damage in lymphocytes indicates inefficient DNA repair
capacity in breast cancer families. J Exp Clin Cancer Res 2000; 19: 169-173.

[75] ROY SK, TRIVEDI AH, BAKSHI SR, PATEL SJ, SHUKLA PH, BHATAVDEKAR JM, PATEL DD,
SHAH PM. Bleomycin-induced chromosome damage in lymphocytes indicates inefficient DNA repair
capacity in breast cancer families. J Exp Clin Cancer Res 2000; 19: 169-173.

[76] SAVAGE JRK. A briefsurvey of aberration origin theories. Mutat Res 1998; 404: 139-157.

[77] SAX K. An analysis of X-ray induced chromosomal aberrations in Tradescantia, Genetics 1940; 25:41-68.

[78] SCHLADE-BARTUSIAK K, STEMBALSKA-KOZLOWSKA A, BERNADY M, KUDYBA M, SASIA-
DEK M. Analysis of adaptive response to bleomycin and mitomycin C. Mutat Res 2002; 513: 75-81.

[79] SCHROCK E, PADILLA-NASH H. Spectral karyotyping and multicolor fluorescence in situ hybridization
reveal new tumor-specific chromosomal aberrations. Semin Hemat 2000; 37: 334-347.

[80] SEYSCHAB H, FRIEDL R, SUN Y, SCHINDLER D, HOEHN H, HENTZE S, SCHROEDER-KURTH T.
Comparative evaluation of diepoxybutane sensitivity and cell cycle blockage in the diagnosis of Fanconi
anemia. Blood 1995; 85: 2233-2237.

[81] STECCA C, GERBER GB. Adaptive response to DNA-damaging agents: a review of potential mecha-
nisms. Biochem Pharmacol 1998; 7: 941-951.

[82] SUGAIT, UESUGIN, HABANO W, NAKAMURA S, SUTO T, FUJIMAKIE, ITOH C. DNA mapping of
gastric cancers using flow cytometric analysis. Cytometry 2000; 42:270-276.

[83] TROPE C, KAERN J, HOGBERG T, ABELER V, HAGEN B, KRISTENSEN G, ONSRUD M, PETTER-
SEN E, ROSENBERG P, SANDVEI R, SUNDFOR K, VERGOTE I. Randomized study on adjuvant
chemotherapy in stage | high-risk ovarian cancer with evaluation of DNA-ploidy as prognostic instrument.
Ann Oncol 2000; 11: 281-288.

[84] TZANCHEVA M, KOMITOWSKID. Latent chromosomal instability in cancer patients. Hum Geriet 1997; 99: 47-51.

[85] VAMVAKAS S, VOCK EH, LUTZ WK. On the role of DNA double-strand breaks in toxicity and
carcinogenesis. Crit Rev Toxicol 1997; 27: 155-174.

[86] WELKOBORSKY HJ, BERNAUER HS, RIAZIMAND HS, JACOB R, MANN WJ, HINNI ML. Patterns
of chromosomal aberrations in metastasizing and nonmetastasizing squamous cell carcinomas of the oro-
pharynx and hypopharynx. Ann Otol Rhinol Laryngol 2000; 109: 401-410.

[87] WU X, GU J, HASSAN M, SPITZ MR, BEASLEY RP, HWANG LY. Mutagen sensitivity as a susceptibi-
lity marker for human hepatocellular carcinoma. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 1998; 7: 567-570.

[88] ZHUANG Z, PARKWS, PACK S, SCHMIDT L, VORTMEYER AO, PAK E. Trisomy 7-harbouring non-random
duplication ofthe mutant MET allele in hereditary papillary renal carcinomas. Nat Genet 1998; 20: 66-69,

[89] ZINCKE H, BERGSTRAHL EJ, LARSON-KELLER JJ, FARROW GM, MYERS RP, LIEBER MM, BAR-
RETT DM, RIFE CC, GONCHOROFF NJ. Stage D1 prostate cancer treated by radical prostatectomy and
adjuvant hormonal treatment. Evidence for favorable survival in patients with DNA diploid tumors. Can-
cer 1992; 70: 311-323.

Redaktor prowadzacy - Maria Olszewska

Otrzymano: 28.05.2002 r.

Przyjeto: 31.10.2002 r.

ul. Marcinkowskiego 1, 50-367 Wroclaw
sasiadek@gen.am.wroc.pl


mailto:sasiadek@gen.am.wroc.pl

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 30 2003 NR 2 (273-291)

SUPRESJA APOPTOZY
W ZAKAZENIACH CHORDOPOKSWIRUSAMI*

SUPRESSION OF APOPTOSIS IN CHORDOPOXVIRUS INFECTIONS
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Streszczenie: Wirusy, w tym pokswirusy, sa znane z posiadania mechanizméw umozliwiajgcych im
skuteczng ucieczke przed uktadem odpornos$ciowym zakazonego gospodarza. Jednym z takich mecha-
nizméw jest mozliwo$¢ supresyjnego lub indukujacego oddziatywania wiruséw na programowang $mier¢
komorek (apoptoze). W niniejszej pracy przedstawiono charakterystyke zréznicowanych sposobdéw
supresji apoptozy przez produkty genow niektérych chordopokswiruséw (ortopokswiruséw, lepori-
pokswirusow i molluscipokswiruséw). Do biatek biorgcych udziat w supresji apoptozy przez poks-
wirusy zaliczamy inhibitory kaspaz - serpiny, rozpuszczalne receptory cytokin: IL-la i (3 IL-18,
IFN-(3 i IFN-y, TNF-a, TNF-(3, chemokiny (CC), inhibitory kinazy PKR, v-FLIP oraz biatka anty-
apoptotyczne M11L, MT4 i p28 o zréznicowanych funkcjach. Dzieki posiadaniu gendw, ktérych
produkty moga modyfikowac¢ nie tylko przebieg apoptozy, ale i synteze r6znych biatek regulatoro-
wych, pokswirusy moga sprawnie powiela¢ swoj genom i adaptowaé sie do zakazonych gospodarzy
przez zaktdcanie funkcjonowania ich mechanizméw obronnych.

Stowa kluczowe: chordopokswirusy, apoptoza, kaspazy, receptory $mierci, cytokiny, chemokiny.

Summary. General characteristics of proteins encoded by some of the members of Chordopoxvirinae
(orthopoxviruses, leporipoxviruses and molluscipoxviruses) involved in apoptosis supression has been
described in this paper. Proteins involved in poxvirus modulation of apoptosis include: caspase inhibi-
tors - serpins, soluble cytokine (IL-la , IL-lp, IL-18, IFN-(3, IFN-y, TNF-a, TNF-P) and chemokine
(CC) receptors, PKR inhibitors, v-FLIPs and anti-apoptotic proteins of different functions: M11L,
MT4 ip28. Due to apoptosis modyfying genes poxviruses are very well adapted to their hosts and can
successfully replicate their genom.

Key words: chordopoxviruses, apoptosis, caspases, death receptors, cytokines, chemokines.

*Praca sfinansowana w ramach grantu promotorskiego KBN nr 4P05A 11418 oraz
«subsydium dla uczonych» nr 10/2000 (dla M. Niemiattowskiego) Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej.
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Wykaz zastosowanych skrétéw: AIF (apoptosis inducing factor) - czynnik indukujacy apoptoze, Apaf-1
(dATP/ATP-dependent apoptotic protease activatingfactor-1) - zalezny od dATP/ATP czynnik aktywujacy
proteaze, BPXV (bujfalopox virus) - wirus ospy bawotéw, CAD/DFF45 (caspase-activated DNA-se) -
DNAza aktywowana kaspazami, CARD (caspase recruiting domain) - domena rekrutujgca kaspaze, Cdk
(cyclin dependent kinase) - kinaza zalezna od cyklin, CMLV (camelpox virus) - wirus ospy wielbtgdéw,
CPXV (cowpox virus) - wirus ospy bydta, crmA (cytokine response modifier A) - biatko modyfikujace
odpowiedzZ na cytokiny, DED (death domain)- domena $mierci, DISC (death-inducing signalling complex)

kompleks indukujacy $mieré, dsRNA (double-stranded RNA) - dwuniciowe RNA, ECTV (ectromelia
virus) - wirus ektromelii, FADD (Fas-associated death domain) - domena $mierci zwigzana z Fas, FLICE
(Fas Ugand induced caspase enzyme) - kaspaza aktywowana ligandem Fas, FLIP (FLICE-inhibitory
protein)  biatko hamujace FLICE, GBLV (teterapox virus) - wirus ospy gerbili, 1AP (inhibitor of
apoptotic proteose) - inhbitor proteaz apoptotycznych, ICAD (inhibitor of caspase-activated DNA-se)
- inhibitor DNAzy aktywowanej kaspazami, 1-kB - inhibitor ofnuclearfactor kB, inhibitor czynnika
transkrypcyjnego kB, IFN - interferon, JAK (Janusprotein kinase) - kinaza biatkowa Janus, IL-1 -
interleukina 1, IL-18 - interleukina 18, MAP3K ( mitogen-activated protein kinase kinase kinases) -
kinazy kinaz kinaz biatkowych aktywowanych mitogenem, MOCV (molluscum contagiosum virus) -
wirus mieczaka zakaznego, MPXV (monkeypox virus) - wirus ospy matp, MY XV (myxoma virus) -
wirus myksomatozy, NF-kB (nuclearfactor icfi) - czynnik transkrypcyjny kB, PKR (protein kinase
RNA-dependent) - kinaza biatkowa zalezna od RNA, RCNV (racoonpox virus) - wirus ospy szopow,
RPXV (rabbitpox virus) - wirus ospy krélikow, SKPV (skunkpox virus) - wirus ospy skunkséw, SPI
Serp (serine protease inhibitor) - inhibitor proteazy serynowej, Smac/DIABLO (second mitochon-
dria-derived activator o fcaspase/direct inhibitor o f apoptosis (IAP)-bindingprotein with low pi) - drugi
czynnik mitochondrialny, STAT (signal transducers and activators o ftranscription) - biatka przekazu-
jace sygnaty i aktywatory transkrypcji, TNF (tumor necrosisfactor) - czynnik martwicy nowotworu,
TRADD (TNF-receptor-associated death domain) - domena Smierci zwigzana z TNFR, TRAIL (TNF-
relatedapoptosis inducingligand) - ligand indukujacy apoptoze zwigzany z TNF, UGDV (Uasin Gishu
disease virus) - wirus ospy koni, VACV (vaccinia virus) - wirus krowianki, VARV (variola virus) -
wirus ospy prawdziwej, VPXV (volepox virus) - wirus ospy myszowatych

1. WSTEP

Choroby zakazne ludzi i zwierzat od tysiecy lat stanowig problem zdrowotny i
ekonomiczny. W nastepstwie zapoczatkowanej w latach sze$¢dziesigtych i konsekwentnie
prowadzonej przez Swiatowg Organizacje Zdrowia (World Health Organization, WHO)
akcji szczepien (Intensified Smallpox Eradication Program) przeciwko ospie ludzkiej,
pod koniec lat siedemdziesigtych XX wieku udato sie zwalczy¢ i wyeliminowaé w skali
globalnej te wyjatkowo grozng chorobe wywotywang u ludzi przez ortopokswirus ospy
prawdziwej (variola virus, VARV) [25]. Byto to mozliwe dzieki temu, ze VARV jest
chorobotwoérczy wytgcznie dla cztowieka, u ktérego nie powoduje zakazen latentnych,
nie ma tez rezerwuarow tego wirusa wsréd zwierzat, jak réwniez szczepienia przeciwko
VARV byty w swoim czasie wysoce skuteczne i zapewnity wieloletnig ochrone przed
naturalnym zakazeniem tym osobom, ktére zostaty prewencyjnie zaszczepione.

Od epokowego osiggniecia Edwarda Jennera (1749-1823), jakim byto w 1796 roku
uzycie po raz pierwszy szczepionki (wirus krowianki, the vaccine) przeciwko ospie
ludzkiej do chwili, kiedy ludzkos$¢ odniosta spektakularny sukces w zwalczeniu ospy
prawdziwej mineto blisko dwiescie lat. Ponowne pojawienie sie tej choroby jestjednak
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mozliwe z r6znych powod6w i to nie tylko wskutek wojny biologicznej lub ataku
bioterrorystycznego, ale réwniez mozliwego istnienia rezerwuaru tego wirusa w
otaczajgcej nas przyrodzie (patrz publikacje w Science z lat 2000-2002) w tym, na
przykiad, Martina Enserinka i Richarda Stone [21,65]. Mogtoby to doprowadzi¢ do
trudnych do przewidzenia konsekwencji w zwigzku z tym, ze wiekszo$¢ zyjacych obecnie
ludzi nigdy nie byta objeta programem szczepieh przeciwko ospie i nie ma zatem
odpornosci przeciwospowej. Warto nadmienic¢, ze szczepy VARV przechowywane sg
obecnie w co najmniej dwoch laboratoriach na $wiecie, to jest w: (i) US Centersfor
Diseases Control and Prevention w Atlancie, GA, USA oraz (ii) State Research
Centers of Virology and Biotechnology ,VECTOR” w Nowosybirsku, Rosja. Z
oczywistych wzgleddw nie sg prowadzone prace z uzyciem wymienionych szczepéw.
W ostatnich latach ukazywaly sie liczne artykuty dotyczace powaznych zagrozen
wynikajgcych z istnienia tych kolekcji i ewentualnej mozliwosci celowego lub
przypadkowego wprowadzenia VARV do naturalnego gospodarza - cztowieka, a co za
tym idzie zniweczenia wysitku wielu pokolen naukowcow i lekarzy w zwalczaniu ospy
prawdziwej. Dowodzi to, jak waznym zagadnieniem jest opracowanie nowych
skutecznych szczepionek na podstawie mozliwie najpetniejszej znajomosci immunobiologii
tego wirusa oraz patogenezy ospy prawdziwej. Stuzy temu, miedzy innymi, precyzyjne
okre$lenie komorkowych i molekularnych mechanizméw zwigzanych ze skuteczng
odpornosciag przeciwospowa.

Jednym ze szczegdlnie istotnych procesdw towarzyszacych chorobom wirusowym
jest apoptoza, czyli programowana $mieré komoérek {programmed cell death, PCD).
Dok#tadne poznanie tego procesu moze przyczynic sie do pogtebienia naszej wiedzy o
biologii VARV i, w konsekwencji, opracowania skutecznych biopreparatow, ktore
zabezpieczg ludzkos$¢ przed chorobami wywotywanymi nie tylko przez VARV, ale i
inne pokswirusy.

Zespot nasz prowadzi od lat badania, w tym nad apoptozg, na modelowym dla nas
ortopokswirusie ektromelii {ectromelia virus, ECTV), ktory wywotuje ospe u
genetycznie wrazliwych szczepdw myszy o haplotypie H-2ai H-2d[24, 39, 47, 62].
Stad tez nasze zainteresowanie apoptoza w zakazeniu wrazliwych gospodarzy réwniez
innymi pokswirusami.

2. CHARAKTERYSTYKAPOKSWIRUSOW

W skiad rodziny Poxviridae wchodzg dwie podrodziny, to jest (ii) Entomopoxvirinae
(pokswirusy owaddw z wydzielonymi trzema rodazajami A, B, C) i (i) Chordo-poxvirinae,
do ktoérej zaliczamy osiem rodzajéw wiruséw, tj. Orthopoxvirus, Parapoxvirus,
Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus, Molluscipoxvirus i
Yatapoxvirus.

Ortopokswirusy majg duzy, dsDNA liniowy genom o wielkos$ci miedzy 130 a 280
kb, ktéry koduje od 150 do 300 biatek. W wirionie zawartych jest okoto 100 biatek,
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bedgcych enzymami biorgcymi udziat w transkrypcji RNA oraz w modyfikacji biatek
i/lub kwasow nukleinowych. Biatka strukturalne wirusa znajdujg sie w lipidowej ostonce
otaczajgcej dojrzate czastki wirusowe. Rodzaj Orthopoxvirus obejmuje wirus ospy
bawotdw (buffalopox virus, BPXV), wirus ospy wielbtgdéw (camelpox virus,
CMLV), wirus ospy bydta (cowpox virus, CPXV), wirus ektromelii - ospy myszy
(ectromelia virus /ECTV/, mousepox virus), wirus ospy matp (monkeypox virus,
MPXV), wirus ospy krolikow (rabbitpox virus, RPXV), wirus ospy szopéw
(racoonpox virus, RCNV), wirus ospy gerbili (teterapox virus, GBLV), wirus
krowianki (vaccinia virus, VACV), wirus ospy prawdziwej (variola virus, VARV),
wirus ospy myszowatych (volepox virus, VPXV) oraz dwa wirusy o niepewnej
przynaleznosci - wirus ospy skunksow (skunkpox virus, SKPV) i wirus ospy koni
{Uasin Gishu disease virus, UGDV), natomiast rodzaj Leporipoxvirus obejmuje
wirus myksomatozy krélikéw (myxoma virus, MY XV), za$ rodzaj Molluscipoxvirus
obejmuje tylko jeden wirus mieczaka zakaznego {molluscum contagiosum, MOCV),
stanowigcy powazny problem zdrowotny w AIDS.

Wszystkie pokswirusy replikujg sie w cytoplazmie. Po adsorpcji wirusa do wrazliwej
komorki nastepuje fuzja jego ostonki z btong cytoplazmatyczna, po czym rdzen,
zawierajacy nukleokapsyd uwalniany jest do cytoplazmy, a nastepnie dochodzi do
obnazenia genomu. Wewnatrz rdzenia odbywa sie synteza wczesnych transkryptéw
mRNA, ktére wraz z polimerazg RNA sg wypychane z rdzenia do rybosoméw, gdzie
zachodzi synteza biatek wczesnych wirusa, podczas ktérej nastepuje wstrzymanie
syntezy biatek gospodarza. Pokswirusy sg jedynymi DNA-wirusami, ktdrych cykl
replikacyjny odbywa sie catkowicie w cytoplazmie. Genom pokswiruséw zawiera trzy
klasy genow:

m geny wczesne, ulegajgce ekspresji przed ipodczas fazy obnazania genomu, kodu-
jace liczne biatka niestrukturalne;

m geny posrednie, ulegajace ekspresji podczas replikacji DNA, kodujace biatka re-
gulujace transkrypcje genéw péznych i

m  geny pdzne, ulegajace ekspresji po okresie replikacji genomu, kodujace wiekszos$¢
biatek strukturalnych wirusa.

Pewne wczesne geny pokswirusow podlegajg transkrypcji pod wptywem wczesnych
i péznych promotorow. Niektére biatka wirusowe podlegajg modyfikacjom
potranslacyjnym (glikozylacji, fosforylacji, rybozylacji, sulfacji, acylacji itp.). Replikacja
genomu regulowana jest przede wszystkim przez enzymy wirusowe [12,24].

Zakazenia ortopokswirusami moga mie¢ charakter miejscowy lub ogdlny. W
przebiegu zakazerh miejscowych (VARV, CPXV) wirus replikuje sie w komorkach
skory, gdzie powstajg typowe krosty ospowe; regionalne wezty chtonne mogg byé
powiekszone, moze tez wystgpi¢ przejSciowo wiremia, jednak wirus nie namnaza sie
w innych narzadach. W przebiegu zakazen og6lnych, wysypkowych (ECTV lub VARYV)
wirus replikuje sie we wrotach zakazenia, a nastepnie wraz z krwig (wiremia pierwotna)
dostaje sie do narzgdéw migzszowych, gdzie przechodzi ponownie cykl replikacyjny.
Ponownie uwalniany jest do krwi (wiremia wtérna) i wraz z nig przenoszony jest do
skory, bedacej narzagdem manifestujgcym w przypadku zakazenia ortopokswirusami.
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Pojawiajg sie wowczas charakterystyczne zmiany wysypkowe, ktére szybko prze-
ksztatcajg sie w krosty, przechodzace w owrzodzenia ospowe. Klinicznym objawom
choroby moze towarzyszy¢ wysoka sSmiertelno$é (np. w ospie myszy) [12,24,46,47].

Zakazenie pokswirusami prowadzi do zatrzymania normalnego metabolizmu
komorki, co zazwyczaj stanowi endogenny sygnat do uruchomienia szlaku $mierci
(apoptozy). Wirusy te sg bardzo dobrze zaadaptowane do swoich gospodarzy iw toku
ewolucji wyksztatcity mechanizmy umozliwiajgce im zakoriczenie dtugiego, bo okoto
20-godzinnego, cyklu replikacyjnego, zanim komérka podejmie decyzje o samo-
unicestwieniu. Ponadto dzieki obecnosci genéw, kodujgcych liczne biatka homologiczne
do receptoréw dla czynnikéw immunomodulacyjnych gospodarza, zakazenie poks-
wirusami moze prowadzi¢ do ,uodpornienia” komdrki na apoptoze indukowang
egzogennie przez komérki immunologicznie kompetentne [12, 39,47].

3. APOPTOZA

Apoptoza, inaczej programowana $mier¢ komérki (programmedceli death, PCD),
zostata po raz pierwszy opisana w 1972 przez Kerra, Wyllie’go i Currie’go [36].
Smieré komérkowa odgrywa istotng role w przebiegu prawidtowego rozwoju
embrionalnego, utrzymaniu homeostazy organizmoéw wielokomorkowych oraz jest
niezbedna w regulacji proceséw, takich jak selekcja negatywna autoreaktywnych
limfocytéw T w grasicy, jak rowniez usuwanie dojrzatych autoreaktywnych limfocytow
T na obwodzie. Supresja procesu $mierci komoérkowej moze prowadzi¢ do rozwoju
nowotworéw, choréb autoimmunologicznych i neurodegeneracyjnych. Apoptoza
komorek docelowych jest przejawem spontanicznej cytotoksycznos$ci za posrednictwem
komorek NK oraz cytotoksycznosci za posrednictwem antygenowo-swoistych
cytotoksycznych limfocytow T (CTL) [50]. Ekspresja pro-apoptotycznych ligandéw
na powierzchni komérek w komorze przedniej oka oraz na terenie jader jest zwigzana
z wystepujacym tam przywilejem immunologicznym, co prowadzi do apoptozy
naptywajacych komdrek immunologicznie kompetentnych i ograniczenia, a nawet
uniemozliwienia zabijania komorek docelowych takze wtedy, gdy sg one zakazone
wirusem [29,30].

Uruchomienie procesu apoptozy zwigzane jest z dziataniem na komérke czynnikow
uszkadzajacych iniemoznoscig naprawy powstatych uszkodzen. Komarki podlegajace
apoptozie wykazujg szereg charakterystycznych zmian morfologicznych, w tym
paczkowanie btony komdrkowej, zmniejszenie objetosci komérki, kondensacje jadra
komorkowego oraz tworzenie sie zwigzanych z btong komdrkowa ciatek apoptotycznych,
szybko pochtanianych i fagocytowanych przez sagsiadujgce, zdrowe komorki. Zapobiega
to uwolnieniu zawartosci komérki i rozwojowi zapalenia [52]. Aktywnej, wymagajacej
energii Smierci komérkowej towarzyszy réwniez fragmentacja DNA, proteoliza biatek
komadrkowych, spadek transbtonowego potencjatu mitochondrialnego (A'Fn) oraz utrata
asymetrii btony komdérkowej [50].
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Wobec tego, ze fagocytoza komdrek apoptotycznych zapobiega rozwojowi
zapalenia oraz op6zZnia inicjacje swoistej odpowiedzi immunologicznej, regulacja
indukcji apoptozy moze odgrywac istotng role w przebiegu cyklu replikacyjnego
wirusa i w patogenezie choréb wirusowych. Apoptoza w zakazeniach wirusowych
jest zwykle nieunikniona konsekwencja replikacji wirusa ijesli, jak w przypadku
wirusa influenzy (Orthomyxovindae) i alfa-herpeswiruséw, jest ograniczonajedynie
do pewnych rodzajéw komdrek, namnazanie wirusa podczas kazdego cyklu litycznego
moze by¢ na tyle wystarczajgce, ze nie stanowi ono przeszkody dla rozwoju choroby
i szerzenia sie zakazenia. Inne wirusy dysponujg sprawnymi mechanizmami zaktdcania
szlaku apoptozy - dotyczy to w szczegdlnosci DNA wiruséw o diugich cyklach
replikacyjnych - adenowirusdw, herpeswiruséw limfotropowych oraz pokswiruséw.
Kolejna grupa wiruséw - wirusy z rodzaju Alphavirus, rodziny Togaviridae w
toku ewolucji wyksztatcita mechanizmy umozliwiajgce wykorzystanie apoptozy w
szerzeniu sie zakazenia. Wirusy te, w tym wirus Sindbis, synchronizujg zakonczenie
swojego cyklu replikacyjnego z tworzeniem sie ciatek apoptotycznych w taki sposdb,
ze czasteczki wirusowe obecne w ciatkach apoptotycznych sg po sfagocytowaniu
transportowane do nowych miejsc zakazenia, unikajgc jednoczes$nie rozpoznania przez
uktad odpornosciowy [6,18,28,67].

4, OGOLNA CHARAKTERYSTYKA SZLAKOW
APOPTOTYCZNYCH

Proces programowanej, fizjologicznej $mierci komorki mozna podzielié¢ na cztery
etapy. Najwczesniejsza jest faza inicjatorowa, podczas ktorej komorki otrzymuja
sygnaty, mogace prowadzi¢ do aktywacji PCD. Nastepna faza obejmuje transdukcje
sygnatu do systemu bezposrednich wykonawcOw $mierci. Trzeci etap to faza efektorowa
zwigzana z aktywacja proteaz oraz ich regulatoréw. Czwarty, ostatni etap, to okres
umierania komorki, podczas ktérego aktywne proteazy niszczg struktury komorkowe
zar6wno bezposrednio, jak iposrednio, przez aktywacje innych enzymow, takich jak
CAD/DFF45 [20].

Molekularny mechanizm apoptozy zalezny jest od statej obecnos$ci w komérce biatek
zdolnych do inicjacji i transdukcji sygnatu smierci, jak rowniez biatek bezposrednio
bioragcych udziat w fazie wykonawczej PCD. Czynniki inicjujgce dziatanie maszynerii
$mierci komdrkowej mozna podzieli¢ na trzy grupy:

(1) prowadzace do aktywacji tzw. receptoréw Smierci,

(2) stanowiace zawartos¢ granulosomoéw komaérek cytotoksycznych oraz

(3) uszkadzajace bezposrednio lub bedace posrednim zrédiem stresu komérkowego, jak
np. zwiazki cytotoksyczne czy tez promieniowaniejonizujace lub ultrafioletowe [62].

Receptory smierci (Fas/CD95, APO-1, TNFR1, DR4/TRAIL-R1, DR5/TRAIL-
R2, DR6) nalezg do receptoréw z nadrodziny czynnika martwicy nowotworu (TNF) i
w czesci cytoplazmatycznej majg wspolny motyw zwany domeng $Smierci (death
domain, DED). Domeny $mierci tych receptorow sg odpowiedzialne za rekrutacje
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czasteczek adaptorowych, ktdre z kolei wigzg kaspazy (proteazy cysteinowe) tworzac
kompleks indukujgcy $mier¢ (death-inducing signalling complex, DISC) [6,38].
Bodzcem zdolnym do zapoczatkowania apoptozy jest takze zawarto$¢ ziarnistosci
uwalnianych przez CTL ikomdrki NK na powierzchni komoérek docelowych w procesie
zwanym ,pocatunkiem $mierci”. ZiarnistoSci te zawierajg miedzy innymi granzym B
(fragmentyna-2), bedacy proteazg serynowa, hydrolizujacg wigzanie peptydowe po
resztach Asp oraz biatko zwane perforyng (lub cytolizyna), ktore polimeryzujac
powoduje powstawanie porow w btonie komorki docelowej [34,35,68]. Przez powstate
pory granzym B wnika do komorki i tnie preferowany substrat - kaspaze-3, ktéra w
dalszej kolejnosci aktywuje kaskadowo pozostate kaspazy [9, 34]. Ostatnia grupa
obejmuje réznorodne czynniki uszkadzajace, dziatajgce na komorki stresogennie, takie
jak: zwiazki cytotoksyczne, promieniowanie jonizujace i nadfioletowe, szok termiczny
czy pozbawienie niezbednych czynnikéw wzrostowych [62]. Wszystkie one wykorzystuja
wspdlny szlak indukcji apoptozy, sprzyjajac uwalnianiu sktadnikow mitochondrialnych
do cytoplazmy [62].

Ze wzgledu na konsekwencje powstania DISC Scaffidi i wsp.[55] zaproponowali
podziat komdrek ulegajgcych apoptozie na dwie grupy. W komorkach typu | pod
wptywem DISC powstaje znaczna ilos¢ aktywnej kaspazy-8, ktéra oddziatuje
bezposrednio na kaspaze-3 inicjujac faze efektorowa apoptozy. W komorkach typu Il
powstaje bardzo niewiele kompleksu DISC, a kaskada kaspaz jest amplifikowana przy
udziale mitochondriéw. Kaspaza-8 tnie pro-apoptotyczne biatko BID, nalezgce do
rodziny Bcl-2. Fragment C-kocowy BID (tBID) ulega translokacji do mitochondrium,
powodujac wyptyw cytochromu ¢ zwigzany z utratg integralnosci btony wewnetrznej
i zewnetrznej oraz utratg potencjatu transbtonowego (AVn) [42,53]. Utrata potencjatu
dziata jako kofaktor dla czynnika aktywujgcego proteaze-1 zaleznego od dATP/ATP
(dATP/ATP dependent apoptotic protease activatingfactor-1, Apaf-1), ktéry tworzy
wraz z prokaspaza-9 kompleks, zwany apoptosomem. W dalszej kolejnosci biatko
Apaf-lzmienia swojg konformacje przestrzenng, co umozliwia zwigzanie N-koncowej
czesci jego domeny CARD (caspase-rectruiting domain) z obszarem CARD
prokaspazy-9 (ryc.l) [10]. Oddziatywanie to prowadzi do aktywacji prokaspazy-9,
ktéra proteolitycznie tnie kaspaze-3, réwniez zwigzang z apoptosomem [1, 10].
Wprawdzie mechanizm indukcji wyptywu cytochromu-c z mitochondriéw nie zostat
doktadnie poznany, ale wiadomo, ze biorg w nim udziat pro-apoptotyczne biatka z
rodziny Bcl-2: Bax, Bak, Bad, Bik i Noxa [1, 10]. Innym biatkiem mitochondrialnym
uwalnianym podczas apoptozy jest Smac/DIABLO (second mitochondria-derived
activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis (IAP)-binding protein with low
pi), ktéry jest dimerem wiazacym ineutralizujagcym hamujace dziatanie 1AP. Prowadzi
to do bardziej wydajnej aktywacji kaspazy-3 przy udziale apoptosomu [75].

Wspomniana rodzina biatek Bcl-2 jest bezposrednio zaangazowana w utrzymanie
integralno$ci mitochondriow. Do chwili obecnej w obrebie tej rodziny zidentyfikowano
18 biatek o dziataniu zaréwno pro-, jak i anty-apoptotycznym. Wiekszo$¢ anty-
apoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 zawiera C-koricowg domene hydrofobowa, ktora
umozliwia ich zakotwiczenie w btonie mitochondrialnej, w btonie jadrowej oraz w
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siateczce $rddplazmatycznej. Biatka Bcl-2 i Bcl-XL dziatajg jako ,,straznicy”
mitochondrium, hamujgc uwalnianie cytochromu c i przeciwdziatajgc kaskadowej
aktywacji kaspaz. Pro-apoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2 (Bid, Bax, Bal, Bim i
Noxa) sg zlokalizowane gtéwnie w cytoplazmie lub sg zwigzane z biatkami
cytoszkieletu. Po zadziataniu czynnikéw apoptotycznych biatka te ulegajg trans lokacji
do zewnetrznej btony mitochondrialnej, gdzie spetniajg swojg role [1,5].

Aktywacja kaspaz efektorowych: -3., -6. i-7. zardwno przez bezpos$rednie dziatanie
kaspazy-8, jak i przez powstanie funkcjonalnego kompleksu apoptosomu jest
wspdlnym etapem wszystkich sposobdw inicjacji apoptozy. W dalszej kolejnosci,
kaspaza-3. i-7. aktywujg zalezng od nich DNaze (CAD/DFF40) przez proteolizejej
cyto-plazmatycznego inhibitora ICAD/DFF45, co prowadzi do uwolnienia, aktywacji
i translokacji CAD [21]. Po przeniesieniu do jagdra komorkowego CAD powoduje
internukleosomalng fragmentacje DNA na odcinki o dtugos$ci okoto 180 pz.
Czynnikiem aktywowanym przez kaspaze-3 jest takze biatko Acinus, wywotujgce
kondensacje DNA, ktoérej nie towarzyszy jednak jego fragmentacja. Celem dziatania
kaspaz sa réwniez biatka cytoszkieletu btony jagdrowej - lamininy, gelsolina,
cytoplazmatyczny enzym depolimeryzujacy aktyne F, a-fodryna iinne [5]. Niezaleznie
od przedstawionych szlakow apoptozy, zwigzanych z aktywnoS$cig biatek
cytoplazmatycznych, w indukcji PCD aktywnie uczestniczg biatkajgdrowe, stanowigce
czynniki transkrypcyjne, ktére biorg udziat w regulacji cyklu komoérkowego [33].

Z badain nad molekularnymi podstawami procesu transformacji nowotworowej
wiadomo, ze mutacje w genach p53 i Rb powodujg zaktocenia cyklu komdrkowego
oraz czynig komorki niewrazliwymi na indukcje apoptozy. Stres komoérkowy, zwigzany
z uszkodzeniami DNA, zazwyczaj w postaci peknie¢ jednej lub obu nici, stres
oksydacyjny oraz aktywacja onkogenow powodujg apoptoze indukowang wzrostem
aktywnosci biatka p53. Biatko to moze w odwracalny sposob zatrzymywaé cykl
komoérkowy w fazie G, dzieki temu ze tworzy potgczenia m.in. z biatkiem TBF,
bedagcym sktadowg czynnika transkrypcyjnego TFIID. Powstaty kompleks blokuje
transkrypcje niektérych genéw, w tym onkogenéw c-fos i c-jun, ktérych produkty sg
niezbedne do przebiegu cyklu komdrkowego. Prawidtowy przebieg replikacji DNA w
komorce uniemozliwia tworzenie w biatku p53 takich potgczen [33]. Biatko p53 moze
ponadto indukowac¢ apoptoze przez wzrost ekspresji genéw kodujacych biatka bedace
bezposrednimi wykonawcami szlaku $mierci; Fas, FasL, DR5, DcRI, Bax i Bcl-XL
[16]. Istniejg rowniez doniesienia o niezaleznym od transkrypcji szlaku indukcji
apoptozy przez biatko p53, wymagajacym bezposrednich oddziatywan typu biatko-
biatko [33].

5. APOPTOZA W PRZEBIEGU PROCESOW OBRONNYCH

Reakcja obronna w postaci zapalenia oraz rozwdj komorkowej i humoralnej
odpowiedzi immunologicznej moze mie¢ niekorzystne nastepstwa w postaci uszkodzen
komorek, tkanek i narzadéw. Rozwo6j zapalenia w miejscach uprzywilejowanych
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immunologicznie stanowi bezposrednie zagrozenie dla tych obszaréw (komora przednia
oka. jadra czy trofoblast), dlatego w rozwoju przywileju opr6cz mechanizmow, takich
jak bariera krew-narzad oraz immunosupresyjnego mikrosrodowiska, wazng role
odgrywa stata ekspresja na komaorkach receptora $Smierci - FasL. Obecno$¢ biatka
FasL ogranicza proliferacje komdrek limfoidalnych Fas", ktére w odpowiedzi na
zakazenie pokonujg bariere iprzedostajg sie na teren uprzywilejowany, a tym samym
chroni narzad przed uszkodzeniem na skutek rozwoju zapalenia [29, 30].

We wrodzonej odpornosci na zakazenia wirusowe najwazniejszg role petnig
interferony (1FN) wszystkich typow, ktére niezaleznie od zapobiegania replikacji
uwrazliwiajg niektdre komérki na apoptoze indukowana wirusowymi dsRNA. Jest to
mozliwe dzieki oddziatywaniu zaleznej od RNA kinazy PKR {protein kinase RNA-
dependent) z dsRNA, co prowadzi do modyfikacji konformacji umozliwiajgcej
autofosforylacje, a tym samym aktywacje PKR. W dalszej kolejnosci aktywna PKR
fosforyluje czynnik translacyjny elF2a, co powoduje zatrzymanie syntezy biatek w
kom@orce oraz indukcje apoptozy [7,41,48]. Powstajace przejsciowo w trakcie replikacji
wirusow kompleksy dsRNA sg silnymi induktorami 1FN. Jak sie wydaje, od wirusa
zalezy, czy indukowany za jego posrednictwem 1FN zainicjuje proces apoptozy czy
tez nie. IFN bowiem, wigzac sie z receptorami sgsiadujgcych, niezakazonych jeszcze
komorek, zapoczatkowuja ekspresje wielu genéw przez transdukcje sygnatu szlakiem
JAK [{Janusprotein kinase)/STAI {signal transducers and activators oftranscription)}
dojadra, gdzie powstaje kompleks transkrypcyjny 1SGF3, regulujacy m.in. ekspresje
gendw, takich jak PKR oraz genéw zwigzanych z apoptoza [14, 40, 41].

6. PRZEBIEG APOPTOZY W ZAKAZENIACH
ORTOPOKSWIRUSAMI

6.1. Rodzina inhibitorow proteaz serynowych (serpin)

Serpiny sg enzymami, ktore specyficznie wigzg sie z centrum aktywnym niektorych
proteaz, tworzac kompleksy nieodwracalnie hamujace ich aktywnos$¢. Wirusowe seq:>iny
sg homologiczne do serpin ssakéw. Najlepiej poznanym enzymem z tej grupy biatek
jestcnnA (cytokine response modifier A) wirusa ospy bydta (CPXV) ijego odpowiednik
- SPI-2 wirusa krowianki (VACV) (tab. 1). Chociaz crmA jest serping, to wykazuje
specyficzno$é zarbwno w stosunku do proteaz serynowych (granzym B), jak i do
cysternowych. CrmA blokuje powstawanie IL-1 z prekursora przez hamowanie enzymu
konwertujgcego IL-13(ICE, kaspaza-1), bedgcego proteazgcysteinowg [19]. Podobng
aktywnos$¢ crmA wykazuje takze w stosunku do kaspazy-8 (FLICE), chronigc komarki
przed indukcjg apoptozy przy udziale Fas [49]. Serpina ta hamuje rowniez kaspaze- 4,
-5,-9 i-10. Na podstawie kinetyki wigzania i powinowactwa ustalono, ze kaspazy:
-3, -6 i -7 nie stanowig celu dziatania crmA [17, 19, 49, 71, 76].
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RYCINA 1 Bezposrednia regulacja szlakéw apoptozy przez produkty genéw chordortopokswiruséw
(opracowanie wiasne). Kolorem czerwonym oznaczono produkty genéw wirusowych oddziatujace z
poszczegblnymi etapami indukcji sygnatu apoptotycznego: crm A - wirusowy inhibitor proteazy
serynowej, crm B homolog receptora TNF typu 1, crm C - homolog receptora TNF typu 2, crm D i
crm E homologi receptora TNF typu 3, E3L - biatko wirusowe wspo6tzawodniczace z PKR o wigzanie
dsRNA, K3E - biatko wirusowe wigzace elF2-a, MC 159 - vFLIP, MT-2 - homolog receptora TNF,
SP1-1, 2 i3 wirusowe inhibitory proteaz serynowych (dalsze objasnienia - patrz tab. 1i tekst)

Wirus ospy krélikéw (rabbitpox virus, RPXV) koduje serpine SPI-1 w okoto 45%
podobng do crmA/SPI-2. Miejsce aktywne SPI-1r6zni siejednak od tego samego obszaru
CrmA, za$ metoda transfekcj i wykazano, ze SPI-1nie chroni komérek przed apoptoza
indukowana przez Fas i TNFa [58].
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Takze inne pokswirusy kodujg szereg biatek o homologicznych funkcjach. Serp2
wirusa myksomatozy (myxoma virus, MYXV; rodzaj Leporipoxvirus) blokuje
kaspaze-1, jednak z mniejsza, niz crmA wydajnoscig. Wprawdzie rekombinowany
CPXV, w ktérym gen crmA zostat zastagpiony przez gen Serp-2, nie blokowat apoptozy
in vitro, jednak myksomatoza u krdlikéw zakazonych mutantem delecyjnym dla
genu Serp-2 przebiegata z mniejszym nasileniem objawdw klinicznych w poréwnaniu
z chorobg spowodowang dzikim szczepem MY XV [70]. Wirus ten koduje jeszcze
dwie inne serpiny: Serp-1 i Serp-3. Serp-1 stanowi czasteczke przeciwdziatajgcg
rozwojowi zapalenia, za$ Serp-3 jest czynnikiem zjadliwo$ci MYXV [31] (tab. 1).

6.2. Wirusowe homologi c-FLIP

Genom wirusa mieczaka zakaznego (molluscum contagiosum virus, MOCV;
rodzaj Molluscipoxvirus) zawiera dwie otwarte ramki odczytu ORF (MC159L i
MC160L). Kazda z nich koduje po dwa powtérzenia DED. MC159L wigze sie z
FADD ichroni komorke przez apoptozg indukowang przez Fas i TNFa. MC 160L nie
hamuje apoptozy w warunkach, w jakich hamuje MC159L [55, 69] (tab. 1).

6.3. Homologi komérkowych antyoksydantéw

Powstajagce w komdrkach rodniki tlenowe sg wysoce toksyczne i mogg indukowaé
apoptoze. Enzymy komorkowe, takie jak peroksydaza glutationowa lub dysmutaza
ponadtlenkowa usuwajg niebezpieczne rodniki z komérek. Analiza sekwencji MOCV
wykazata, ze otwarta ramka odczytu MC66 jest w 74% identyczna z ludzkg peroksydaza
glutationowg. MC66 ulega ekspresji jako selenoproteina i chroni komorki przed
cytotoksycznym dziataniem wolnych rodnikéw ipromieniowaniem UV. MCO066 nie chroni
przed apoptoza indukowang przez receptory (Fas i TNFR) [56]. Geny VACV, 02L i G4L
réwniez koduja dwie funkcjonalne peroksydazy glutationowe [74] (rye. 1, tab. 1).

6.4. Biatka antyapoptotyczne o zr6znicowanych funkcjach

MY XV koduje biatko M11L, nie majace komoérkowych homologéw. M11L stanowi
zwigzany z btong wiroceptor rozpoznajacy niezidentyfikowany jeszcze zewnatrz-
komorkowy ligand, niezbedny w komérkowej odpowiedzi zapalnej. Mutanty delecyjne
M1 1L nie wywotujg charakterystycznych objawdéw ostrej, prowadzacej do $mierci
myksomatozy. Ekspresja M11L w hodowlach tkankowych chroni je przed apoptozg
indukowang staurosporyngprzez blokowanie aktywacji kaspazy-3 i fragmentacji DNA
[23,27]. Kolejnym anty-apoptotycznym biatkiem tego wirusa jest M-T4. Biatko to
znajduje sie w retikulum endoplazmatycznym zakazonych komdrek ijest jedynym
znanym biatkiem o takiej lokalizacji hamujgcym apoptoze [8] (rye. 1, tab. 1).

ECTV koduje unikalne biatko p28, majace wigzacy cynk motyw aminokwasowy
RING i chronigce komérki HelLa zakazone ECTV przed apoptozg indukowang UV,
lecz niechronigce przed indukcjg szlaku $mierci przez receptory Fas i TNF. Czynnik
p28 dziata na szlaku $mierci powyzej kaspazy-3, podobnie jak serpiny [11] (tab. 1).
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TABELA 1 Produkty genéw ortopokswiruséw regulujace apoptoze

Wirus

ospy krow (CPXV)

krowianki (VACV)

myksomatozy
(MYXV)

molluscum
contagiosum
(MOCV)

ospy myszy (ECTV)

Biatko

CnnA
CnnB
CnnC
CnnD
CnnE

BI 5

B8

BI 8
B29R
IL-18BP

SP1-1

SPI-2

02L

G4L

E3L

K3L

CnnB

CrmC

CnnD
B15-homolog
B8-homolog
B18-homolog
B29R-homolog
IL-18BP

MC 159
MC066
incl48
MT7
MCO054

SP1-1
SP1-2
SP-3
CnnD
CrmE
IL-1BP
B-8
B-18
B29R
IL-18BP
p28

Funkcja

seipina [21,47,74]

homolog receptora TNF typu 1 [30,55]
homolog receptora TNF typu 2 [55]
homolog receptora TNF typu 3 [41]
homolog receptora TNF typu 3 [49]
homolog receptora IL-1R [62]
homolog receptora IFN-y [3

homolog receptora IFN-R [3]

homolog receptora chemokin CC [7]
homolog receptora 1L-18 [13,59]

serpina [18,56]

jw. [18,69]

homolog peroksydazy glutationowej [72]
jw. [72]

biatko wigzace dsRNA [24]

biatko wigzace elF2a [38]

homolog receptora TNF typu 1 [41,55]
homolog receptora TNF typu 2 [55]
homolog receptora TNF typu 3 [41]
homolog receptora IL-IR [13,62]
homolog receptora IFN-y [3]

homolog receptora IFN-B [3,16]
homolog receptora chemokin [4]
homolog receptora IL-18 [13,59]

serpina [68,29]

jw. [68]

jw. [29]

wiroceptor o nieznanej funkcji [22,25]
homolog receptora TNF [52]
rozpuszczalny receptor INF-y [43]

hamuje aktywacje kaspazy-8 (VFLIP) [67]
homolog peroksydazy glutationu [54]
homolog chemokin typu CC [35,42]
homolog receptora chemokin [45]
rozpuszczalny receptor 1L-18 [13,59]

serpina [71]

jw. [703

jw. [71]

homolog receptora TNF typu 2 [41]
homolog receptora TNF typu 3 [49]
homolog receptora IL-IR [13,62]
homolog receptora IFN-y [57,58]
homolog receptora IFN-B [57,58]
homolog receptora chemokin [3,58]
homolog receptora 1L-18 [13,59]
czynnik chronigcy przed apoptoza indukowang
przez UV [11]
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6.5. Inhibitory kinazy biatkowej PKR

VACV ma dwa geny, K3L i E3L, ktorych produkty oddziatujg na apoptoze za
posrednictwem PKR. E3L koduje biatko wigzace dsRNA iwspo6tzawodniczgce z PKR
0 zwigzanie dsRNA. Produkt genu K3L wspétzawodniczy z czynnikiem transkrypcyjnym
elF2a o zwigzanie sie z PKR, prowadzac do redukcji poziomu fosforylowanego elF2a
w komorkach zakazonych VACV. Ponadto, produkt genu E3L jest bezposrednim
inhibitorem indukowanej IFN syntazy 2-5A [6,26,40] (tab. 1, rye. 1).

6.6. Wirusowe receptory cytokin i chemokin

Ortopokswirusy kodujg cztery homologi receptora dla czynnika martwicy nowotworu
(VTNFR). Nie znaleziono wirusowego homologa dla TNFR w genomie MOCV. Produkt
genu crmB stanowi 355-aminokwasowy homolog receptora TNF typu 1
1lwigze zarowno TNFa, jak i TNF(3. Homolog receptora TNF typu Ijest uwalniany
z zakazonych CPXV oraz MY XV komoérek jako rozpuszczalne biatko o masie okoto
48 kDa we wczesnej fazie zakazenia. CrmC ulega ekspresji w po6zniejszej fazie
i koduje rozpuszczalne biatko o masie 25 kDa stanowigce homolog receptora TNF
typu 2 wydzielane tylko w komérkach zakazonych CPXV. Trzeci homolog receptora
TNF-u, crmD wykazuje podobieAstwo do receptoréw TNF typu 3. Czynny gen crmD
wystepuje w niektoérych szczepach CPXV, ECTV i VACV. Kompleksy biatka CrmD
potgczone mostkami dwusiarczkowymi o masie 250 kDa sg wydzielane na zewnatrz
komarki w pbéznej fazie zakazenia, juz po zakonczeniu replikacji wirusa. Genom CPXV
i ECTV zawiera réwniez czwarty rozpuszczalny homolog TNF, CrmE, bedacy biatkiem
0 masie 18 kDa [31,43,51,54,57] (rye. 1).

Dzieki kodowanym przez pokswirusy homologom receptordw dla niektorych cytokin
(1L-1i1L-18) ichemokin (CC) oraz antagoniscie chemokin typu CC i CXC zakazenie
tymi wirusami prowadzi do zmiany mikrosrodowiska immunologicznego w miejscu
zakazenia. Tym samym, zwigzanie cytokin czy chemokin moze prowadzié¢ do ostabienia
podstawowych mechanizméw obrony przeciwwirusowej organizmu w miejscu
zakazenia, np. przez wydzielanie rozpuszczalnego receptora IL-18 ostabieniu moze
ulec dziatanie IL-18 wzmagajgce cytotoksycznos$¢ limfocytow T CD4y CD8* oraz
komorek NK (ryc. 2). Jak wiadomo, podstawowym mechanizmem cytotoksycznosci
jest indukowanie apoptozy w komérkach docelowych, dlatego tez obecno$é homologéw
dla receptorow interleukin, interferonéw i chemokin ma posredni wptyw na zaha-
mowanie apoptozy w zakazonych komdrkach przez regulacje aktywnosci cytotoksycznej
odpowiednich komorek. Ponadto, jak juz wspomniano, w zakazonych komadrkach
stymulowanych interferonami moze dojs¢ do indukcji genéw odgrywajacych role w
apoptozie (TRAIL, PKR) [14,40], a zatem uniemozliwienie dziatania IFN przez ich
zwiazanie chroni komorke przed apoptoza.

Niektére szczepy VACV, ECTV oraz CPXV koduja rozpuszczalny receptor IL-1,
zdolny do wigzania IL-1(3, ale nie IL-la. Biatko wigzgce IL-18 (IL-18BP) jest
produkowane jako rozpuszczalny inhibitor IL-18. MOCV koduje trzy homologi IL-
18BP ulegajace glikozylacji i wydzielaniu, z ktérych jedynie MC54 wiaze sie zwysokim
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RYCINA 3. Apoptoza w zakazeniu ECTV (badania wiasne). (A) komoérki L929 kontrolne, niezakazone,
poddane reakcji TUNEL, wykrywajacej wolne konce 3’ -OH w komdrkach apoptotycznych, pow.
oryg. 100x; (B) komérki L929 zakazone ECTV w 18 g.p.z., poddane reakcji TUNEL, pow. oryg. 100x;
(C) komoérki L929 zakazone ECTV w 18 g.p.z., poddane barwieniu Hoechst 33342 w stezeniu 1pg/ml
i obserwowane w mikroskopie fluorescencyjnym, pow. oryg. 1000x; (D) komdrki L929 zakazone
ECTV w 18 g.p.z., poddane barwieniu za pomocg przeciwciata monoklonalnego anty-cytokeratyna-18,
wykrywajgcego aktywnos$¢ enzymow efektorowych apoptozy - kaspazy-3 i -7, pow. oryg. 1000x;
(E) komorki Sledziony myszy BALB/c zakazonych dostopowo ECTV w 10 d.p.z. poddane reakcji
TUNEL, pow. oryg. 1000x; (F) komorki $ledziony myszy BALB/c zakazonych dostopowo ECTV w
10 d.p.z. poddane barwieniu przeciwciatami monoklonalnymi anty-CD8, pow. oryg. 1000x (strzatkami
oznaczono komorki apoptotyczne)
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powinowactwem do IL-18 i hamuje produkcje IFN-y [4,12,13,60,61,64]. Pozostate
homologi biatek receptorowych to rozpuszczalne homologi receptorow IFN-y, dla
ktérych geny znajduja sie w genomie VACV, ECTV i CPXV. Ponadto, produkt genu
MT7 MY XV réwniez stanowi rozpuszczalny receptor IFN-y. Rozpuszczalny receptor
IFN VACV wykazuje homologie sekwencji z zewnatrzkomoérkowg domeng wigzaca
IFN-yR [15.46,59,60].

Ostatnig grupe pokswirusowych homologéw receptorow stanowig homologi
receptoréw dla chemokin, kodowane przez niektére szczepy CPXV, MYXV, ECTV
oraz VACV. Produkowane przez nie rozpuszczalne biatko o masie 35 kDa wigze
CC((3), ale nie wigze CXC((3) i C(y). Niezaleznie od tego, biatko M-T7 MOCV ma
réwniez zdolno$¢ do wigzania niektérych chemokin. Genom MOCV zawiera ponadto
gen mc 148, kodujacy homolog chemokin, ktéry hamuje chemotaksje monocytéw i
neutrofiléw indukowang przez CC lub CXC. Tym samym, produkt genu mc 148 stanowi
antagoniste tych chemokin [4,37,44,60] (tab. 1).

7. PODSUMOWANIE

Fagocytoza gingcych komorek zapobiega rozwojowi odpowiedzi zapalnej i inicjacji
swoistej odpowiedzi immunologicznej, dlatego tez regulacja indukcji apoptozy ma
istotne znaczenie dla cyklu replikacyjnego wirusa oraz przebiegu zakazeh wirusowych.
Pokswirusy moduluja apoptoze dzieki kodowanym przez nie biatkom, ktére nasladuja
lub modulujg dziatanie kluczowych regulatoréw apoptozy, takich jak m.in. kaspazy,
biatka c-FLIP. Ponadto, genom pokswirusw zawiera szereg genéw, ktorych produkty
modyfikuja odpowiedZ humoralnagospodarza, w tym biatek dopetniacza, czynnikéw
wzrostowych icytokin. Pogtebienie naszej wiedzy o molekularnych szlakach apoptozy
i roli tego procesu w zakazeniu pokswirusami moze przyczyni¢ sie do opracowania
nowoczesnych szczepionek przeciwko ospie prawdziwej i zakazeniom innymi
chordopokswirusami.
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Streszczenie: Zesp6t Smitha, Lemlego i Opitza (SLOS, MIM 27400) jest chorobg autosomalng rece-
sywna. Charakteryzuje jg op6znienie rozwoju umystowego, zmieniony wyglad twarzy i liczne niepra-
widtowosci w budowie wielu narzgdéw. Przyczyng licznych wad jest deficyt aktywnosci reduktazy 7-
dehydrocholesterolu (DHCR7), enzymu, ktéry katalizuje ostatni etap biosyntezy cholesterolu. Ostat-
nio wykryto, ze cholesterol odgrywa kluczowag role w rozwoju embrionalnym organizmu przez regula-
cje dziatania biatek sygnalnych (sonic hedgehog, SHH). Zespét SLO wystepuje z czestoscig 1:60000
do 1:10000. Gen DHCR7 kodujacy biatko reduktazy zostat zlokalizowany na chromosomie 11 w pozy-
cji q13. Wedtug dotychczasowych doniesieri znanych jest ponad 90 réznych mutacji w genie DHCR7.
Wiekszo$¢ mutacji stanowigjednonukleotydowe substytucje (90%). Bardzo rzadko wystepuja mutacje
typu delecji i insercji (10%). Podejmowane sg proby ustalenia korelacji miedzy genotypem a fenoty-
pem choroby. tagodne objawy kliniczne u chorych (typ | SLO) wywotywane sg przez mutacje zmienia-
jace informacje kodonu. Ciezka posta¢ choroby (typ Il SLO) jest zwigzana z mutacjami zmieniajagcymi
ramke odczytu i wprowadzajagcymi kodon terminacyjny, ktére catkowicie znoszg aktywno$¢ biatka
enzymatycznego.

Stowa kluczowe', zesp6t Smitha, Lemlego i Opitza, reduktaza 7-dehydrocholesterolu, gen DHCR?7,
biatka sonic hedgehog.

Summary: Smith-Lemli-Opitz syndrome (SLOS, MIM 270400) is an autosomal recessive disorder,
characterized by facial dysmorphisms, mental retardation and multiple congenital anomalies. Bioche-
mically, the disorder is caused by deficient activity of 7-dehydrocholesterol reductase (DHCR7). Cho-
lesterol plays an important role in early embryonic development probably via the function of specific
gene products, such as sonic hedgehog (SHH) signaling proteins. The frequency of SLOS is calculated

*Praca czesciowo finansowana w ramach projektu badawczego KBN nr 4PO5E 09118 oraz pro-
gramu Subsydia dla Uczonych 2000 ustanowionego przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej.
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to be 1:60000 to 1:10000. The 7-dehydrocholesterol reductase gene (A7 sterol reductase gene, DHCR?7)
was identified on chromosome 11 in region ql3. Up to now 93 different mutations, and have been
described in the translated exons 3-9. The mutations are mostly nucleotide substitutions (90%). Inser-
tions and deletions are not so frequent (10%) and were identified in the nine families. The clinical
severity scores were correlated with mutation classes. The mildest clinical SLOS phenotypes (SLOS
type 1) were associated with missense mutations and the severe phenotypes (SLOS type Il) were
associated with splice site and nonsense mutations as well as missense mutations located in the C-
terminal domain (CT).

Key words'. Smith-Lemli-Opitz syndrome, 7-dehydrocholesterol reductase, DHCR7 gene, sonic hedge-
hog proteins.

Zesp6t Smitha, Lemlego i Opitza (SLO, MIM 270400) zostat wyodrebniony w 1964
r. [59] i wstepnie nazwany przez swoich odkrywcow zespotem RSH (od inicjatéw
imion pierwszych trzech pacjentéw). Dziedziczony jest w sposob autosomalny
recesywny. Oboje rodzice chorego dziecka sg nosicielami uszkodzonego genu na
jednym allelu i nie wykazuja objawow choroby, a prawdopodobiefnstwo urodzenia
kolejnego chorego dziecka wynosi 25%.

SLOS jest rzadkim przykiadem monogenowego uwarunkowania zespotu mnogich
wad wrodzonych, ktére zazwyczaj powstajgw wyniku aberracji chromosomowych [53].

DIAGNOSTYKA KLINICZNA

Dziecko z zespotem SLO rodzi sie z cigzy o zupetnie prawidtowym przebiegu. Porod
(w 75%) odbywa sie po 40-42 tygodniach cigzy [53,59]. U noworodkéw stwierdza sie
brak odruchu Moro oraz zmienne napiecie migsniowe (poczatkowo wiotkos$é, a nastepnie
wzmozenie napiecia miesniowego) [31,32]. U wiekszosci noworodkow (90%) wystepuja
zaburzenia w dziataniu uktadu pokarmowego (brak odruchu ssania, nieprawidtowosci
w potykaniu, wymioty, biegunka czy zaparcia) [16, 59].

Zaburzenia wzrastania, zwtaszcza staby przyrost masy ciata, opdznienie rozwoju
umystowego (u 100% pacjentéw) oraz matogtowie (u > 90% pacjentdw) nalezg do
jednych z najbardziej charakterystycznych i statych objawo6w choroby [32,33]. Ponadto
obserwuje sie op6znienie rozwoju psychoruchowego, wyraznie charakterystyczny
wyglad twarzy (m.in. opadanie powiek, zadarty nos, nisko osadzone uszy, mata zuchwa),
wady w uksztattowaniu kofczyn (m.in. syndaktylia 2. i 3. palca u stép), wady serca
(najczesciej przetrwaty kanat przedsionkowo-komorowy) i przewodu pokarmowego
(choroba Hirschsprunga, zwezenie odzwiemika), zaburzenia neurologiczne, a u
chtopcow nieprawidtowosci w budowie narzadéw piciowych (obojnactwo rzekome
meskie, wnetrostwo) [3, 6, 9, 19, 33, 34, 37, 47]. W trakcie zycia ptodowego
obserwowanajest niedostateczna synteza hormondéw nadnerczy, utrzymujaca sie rowniez
po urodzeniu dziecka [15]. Znajduje to odbicie w niskich poziomach estriolu w wodach
ptodowych. U chtopcéw, nawet tych ze znacznymi nieprawidtowos$ciami zewnetrznych
narzadow piciowych stwierdza sie prawidtowe poziomy testosteronu i gonadotropin
[43]. W oSrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) chorych stwierdza sie hipoplazje
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ptatéw czotowych, médzdzku i pnia mézgu, aw badaniu histopatologicznym obserwuje
sie demielinizacje mézgu, nerwéw czaszkowych i obwodowych oraz zanik komoérek
nerwowych [13, 14, 25, 27].

W roku 1987 Curry i wsp. [18 ] wyodrebnili letalny, tzw. typ Il zespotu SLO,
bedacy ciezka postacig choroby, w ktdrym obserwowane sg ponadto znacznie
powiekszone nadnercza, przerost komaérek wysp Langerhansa trzustki, jednoptatowe
ptuca, rozszczep podniebienia, uszkodzenie watroby i za¢ma [18].

WYSTEPOWANIE

Na podstawie dotychczasowych badan czesto$¢ wystepowania zespotu szacuje
sienaok. 1:10000-1:60000, anawet 1:80000-1:100000. Najrzadziej choroba wystepuje
w Holandii (1:80000-1:100000) [Waterham iwsp., dane niepublikowane], w Wielkiej
Brytanii i Stanach Zjednoczonych (1:60000) [Kelly i Tint dane niepublikowane, 58]
oraz populacjach azjatyckich, afrykanskich i latynoamerykanskich [58]. Niewiele
przypadkéw wykrywa sie tez w Japonii [64]. Znacznie wyzsza czgsto$¢ wystepowania
zespotu SLO charakteryzuje populacje pochodzenia europejskiego (1:20000) [38,44].
Szczegblnie czesto choroba wystepuje w Europie Srodkowo-Wschodniej, w populacji
stowackiej (1:20000) i populacji czeskiej (1:10000) [38]. Obserwacje te wskazuja, ze
wspoétczynnik nosicielstwa uszkodzonego genu w niektérych populacjach europejskich
moze by¢ bardzo wysoki i waha¢ sie w granicach 1,4—2% [45,62,49]. Przeprowadzone
ostatnio badania w Ontario (Kanada), identyfikujace zespdt SLO w kaukaskiej populacji
noworodkéw oraz ptodéw (prenatalnie), pozwolity okresli¢jego czestosé na okoto 1:22000.
Z kolei prowadzone na tym samym terenie badania populacyjne nad okre$leniem czestosci
heterozygotycznego nosicielstwa choroby (na podstawie najczesciej identyfikowanej w tym
regionie mutacji, 'Y S8-1:g—>c) wykazatly, ze czestos¢ nosicieli moze wynosi¢ od 1:21do 1:58,
co sugerowatoby wystepowanie zespotu z czestoscigod 1:1700 do 1:13400 [4,48]. Oznacza
to, ze zesp6t SLO, obok mukowiscydozy i fenyloketonurii nalezy do najczestszych choréb
metabolicznych. Zespdt wystepuje we wszystkich rasach, a rodzice chorego dziecka sg
zazwyczaj niespokrewnieni. Znaczna zmiennos$¢ ekspresji objawéw (wystepowanie
przypadkdw o przebiegu umiarkowanym), brak obecnosci objaw6éw patognomonicznych badz
obligatoryjnie wystepujacych w tym zespole, brak wad zewnetrznych narzadéw piciowych
u dziewczynek dotknietych tym zespotem czy wreszcie jego pre- i postnatalna letalno$é
(przypadki o niezwykle ciezkim przebiegu) - wszystkie te czynniki utrudniaja identyfikacje
zespotu, w konsekwencji czegojest on rozpoznawany niezmiernie rzadko [40,41].

ASPEKTY BIOCHEMICZNE IETIOLOGIA ZESPOLU SLO

Ze wzgledu na charakter wad, dotyczacych zwtaszcza narzagdéw wewnetrznych,
od poczatku podejrzewano, ze przyczyng choroby jest blok metaboliczny. Jednak do
wczesnych lat dziewieédziesigtych zespét SLO mozna byto rozpoznaé jedynie na
podstawie badania przedmiotowego, przeprowadzonego przez doSwiadczonego i
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zrecznego dysmorfologa. Nie znano zadnego markera biochemicznego ani genetycznego,
na podstawie ktérego mozna by zweryfikowac rozpoznanie kliniczne [19,51,59]. Dopiero
wykrycie przez Irons i Tinta w 1993 roku [31, 62] powaznych zaburzefh w biosyntezie
cholesterolu u dzieci z zespotem SLO przyczynito sie do radykalnych zmian w diagnostyce
choroby. Okazato sie, ze dzieki oznaczeniu poziomu cholesterolu i 7-dehydrocholesterolu
(7DHC) w plazmie krwi za pomocg chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig
masowg (GC-MS) mozna zweryfikowac rozpoznanie kliniczne zespotu oraz wyodrebnic
sposréd innych chor6b metabolicznych, przebiegajacych z niskim poziomem
cholesterolu bez podwyzszonego poziomu 7-DHC [35]. Umozliwito to réwniez
weryfikacje rozpoznania zespotu SLO postawionego u pacjentow przed rokiem 1993.

Badania Tinta i wsp. [63] wykazaty, ze przyczyng choroby jest brak lub obnizenie
aktywnosci reduktazy A7-dehydrocholesterolu (DHCR7). Enzym ten katalizuje ostatni
etap w hiosyntezie cholesterolu; powoduje redukcje podwoéjnego wigzania w pozycji
C7-C8 w 7-dehydrocholesterolu i prowadzi do powstania cholesterolu [ryc. 1]. U chorych
obserwuje sie niskie stezenie cholesterolu w osoczu: 8-101 mg/dm3 podczas gdy
wartosci prawidtowe wynoszg ok. 150 mg/dm3. Nagromadza si¢ natomiast jego
bezposredni prekursor, 7-dehydrocholesterol (7DHC), co jest obserwowane w wielu
tkankach: surowicy iosoczu, zékci, krwinkach czerwonych i fibroblastach. Poziom 7-
DHC w osoczu u 0s6b z zespotem SLO wynosi 12-32 mg/dm3 przekraczajagc 1000-
krotnie wartosci prawidtowe [31, 35, 62]. Poza 7-DHC nagromadza sie takze jego
izomer 8-dehydrocholesterol (8-DHC), wytwarzany z 7-DHC przez sterolowg A-A8
izomeraze. Pomiar stezenia obu izomeréw za pomocg metody GC/MS stanowi
podstawowy test biochemiczny w procesie diagnozowania choroby. Stwierdzono, ze
poziom 7-DHC i 8-DHC jest zawsze podwyzszony, nawet i u tych nielicznych chorych
(ok. 10%), u ktérych poziom cholesterolu jest prawidtowy lub lezy w dolnej granicy
normy [17].

LECZENIE DIETETYCZNE

Wczesne wykrycie zespotu SLO pozwala na szybkie zastosowanie odpowiedniego
leczenia dietetycznego. Ukazujace sie od 1994 roku doniesienia na temat efektéw
leczenia pacjentow z zespotem SLO wskazujg na pozytywny wptyw diety bogatej w
cholesterol na ztagodzenie przebiegu choroby [32, 45, 65]. Obserwuje sie zarbwno
poprawe niektérych objawdw klinicznych (w zakresie wzrastania oraz ustepowania
pewnych objawéw neurologicznych), jak i podwyzszenie poziomu cholesterolu.

Leczenie polega na zastosowaniu diety bogatej w cholesterol (poczgtkowo 2(MtO
mg/kg m.c./dobe, nastepnie do 100 mg/kg m.c./dobe) i podazy kwaséw z6tciowych.

Celem leczenia jest zahamowanie aktywnosci reduktazy 3-hydroksy-3-metylo-
glutarylo-koenzymu A (HMG-CoA), katalizujgcej konwersje HMG-CoA do kwasu
mewalonowego. Enzym ten bierze udzial w syntezie endogennego cholesterolu.
Zahamowanie endogennej syntezy cholesterolu zapobiega gromadzeniu sie
nieprawidtowychjego prekursorow, w tym 7-DHC. Podobnie dziatajg statyny (nazwa
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RYCINA 1 Biosynteza cholesterolu

chemiczna: simvastatin, nieczynny farmakologicznie lakton), od niedawna testowane
w terapii zespotu SLO. Inhibitorem reduktazy HMG-CoA jest rowniez 7-DHC
gromadzacy sie w btonach mikrosomalnych, ktéry prawdopodobnie (M. Nowaczyk -
informacja ustna) moze by¢ substratem do produkcji steroli i sterydow.

Obecnie pewne kontrowersje budzi podawanie kwaséw zotciowych. Kwasy zétciowe
sg niezbedne do trawienia i wchtaniania ttuszczéw i normalnie sg syntetyzowane z
cholesterolu. Cholesterol jest takze odpowiedzialny za uaktywnienie 7 alfa-hydroksylazy,
enzymu inicjujacego biosynteze kwaséw zo6tciowych, w postaci kwasu ursodeoksy-
cholowego (15 mg/kg w dwoch dawkach podzielonych) i chenodeoksycholowego; ten
ostatni jest inhibitorem reduktazy HMG-CoA. Nie do koAca wiadomo, czy kwasy
z0fciowe podawane rownoczes$nie z dietg bogatocholesterolowgwywierajg pozytywny
wptyw na przebieg choroby i ktéry z nich (kwas ursodeoksycholowy czy cheno-
deoksycholowy) dziata korzystniej. Zaobserwowano np. gwattowny wzrost poziomu
cholesterolu w surowicy krwi u pacjentéw leczonych kwasami zo6tciowymi, co
prawdopodobnie $wiadczy o uposledzonym tkankowym wchianianiu cholesterolu, gdyz
kwasy zétciowe obnizajg aktywnos¢ receptorow lipoprotein LDL.
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DIAGNOSTYKA PRZEDURODZENIOWA

Rozszerzajgca sie wiedza o zespole SLO doprowadzita do opracowania wiarygodnej
-inwazyjnej (klasycznej) inieinwazyjnej - diagnostyki prenatalnej tej choroby [42]. W
diagnostyce “inwazyjnej” wykonuje sie testy biochemiczne i/lub analize genetyczngw
komarkach trofoblastu, komorkach ptynu owodniowego. Test biochemiczny polega
na ocenie stosunku 7-DHC do poziomu wszystkich steroli (cholesterolu i 8-DHC) w
tkankach zarodka lub poziomu 7-DHC w ptynie owodniowym. Wykrycie obu pod-
wyzszonych wartosci pozwala na zdiagnozowanie zespotu SLO [1,41]. Pomiar stezenia
7-DHC iinnych steroli w trofoblascie wykonuje sie pomiedzy 11-12 tygodniem cigzy,
natomiast podwyzszony poziom 7-DHC w ptynie owodniowym okres$la sie w 13
tygodniu ciazy [50]. Analiza genetyczna zostata wprowadzona 2 lata temu i polega na
zbadaniu budowy obu alleli genu DHCR7. Materiatem do badania jest preparat
genomowego DNA wyizolowany z trofoblastu. Zapomocg sekwencjonowania wykrywa
sie specyficzne dlarodziny mutacje w genie DHCR7 iokresla, czy ptod jest obcigzony
chorobg (identyfikacja mutacji na obu allelach genu DHCR7) lub czy jest
bezobjawowym nosicielem (identyfikacja mutacji najednym allelu badanego genu)
lub czy jest zdrowy (brak mutacji na obu allelach) [badania wtasne, 11].

Podstawa nieinwazyjnej diagnostyki weryfikujacej obecnosé zespotu SLO u ptodu
jest wykazanie zaburzonej biosyntezy steryddw w jego nadnerczach, m.in. przez
oznaczenie metabolitéw sterydowych pochodzacych od ptodu w surowicy (moczu)
matki. W warunkach prawidtowych nadnercza podejmujg czynno$¢ steroidogenezy
okoto 8 tygodnia zycia ptodowego. Cholesterol jest niezbedny do zapoczatkowania
biosyntezy hormonu sterydowego, ktorym jest estriol (E3). Defekt syntezy cholesterolu
uniemozliwia powstanie w nadnerczach ptodu nastepnego prekursora estriolu, ktérym
jest dehydroepiandrosteron. Pochodne estriolu (siarczan 16a-hydroksy-dehydro-
epiandrosteronu) sg przeksztatcane przez enzymy tozyskowe do E3 ktéry przedostaje
sie do krgzenia matczynego. Obnizony poziom wolnego E3w surowicy matki, badany
w Il trymestrze cigzy np. za pomoca testu potréjnego moze byé jednym z markeréw
obecnosci zespotu SLO u ptodu. Test potréjny jest testem przesiewowym w Kierunku
aberracji chromosomowych iotwartych wad cewy nerwowej. W diagnostyce prenatalnej
zespotu SLO nie moze by¢ wykorzystywany jako podstawowy test diagnostyczny,
gdyz obnizony poziom E3stwierdza sie w wielu réznych zaburzeniach genetycznych,
np. deficycie sulfatazy sterolowej oraz aberracjach chromosomowych.

Ostatnio zaproponowano bezinwazyjne badanie prenatalne przez identyfikacje
nietypowych metabolitow steroidogenezy ptodowej pod postacig 7- i 8-dehydroestrioli
(od 12 tygodnia cigzy) w moczu kobiety noszacej ptdd z zespotem SLO [7, 60]. Sgto
estriole typu ekwininy, wystepujacej w moczu klaczy. Oba te metabolity sg
potencjalnymi kandydatami do petnienia roli markeréw zespotu SLO u ptodow.
Oczekuje sie, ze w przysztosci omawiana diagnostyka moze odgrywac role badania
przesiewowego w Kierunku zespotu SLO.
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Nalezy wspomniec¢, ze obecno$¢ zespotu SLO u ptodu mozna wykry¢ za pomocg
badania ultrasonograficznego. Obserwacjaw 13-14 tygodniu cigzy objawu “przeswie-
cajacego obrzeku karku u ptodu” (ang. nuchal translucency) spowodowanego
zgrubieniem przestrzeni miedzy sk6rg a tkankami miekkimi badz zespotu mnogich
wad wrodzonych pod postacig m.in. holoprosencefalii, obojnaczych zewnetrznych
narzadow piciowych, wady serca, rozszczepu podniebienia oraz polidaktylii dtoni/
stop wskazuje na duze prawdopodobiefistwo wystepowania zespotu SLO.

ROLA CHOLESTEROLU W EMBRIOGENEZIE

Cholesterol jest metabolitem niezbednym dla prawidtowego rozwoju kazdego
organizmu eukariotycznego. Jest on gtbwnym sktadnikiem mieliny i bton komérkowych
oraz podstawowym substratem w biosyntezie sterydéw i steroli, takich jak: kwasy
z6tciowe, hormony piciowe, kortykosterydy i witamina D3 Ostatnio pojawiajg sie
doniesienia o szczegdlnie znaczacej roli cholesterolu w embrionalnym rozwoju zwierzat
[24,30].

Cholesterol moze by¢ pozyskiwany przez komérki w wyniku endogennej biosyntezy
lub transportu z udziatem receptorow [8, 27]. Nie wiadomo dotychczas, czy zarodki
we wczesnym stadium rozwoju pozyskujg cholesterol za pomocg endogennej
biosyntezy, czy korzystajg jedynie z chole-sterolu zgromadzonego przez matke.
Wykazano natomiast, ze w pdzniejszym okresie embriony sajuz zdolne do samodzielnego
syntetyzowania wiekszej ilosSci potrzebnego im cholesterolu [5,34].

Blok w biosyntezie cholesterolu w okresie embriogenezy powoduje zjednej strony
niedobor tego zwigzku, a z drugiej strony nadmierne gromadzenie si¢ metabolitow z
przemian steroli we wszystkich btonach komorkowych, co w konsekwencji powoduje
nieprawidtowos$ci w rozwoju wielu narzgddw i tkanek. Brak cholesterolu moze by¢
wywotany nie tylko deficytem enzymow biorgcych udziat w jego biosyntezie, lecz
takze nieprawidtowos$ciami w budowie apolipoprotein lub receptoréw komérkowych,
ktore wspotdziatajg w transporcie cholesterolu od matki do zarodka [24].

Wiekszosc¢ cholesterolu wystepuje w osoczu w postaci zestryfikowanej. Hydrofobowy
charakter tego zwigzku wymusza jego transportowanie w specjalnie uformowanych
matych drobinach o $rednicach 10-100 nm zwanych lipoproteinami. Biatkawchodzace
w skiad lipoprotein nazwano apolipoproteinami. Cholesterol jest transportowany w
lipoproteinach osocza, anajwiekszajego ilos¢ znajduje siew LDL ((3-lipoproteinach).

Rola apolipoprotein w rozwoju embrionalnym zostata lepiej zbadana na modelu
mysim. Myszy z wyindukowanymi mutacjami w genie kodujgcym apoB wykazywaty
wady rozwojowe osrodkowego uktadu nerwowego. U wiekszosci homozygotycznych
organizmdw catkowity niedob6r apoB, wywotywat Smier¢ zarodka miedzy 8 a 9 dniem
embriogenezy [22]. Letalno$¢ embrionéw byta wywotana zaburzeniami w transporcie
substancji odzywczych (np. cholesterolu, witaminy E) od matki do zarodka,
wynikajgcymi z nieprawidtowosci w powstawaniu i funkcjonowaniu apoB w ciatku
z6tym endodermy [23]. Zastosowanie inhibitora biosyntezy cholesterolu u zarodka
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myszy posiadajgcego mutacje w genie apoB spowodowato pojawienie sie jeszcze
ciezszych zaburzen rozwojowych [43, 44]. Przeprowadzone badania wykazat), ze
egzogenny transport cholesterolu (za pomocg apolipoprotein) pokrywa tylko czeSciowe
zapotrzebowanie zarodka na cholesterol. Reszta cholesterolu jest dostarczana w drodze
endogennej biosyntezy [24].

Ogromng role w prawidtowym rozwoju zarodka odgrywaja rdwniez receptory
komdrkowe, ktére wigzg apolipoproteiny ibiorg udziat w embrionalnym transporcie
lipiddw. Wiekszo$¢ zidentyfikowanych dotychczas receptoréw nalezy do rodziny
receptoréw LDL (ang. low density lipoproteins) [24]. Liczba receptoré6w LDL na
powierzchni komorki jest regulowana zgodnie z zapotrzebowaniem komorki na
cholesterol. Naptyw cholesterolu do komorki zmniejsza liczbe receptoréw LDL, co
wynika ze zjawiska sprzezenia zwrotnego ujemnego (ang. down regulation).

Na podstawie danych eksperymentalnych opracowano mysi model transportu
lipidéw i substancji odzywczych rozpuszczalnych w ttuszczach pomiedzy matka a
zarodkiem. Model ten zaktada, ze w ciatku z6ttym istnieje biatko, tzw. mikrosomalne
biatko transportujgce trdjglicerydy - MTP (ang. microsomal trigliceride transfer
protein), odgrywajagce kluczowga role w syntetyzowaniu i “sktadaniu” lipoprotein
zawierajacych apoB. Biatko to jest niezbedne do pobierania lipidowych substancji
odzywczych przez rozwijajacy sie zarodek [23, 69].

Embriogenezajest regulowana przez szereg ztozonych proceséw sygnalnych, ktérych
funkcjonowanie jest konieczne dla prawidtowego rozwoju organizmu. Jedna z takich
drég sygnalnych, oznaczona SHH-PTCH-GLI, rozpoczyna sie udziatem biatek zwanych
sonie hedgehog (ang. sonie - sygnalny; hedgehog-jez, poniewaz mutacje w obrebie
kodujacego to biatko genu powoduja, ze larwy muszek nie rozwijajg sie prawidtowo -
sg zwiniete w kiebek inajezone, przypominajac przestraszone jeze). Biatka hedgehog
w komdrkach docelowych zapoczatkowuja kaskade reakcji, prowadzacych do aktywacji
lub represji gendw polamos$ci za pomoca czynnikow transkrypcyjnych z rodziny GLI
[33,54, 55, 56]. Schemat drogi przekazywania sygnatéw regulujacych embriogeneze
przedstawiono na rycinie 2. Budowa biatek szlaku SHH-PTCH-GLI jest silnie
konserwowana, co wskazuje na ich kluczowg role w procesach rozwojowych. Inte-
resujacy jest fakt, ze defekty powstate na r6znych etapach tego szlaku prowadzg do
podobnych objawdw klinicznych. Najpewniej zwigzane jest to z faktem, ze ostatecznie
cata kaskada reakcji jest odpowiedzialna za regulacje ekspresji genéw polamosci,
kodujgcych biatka rozwojowe organizmu [73].

Ten uniwersalny dla wielu chordb fenotyp obserwuje sie réwniez u pacjentéw z
zespotem SLO. Na tej podstawie przypuszczano, ze choroba ma Scisty zwigzek z
procesami sygnalnymi [21, 36, 63]. W ciggu ostatnich kilku lat ukazata sie duza ilos$¢
informacji o mechanizmie dziatania i znaczeniu tych proceséw [12, 54, 55, 61]. W
2000 roku, po wykryciu kluczowej roli cholesterolu w procesach transdukcji sygnatu,
udato sie potwierdzié przypuszczenia o zwigzku zespotu SLO ze szlakiem SHH-PTCH-
GLI [29, 46, 52, 57, 70, 73]. Ustalono, ze co najmniej dwa biatka: biatko sygnalne
mysie (murine sonie hedgehog, SHH) i muszki owocowej (Drosophila hedgehog,
HH) ulegajg proteolitycznym przemianom, taczac sie kowalencyjnie N-fragmentem z
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RYCINA 2. Model oddziatywania biatek hedgehog w procesie transdukcji sygnatu: Su(fu) - supresor
kinazy serynowo-treoninowej, CHOL - cholesterol, HH-N - domena sygnalna biatka SHH, GLI - geny
z rodziny GLI: GLI I, PTCIl, HNF 3fi- geny polamosci

podjednostka cholesterolu [54]. Modyfikacja biatka SHH za pomocg cholesterolu jest
konieczna do wymuszenia transdukcji sygnatu. Po przytgczeniu sie cholesterolu (CHOL)
do czasteczki biatka sygnalnego nastepuje dysocjacja tego biatka. Zaktywowana
woéwczas N-koricowa domena biatka (SHH-N) moze zlokalizowa¢ kompleks btonowych
biatek patched-smoothened (tzn. taciate i wygtadzone, poniewaz mutacje w obrebie
genow kodujacych te biatka powoduja, ze myszy mutanty maja aciatg lub wygtadzong
sier$€) i potaczyc sie z nim [52, 55, 70]. Biatka z rodziny patched: patched-1 (PTCH-
1) ipatched-2 (PTCH-2) to receptory umieszczone w btonie komorek docelowych.
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Receptor PTCH-1 i prawdopodobnie PTCH-2 oddziatujg za pomocg sprzezenia
zwrotnego ujemnego na inne biatko transbtonowe - smoothened (SMOH) [61].
Powstanie zaktywowanej przez cholesterol domeny SHH-N i zwigzanie si¢ jej z
receptorem patched wywotuje zmiany strukturalne w kompleksie btonowym, ktére
uaktywniajg biatko sygnalne smoothened [55]. To wywotuje dalszgtransdukcje sygnatu
w komorce, a nastepnie aktywacje transkrypcji genow z rodziny GLI [24]. W skiad tej
grupy wchodzg 4 geny: GLI 1, GLI2, GLI3iGLI4. Trzy pierwsze kodujg czynniki
transkrypcyjne, ktére zawierajg pie¢ silnie konserwowanych domen (palce cynkowe).
Czynniki transkrypcyjne kodowane przez geny GLI regulujg transkrypcje genéw
polarno$ci {HNF-3f3, PTCI i GLI1), odpowiadajacych za wtasciwy przebieg
embriogenezy (ryc. 2). Dotychczas niewiele wiadomo, jak w komdrkach ludzkich
przekazywana jest informacja od receptoréw powierzchniowych komorek do biatek
GLI. U cztowieka wykryto dotychczas cytoplazmatyczny czynnik, bedgcy supresorem
kinazy serynowo-treoninowej (Su[fu]), ktory hamuje aktywacje biatka GLI 1[61,73].

Udziat cholesterolu w procesach sygnalnych zwigzanych z biatkami hedgehog,
utwierdza w przekonaniu, ze poziom cholesterolu w komérce jest wskaznikiem
kontrolnym (ang. checkpoint) w czasie wczesnego rozwoju zarodka [54]. Zaleznosci
pomiedzy metabolizmem cholesterolu a embriogenezg sg wcigz intensywnie badane.
W zwigzku z dotychczasowymi odkryciami zrodzito sie wiele nowych pytan i
niejasnosci, np. nie do konca poznane sg kolejne etapy przekazywania sygnatéw w
komorce [24].

ASPEKTY GENETYCZNE CHOROBY SLO

Poczatkowo zespdt SLO wigzany byt z nieprawidtowa budowg chromosomu 7
(7932.1) [2]. Dopiero w 1998 roku Moebius iwsp. [45] sklonowali ludzki gen DHCR?7
kodujacy biatko enzymatyczne i zmapowali go na chromosomie 11 w pozycji q12-13.
Najnowsze doniesienia podajg, ze mutacje w genie DHCR7 wykryto az u 96,6%
pacjentéw z zespotem SLO (przynajmniej najednym allelu genu) [71,72]. Nie mozna
jednak wykluczy¢ udziatu innego genu w patogenezie tego zespotu [66]. Nadal pozostaje
do wyjasnienia, czy redukcja aktywnosci reduktazy 7-dehydrocholesterolujest wynikiem
mutacji jedynie w genie kodujagcym biatko enzymatyczne, czy moze takze w genie
kodujagcym biatko bedace regulatorem ekspresji i aktywnosci enzymu. Mégtby to by¢
defekt kofaktora lub transportera niezbednego do prawidtowej funkcji enzymu [66].
Jest to prawdopodobne, poniewaz istniejg doniesienia o pacjentach z fenotypem zespotu
SLO, u ktdrych udato sie zidentyfikowac tylko pojednej mutacji (8%) w genie DHCR7
[badania wiasne, 20, 68, 70, 72, 74].

Ekspresja genu u os6b dorostych zachodzi w watrobie, nadnerczach, mézgu ijelicie
cienkim. Gen obejmuje obszar okoto 14 kpz i sktada sie z dziewieciu eksondw. Dwa
pierwsze eksony nie ulegajg translacji. Kodon starterowy znajduje sie w obrebie eksonu
3. Powstate w wyniku translacji biatko sktada sie z 475 aminokwasow, ajego masa
wynosi 54,5 kDa [45]. Sktada sie z9 transmembranowych domen, od ktérych odchodzi
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fragment N-koricowy skierowany do cytozolu i fragment C-kofncowy ulokowany w
retikulum endoplazmatycznym (ER). Fragmenty domen umieszczone w btonie (TM)
to regiony najbardziej konserwowane i w ich obrebie usytuowanych jest wiekszos$¢
poznanych mutacji. Ponadto wiele mutacji wykryto w ostatniej petli cytoplazmatycznej
(4L) i C-koncowej czesci biatka umieszczonej w retikulum (CT). Czwarta petla
cytozolowajest rowniez silnie konserwowana, gdyzjest to obszar z centrum aktywnym
i miejscem wigzania kofaktora enzymu - NADPH [26, 31] (ryc. 3).

Do tej pory opisano 93 rézne mutacje i 12 zmian polimorficznych w locus genu
DHCR7 [20, 66, 67, 71, 72, 74] (ryc. 3).

Najwiekszg grupe mutacji stanowia podstawienia nukleotydowe (tacznie 90%), wérdd
ktérych dominujg mutacje zmieniajace informacje kodonu (ang. missense mutation) -
0,93 oraz wystepujg mutacje zaburzajgce prawidtowe sktadanie genu (ang. splice-site
mutation) - 0,02 i mutacje wprowadzajgce kodon terminacyjny (ang. stop codon
mutation) - 0,05. Bardzo rzadko wystepujg mutacje typu delecji i insercji (10%).

Substytucje nukleotydowe

Zidentyfikowano dotychczas 78 réznych podstawien jednonukleotydowych, ktére
zmieniajg informacje kodonu. Mutacje typu missense dotyczace silnie konserwowanych
reszt aminokwasowych powodujgobnizenie poziomu ekspresji biatka enzymatycznego
[26]. Cztery mutacje tego typu powtarzajg sie niezwykle czesto wsrod niespokre-
wnionych pacjentdw rasy biatej. Sato Val326Leu, Thr93Met, Arg352Trp i Arg404Cys
[tab. 1]. Wystepujaréwniez mutacje, ktére dotycza ré6znych podstawien i/lub réznych
pozycji tego samego kodonu. Np. w kodonie 380 wykryto trzy r6zne substytucje:
1138T—>A, 1138T—Ci 1139G—Apowodujgce wstawienie odpowiednio seryny (Ser),
argininy (Arg), i tyrozyny (Tyr) w miejsce normalnie wystepujacej cysteiny (Cys).
Podobnie, trzy podstawienia w kodonie 448 kodujacym kwas glutaminowy (Glu),
powoduja nieprawidtowe wbudowanie w to miejsce odpowiednio lizyny (1342G—A),
tyrozyny (1342G—>T) lub glutaminy (1342G—>C). Dla o$Smiu innych kodonéw: 154,
182,242,311,352,404,410 1443 wykryto po dwie mutacje. Kodony, w ktérych wystapito
kilka mutacji, mozna nazwac¢ ,,goragcymi punktami” genu DHCR7 (ang. hot-spots).

U pacjentow z zespotem SLO wykryto dotychczas cztery rézne substytucje
nukleotydowe, ktére wprowadzaty kodon terminacyjny: Trp37Ter, GInl49Ter,
Trpl5 I1Ter i Tyr217Ter. Wszystkie wywotujg skrécenie tancucha polipeptydowego i
catkowitg inaktywacje biatka. Jedna z tych mutacji, Trp 151 Ter nalezy do najczesciej
identyfikowanych zmian w genie reduktazy 7-dehydrocholesterolu. W Czechach iPolsce
wystepuje ona odpowiednio, u 50% i 33% badanych pacjentéw [39] (tab. 1).

Trzecig grupg podstawien nukleotydowych sa mutacje zaburzajgce prawidtowe
wycinanie introndw. Ws$rdéd pacjentéw z zespotem SLO wykryto dwie mutacje
splicingowe. Jest to tranzycja g-»c i g—t w pozycji -1 intronu 8 (IVS 8-1:g—c i
1V S8-1:g—>t). Mutacja IV S8-1:g>c nalezy (obok W 151X) do najczestszych zmian w
genie DHCR7. Obie omawiane substytucje powodujg zmiane specyficznego miejsca
akceptorowego i utworzenie nowego wewnatrz intronu 8. Na poziomie transkryptu
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TABELA 1 Mutacje powtarzalne w genie DHCR7 i ich czesto$¢ wystepowania (W %)
w réznych populacjach pacjentéw z zespotem SLO

Polska Czechy Austria/Niemcy  Anglia USA/Szwecja
1VS8-1 :g>c 3 5 20 34 34
W151X 33 50 18 2 -
V326L 23 27,8 18 0 78
T93M 0 - 0 7 12,5
R352W 13 7 0 -
R404C 0 2 9

obserwuje sie whudowanie miedzy sekwencjg eksonu 8 i 9 dodatkowych 134 par
zasad pochodzgcych z intronu 8. Zmutowany transkrypt ma zmieniong ramke odczytu,
co prowadzi do przedwczesnej terminacji translacji.

Insercje idelecje

Dotychczas wykryto sze$é roznych delecji itrzy insercje w genie DHCR7 u pacjentéw
z zespotem SLO. Wiekszo$¢ tych mutacji jest specyficzna dla danej rodziny, w zwigzku
z czym identyfikowane sgjako pojedyncze przypadki. Cztery z nich obejmujg wieksze
fragmenty genu (od Kilku do kilkudziesieciu par zasad), a dwie pozostate jedynie
pojedyncze nukleotydy. W eksonie 5 znajdujg sie punkty poczgtkowe dwu podobnych
do siebie delecji, o takiej samej dtugosci 33 par zasad, ktére obejmuja fragment eksonu
5 i przylegajaca sekwencje donorowg w intronie 5. Jedna delecja rozcigga sie od
nukleotydu w pozycji 384 do nukleotydu w pozycji 412 + 4 (384-1VS5+4 del). Druga
jest przesunieta w stosunku do pierwszej ojeden nukleotyd dalej. W wyniku obu tych
delecji zostaje usunieta specyficzna sekwencja donorowego miejsca wycinania intronu
5. Dotychczas nie wyjasniono wpitywu delecji 384-1VS5+4 na skitadanie genu;
stwierdzono jedynie, ze powstajgcy transkryptjest bardzo niestabilny [20]. Podobnie
jest w przypadku drugiej mutacji. Wszystkie wykryte insercje usytuowane sgw eksonie
7: insercja nukleotydu cytydynowego (C) w pozycji 680 i 682 oraz insercja nukleotydu
tymidynowego (T) w pozycji 762. Wstawienie dodatkowych nukleotydéw, podobnie
jak delecje fragmentu genu powodowaty znaczne zaburzenia w budowie tworzonego
taricucha polipeptydowego.

Mutacje powtarzalne i ich czesto$é wystepowania w r6znych populacjach

Dotychczasowe badania prowadzone w populacji brytyjskiej, austriacko-niemieckiej,
polskiej, czeskiej i szwedzkiej [39, 72,74], wykazaly, ze sposréd 93 roznych mutacji
w najwiekszej liczbie rodzin wystepuje sze$¢ nastepujacych zmian: 1V S8-1:g—c (21%),
W151X (16%), V326L (14%), R352W, R404C (9%), T93M (6,8%). Interesujacy jest
fakt, ze kazda z badanych populacji pacjentéw charakteryzuje sie obecnoscigjednej,
dwu lub trzech najczesciej powtarzajacych sie mutacji (tab. 1).
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W grupach polskiej i czeskiej dwie mutacje Trpl51Ter i Val326Leu, stanowig
dominujace uszkodzenia genu DHCR7. W populacji polskiej wystepujg one
odpowiednio, na 33 i23% przebadanych alleli, aw populacji czeskiej, odpowiednio,
na 50 i 28% wszystkich przebadanych alleli genu DHCR7 [39, 67].

Odmienne wyniki charakteryzuja pétnocno-zachodnig Europe. W grupie brytyjskiej
i szwedzkiej najczesciej powtarzajgcym sie uszkodzeniem genu jest mutacja 1\VS8-
l:g—>c, ktdra wystepuje z czestoscig 34%. Nastepne pod wzgledem czestosci
wystepowania sg mutacje: T93M w Szwecji (12,5%) i R404C w Anglii (9%) [53, 54].
Podobnie w Europie Centralnej (Austria iNiemcy) mutacja IVS8-1 :g—>cjest najczestszg
zmiangw genie DHCR 7,jednak wystepuje z mniejszg czestoscia, siegajacg 20%. Na
kolejnych pozycjach lokuja sie mutacje W151X i V326L, obie z czestosciag 18% [72].

Analiza czestos$ci wystepowania poszczegdlnych mutacji w réznych populacjach
ujawnita istnienie gradientu Wschdéd-Zachdd, sugerujac, ze poszczeg6lne zmiany w
genie DHCR7 powstaty w réznych krajach, a nastepnie zostaly odziedziczone i
rozprzestrzenione w danym regionie. Typy mutacji w populacji polskiej i czeskiej
zasadniczo réznily sie od rodzajow mutacji w populacji brytyjskiej i szwedzkiej.
Natomiast kraje z Europy Centralnej miaty rozktad rodzajéw mutacji posredni pomiedzy
krajami z Europy Wschodniej i Zachodniej [72].

Korelacja genotyp-fenotyp

W zespole Smitha, Lemlego i Opitza obserwuje sie duzg réznorodnos¢ objawow
zaréwno klinicznych, jak i biochemicznych, co prébuje sie wigza¢ z szerokim spektrum
mutacji w genie DHCR7 iz poziomem aktywnos$ci enzymu zaleznym od rodzaju mutacji.
Chore dzieci z cigzy blizniaczej, o tym samym defekcie w genie DHCR7, wykazywaty
identyczne objawy choroby [26,39,74], podczas gdy niespokrewnieni ze sobgpacjenci
posiadajacy takie same mutacje mogg prezentowac zupetnie inny obraz kliniczny. Fakt
ten, obserwowany wielokrotnie, wskazuje, ze na fenotyp choroby moze mieé¢ wptyw
nie tylko rodzaj mutacji w genie DHCRY7, lecz takze dodatkowe czynniki modyfikujgce
ekspresje genu lub nawet inne geny badZ czynniki regulujgce proces biosyntezy
cholesterolu.

Badanie korelacji miedzy genotypem a fenotypem jest utrudnione ze wzgledu na
nieliczng dotychczas w petni zdiagnozowang grupe pacjentow (ok. 200), z ktérych
wiekszo$¢ to ztozone heterozygoty. Z doniesien literaturowych wynika, ze postac
tagodna zespotu (typ | zespotu SLO)jest wywotywana przez mutacje, ktére nieznacznie
obnizajg aktywnos$¢ enzymu i sa zlokalizowane w domenach transbtonowych (TM) i
C-koncowej czesci biatka (CT). Ze wzgledu na potozenie mutacji chorzy moga by¢
homozygotami typu TM/TM Ilub CT/CT albo heterozygotami TM/CT. Mutacje
zmieniajgce ramke odczytu lub powodujgce przedwczesngterminacje translacji, ktore
catkowicie znoszg aktywnos$é genu (0) oraz mutacje zlokalizowane w czwartej petli
cytozolowej (4L) sg zwigzane z najbardziej r6znorodnym i najciezszym fenotypem
choroby (typ Il zespotu SLO) [66]. Stad homozygoty o fenotypie 0/0 i 4L/4L
charakteryzuja sie najciezszymi objawami choroby. tagodniejsze nieco objawy
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towarzyszg nastepujgcym kombinacjom mutacji: O/TM, 0/4L, O/CT, w wyniku ktorych
u pacjentéw zaobserwowano jedynie mniej lub bardziej obnizony poziom aktywnosci
reduktazy 7-DHC [49, 71].

Zmiany polimorficzne w genie DHCR7

Substytucja nukleotydu w trzeciej pozycji tripletu nie powoduje zazwyczaj zmiany
informacji kodonu. Mutacja taka (ang. silent mutation) nie powoduje podstawienia
niespecyficznego aminokwasu, nie ma znaczenia dla prawidtowego funkcjonowania
biatka i okre$lana jest jako polimorfizm. W genie DHCR7 znanych jest 12 zmian
polimorficznych, z ktérych wiekszos¢ (10) nie powoduje zmiany rodzaju aminokwasu,
np. tranzycja A—G w pozycjach 189 (Glu63Glu) i 285 (Lys95Lys) czy transwersja
C—T w pozycjach 207 (Thr69Thr), 231 (Thr77Thr), 438 (Asnl46Asn) i 1158
(Asp386Asp). Znane sgjednak dwie substytucje, ktore sag odpowiedzialne za zmiane
kodowanego aminokwasu: 199G"A (Ala67Thr) i 438 C—T (Asnl46Thr). Zostaty
one uznane takze za zmiany polimorficzne, gdyz wykryto je zarébwno w grupie 0s6b
chorych, jak i w grupie os6b kontrolnych.
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WIRUS BRODAWCZAKA LUDZKIEGO
A PROCES APOPTOZY*

HUMAN PAPILLOMAVIRUS AND APOPTOSIS
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Streszczenie: Znaczenie wptywu infekcji wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV) na procesy apoptozy
i kancerogenezy byto przedmiotem wielu badan, lecz wciagz jest mato poznane. Opracowanie ma na
celu przedstawienie dotychczasowej wiedzy dotyczgcej wptywu infekcji HPV na wybrane aspekty
proceséw zycia i Smierci komorek. Apoptoza jest ztozonym procesem prowadzacym do $mierci komor-
ki, w ktérym istotng role odgrywaja biatka z rodziny BCL-2, jak réwniez biatka regulujace cykl ko-
maérkowy m.in. P53 oraz pRB. Znaczenie infekcji HPV wigze si¢ gtéwnie z promowaniem procesow
przezycia m.in. poprzez inaktywacje biatek P53, pRB, p107, interakcje onkoprotein wirusowych z
cyklinami cyklu komérkowego, degradacje biatek proapoptotycznych (BAX, BAK), co w konsekwen-
cji prowadzi do nadekspresji biatek antyapoptotycznych, m.in. biatka BCL-2. Opierajac si¢ na danych
literaturowych opisano oddziatywanie onkoprotein wirusowych na szereg biatek regulujacych cykl
komorkowy, proliferacje i apoptoze (P53, BCL-2, BAX, BAK i pRB). Szczeg6lng uwage poswiecono
roli, jakg w hamowaniu apoptozy odgrywaja produkty genéw wirusa E6 i E7. Przebieg infekcji wiru-
sem brodawczaka ludzkiego wydaje sie mie¢ znaczaca role w zaburzeniach kaskady proceséw apop-
tozy, co moze prowadzi¢ do niekontrolowanej proliferacji komérek oraz rozwoju zmian nowotworo-
wych.

Stowa kluczowe: apotoza, HPV, BAK, BAX, Bcl-2, P53, pRB.

Summary: The importance of human papillomavirus infection on apoptosis and cancerogenesis was a
subject of many investigations and it is still evaluated. The aim of the reviev is to present recent
knowledge concerning the influence of human papillomavirus on chosen aspects of cell live and death
processes. Apoptosis is a quite complex process leading to cell's death, in which a main role play the
proteins of BCL-2 family and cell cycle regulating proteins such as P53 and pRB. The meaning of HPV

* Praca wykonana w ramach grantu KBN nr 3 PO5B 02123.
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infection is associated with surviving process promotion during inactivation of many proteins: P53.,
pRB, pi 07, and interaction of viral oncoproteins with cell cycle cyclines, degradation of proapopiotic
proteins (BAX, BAK) what in consequence leads to overexpression of antiapoptotic proteins such 3cl-
2 proteins. Basing on recent data we described the influence of viral oncoproteins on many cell cycle
regulating proteins, proliferation and apoptosis regulating factors (P53, Bcl-2, BAK, BAX, pRB). A
particular attention is put on the role, which play viral genes E6 and E7 products in braking apoptosis
processes. The course of viral infection seem to play a significant role in cascade of apoptosis pro:es-
ses damage, what may leads to uncontrolled cells proliferation and neoplastic changes development.

Key words: apoptosis, HPV, BAK, BAX, Bcl-2, P53, pRb.

WSTEP

Wirusy brodawczaka stanowia ré6znorodng grupe wiruséw, nalezacych do rodziny
Papillomaviridae. Od wielu lat prowadzone badania nie okres$lity jednoznacznie, jaki
wptyw majawirusy brodawczaka ludzkiego {Human Papillomavirus - HPV) na proces
$mierci komorki oraz rozwdj zmian nowotworowych. Papillomawirusy nalezg do matych
wirusow typu DNA. Genom ich stanowi kolisty, dwuniciowy DNA, zbudowany z
okoto 8000 par zasad. Od 1979 r. poznano ponad 100 typoéw wiruséw Papilloma.
Oprécz ludzkiego wirusa brodawczaka istniejg takze typy: psi, bydlecy i kréliczy,
ktére sg wysoce specyficzne wobec danego gatunku. Drogami zakazenia epitelio-
tropowym wirusem HPV sg przede wszystkim: droga kontaktu seksualnego, droga
wertykalna oraz droga okotoporodowa. Ze wzgledu na rodzaj wywotywanych przez
wirusa zmian wyodrebniono typy infekujace skére i Sluzéwke, odpowiadajgce za rozwdj
brodawczaka i raka ptaskonabtonkowego oraz zmian o typie epidermodysplasia
verruciformis. Przeszto 20 typow wiruséw HPV infekuje drogi ptciowe prowdzac do
rozwoju brodawczakow, kiykcin konczystych, dysplazji oraz raka ptaskonabtonkowego
i prawdopodobnie gruczolakoraka szyjki macicy [24,29,50]. Ze wzgledu na stopien
potencjatu onkogennego wyr6zniono grupe HPV niskiego ryzyka onkogennego (HPV
2,6,7,10,11,13,32,40,42,43,44) i wysokiego ryzyka onkogennego (HPV 16,18,31,-
33,34,35,39,45,52). Czynnikami predysponujacymi do zakazenia sg: wiek, aktywnos$é
seksualna, immunosupresja, radioterapia, chemioterapia, palenie papieroséw, doustna
antykoncepcja, zakazenia okotoporodowe [2,51,52]. W zainfekowanych komdrkach
warstwy podstawnej nabtonka ptaskiego nie dochodzi do petnego cyklu replikacyjnego
wirusa (komdarki niepermisywne) i powstajg nieliczne kopie genomu wirusowego
zlokalizowane w postaci episoméw lub w postaci zintegrowanej do DNA gospodarza
w jadrze komorkowym. Do petnego cyklu replikacyjnego wirusa z wytworzeniem jego
czastek potomnych dochodzi jedynie w dojrzatych komdrkach nabtonka, tzw.
keratynocytach. Namnozenie czastek wirusa w komérkach powierzchownej warstwy
nabtonka prowadzi do zmian w komorce i pojawienia sie charakterystycznych
koilocytow jako morfologicznego wyktadnika infekcji wirusem HPV [50,51,52]. W
genomie HPV mozna wyr6zni¢ dwa regiony kodujace, przedzielone krétkim regionem
niekodujgcym, petnigcym funkcje regulatorowe. Wszystkie ramki odczytu znajduja sie
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na jednej nici DNA. Region wczesny E zawiera do 8 ramek odczytu (ORFs - Open
Reading Frames), ktore kodujg biatka niezbedne w procesach replikacji wirusa oraz
transformacji komdrek gospodarza. Ich ekspresja ma miejsce w warstwie podstawnej
nabtonka wielowarstwowego ptaskiego. Biatko El peini funkcje regulujgce replikacje
DNA i utrzymujagce DNA wirusa w formie episomalnej. ORF E2 znajduje sie na
koncu 3’ regionu wczesnego i pokrywa sie czesciowo z ramka E 1, reguluje ekspresje
wirusowych promotoréw, petnigc funkcje aktywatora lub represora transkrypcji,
wspotzawodniczac z biatkami TBP w ich wigzaniu z promotorem. Ponadto E2 moze
powodowac represje podstawowej aktywnos$ci promotora genéw po6znych HPV
[46,51]. ORF E4 potozona jest w obrebie ramki E2, koduje biatko pojawiajgce sie w
péznym etapie replikacji wirusa, ktére wigze sie z posrednim typem wiédkien keratyny
ipowoduje zapadanie si¢ cytoszkieletu komarki gospodarza [51,52]. ORF E5 koduje
biatko zlokalizowane gtéwnie w btonach retikulum endoplazmatycznego oraz aparatu
Golgiego komorek zainfekowanych, zmieniajgce dziatanie kinaz biatkowych, receptoréow
EGF, EDGF, wzmacniajace transdukcje sygnatu dojagdra komorkowego oraz za posred-
nictwem EGF indukujgce aktywnos$¢ kinazy MAP, co promuje sygnaty wzrostu
komdrek i hamuje czynno$¢ pompy sodowej w endosomach [2,50,51]. ORF E6 koduje
mate biatko jadrowe zdolne do wigzania sie¢ z biatkiem P53, ktdre jest istotnym
regulatorem cyklu komdrkowego gospodarza. Produkt genu E7 wptywa na procesy
decydujgce o zyciu lub $mierci zainfekowanej komarki, wptywajagc m.in. na biatka
cyklu komoérkowego - RB, p 107, p 130, cykliny ikinazy zalezne od cyklin [2,14,52].
Rola wirusa brodawczaka ludzkiego w procesie przezycia lub Smierci zainfekowane;j
komorki nie jest do koncajasna, chociaz wptyw HPV na szereg czynnikdw regulujacych
obaprocesy udowodniono w wielu badaniach [1,3,5,7,8,10,15,18,20,22,27,33,37,38,42,43,49].

APOPTOZA - PROCES UMIERANIA KOMORKI

Apoptoza (termin pochodzacy zjezyka greckiego, oznaczajgcy spadanie ptatkdw z
kwiatéw lub lisci z drzew) jest szeregiem zmian morfologicznych i biochemicznych
zachodzacych w komorce, prowadzacych do obumarcia komarki [16,25]. Procesowi
temu towarzyszy obkurczenie sie cytoplazmy komorkowej, uwolnienie cytochromu c,
kondensacja i degradacja chromatyny jadrowej, ekspozycja na powierzchni btony
komadrkowej niektérych fosfolipiddw, m.in. fosfatydyloseryny, aw koncowym efekcie
podziat na mate, otoczone btong komérkowa ciatka apoptotyczne [25,32,39,47].
Obumieranie komorki jest naturalnym procesem zachodzacym podczas embriogenezy,
wzrostu i rozwoju narzagdéw oraz ich inwolucji [25]. W procesie rozwoju i dojrzewania
uktadu nerwowego ssakow umiera ok. 50% neuronéw wyjsciowej populacji, apoptozie
ulega czes¢ dojrzewajacych limfocytéw T po segregacji w grasicy, a takze komorki
nieodwracalnie uszkodzone w wyniku mutacji w genomie [39].

Na rozpoczecie w komorce procesu apoptozy majg wptyw czynniki regulujace
wzrost i proliferacje komo6rkowa, hormony, reaktywne formy tlenu, uszkodzenia DNA
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pod wptywem promieniowania ultrafioletowego lub chemoterapeutykéw oraz
specyficzne czgstki wigzgce sie z receptorami znajdujgcymi sie na powierzchni btony
komdrkowej (Tumor Necrosis Factor-alpha - TNF-a, Limfotoksyna, Fas Ligand -
FasL). Apoptoze mogg indukowac czynniki wewnatrz- i zewnatrzkomérkowe. Sygnaty
wewnatrz-komorkowe zapoczatkowujg uwolnienie czynnika Apaf-1 {apoptosis
protease-activatingfactor 1) z kompleksu, w sktad ktérego wchodzi takze znajdujace
sig na powierzchni btony komorkowej biatko BCL-2. Nastepnie czynnik Apaf-1tworzy
kompleks z uwolnionym z mitochondrium cytochromem c, ktéry wigze sie z kaspazg 9
i przy udziale ATP tworzy apoptosom znajdujacy sie w cytoplazmie. Kompleks ten
aktywuje kolejne kaspazy uaktywniajgc tym samym kaskade enzymow i biatek
prowadzac do proteolizy biatek komorkowych, degradacjijadrowego DNA i fagocytozy.
Apoptoza indukowana sygnatami zewngtrzkomdrkowymi zwigzana jest z aktywacjag
receptoréw Fas (okre$lanego takze jako receptor CD95) i TNF {Tumor Necrosis Factor),
ktére sg integralnymi biatkami btony komorkowej. Zwigzanie komplementarnych
aktywatoréw, jakimi sg Fas Ligand, Tumor Necrosis Factor- alpha, powoduje
transmisje sygnatu do cytoplazmy i prowadzi do aktywacji kaspazy 8, ktora inicjuje
dalsze etapy procesu apoptozy [16,25,31,32,39].

ROLA BIALEK Z RODZINY BCL-2, BIALKA P53
| KASPAZ W PROCESIE APOPTOZY

Istotng role w regulacji procesu apoptozy odgrywa niewatpliwie biatko P53, ktére
jest regulatorem transkrypcji DNA. Wigzac sie z DNA biatko P53 rozpoznaje
uszkodzenia w DNA iposredniczy w procesie zahamowania cyklu komérkowego lub
promuje proces apoptozy, jezeli uszkodzenie DNA jest na tyle duze, ze uruchamiane
procesy naprawcze nie sagwystarczajace, aby przywrocic¢ prawidtowa funkcje komoérki
[16,35]. Biatko P53 znajduje sie w cytozolu w bardzo niskim stezeniu. Jego aktywnos$é
regulowana jest przez czynnik transkrypcyjny MDM2 {Murine Double Minute 2),
ktéry jest negatywnym regulatorem poziomu ekspresji biatka P53. Ekspresja P53
umozliwia zahamowanie cyklu komérkowego w fazie GI. Biatko P53 kontroluje
prawidtowos$¢ cyklu komorkowego przy udziale biatka P21 oraz inhibitoréw kinaz
zaleznych od cyklin (CDKs), odpowiedzialnych za przejscie komorki z fazy GI do S
[13,16,20]. Kompleks cykliny D z CDK4 umozliwia fosforylacje biatka pRB i
uwolnienie czynnika E2F, powodujac jego translokacje do jadra komoérkowego,
aktywacje procesow transkrypcji i powstawanie wielu biatek. Uszkodzenia komérki
indukujg procesy naprawcze, ktérych konsekwencjg jest nadekspresja biatka P53, a
nastepnie inhibitora cyklin (CDK 2,4,6) p21. Zahamowanie aktywnosci kinaz
uniemozliwia fosforylacje biatka pRB i uwolnienie czynnika E2F zatrzymujgc cykl
komorkowy w fazie Gl w celu naprawy DNA [21,31,32]. Jezeli uszkodzenia DNA
uniemozliwiajajego naprawe, dochodzi do uruchomienia szlaku apoptozy, w ktérym
ogromnarole odgrywajg biatka z rodziny BCL. Nazwa genow bel {B-Cell Leukemia!
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Lymphoma) wigze sie zwykryciem ich w biataczkach i w chtoniakach wywodzgcych
sie zkomorek B, gdzie protoonkogen bct-2, zlokalizowany na chromosomie 18q21, w
rezultacie translokacji dostaje sie pod wptyw genu dla IgH na chromosomie 14932 iw
konsekwencji prowadzi do wzmozenia ekspresji i nadprodukcji biatka BCL-2 [26].
Biatka z rodziny BCL-2 sg wysoce konserwatywnymi biatkami, zbudowanymi z
homologicznych sekwencji (BH1, BH2, BH3, BH4). Domeny te determinujg zdolno$¢
do dimeryzacji biatek nalezacych do tej rodziny ufatwiajgc formowanie homo- i
heterodimeréw, a takze interakcje z innymi biatkami regulujacymi apoptoze, lecz
nienalezacymi do rodziny BCL-2 [6,12,19,26]. W$rdd rodziny biatek BCL-2 znajduja
sie biatka hamujgce apoptoze - BCL-2, BCL-X1, BCL-w, MCL-1, Al - biatka
promujace apoptoze (biatka BAX, BAK, BOK) oraz biatka BAD, BIK, BID, ktére
réwniez sg promotorami $Smierci komorki. Sposrod wszystkich znanych dotychczas
biatek komorkowych BCL-2 jest najsilniejszym inhibitorem apoptozy. Gen kodujacy
biatko BAX zlokalizowany jest na chromosomie 19q13,3. Biatko BAX ma wysokie
powinowactwo jedynie do czterech antyapoptotycznych biatek: BCL-2, Al (z ktérymi
tworzy heterodimery antyapoptotyczne), BCL-X1 i MCL-1 (z ktérymi tworzy
heterodimery proapoptotyczne) [36]. Obserwuje sie nadekspresjebiatka BAX ibiatka
BCL-2 w komorkach nowotworowych. W przebiegu cyklu komoérkowego obserwowano
nadekspresje biatka BAX w fazie G1/S [12,19,25,26,36]. W procesie apoptozy biatko
BAX migruje do bton mitochondrium, wigze sie z biatkiem BCL-2 i tworzac
heterodimery warunkuje powstawanie poréw w btonie mitochondrialnej, ktore
umozliwiaja przeptyw jonow. Efektem tego jest uwolnienie cytochromu c itworzenie
apoptosomu. Przemieszczenie biatka BCL-2 z cytozolu do bton mitochondrialnych w
czasie apoptozy wyprzedza takie symptomy apoptozy, jak obkurczenie sie komorki i
kondensacje chromatyny. Biatko BCL-2 odgrywa role regulatora apoptozy przez
oddziatywanie na szereg proceséw komoérkowych: zwigksza przepuszczalno$é bton
mitochondrium (biatka BAX i BAK razem z biatkami VDAC - Voltage-Dependent
Anion Chanel tworzg kanaty btonowe), kontroluje poziom jonéw potasu, wodoru,
chloru oraz wapnia wewnatrzkomdérkowego, reguluje wyptyw z mitochondriéw
czynnik6w proapoptotycznych, takich jak cytochrom c i AIF, aktywuje enzymy istotne
wprocesie apoptozy, m.in. kaspazy i DN-azy [12,16,19,25,26,31,35,45,47].
Kaspazy-proteazy z aktywnym centrum zawierajgcym cysteine obecne sg w
cytoplazmie. Opisano ponad 13 typéw kaspaz, z ktorych cze$¢ odgrywa istotngrole w
procesach zapalnych, cze$¢ w procesie apoptozy. Aktywacja kaspaz zwigzana jest z
kaskadgprocesdw inicjujacych apoptoze, jedne kaspazy aktywujg inne. Z tego powodu
dokonano podziatu na kaspazy bedace inicjatorami (kaspaza 2,8,9,10) oraz kaspazy
efektorowe (kaspaza 3,6,7) [16,31,32]. Efektem aktywacji kaspazjest: trawienie biatek
cytoszkieletu, uszkodzenie btony jadrowej, uwolnienie nukleaz trawigcych DNA. Do
substratow kaspaz zaliczane sa réwniez: podjednostka kinazy DNA-PK, uczestniczaca
w wykrywaniu uszkodzer jadrowego DNA komdrkowego; biatko ICAD (Inhibitor
of Caspase-Activated DNAse) - proteoliza biatka ICAD uwalnia biatko CAD, ktére
trawi DNA komorki ulegajacej apoptozie; biatko pRB, regulujace cykl komérkowy;
biatko MDM?2 wigzace sie z biatkiem P53 i powodujace jego inaktywacje i degradacje;
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biatka cytoszkieletu komorki, m.in. laminy, aktyny oraz spektryny. Inhibitory kaspaz
(IAPs) selektywnie hamujg efekt dziatania kaspaz, hamujgc tym samym proces
apoptozy. Szczegolnie wysoka ekspresje inhibitoréw kaspaz stwierdza sie w komaérkach
nowotworowych [16,32,33].

PRZEBIEG PROCESU APOPTOZY

Rozpoczecie procesu apoptozy zalezy od szeregu czynnikéw, m.in. ,ligandow
$Smierci” FasL (Fas Ligand) oraz TNF (Tumor Necrosis Factor); biatek m.in. granzymy
i perforyny, ktére wigzac sie z czesScigcytoplazmatyczngreceptora Fas i TNF prowadza
do aktywacji sfingomielinazy i wytwarzania ceramidu jako wtdrnego przekaznika, co
aktywuje kaspazy. Ich substratami stajg sie poli(ADP-rybozo)polimeraza zaangazowana
w procesy naprawcze DNA, ponadto lamina B, topoizomeraza 111i aktyna. Aktywacja
kaspaz odbywa sie przy udziale czynnik6w aktywujacych apoptoze - Apaf-1, Apaf-2,
Apaf-3 (apoptosisprotease-activatingfactors). Dalszy wzrost przepuszczalnosci btony
mitochondrialnej prowadzi do uwolnienia czynnika AIF (apoptosis inducingfactor),
ktéry opuszczajgc mitochondrium ulega translokacji do jadra komorkowego. Tam
aktywuje szereg kaspaz (m.in. kaspaze 3), a nastepnie przy pomocy jgdrowych
endonukleaz powoduje fragmentacje DNA [25,37,47]. Z mitochondrium uwalniany
jestrowniez cytochrom c , ktéry wigzac sie z czynnikiem Apaf-1, kaspaza 3 oraz ATP
powoduje zapoczgtkowanie kaskady proces6w apoptozy.

Biatkami regulujacymi przepuszczalno$é bton mitochondrialnych sgopisane wyzej
biatka z rodziny BCL-2. Biatko BCL-2, jak i biatko BAX tworzg kanaty jonowe w
btonach komorkowych o odmiennej przepuszczalnosci dla poszczeg6lnychjonéw: kanat
BCL-2 jest specyficzny dlajondw potasu i wapnia, natomiast kanat BAX dlajonéw
chloru. Uwalniane z retikulum endoplazmatycznego jony wapnia uczestniczg w
aktywacji endonukleaz, odpowiedzialnych za fragmentacje DNA oraz aktywacji szeregu
gendw wigczonych w proces apoptozy (c-Jun, c-Fos, c-Myc). Aktywne proteazy, tj.
kaspazy i kalpainy, biorg udziat w proteolizie szeregu biatek jadrowych (PARP, pRB,
laminy, topoizomerazy |, 1l) oraz biatek cytoplazmatycznych (aktyna, fodryna).
Proteoliza topoizomeraz powoduje fragmentacje DNA, rozbicie cytoszkieletu, tworzenie
ciatek apoptotycznych i fagocytozy bez powstania odczynu zapalnego [25].

WPLYW WIRUSA BRODAWCZAKA LUDZKIEGO
NA PRZEBIEG APOPTOZY

Proces apoptozy regulowany jest nie tylko przez czynniki komoérkowe, ale takze
przez czynniki pozakomdrkowe, m.in. wirusy, w tym wirusy brodawczaka ludzkiego,
ktérego wptyw na proces Smierci komoérki umozliwia replikacje i przezycie wirusa w
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zainfekowanej komorce. Wirusowa proteina E2 odgrywa istotne znaczenie w procesie
transformacji komaorki oraz wptywa na promocje lub zahamowanie procesu apoptozy.
E2 koduje biatko regulujgce transkrypcje DNA wirusa. £acznie z EI i komérkowymi
czynnikami replikacji bierze udziat w inicjacji procesu replikacji wirusa HPV. E2
zawiera w czasteczce dwie wysoce konserwatywne domeny, przedzielone regionem o
réznej dtugosci. N-koricowa domena posredniczy w procesie regulacji transkrypcji,
natomiast domena C-konncowa posredniczy w oddziatywaniu na DNA i dimeryzacji
czastek wirusa [4,29]. Inaktywacja proteiny E2 odgrywa istotng role w rozwoju zmian
nowotworowych m.in. przez promowanie ekspresji onkoprotein E6 i E7. W wielu
badaniach nad apoptoza w komérkach zainfekowanych HPV wykazano, ze nadekspresja
proteiny E2 moze kierowaé zainfekowang komdrke na droge apoptozy poprzez
stabilizacje biatka P53 oraz przez wptyw na ekspresje genéw komaérkowych, m.in.
aktywacje czynnika E2F [5,7,9,22,33,37]. E2 stabilizuje biatko P53, m.in. poprzez
oddziatywanie na czynniki utatwiajgce wigzanie sie biatka P53 z DNA m.in. kinaze
biatkowga C i kinazy zalezne od cyklin oraz na czynniki regulujgce stopien ekspresji
biatka P53 m.in. czynnik MDM2 [46]. W procesie apoptozy biatko E2 posredniczy w
procesie kondensacji chromatyny oraz fragmentacji DNA [7,22]. Zahamowanie
transkrypcji genéw E6 i E7 przez aktywne biatko E2, powoduje wzrost ekspresji genu
p53, co kieruje zainfekowang komadrke na droge apoptozy zaleznej od biatka P53.
Integracja wirusowego DNA do genomu gospodarza zwigzana jest z przerwaniem
ramki odczytu E2, czego skutkiem jest wzrost ekspresji onkoproteiny E6 oraz E7.
Uszkodzenie pojedynczej kopii genu E2 nie powoduje jednak procesu rozrostowego,
lecz skierowanie komdrki na droge apoptozy, supresje proliferacji komaérkowej i
zatrzymanie cyklu komérki na etapie fazy G1 [1,4,7,9,15,22,27]. Onkoproteina E7
wigzac biatko pRB i biatka pl07 oraz p130 prowadzi do uwolnienia biatka E2F z
kompleksu RB-E2F ikieruje biatko pRB na droge degradacji w szlaku ubikwitynowym.
Czynnik E2F aktywuje powstawanie czynnikdw umozliwiajgcych transkrypcje genéw
niezbednych w fazie S cyklu komdrkowego [11,13,38]. Badania przeprowadzone przy
wykorzystaniu linii komérkowych wskazuja, ze ekspresja E6 i E7 w komorkach
zainfekowanych typem wiruséw o wysokim potencjale onkogennym (HPV 16, HPV 18)
powoduje ich transformacje nowotworowa, a zahamowanie ekspresji E6 i E7 przez
antysensowny mRNA prowadzi do przywrécenia fenotypu nowotworu tagodnego
[1,5,22,42].

Wiele badan pokazuje, jak zachowuja sie biatka kodowane przez geny HPV E6 i HPV
E7 w procesie transformacji nowotworowej [1,4,5,10,11,15,18,27,28,33,38,41,42,51].
Powodujgone upos$ledzenie procesu kontroli regulacji cyklu komérkowego i dojrzewania
komarki. Produktem genu HPV EG6 jest biatko sktadajace sie ze 151 aminokwasow,
zlokalizowane w macierzyjadrowej i btonach wewnatrzkomérkowych, z wyjatkiem btony
jadrowej. Jakjuz wspomniano, ORF E6 koduje biatkojadrowe o zdolno$ci wigzania biatka
P53. Procesy inaktywacji biatka P53 w drodze wigzania z E6, jak rowniez w wyniku
mutacji genu p53 mogaodgrywac istotng role w procesach transformacji nowotworowe;j.
Konsekwencjg zwigzania przez onkoproteine E6 biatka P53 jest jego proteolityczna
degradacja. Do asocjacji onkoproteiny E6 z biatkiem P53 niezbedne jest biatko
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Fosforylacja biatka pRB  (Cyklina D/ CDK.4) m»uwalnianie czynnika E2F - * » jadro
komorkowe
MDM2
Stabilizacja przez E2 HPV
Aktywacja biatek cyklu komérkowego ------ »  fosforylacja biatka P53 E6AP+P53+ E6
E2F, pRB, p300, oraz c-Myc, c-Jun, c-Fos (c-Myc, H-ras)
(p2+, CDKs)
E6 HPV
E7 HPV )
Aktywacja biatek degradacja
proapoptotycznych, m.in. Bax biatka P53
tworzenie heterodi meréw
Bcl2-Bax
E7 wigze kompleks E2F-pRB degradacja E6HPV
biatka pRB I
Transkrypcja gendw replikacji DNA powstawanie poréw w inaktywacja
btonie mitochondrium, biatek
uwolnienie jonéw Ca Bax i Bak
Czynniki indukujace apoptoze: przez E6
¢ Czynniki wzrostowe
¢ Interleukiny Apaf-1/ cytochrom ¢
¢ Hormony
¢ Uszkodzenia DNA kaspaza 9/ ATP
Hamowanie przez biatka antyapoptotyczne
( Bcl-2, Bel-Xl, Bel-w, Mcl-1, Al)
Receptory $mierci -» kaspaza 8 -» kaspazy efektorowe
( Fas, TNF) (proteoliza biatek komérkowych,
degradacja jadrowego DNA
E6 HPV przez DNA-zy)
E6+TNFR1 1
Obnizenie aktywnosci kompleksuTNF RI/ TRADD

fagocytoza ciatek apoptotycznych

RYCINA 1 Przypuszczalny wptyw biatek wirusa brodawczaka ludzkiego (E2, E6, E7) na poszczegdlne
etapy procesu apoptozy

komorkowe E6-AP. Kompleks E6/E6-AP funkcjonujejako element szlaku ubikwitynacji
(ligaza ubikwityny), prowadzac do degradacji biatka P53. Ponadto oddziatywanie E6
z produktami transkrypcji genéw c-myc i H- ras wydaje sie by¢ konieczne w procesie
inaktywacji biatka P53 [2,10,18]. Istniejg takze badania dowodzace mozliwosci
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wigzania przez wirusowa proteine E6 wielu innych biatek komérkowych: odpo-
wiadajacych za przebieg procesow replikacji i transkrypcji- p300/CBP, IRF-3, hMcm7;
biatek zaangazowanych w procesy apoptozy - BAK, c-Myc; biatek wptywajacych na
przebieg roznicowania sie komorek nabtonka- E6BP/ERC-55 oraz biatek majgcych wpltyw
na interakcje miedzykomorkowe i kontrole proliferacji- hDLG, hScrib, MAGI-1, MUPP1
[5,30,45,52]. Opisano réwniez mozliwo$¢ zahamowania przez biatko E6 apoptozy
indukowanej przez TNF oraz P53. TNF indukuje apoptoze w komérkach zainfekowanych
niektérymi wirusami przez tworzenie komplekséw z TRADD {TNFRI-associateddeath
domain) oraz FADD (Fas-associated death domain), ktdre aktywujac kaspaze 8
wprowadzajg komorke na droge $Smierci. E6 wigze sie z TNF R1, co powoduje obnizenie
aktywnosci kompleksu TNF R1/ TRADD w obecnosci E6. W badaniach doswiadczalnych
wykazano ponadto obnizenie ekspresji enzymow pro-apoptotycznych: kaspazy 3 i kaspazy
8w komorkach zainfekowanych wirusem HPV [8,10].

Onkoproteina E7, zbudowana z 98 aminokwaséw, jest zlokalizowana przede
wszystkim w jadrze komérkowym. Skiada sie z 3 domen: N-koncowych: regionu
konserwatywnego 1 (CR1) i regionu konserwatywnego 2 (CR2) oraz C-kofAcowego
regionu konserwatywnego 3 (CR3). Docelowym biatkiem E7 jest biatko pRB. Biatko
pPRB wigzac sie z czynnikiem E2F i HDACs hamuje transkrypcje [2,11,44]. Nadekspresja
onkoprotein E7 i E6 promuje procesy przeciwstawne do apoptozy. E7 koduje biatko
jadrowe o zdolnoSci wigzania i inaktywacji biatka p 107 i pRB, petnigcych wazne funkcje
w regulacji cyklu komaérkowego. Utrata funkcji biatka pRB spowodowana mutacjami w
jego geniejest obserwowana w wielu zmianach nowotworowych. Wirusowe biatko E7
moze wplywac¢ na kompleksy utworzone przez biatka z rodziny RB z czynnikami
transkrypcyjnymi E2F oraz biatkiem c-Myc, powodujac ich degradacje. W wyniku
ekspresji onkoproteiny E7 wzrasta stezenie wolnego czynnika transkrypcyjnego E2F, co
w konsekwencji prowadzi do uruchomienia transkrypcji genéw majacych promotory
zalezne od E2F iumozliwia przejScie komérki z fazy G1 do fazy S idalej do syntezy
DNA [1,2,4,11,15,29,34]. Mutacje w regionie ORF E7 uniemozliwiajg wigzanie biatek
pRB ip107 oraz hamujg aktywno$¢ transformujgaca w komérce gospodarza. W fazie S
cyklu komaérkowego onkoproteina E7 inaktywuje kompleks p 107/Cdk2, ktéry fizjologicznie
zwigzany jest z E2F. Ponadto opisano mozliwo$¢ wptywu E7 na inne biatka komdrkowe:
cykline A, cdc2 zaleznakinaze, ktore regulujaprzejscie komérki do fazy cyklu komérkowego
S iG2/M. E7 wptywajac na kompleks cyklina A/ Cdk2 moze zapobiega¢ inaktywacji E2F/
DP 1w fazie S, co powoduje utrate kontroli nad cyklem komorkowym iupo$ledza zgodnos¢
replikacji DNA. Biatko E7 tworzy rowniez kompleks z cykling E, kontrolujgca przejscie z
fazy G 1do fazy S cyklu komdrkowego, tacznie z biatkiem p 107 [1,11,14,15,38,42,44,51,52].

Ekspresja onkoprotein E6 i E7 kontrolowanajest przez biatko wirusowe E2, biatko
komdrkowe gospodarza YY1 oraz cytokiny prozapalne, m.in. TNF alfa, interleukine
1, interferon gamma [51]. Ponadto E6 i E7 ulegajg fosforylacji, przez co moga w
réznym stopniu wigzac sie z biatkami docelowymi. E6jest fosforylowana przy udziale
kinazy biatkowej A (PKA), natomiast E7 przez kinaze biatkowgll (CKII) [14,23,51,52].
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WPLYW WIRUSA BRODAWCZAKA LUDZKIEGO
NA EKSPRESJE BIALEK UCZESTNICZACYCH
W PROCESIE APOPTOZY

Zahamowanie apoptozy w komoérkach zainfekowanych wirusem brodawczaka
ludzkiego ma zwiazek z inaktywacja biatek proapoptotycznych m.in. biatka BAX i
BAK (zahamowanie apoptozy niezalezne od inaktywacji biatka P53). Proapoptotyczne
biatka BAX i BAK wykazujg najwiekszg ekspresje w powierzchownych warstwach
nabtonka ptaskiego. W czasie infekcji wirusem HPV w tych komérkach dochodzi do
wzmozonej replikacji wirusa, poniewaz sg to komadrki wysoko zr6znicowane (komorki
permisywne). Onkoproteina E6 powoduje powstanie komplekséw biatek BAK i BAX
z biatkiem szlaku ubikwitynacji E6AP, co podobnie jak w przypadku biatka P53
powoduje degradacje biatek BAK i BAX [30,34,40,41]. Odpowiedzig na zaburzenia
w obrebie genomu komdrkowego jest zahamowanie cyklu komorkowego i wzrost
aktywnosci ,naprawczego” biatka P53 lub skierowanie komarki na szlak apoptozy. W
komorkach zainfekowanych HPV z powodu inaktywacji zaréwno biatka P53, jak i
biatek proapoptotycznych proces naprawczy ani apoptoza nie sg mozliwe. Zwigzanie
biatek proapoptotycznych w konsekwencji powoduje zaburzenie rownowagi miedzy
biatkami apoptozy na korzys$¢ biatek antyapoptotycznych, co w konsekwencji powoduje
immortalizacje komoérki. Swiadczy to niewatpliwie o wspétudziale wirusa HPV w
hamowaniu procesu apoptozy zardwno przez degradacje biatek regulujgcych cykl
komorkowy, jak ibiatek promujacych proces apoptozy.

Przystosowanie wirusa do przetrwania w komorkach nabtonka przejawia sie w
obecnosci onkoproteiny E6 nie tylko w jagdrze komorkowym, lecz takze w btonach
pozajadrowych, gdzie zlokalizowane sg biatka BAX i BAK (btona mitochondrialna,
retikulum endoplazmatyczne) [40,41]. Opisywano réwniez mozliwo$¢ transformacji
komorki przez E6 niezaleznie od degradacji biatka P53 m.in. przez zwigzanie sie z
biatkiem wigzgcym wapri ERC-55. Jednoczesnie ekspresja biatka BCL-2 zwigzana z
koekspresja onkoproteiny E6 i E7 oraz ze zmieniong funkcjg biatek waznych w regulacji
cyklu komorkowego, m.in. P53, cykling A, cykling B i czynnikiem apoptozy cdc-2,
wzrasta wraz ze stopniem transformacji nowotworowej komorki, jak réwniez ze
stopniem przezycia zainfekowanych keratynocytow [3]. Kluczowym momentem w
nadekspresji biatka BCL-2 jest inaktywacja biatka P53 przez onkoproteiny wirusa
HPV, czy to w drodze mutacji, czy tez zwigzania z onkoproteing E6. Koh iwsp. [20]
opisali zalezno$¢ rozwoju raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej od obecnosci mutacji
genu p53, zwigzania biatka P53 przez wirusowag onkoproteine E6 i wzrostu ekspresji
biatka BCL-2 prowadzacych do procesu nowotworowego. Cooper i wsp. [6] w
badaniach, przeprowadzonychws$rdd kobiet z dysplazjg szyjki macicy iz infekcjg HPV,
stwierdzili immunohistochemicznie nadekspresje biatka BCL-2, szczeg6Inie w komér-
kach podstawnych, nie stwierdzajac jednak zaleznosci pomiedzy nadekspresjg biatka
BCL-2 a stopniem dysplazji nabtonka szyjki macicy. Tjalma i wsp.[43] nie znalezli
korelacji miedzy ekspresjg biatek P53, BCL-2 oraz BAX a obecnoscia wirusa
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brodawczaka ludzkiego w raku szyjki macicy. Natomiast Thomas i Banks [40,41]
wysuneli hipoteze, ze w komérkach zainfekowanych HPV w poczatkowym etapie
dochodzi do wzrostu ekspresji biatek proapoptotycznych, natomiast w wyniku interakcji
onkoproteiny E6 z biatkiem BAX dochodzi dojego degradacji i tym samym nadekspresji
biatek antyapoptotycznych, m.in. biatka BCL-2. Rogovskaya i wsp. [33] nie znaleZli
oznak apoptozy w niezmienionych nabtonku, kiykcinach ptaskich i ktykcinach
koniczystych, natomiast zaobserwowali nasilenie apoptozy w rakach przedinwazyjnych,
szczegOlnie w gornej 1/3 czesci nabtonka. Podobne badania przeprowadzili Nair i
wsp. [27] okre$lajac obecnos$é procesdéw apoptozy metodg TUNEL oraz badajac
immunohistochemicznie ekspresje biatek P53, BCL-2 oraz cykliny DI i Ki-67 w
zmianach nowotworowych szyjki macicy. Stopien nasilenia apoptozy korelowat ze
stopniem zaawansowania zmiany nowotworowej. Najnizszy poziom ekspresji hetero-
dimerow BAX/BCL-2 byt zwigzany gtéwnie z infekcjgHPV 16 i HPV 18.

Zaburzenia procesu apoptozy lezg u podtoza wielu zmian nowotworowych, w tym
raka szyjki macicy, ktérego udowodnionym czynnikiem etiopatogenetycznym jest infek-
cjawirusem brodawczaka ludzkiego. Na skutek integracji DNA wirusa do genomu
gospodarza inaktywacji ulega wiele czynnikdw warunkujacych prawidtowy przebieg
cyklu komérkowego oraz apoptozy. Ocena dynamiki rozwoju zmian nowotworowych
w korelacji z obecnoscig wirusa HPV oraz ekspresja biatek proceséw $mierci i
przezycia komorki ma niewatpliwe znaczenie w zrozumieniu proceséw HPV-zaleznej
transformacji nowotworowej, zwtaszcza w przypadku tych zmian nowotworowych,
gdzie wysuwa sie hipoteze wptywu wirusa brodawczaka ludzkiego na ich rozwdj,
tzn. zmian nowotworowych szyjki macicy, brodawczakéw i rakow
ptaskonabtonkowych jamy ustnej lub spojowki.
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W PLYTKACH KRWI*

ROLE OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN BLOOD PLATELETS

Beata OLAS, Barbara WACHOWICZ
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Streszczenie'. Reaktywne formy tlenu (RFT), do ktérych nalezy anionorodnik ponadtlenkowy (02T
rodnik hydroksylowy ( OH), nadtlenek wodoru (H20 2), tlen singletowy (‘O ” czy rodnik tlenku azotu
(NO) sg wysoce reaktywnymi czastkami. Moga reagowac z lipidami, biatkami czy DNA powodujac
nieodwracalne zmiany w strukturze tych zwigzkéw. Plytki krwi, podobnie jak inne komoérki, moga
wytwarzaé¢ RFT, ktére sg wciggniete w mechanizmy aktywacji tych komérek. Istnieje kilka drog wytwa-
rzania RFT w plytkach krwi. W komérkach stymulowanych réznymi fizjologicznymi agonistami (trom-
bina, kolagen) potencjalnymi zrédtami reaktywnych form tlenu sg procesy zwigzane z metabolizmem
kwasu arachidonowego (przy udziale cyklooksygenazy czy 12-lipoksygenazy), przemiana fosfoinozy-
tolu czy cykl glutationowy. RFT sg takze generowane w ptytkach krwi przez aktywacje oksydazy
NADPH, oksydazy ksantynowej i syntazy NO . Reaktywne formy tlenu moga zachowywac sie jako
wtdrne przekazniki informacji w ptytkach aktywowanych trombingczy kolagenem. Ten przegladowy
artykut przedstawia role RFT w phytkach krwi.

Stowa kluczowe: reaktywne formy tlenu, ptytki krwi, glutation.

Summary: Reactive oxygen species (ROS), which include the superoxide anion (O-f), the hydroxyl
radical (OH), hydrogen peroxide (H20 2), singlet oxygen (!0 2) and nitric oxide (N O) are highly reactive
substances. They can react with lipids, proteins and DNA, inducing irreversible changes of their biomo-
lecular structure. Several studies have shown that blood platelets, in analogy to other circulating blood
cells, can produce ROS, which are involved in the mechanisms of platelet activation. In blood platelets
ROS may derive from different sources. Potential sources of reactive oxygen species in blood platelets
stimulated by different physiological agonists (thrombin, collagen) are associated with arachidonic acid
metabolism (via cyclooxygenase or 12-lipoxygenase), phosphoinositides and glutathione cycle. ROS are
also generated in platelets by activation of NADPH oxidase, xanthine oxidase and NO synthase. Reac-
tive oxygen species may behave as second messengers in thrombin- or collagen-activated platelets. This
review presents the role of ROS in blood platelets.

Key words: reactive oxygen species, blood platelets, glutathione.
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Spis skr6téw. ADP - adenozynodifosforan, ATP - adenozynotrifosforan, BSO - butionylosulfoksyimi-
na, CG - cyklaza guanylanowa, COX - cyklooksygenaza, DAG - sn-1,2-diacyloglicerol, GM P - cyklicz-
ny 3’,5’-guanozynomonofosforan, H20 2- nadtlenek wodoru, IP3- 1,4,5-trifosforan inozytolu, MAP -
biatko aktywowane przez mitogen, NAD - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (posta¢ utleniona),
NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynamidadeninowego (forma zredukowana), NO- - rodnik tlenku
azotu, 0 24- anionorodnik ponadtlenkowy, 'Oj - tlen singletowy, OH -rodnik hydroksylowy, ONOO

- nadtlenoazotyn, PIP2 - fosfatydyloinozytolo-4,5-bifosforan, PKT - biatkowe kinazy tyrozynowe,
RFT - reaktywne formy tlenu, ROS (ang. reactive oxygen species), TXA2- tromboksan A2

WSTEP

Reaktywne formy tlenu (RFT) sg wysoce reaktywnymi czgstkami, majacymi
niesparowany elektron na zewnetrznej orbicie. Poszczegdlne reaktywne formy tlenu,
do ktorych nalezg anionorodnik ponadtlenkowy (02A, rodnik hydroksylowy ( OH),
nadtlenek wodoru (H202), tlen singletowy ( 0 2) czy rodnik tlenku azotu (NO )
pochodzi¢ moga ze zrédet endogennych i sg produkowane zaréwno w reakcjach
enzymatycznych, jak i nieenzymatycznych. RFT moggatakze pochodzi¢ ze Srodowiska
zewnetrznego (zrddta egzogenne). RFT powstajg w reakcjach wolnorodnikowych,
np. w wyniku redukcji tlenu czgsteczkowego, peroksydacji lipidow i wytwarzania
rodnikow semichinonowych. W duzych ilosciach rodniki sg tworzone podczas wybuchu
tlenowego zachodzgcego w fagocytach w wyniku dziatania oksydazy NADPH
(generowanie 020 znajdujacej sie w btonie komdrkowej m.in. neutrofiléw, makrofagow,
monocytéw czy eozynofilow. RFT moga by¢ tez wytwarzane w wyniku dziatania
m.in. oksydazy ksantynowej, lipoksygenazy, cyklooksygenazy, monooksygenazy P-
450 ienzymo6w mitochondrialnych podczas fosforylacji oksydacyjnej [2,28].

RFT moga oddziatywaé z licznymi zwigzkami (lipidami, biatkami czy kwasami
nukleinowymi) powodujac nieodwracalne zmiany w ich molekularnej strukturze, co
prowadzi do zaburzen biologicznej funkcji; niektore produkty tych reakcji z czasem
mogaby¢ gromadzone w organizmie. Zmiany powodowane przez RFT w metabolizmie
komorkowym sg nastepstwem peknieé tanicucha DNA, podniesienia stezenia jonow
Ca wewnatrz komorki, uszkodzenia btonowych nosnikow jonéw lub specyficznych
biatek, obnizeniapoziomu NAD i ATP oraz uszkodzenia btony w wyniku peroksydacj i
lipiddw. RFT odgrywajg tez wazng role w kontrolowaniu funkcji komorek oraz w
przekazywaniu sygnatdw w komdrkach [2, 28]. Komdrki wytworzyty szereg
mechanizméw chronigcych je przed dziataniem RFT. W obronie uczestniczg zaré6wno
niskoczgsteczkowe antyoksydanty o stosunkowo prostej budowie chemicznej, jak i
biatka enzymatyczne (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza glutationowa).

Wiele elementdw uktadu krazenia: zarowno komorki krwi (leukocyty, monocyty),
jak i komérki $rédbtonka Sciany naczynia krwiono$nego sg zdolne do wytwarzania
znacznych ilosci RFT. W ostatnich latach wykazano, ze rowniez ptytki krwi, podobnie
jak inne krazace elementy morfotyczne krwi, mogg wytwarzac rézne reaktywne formy
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tlenu [16, 18,28-30, 38, 71]. Ptytki krwi sg to najmniejsze, niemajacejadra komaérki.
Pobudzone ptytki krwi biorg udziat przede wszystkim w procesie hemostazy, tworzeniu
zakrzepow, ale mogatez uczestniczy¢ w procesach zapalnych czy metastazie. Aktywacja
ptytek krwi odbywa sie poprzez dziatanie r6znych fizjologicznych aktywatoréw, m.in.
trombiny, kolagenu, ADP, tromboksanu A2 (TXAZ2) czy serotoniny, ktore przy udziale
receptoréw btonowych, biatek G i kinaz tyrozynowych powodujg odpowiedz komdrek
przejawiajgcasie zmiangksztattu, adhezja, agregacjaczy sekrecja. W wewnagtrzkomorkowej
aktywacji ptytek krwi wazna role odgrywaja: szlak fosfoinozytolowy i kaskada kwasu
arachidonowego. W szlaku fosfoinozytolowym z bifosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2)
pod wptywem fosfolipazy C powstaje diacyloglicerol (DAG) i trifosforan inozytolu (IP3),
ktére odgrywajg istotng role w dalszej aktywacji ptytek. 1P3 wptywa na mobilizacje
jonéw Ca zuktadu kanalikow gestych. W ten spos6b IP3przyczynia sie do aktywacji
fosfolipazy A2, aprzez to do uwolnienia kwasu arachidonowego i uruchomieniajego
przemiany do TXA2. Z kolei DAG aktywuje kinaze biatkowa C, co prowadzi do
fosforylacji biatek, uwolnienia zawartosci ze specyficznych ptytkowych ziarnistosci
oraz do aktywacji receptora dla fibrynogenu - Ptytki majg charakterystyczne
a ziarnistosci magazynujace cytokiny ibiatka o réznorodnych funkcjach oraz ziarnistosci
osmofilne o duzej gestosci elektronowej, w ktérych zmagazynowane sg liczne zwigzki,
m.in. ADP, ATP czy serotonina. W ptytce krwi w cyklu przemian kwasu
arachidonowego zainicjowanym przez cyklooksygenaze powstaje wewnetrzny
aktywator ptytek krwi- tromboksan A2,apod wptywem 12-lipoksygenazy hamujacy
agregacje kwas 12-hydroksyeikoza-tetraenowy (12-HETE) [9, 32, 35, 63, 72, 73].

Reaktywne formy tlenu, w tym takze powstajagce w samych ptytkach, odgrywaja
istotng role w regulowaniu procesu ich aktywacji. Aktywacja ptytek krwi moze by¢
wywotana przez niskie, fizjologiczne stezenia RFT wytwarzane przez leukocyty czy
przez rodnik hemoglobiny pochodzacy z erytrocytéw [28]. Celem tej pracy jest opisanie
drég tworzenia RFT w ptytkach krwi oraz ich roli w aktywaciji.

DROGI POWSTAWANIARFTW PLYTKACH KRWI

Wytwarzanie RFT w ptytkach krwi moze odbywac sie kilkoma drogami: z udziatem
oksydaz btonowych, syntazy NO , przemiany kwasu arachidonowego, metabolizmu
fosfoinozytolu i cyklu glutationowego (ryc. 1) [71]. Ptytki krwi moga takze wytwarzaé
dodatkowe iloSci RFT w stanach patologicznych i pod wptywem réznorodnych czyn-
nikow przedstawionych na rycinie 2. Podstawowym zréditem RFT w komoarkach
fagocytujacych jest NADPH - jako donor elektronu, ale jak do tej pory, nie udato sie
wyizolowac oksydazy NADPH z ptytek krwi. Badania Salvemini iwsp. [64] wykazaty,
ze zastosowanie diphenyliodionium - niespecyficznego inhibitora oksydazy NADPH
powoduje zahamowanie agregacji ptytek krwi stymulowanej trombing, ADP czy
kolagenem. Finazzi-Agro i wsp. [18] natomiast stwierdzili, ze w ptytkach krwi obecna
jest oksydaza NADPH z NADP jako kofaktorem. Inicjatorami badarn nad
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RYCINA 1. Zrodta reaktywnych form tlenu (RFT) w plytkach krwi
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RYCINA 2. Modulowanie stanu aktywacji ptytek krwi przez RFT powstajagce w ptytkach krwi. W
krwinkach ptytkowych RFT moga by¢ produkowane w reakcjach enzymatycznych oraz ich wytwarzanie
moze by¢ indukowane przez sktadniki diety pokarmowej, wysitek fizyczny, jony metali ciezkich, stany

zapalne czy leki
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powstawaniem RFT w ptytkach krwijest Marcus i wsp. [37], ktérzy stosujgc metode
kolorymetryczng opierajgcg sie na redukcji cytochromu c stwierdzili, ze ptytki krwi
produkuja 0 2~ reakcja ta hamowana byta przez dysmutaze ponadtlenkowa. P6Zniejsze
badania [30] wykazaly, ze aktywacja ptytek krwijest powigzana ze wzrostem produkcji
0 2". Tworzenie 0 2~odbywa sie w czasie metabolizmu arachidonianu w drodze zaleznej
od 12-lipoksygenazy czy cyklooksygenazy i przemiany glutationu [30]. Butionino-
sulfoksyimina (BSO) - inhibitor syntetazy y-glutamylocysteinowej obniza poziom
glutationu w piytkach z jednoczesnym obnizeniem poziomu RFT w krwinkach
ptytkowych [53, 71]. Zrédtem rodnika hydroksylowego z kolei moze by¢ przemiana
prostaglandyn [38].

W pilytkach krwi oprécz 02", czy OH powstajg rowniez inne reaktywne formy
tlenu, w tym nadtlenek wodoru, co wykazano metodg fluorescencji przy uzyciu m.in.
2,7-dichlorofluoresceiny. Udowodniono ponadto, ze H20 2 powstajagcy w
stymulowanych trombingptytkach krwijest przeksztatcany do bardzo reaktywnej formy
OH (w reakcji podobnej do reakcji Fentona) niezbednej do wytwarzania agregatow
ptytkowych [29,34,74].

Aktywacja ptytek krwi indukowana innym silnym agonistg - kolagenem (w
przeciwienistwie do ADP) jest powigzana takze z wytwarzaniem nadtlenku wodoru,
funkcjonujacego jako wtdrny przekaznik, ktory stymuluje metabolizm kwasu arachi-
donowego iaktywuje fosfolipaze C [16,56]. Mechanizm aktywacji fosfolipazy C przez
H20 2 nie jest jeszcze w peini wyjasniony. H20 2 odgrywa istotng role w aktywacji
kinaz tyrozynowych, dzieki czemu posrednio moze wptywac na aktywno$é fosfolipazy
C. Udziat i znaczenie nadtlenku wodoru w aktywacji ptytek krwi potwierdzono
wykorzystujgc katalaze. Stwierdzono, ze katalaza-enzym rozkladajgcy nadtlenek
wodoru w sposéb zalezny od dawki - hamuje uwalnianie kwasu arachidonowego z
fosfolipidow btony ptytkowej, synteze eikozanoidow czy przemiane fosfoinozytoli.
Wykazano takze, ze aktywacja ptytek indukowana wysokimi dawkami kolagenu byta
hamowana w obecnosci réznych antyoksydantéw (m. in. witamina E), co wskazuje,
ze H20 2 i inne reaktywne formy tlenu moga uczestniczy¢ w aktywacji ptytek krwi
wywotanej kolagenem [16,38,56].

Ptytki krwi sg zdolne do wytwarzania tlenku azotu (NO). Swierdzono, ze NO
powstaje w cytosolu ptytek krwi w ilosciach ~ 100 fmol NO /mg biatka ptytek/min, tzn.
~1 pg NO /mg biatka ptytek. W niepobudzonych ptytkach krwi szybko$¢ powstawania
NO to ok. 4-7 pmol/min/10 ptytek, natomiast ok. 11-21 pmol/min/10 ptytek po
aktywowaniu kolagenem [40, 75]. Ptytki krwi majg dwie formy syntazy NO :
konstytutywng i indukowalng. Uwaza sie, ze enzymy te pochodzg z jadrzastych
megakariocytéw, z ktérych w wyniku sekwestracji powstajg ptytki krwi. W ludzkich
megakariocytach (Meg-01), odkryto aktywnos¢ konstytutywnejekspresje indukowalnej
syntazy tlenku azotu. Konstytutywnajest zalezna odjonéw Ca“ iNADPH. Pobudzenie
Me”-01 przez cytokiny ILI [Bi TNF-a prowadzi do ekspresji indukowalnej formy,
Ca niezaleznej [20, 33]. Ta aktywnos$¢é wzrasta po dodaniu NADPH i tetra-
hydrobiopteryny jako kofaktora. Substratem syntazy NO jest L-arginina, ktdra ulega
redukcji przy udziale NADPH, a z kolei z ktorej po odtgczeniu tlenku azotu powstaje
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cytrulina. Uwalnianie NO przez ptytki krwi przypuszczalnie peini role w ujemnym
mechanizmie sprzezenia zwrotnego ochrony przed ich dalszg aktywacjg [58,59]. Sugeruje
sie, ze w ptytkach krwi obecny jest mRNA dla konstytutywnej syntazy tlenku azotu [5,
66]. Tlenek azotujest wolnym rodnikiem majacym jeden elektron niesparowany, reaguje
on z biatkami, zwlaszcza zawierajgcymi centra zelazowo-siarkowe, jony metali przejsciowych
lub grupy hemowe (np. cyklaza guanylanowa). W obecnosci tlenu jest bardzo nietrwatg
czagsteczka. W natlenionych roztworach wodnych jego okres p6ttrwania wynosi kilka
sekund, gdyz NO reaguje z tlenem i powstaje wéwczas dwutlenek azotu NO 2[4,26,
36,44, 60]. Aktywnos$¢ biologiczna NO jestjednak limitowana przez szybka reakcje
z O™, w ktorej powstaje nadtlenoazotyn (ONOO). ONOO’ moze by¢ tez zrodtem
rodnika hydroksylowego [3]. Mechanizm dziatania lekow kardiolitycznych (np.
nitrogliceryny czy azotandw organicznych) stosowanych jako $rodki rozszerzajace
naczynia krwionos$ne polega na dostarczaniu NO do krwioobiegu [4,26, 36,44,60].

ROLARFTW AKTYWACJI PLYTEK KRWI

Aktywacje ptytek krwi zapoczatkowujg agonisci, m.in. trombina, kolagen,
tromboksan A2, ADP czyjony Ca wchodzac w interakcje ze swoistymi receptorami
obecnymi na powierzchni btony ptytkowej. W przebiegu aktywacji ptytek dochodzi do
gwattownej zmiany ich ksztattu z dyskoidalnego na kulisty zwytworzeniem wypustek
zwiekszajacych powierzchnie i utatwiajacych ich wzajemny kontakt, co prowadzi do
tworzenia agregatéw ptytkowych. Mechanizmy dziatania reaktywnych form tlenu na
poziomie komorkowym, w tym w krwinkach ptytkowych sg ztozone i nie sg w petni
poznane. Nie wyjasniono jeszcze, w jaki sposob RFT mogg modulowaé funkcje
biologiczne ptytek krwi (tab. 1) [1, 15, 16, 28, 29, 37]. Sugeruje sie, ze w procesie
aktywacji ptytek krwi indukowanym przez RFT moze uczetniczy¢ kilka mechanizméw
(ryc. 3). RFT moga aktywowac fosfolipaze A2- gtdwny enzym katalizujacy uwalnianie
z fosfolipidow btonowych kwasu arachidonowego, ktdry jest przeksztatcany do
gtownego aktywatora ptytek krwi - TXA? [19, 27, 47]. Zastosowanie inhibitoréow
fosfolipazy A2 powoduje tez zahamowanie jigregacji indukowanej RFT [19].
Fosfolipaza A9jest aktywowana przezjony Ca , aje nie ma pewnosci, czy RFT sg
zdolne do indukowania wzrostu stezenia jonéw Ca w ptytkach krwi. Do wzrostu
stezenia jonéw Ca"- w piytce krwi dochodzi podczas dziatania czynnikow
wywotujgcych stres oksydacyjny [41]. Stymulacja aktywnosci fosfolipazy A2 moze
odbywac¢ sie takze z udziatem biatkowych kinaz tyrozynowych (np. kinazy MAP)
regulowanych przez RFT [27,47]. Fosforylacja biatkowych kinaz tyrozynowych moze
by¢ regulowana przez uktad wytwarzajacy RFT z udziatem NADPH [12]. RFT moga
takze stymulowaé¢ metabolizm kwasu arachidonowego na réznych drogach, m. in.
przez wzrost aktywnosci cyklooksygenazy [19, 28]. Rodniki hydroksylowe sg
odpowiedzialne za hamowanie, jednej lub kilku dr6g uwalniania kwasu arachidonowego
z fosfolipidéw btony ptytkowej przez fosfolipazy [46].
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TABELA 1. Rola reaktywnych form tlenu w ptytkach krwi

Czasteczka Symbol Biologiczne funkcje Literatura
Anionorodnik oy indukowanie agregacji ptytek oraz sekrecji sero- [23]
ponadtlenkowy toniny z ziarnistosci o duzej gestosci elektronowej

Rodnik hydroksylowy OH stymulowanie ptytek krwi [28, 29]
Nadtlenek wodoru 3202 w dawkach 2-10 mM hamowanie agregacji ptytek
w nizszych stezeniach wzmaga synteze TXA, iwy- [1, 15, 16,

twarzanie agregatéw ptytkowych 51]
Tlen singletowy 02 hamowanie agregacji ptytek krwi
Rodnik tlenku azotu NO hamowanie réznych etapoéw aktywacji ptytek krwi,  [69]
min. agregacji czy adhezji [17,31]

Juz w 1977 roku Handin i wsp. [23] zaobserwowali, ze inkubacja ptytek krwi z
uktadem enzymatycznym wytwarzajagcym O”, np. ksantynglub oksydazg ksantynowsa,
prowadzi do agregacji ptytek krwi i wywotuje uwalnianie serotoniny. Rola H20 2w
aktywacji ptytek krwi moze byé dwojaka. H20 2 moze zar6wno hamowag, jak i
stymulowaé funkcje biologiczne ptytek krwi [15,16]. Niskie dawki nadtlenku wodoru
wzmagajg synteze tromboksanu A2przez stymulowanie cyklooksygenazy oraz poteguja
agregacje ptytek krwi wywotang trombing [1]. Hamujacy wptyw H20 2 na funkcje
biologiczne ptytek krwi byt obserwowany jedynie przy wysokich dawkach H20 2,
przypuszczalnie przez stymulowanie cyklazy guanylanowej i wzrost stezenia cGMP.
Pod wptywem H20 2w stezeniach od 2 do 10 mM dochodzito do zahamowania agregacji
ptytek krwi wywotanej ADP [51]. Wysokie stezenia moga uszkadzac strukture btony
ptytkowej, a tym samym receptory obecne w btonie, co moze powodowac zaktdcenia
przekazywania sygnatéw do komérki. Nadtlenek wodoru hamuje fosfatazy tyrozynowe
i ma wptyw na fosforylacje biatek [25]. Przypuszczalnie H20 2 tez wptywa na
metabolizm fosfoinozytoli przez zmiane aktywnosci fosfolipazy C [24].

Za aktywacje ptytek krwi podczas ekspozycji komorek na H70 2sg odpowiedzialne
powstajace z H20 2 rodniki hydroksylowe [29]. Aktywacja ptytek krwi wywotana
przez OH jest powigzana z uwalnianiem kwasu arachidonowego i blokowana przez
inhibitory fosfolipazy A2, np. mepakryne, ale nie przez neomycyne czy staurosporyne
(inhibitor biatkowej kinazy C), co wskazuje, ze fosfolipaza C ibiatkowa kinaza C nie
uczestniczg w pierwszej fazie aktywacji ptytek krwi wywotanej OH [28,29]. Istniejg
jednak doniesienia, ze biatkowa kinaza C bierze udziat takze w tym procesie [57].

Tlen singletowy w dawkach fizjologicznych (~1 mM)jest uwazany za czynnik antyptytkowy,
gdyz hamuje agregacje ptytek krwi. Inaktywuje tez osoczowe czynniki krzepniecia. Nie
wyklucza sie, ze moze on cze$ciowo wspotdziata¢ z N O . G¥dwnym receptorem dla tlenu
singletowego moze by¢ metionina, grupa tiolowa cysteiny czy wigzania podwdjnego (jak w
retinoidach, nienasyconych kwasach ttuszczowych czy cholesterolu) [69].

W piytkach krwi bezposrednio pod wptywem wolnych rodnikéw kwas arachidonowy
whudowany estrowo do fosfolipidow btony komorkowej moze ulegaé utlenieniu. W
wyniku tego nieenzymatycznego utleniania moga powstawac liczne izoprostany -
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RYCINA 3. Funkcje reaktywnych form tlenu (RFT) w ptytkach krwi. W krwinkach ptytkowych RFT
powodujg szereg zmian biochemicznych, m.in. wzrost poziomu jonéw Ca w cytoplazmie, produkcje
izoprostanéw oraz aktywacje réznych enzyméw (biatkowych kinaz tyrozynowych (PK.T),
cyklooksygenazy (COX) i cyklazy guanylanowej (CG)), dalsze objasnienia w tekscie

izomery prostaglandyn. W 1967 roku po raz pierwszy Nugteren i Pryor zaobserwowali,
ze prostaglandynopodobne zwiagzki zawierajace pierscien cyklopentanowy powstajg
in vitro jako produkty autoperoksydacji wielonienasyconych, dwudziestoweglowych
kwaséw ttuszczowych. Wéwczas nie przypuszczano, ze mozliwa jest droga syntezy
tych zwigzkow in vivo. Obecnie wiadomo, ze izoprostany powstaja/« vivo bez udziatu
cyklooksygenazy. Sawbudowane w fosfolipidy btony komdrkowej iz nich uwalniane
pod wptywem fosfolipaz (gtéwnie fosfolipazy A2) przechodza do osocza, a nastepnie
sgwydalane zmoczem. Poziom izoprostanéw w osoczu, a przede wszystkim w moczu,
moze odzwierciedlaé¢ stopiefi peroksydacji lipidéw, m.in. w procesie starzenia, w
zatruciach iw réznorodnych stanach patologicznych wywotanych dziataniem wolnych
rodnikdw, a takze moze by¢ bezinwazyjnym markerem stopnia aktywacji ptytek krwi
in vivo [13, 45, 48, 61, 80].

W ciggu ostatnich lat stwierdzono, ze rodnik tlenku azotu produkowany gtéwnie
przez komorki srodbtonka po wniknieciu do wnetrza ptytki krwi stymuluje cyklaze
guanylanowg prowadzac do wzrostu stezenia cGMP i hamowania uwalnianiajondw
wapnia do cytosolu. Wiele proceséw wewnatrzptytkowych jest uzaleznionych od
stezenia jon6w wapnia. Gtéwnymi procesami zachodzacymi przy udziale Ca  sa:
regulacja aktywnosci kinaz i innych enzymow oraz przejscie G-aktyny w F-aktyne.
Jony wapnia naptywajgce do cytoplazmy ptytkowej podczas aktywacji ptytek krwi
pochodzaz dwdch zrodet: z osocza i zasobdéw wewnatrzptytkowych zmagazynowanych
w uktadach tubuli. W zwigzku z duzg r6znicg stezerijondw wapnia w osoczu (okoto 1
mM) icytoplazmie (okoto 100 nM w ptytkach krwi w stanie spoczynkowym) nastepuje
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state ich przeciekanie przez btone ptytkowa. Zbytniemu wzrostowi stezenia tychjonéw
w c™oplazmie przeciwdziata system ich usuwania®“zawierajgcy pompe wapniowg
(Ca* -ATP-aza) i wymieniacz wapniowy (Na -Ca“ ). Nadmiar jonéw wapnia jest
takze wychwytywany i magazynowany w uktadzie tubuli [9, 32, 35, 63]. Rodnik
tlenku azotu obnizajac stezeniejondw wapnia w cytoplazmie prowadzi do zahamowania
réznych etapow aktywacji ptytek krwi, m. in. tworzenia agregatow ptytkowych iadhezji
ptytek krwi do widkien kolagenu [17,31].

Wptyw nadtlenoazotynu powstajgcego w reakcji 02" z NO na witasciwosci
biologiczne ptytek krwi nie jest takze w petni poznany, a nieliczne doniesienia sg czesto
kontrowersyjne [11, 42, 43, 49, 50]. Ekspozycja ptytek krwi na dziatanie nad-
tlenoazotynu powoduje nitrowanie reszt tyrozynowych biatek ptytkowych i zmienia
ich funkcje [49, 50]. Obecno$¢ osocza catkowicie hamuje ten efekt, ostabiajac
jednoczes$nie proces agregacji wywotany kolagenem [10,11,42,43]. Hemoglobinaw
ilosciach nanomolowych uwalniana z uszkodzonych erytrocytéw moze indukowaé
aktywacje ptytek krwi. Molekularny mechanizm tego procesu opierajacy sie rowniez
na wytwarzaniu RFT wymaga jeszcze wyjasnienia.

UWAGI KONCOWE

W wyniku nadmiernej produkcji reaktywnych form tlenu powstajg liczne, zaréwno
ostrejak i przewlekte, schorzenia u ludzi. Gtéwne schorzenia zwigzane z wytwarzaniem
i z dziataniem RFT to: choroby uktadu krazenia, choroby nowotworowe, cukrzyca,
choroby osrodkowego uktadu nerwowego (choroba Parkinsona, Alzheimera, stwar-
dnienie rozsiane), choroby uktadu pokarmowego, krwinek czerwonych, AIDS, wstrzas
septyczny, a nawet grypa. Istnienie zaleznosci miedzy wytwarzaniem RFT a zmianami
funkcji ptytek krwi moze by¢ rowniez przyczyna choréb uktadu krazenia. Dobroczynng
role w profilaktyce choréb uktadu kragzenia moze spetnia¢ dieta wzbogacona o produkty
pochodzenia ro$linnego. Owoce i warzywa sg cennym Zzrodtem wielu substancji
odzywczych o wiasnosciach antyoksydacyjnych, niezbednych do prawidtowego
funkcjonowania organizmu. Mozna tu wymieni¢ ,,klasyczne” witaminy A, C, E oraz
zwigzki o charakterze polifenoli [6,7, 8,14,21,22,39, 52,62, 67,68]. Zwigzki te nie
tylko usuwajg istniejagce RFT, ale i ograniczajgtworzenie sie nowych. Niektore z tych
antyoksydantdéw moga hamowaé aktywacje krwinek ptytkowych i ograniczaé
wystepowanie chordb uktadu sercowo-naczyniowego [52, 54, 55, 76, 77]. Do takich
zwigzkow nalezy resweratrol wystepujacy w znacznych ilosciach w winie czerwonym
[6,7,21,52,54,77]. Ostateczny wptyw RFT na funkcje ptytek krwi, mechanizmy ich
powstawania w krwinkach ptytkowych oraz rola RFT w chorobach uktadu krazenia
wymagajg dalszych badan.
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Streszczenie: Jedng z metod ustalania funkcji genéw jest morfologiczna, cytologiczna i molekularna
analiza poréwnawcza fenotyp6w roslin uzyskanych po wprowadzeniu konstrukcji genowej wywotuja-
cej wyciszenie genu albo jego nadekspresje. W niniejszym opracowaniu dokonano przegladu aktualne-
go stanu wiedzy dotyczacego wyciszania genéw z uwzglednieniem jego przydatnosci do badania funk-
cji gendw. Omoéwiono kolejno: rodzaje wyciszania (wyciszanie genéw na poziomie transkrypcji, po-
transkrypcyjne wyciszanie genéw, kosupresja, wyciszanie genéw zalezne od homologii, interferencja
RNA, ttumienie), ich genetyczne uwarunkowania oraz przytoczono przyktady najczesciej uzywanych
wektoréw wyciszajacych w genomice funkcjonalnej roslin.

Stowa kluczowe: wyciszanie genéw, potranskrypcyjne wyciszanie genéw (PTGS), wyciszanie z udzia-
tem RNA, wektory wyciszajace.

Summary: One of the strategies for identification of gene function is the comparative morphological,
cytological and molecular analysis of phenotypes obtained after introduction of the gene construct
causing gene silencing or its overexpression. This paper describes some aspects of the gene silencing
(transcriptional gene silencing, posttranscriptional gene silencing, co-suppression, homology depen-
dent gene silencing, RNA interference, quelling), its application as a strategy for analysis of gene
function and also the examples of plant silencing vectors.

Key words: gene silencing, posttranscriptional gene silencing (PTGS), RNA silencing, silencing vec-
tors.
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l. WSTEP

W ciggu ostatnich kilkunastu lat wyciszanie gendw (ang. gene silencing) byto czesto
poruszanym tematem w literaturze dotyczacej transformacji roslin, ktéra miata na
celu uzyskanie wysokiego poziomu ekspresji transgenu [38,47] oraz w badaniach nad
naturalnie wystepujgcg odpornos$cigroslin nawirusy [60]. Temat ten réwniez wzbudzit
ogromne zainteresowanie wsrod naukowcow ze wzgledu na mozliwos$¢ szerokiego
wykorzystania wyciszania genoéw w uzyskiwaniu nowych fenotypéw roslin przez
zahamowanie ekspresji niepozadanych genéw bez koniecznosci stosowania mutagenezy.
Szybki rozw6j genomiki pozwolit na uzyskanie w wielu laboratoriach puli genéw,
ktérych rola w procesach zyciowych moze by¢ badana przy zastosowaniu wysoce
wydajnych metod z wykorzystaniem wyciszajgcych wektorow plazmidowych [65]
lub wirusowych [10]. W ciggu dwoch ostatnich lat ukazato sie takze wiele publikacji
wyjasniajacych genetyczny mechanizm wyciszania genéw [18, 32, 44, 45, 65]. W
niniejszej pracy skupiono sie nad genetycznymi aspektami potranskrypcyjnego
wyciszania genéw oraz nad mozliwosciami praktycznego wykorzystania tego zjawiska
u roslin na podstawie najnowszych osiggnie¢ naukowych. W szczegélnosci potozono
nacisk na zastosowanie strategii wyciszania genow, przedstawiajgc zalety i wady
réznych systeméw, pozwalajacych na ukierunkowana, wysoce specyficzng degradacje
czasteczek informacyjnego RNA. Wprowadzenie do organizmu odpowiednich
konstrukcji genowych, powodujgcych inaktywacje docelowego genu endogennego
prowadzi do zmian fenotypowych wywotanych jego dysfunkcjg, a to umozliwia
okreslenie przypuszczalnej roli kodowanego przez niego biatka.

Il. WYCISZANIE GENOW

Wyciszanie gendw polega na inaktywacji ich ekspresji i moze dotyczy¢ nie tylko
transgendw, ale takze gendéw endogennych i wirusowych oraz transpozonow.
Inaktywacja ta moze zachodzi¢ na poziomie transkrypcji (ang. transcriptional gene
silencing, TGS) lub potranskrypcyjnym (ang. post-transcriptional gene silencing,
PTGS). Uwaza sie, ze wyciszanie genow jest naturalng odpowiedzig komorki roslinnej
lub zwierzecej na atak wiruséw, transpozycje badz rearanzacje DNA. O wyciszaniu
gendéw moze decydowac: rejon genomu, w ktérym nastgpita insercja genu, liczba i
utozenie wbudowanych kopii genu, zmiany w sekwencji wprowadzonego genu,
oddziatywania DNA-DNA i DNA-RNA oraz metylacja DNA.

Wyciszanie gen6w na poziomie transkrypcji jest efektem zmniejszenia wydajnosci
syntezy RNA lub catkowitego zahamowania transkrypcji. Wptyw na TGS moga mieé:
miejsce w chromosomie, do ktérego nastapita insercja, oddziatywania homologicznych
sekwencji DNA, metylacja DNA.
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Mechanizm potranskrypcyjnego wyciszania gendw prowadzi do degradacji
specyficznych, homologicznych sekwencji RNA w cytoplazmie. W efekcie zmniejsza
sie iloS¢ MRNA transgenu, a takze kazdego RNA, ktory jest do niego homologiczny.
Mechanizm PTGS zostat dobrze poznany w wyniku badan nad odpornoscia roslin
transgenicznych na RNA wirusy, gdzie degradacja RNA wirusowego zalezata od
istnienia homologii pomiedzy sekwencjgtransgenu a sekwencjg wirusa [40].

Jezeli transgen zawiera sekwencje homologiczne do genu endogennego, to moze
zosta¢ uruchomiony mechanizm inaktywujacy zaréwno transgen, jak ijego endogenny
homolog. Zjawisko to zostato nazwane kosupresjg(ang. co-suppression).

Kosupresja zostata po raz pierwszy zaobserwowana podczas préby uzyskania
nadekspresji genu, kodujgcego syntaze chalkonowg(CHS) bioraca udziat w biosyntezie
barwnikéw kwiatéw u petunii [56]. U kilku procent transformantéw uzyskano
nieoczekiwanie kwiaty biate lub biato-czerwone zamiast czerwonych. Te ostatnie
powinny by¢ efektem nadekspresji genu CHS. Nieoczekiwane fenotypy byty wynikiem
wyciszenia potranskrypcyjnego transgenu oraz genu endogennego syntazy chalkonowej.

Ul. CZYNNIKI WARUNKUJACE WYCISZANIE GENOW

A. Miejsce wbudowania sig transgenu

Poziom ekspresji transgenu moze zaleze¢ od regionu w genomie, w ktérym nastapita
insercja. Wptyw, jaki wywiera organizacja strukturalna sekwencji DNA otaczajgcej
transgen na poziom jego ekspresji, okreslono jako efekt pozycji (ang.position effect)
[55]. Insercja transgenu w rejonie euchromatyny (aktywnym transkrypcyjnie) powinna
sprzyja¢ ekspresji. Natomiast rejony heterochromatyny lub obszary zawierajgce
sekwencje powtarzajgce sie zwykle nie sprzyjajg ekspresji transgenu. Ponadto blisko$¢
sekwencji regulatorowych genéw gospodarza, takich jak: promotory, enhancery, moze
mie¢ wptyw na poziom ekspresji transgenu.

B. Liczba kopii transgenu

Obecnie nie moznajednoznacznie okresli¢, czy ijaka korelacja wystepuje pomiedzy
liczbgwbudowanych kopii transgenu a poziomem jego ekspresji. Wigczenie do genomu
wielu kopii transgenu moze powodowaé¢ zarOwno podwyzszenie, jak i obnizenie
aktywnosci transkrypcyjnej transgenu [56]. Sytuacje, gdzie zwiekszona liczba kopii,
zar6wno w pojedynczym locus jak i w wielu loci, powoduje obnizenie aktywnosci
transkrypcyjnej okre$lono jako wyciszanie genéw indukowane powtdrzeniem (ang.
repeat inducedgene silencing, RIGS). Prawdopodobnie polega ono na przejsciowym
lub trwatym oddziatywaniu homologicznych sekwencji DNA, co prowadzi do ich
inaktywacji [56].
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C. Konfiguracjawbudowanych kopii transgenu

Whudowanie dwéch kopii do jednego locus w chromosomie moze nastgpi¢ w
dwojaki sposéb:

(1) ,,gtowa do ogona” (ang. head-to-tail), inaczej proste powtdérzenie (ang. direct re-
peat, DR lub tandem repeat)’,

(2) ,,gtowa do gtowy” (ang. head-to-head) lub ,,ogon do ogona” (ang. tail-to-tail),
czyli tzw. odwrdcone powtdrzenie (ang. inverted repeat, IR) [55, 56]. W tym
przypadku za kopie transgenu przyjeto catg konstrukcje genowa, w ktérej moga
wystepowac rézne sekwencje kodujace i regulatorowe.

Kopie transgenu wbudowane do genomu w konfiguracji IR lub DR czesciej podlegaja
wyciszaniu niz kopie pojedyncze [55]. Ponadto wykazano, ze sekwencje DNA utozone
jako ,,proste powtérzenia” rzadziej wykazujg obnizong ekspresje niz sekwencje utozone
jako ,,odwrécone powtdrzenia”. Analiza stopnia wyciszenia transgenu, ktérego kopie
byty utozone w konfiguracji IR, wykazato, ze stopien wyciszenia kazdego rejonu kopii
transgenujest odmienny. Sekwencje znajdujace sie na koficach potozonych blisko siebie
(w Srodkowej czesci IR) ulegaty wyciszeniu czeSciej niz sekwencje na koncach
zewnetrznych (rye. 1).

RYCINA 1. Schemat ilustrujgcy proste (1) i
odwrdcone (2) powtdérzenie dwoéch kopii
transgenu w pojedynczym locus. A, B -
sekwencje (geny) A iB. I, Il - cze$¢ Srodkowa i
zewnetrzna uktadu IR. Sekwencje B, znajdujace
sie na dwoch oddzielnych kopiach, tworza czes¢
Srodkowa uktadu IR i ulegajg czesciej wyciszeniu
niz sekwencje A

D. MetylacjaDNA

Stan metylacji danego regionu w genomie, w ktérym nastapita insercja, ma znaczacy
wptyw na stabilno$é ekspresji zardwno transgenu, jak i znajdujacych sie tam gendw.
Wyro6znia sie dwa rodzaje metylacji DNA:

(1) metylacja zachowawcza - po replikacji DNA jest przywracany schemat metylacji
DNA rodzicielskiego w DNA potomnym;

(2) metylacja de novo - metylowanie uprzednio niemetylowanych sekwencji i wpro-
wadzanie w ten sposdb nowego wzoru metylacji.

Metylacja DNA u roslin zachodzi gtéwnie w sekwencjach -CpG- (82%) oraz
-CpXpG- (>80%). Metylacja de novo, czesto zwigzana z wyciszaniem transgendw u
rodlin, niejestjedynie ograniczona do reszty cytozyny potozonej w wyzej wymienionych
motywach symetrycznych [56].
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Jezeli insercja transgenu nastgpita w rejonie hiperzmetylowanym, to ten wzér
metylacji moze pokry¢ wprowadzong sekwencje i spowodowac redukcje albo catkowite
zahamowanie aktywnosci transkrypcyjnej transgenu. Obserwowano réwniez spe-
cyficzng metylacje transgenu po jego wbhudowaniu w obszar niemetylowany, podczas
gdy sekwencje sasiadujgce pozostawaty niezmienione. Prawdopodobnie komérki
roslinne dysponujg mechanizmem rozpoznawania transgendw i ich inaktywacji [56].

U roslin transgenicznych wykazujacych obnizong ekspresje wprowadzonego genu
obserwowano wzrost poziomu metylacji promotora i/lub sekwencji kodujgcej [56].
To, czy zmniejszenie ekspresji badz catkowita inaktywacja transgenu sg spowodowane
wzrostem poziomu metylacji, moze by¢ stosunkowo tatwo sprawdzone przez dodanie
do pozywki roslinnej czynnika demetylujgcego, ktorym jest 5-azacytydyna (5-azaC).
Whbudowanie 5-azacytydyny w miejsce cytydyny uniemozliwia metylacje DNA (5-
azaC, zawiera atom azotu w pozycji 5’, zamiast atomu wegla). Podanie tego zwigzku
w pozywce roslinnej moze prowadzi¢ do przej$cia danego obszaru genomowego ze
stanu zmetylowanego do niezmetylowanego (do braku mozliwosci metylacji) i co za
tym idzie do reaktywacji genow [56].

Wzrost liczby zmetylowanych reszt cytozynowych w promotorze moze by¢
konsekwencjg oddziatywan homologicznych sekwencji DNA w obszarze promotora,
jak rébwniez oddziatywarhn DNA-RNA podczas metylacji DNA zaleznej od RNA (ang.
RNA-directed DNA méthylation, RdADM). RdDM de novo w obszarze promotora
powoduje wyciszenie na poziomie transkrypcji, ktre jest dziedziczone, a za utrzymanie
wzoru metylacji w tym przypadku odpowiada transferaza metylowa Metl [32]. RdADM
jestjedng z form odpowiedzi organizmu na obce DNA ipo raz pierwszy stwierdzono
ja u tytoniu po transformacji cDNA wiroida wrzecionowatosci bulw ziemniaka
(PSTVd). Specyficzna metylacja cDNA wiroidowego pojawita sie po inokulacji roslin
PSTVd. Metylacja ta byta prawdopodobnie skutkiem wysokiej aktywnosci trans-
krypcyjnej, wskutek ktorej doszto do nadprodukcji transkryptu, co prowadzito z kolei
do oddziatywan pomiedzy homologicznymi sekwencjami RNA-DNA iinicjacji metylacji
de novo. Sugeruje to, ze sekwencje RNA mogg indukowa¢ metylacje de novo
homologicznych sekwencji DNA [56]. RADM transgendéw moze by¢ takze wywotywana
przez RNA wirusy [23,29,31,59] oraz pojawia¢ sie w przypadku locus, zawierajgcego
odwrocone powtoérzenia transgenu [43].

E. Oddziatywania homologicznych sekwencji kwaséw nukleinowych

Oddziatywania pomiedzy sekwencjami kwasow nukleinowych (DNA-DNA i RNA-
RNA) moga zachodzi¢ w przypadku, gdy wykazujg one wysoki stopied homologii.
Aby doszto do takich oddziatywan, chromatyna musi by¢ rozluZzniona, co ma miejsce
na przyktad podczas wigzania sie biatek regulatorowych z nicig DNA. Oddziatywania
te mogg prowadzi¢ do powstania hybryd chromatynowych, dupleksdw lub tripleksow
DNA, trwatych badz przejsciowych. Oddziatywania pomiedzy homologicznymi
sekwencjami gendw moga byé przyczyna metylacji de novo sekwencji DNA i/lub
modyfikacji prowadzacych do zjawiska zwanego wyciszaniem genow zaleznym od
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homologii (ang. homology-dependent gene silencing, HAdGS) [31, 56]. Wydaje sie,
ze oddziatywania pomiedzy homologicznymi sekwencjami DNA majg wptyw na
transkrypcyjne i potranskrypcyjne wyciszanie genéw [2]. Oddziatujgce ze sobg
sekwencje homologiczne mogg znajdowac sie w uktadzie cis lub trans, a takze w
obszarze kodujgcym i/lub w obszarze promotora, zar6wno genu jak i transgenu [56].

Na wyciszanie homologicznych transgenéw moga mie¢ wptyw: liczba kopii
transgenu, stopien metylacji kopii, miejsce wbudowania transgenu i stopien kondensacji
chromatyny. Rzadko obserwuje sie, aby liczba kopii miata wptyw na HdGS bez
rdwnoczesnego wzrostu stopnia metylacji [56]. Wraz ze wzrostem liczby kopii transgenu
w jednym locus, jak réwniez stopnia ich metylacji czeéciej dochodzi do wyciszania
sekwencji homologicznych. Pojedyncze kopie transgenu zwykle nie podlegajg HdGS.
Z duzym uproszczeniem mozna powiedziec, ze ,,wyciszany” locus w pewien sposéb
moze ,,przegladac” genom w poszukiwaniu regiondw homologicznych. Stwierdzono,
ze kopie transgenu zlokalizowane w obszarze telomeru maja wieksze zdolnosci do
»o0dnajdywania” i wyciszania region6w homologicznych [56].

IV. WYCISZANIE Z UDZIALEM RNA

Wyciszanie genoéw zalezne od homologii jest spotykane u r6znych organizmow i
mimo ze polega na podobnym mechanizmie, zostato u nich r6znie nazwane. PTGS jest
0g6lnym terminem obejmujacym: interferencje RNA (ang. RNA interference, RNAI)
spotykangu zwierzat, kosupresje spotykang u roslin (wyciszanie moze by¢ indukowane

RYCINA 2. Potranskrypcyjne wyciszanie gendéw (PTGS) jest og6lnym terminem obejmujgcym:
interferencje RNA (ang. RNA interference, RNAI), kosupresje (ang. co-suppressiori) oraz ttumienie (ang.
quelling). Wszystkie te procesy zostaty okreslone wspélnym terminem - wyciszanie przy udziale
RNA (ang. RNA silencing)
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infekcjg wirusowg lub transgenem - ang. virus-Ztransgene-induced gene silencing,
VIiGS/TiGS) oraz wyciszanie indukowane przez obecno$¢ transgenu wystepujace u
grzyba Neurospora crassa nazwane odpowiednio - ttumieniem (ang. quelling).
RNA.I zostato opisane u nicienia Caenorhabditis elegans [22]. Zjawisko to obserwuje
sie po bezposrednim wprowadzeniu dsRNA do organizmu, co powoduje specyficzne
wyciszenie homologicznego genu endogennego i wydaje sie odpowiada¢ PTGS u roslin.
dsRNAi obserwowano réwniez u Trypanosoma brucei [46] oraz Drosophila
melanogaster [34]. W zwiazku z tym, ze prawdopodobnie ten sam mechanizm pojawia
sie podczas PTGS u roslin, zwierzat i grzybéw (ryc. 2.) powyzsze zjawiska zaczeto
okre$la¢ wsp6lnym terminem - wyciszanie z udziatem RNA (ang. RNA silencing).

V. GENETYCZNE UWARUNKOWANIAPOTRANSKRYPCYJNEGO
WYCISZANIA GENOW

Pierwszym z zaproponowanych modeli dotyczgcych indukcji PTGS byt model oparty
na zdolnosci komdrek roslinnych do wykrywania czgsteczek RNA, ktérych liczba
przekraczata dopuszczalny poziom. Model ten zaproponowany przez zespot
Dougherty’ego [40] i potwierdzony w p6Zniejszych badaniach [2,13] zostat nazwany
modelem progowym (ang. threshold model).

Rosliny z transgenem o sekwencji homologicznej do sekwencji wektora wirusowego
i charakteryzujgce sie wysokim poziomem jego ekspresji indukowaty mechanizm
usuwania wszystkich homologicznych czasteczek RNA, bez wzgledu na Zrédto ich
pochodzenia, poniewaz zostat przekroczony tak zwany krytyczny prég RNA. W efekcie
niemozliwa stata sie synteza biatek wirusowych, dzieki czemu u ro$lin pojawiala sie
odpornos$¢. Zjawisko to zostato nazwane odpornos$cig nawirusa zalezngod RNA (ang.
RNA-mediated virus resistance, RmVR). Natomiast roéliny wykazujace niski poziom
ekspresji akumulowaly RNA transgenu w ilo$ci mniejszej niz warto$¢ progowa i byty
wrazliwe na infekcje wirusowe. Za pomocg analiz molekularnych okre$lono, ze ro$liny
odporne zawieraty od trzech do oSmiu whudowanych kopii transgenu, natomiast rosliny
wrazliwe jedng lub dwie kopie. Wysoka liczba kopii u roslin odpornych wyjasniata
wzmozong synteze i akumulacje RNA transgenu [40].

Podstawgdrugiego modelu dotyczacego aktywacji PTGS jest mozliwo$¢ oddziatywan
homologicznych sekwencji kwasow nukleinowych, co moze doprowadzi¢ do
przedwczesnego zakonczenia transkrypcji i powstawania uszkodzonego ,,$cietego” RNA
(ang. aberrant RNA, abRNA). Na matrycy abRNA przy udziale roslinnej polimerazy
RNA zaleznej od RNA (ang. RNA-dependent RNA polimerase, RdARP) sg
syntetyzowane krotkie czasteczki RNA o orientacji antysensowej (asRNA ang.
antisense RNA lub cRNA ang. complementary RNA) [56]. Tego rodzaju RNA moze
oddziatywac in trans z komplementarnymi sekwencjami RNA, jak np. mRNA
transgenu, genu endogennego czy RNA wirusowym, prowadzgc do powstania
dwuniciowych czgsteczek RNA (dsRNA), ktére sg prawdopodobnie degradowane
przez RNaze specyficzng dla dsRNA (ryc. 3).
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RYCINA 3. Model potranskrypcyjnego wyciszania genéw (PTGS), w ktérym dochodzi do inicjacji
przedwczesnego zakonczenia transkrypcji i produkcji uszkodzonego RNA. Na matrycy abRNA przy
udziale roslinnej polimerazy RNA zaleznej od RNA (RARP) sa syntetyzowane kroétkie czasteczki RNA
o orientacji antysensowej. Tego rodzaju RNA moze oddziatywac in trans z komplementarnymi
sekwencjami RNA, takimi jak np. mRNA transgenu igenu endogennego czy RNA wirusowe, prowadzac
do powstania dwuniciowych czasteczek RNA (dsRNA), ktére sa prawdopodobnie degradowane, najpierw
do fragmentéw 21-22 -nukleotydowych przy udziale kompleksu Dicer, a nastepnie catkowicie rozktadane
przez biatko RISC
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TABELA 1 Przyktady biafek biorgcych udziat w potranskrypcyjnym wyciszaniu genéw (PTGS)
u réznych organizmoéw

Funkcja biatka Caenorhabditis Dtosophila Neurospora  Arabidopsis
elegans melanogaster crassa thaliana
Czynnik inicjacji translacji RDE-1 DmAGO-2 1 QDE-2 AGO-1
(inicjacji RNAI) * RDE-2
Woyciszanie transpozonéw RDE-4
MUT-2
RecQ, Upflp helikaza MUT-7 2 QDE-3 SDE-3
RdRP EGO-1 QDE-1 SGS-2 3
? SGS-1
? SGS-3
RNaza I, helikaza * K12H4.84 DCR-1 CAF-145
remodetowanie chromatyny DDM-1
transferaza metylowa MET-1
1- komponent RISC 4- wykazujg homologie do DCR-1, ale nie ma
2- posiada dodatkowo motyw RNazyD dowodoéw na udziat w PTGS
3- SDE-1- inna nazwa SGS-2 5- SIN-1, SUS-1 - inne nazwy CAF-1

* biatka zawierajgce domene PAZ/PIWI

Znalezienie biatka wykazujacego podobienstwo do RARP ibiorgcego udziatw RN AI
u C. elegans, moze $wiadczy¢ o tym, ze RdRP nie tylko uczestniczy w tworzeniu
komplementarnego RNA [53], ale rdwniez w amplifikacji/regeneracji sygnatu
wyciszania, pozwalajgcego najego rozprzestrzenianie w catym organizmie [22, 61].

Dowodem na nukleolityczng degradacje RNA sgkrétkie, sensowe lub antysensowe
fragmenty RNA, majace okoto 21 lub 22 nukleotydy, homologiczne do docelowego
MRNA lub do genomu wirusowego. Te krétkie fragmenty RNA wykryto u roslin,
gdzie zastosowano kosupresje, supresje antysensowg lub ViGS. Podobne rezultaty
uzyskano w badaniach nad RNAi u zwierzat. Odkrycie to potwierdza réwniez, ze
podstawg roznych sposobdw wyciszania genow jest ten sam mechanizm.

Doktadne badania dotyczgce degradacji RNA przeprowadzono na zarodkach D.
melanogaster [8]. Do analiz wykorzystano znakowane RNA, homologiczne do
docelowego ssRNA. Najwieksza degradacja sSRNA nastepowata po podaniu dsRNA,
natomiast wprowadzanie sensowej lub antysensowej formy RNA nie dawato takiego
rezultatu. Przypuszczalny mechanizm degradacji dsSRNA u D. melanogaster rozpoczynat
sie od przytgczenia kompleksu biatkowego Dicer-1do obu koncéw nici dsSRNA iodciecia
krotkich odcinkéw o dtugosci 21-22 nukleotydow [8], ktére réwniez znaleziono u roélin
wykazujgcych PTGS [24]. Nastepnie nowe kompleksy biatkowe przytaczajg sie kolejno
do powstatych wolnych koricdw dsRNA inastepuje dalsze odcinanie do momentu, az cata
ni¢ dsRNA bedzie pofragmentowana na krotkie 21-22 -nukleotydowe odcinki. Natomiast
wewnatrz kompleksu biatkowego dochodzi do rozdzielenia nici dsSRNA ido kazdej z nich
kompleks biatkowy poszukuje komplementarnej nici sSRNA. Po odnalezieniu
komplementarnej nici i przytgczeniu sie do niej kompleksu nastepujejej przeciecie w miejscu,
ktore odpowiada Srodkowi 21- 22-nukleotydowej sekwencji zwigzanej wczes$niej z
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kompleksem biatkowym. Ostatecznie krotkie fragmenty ssRNA podlegajg catkowitej

degradacji przy udziale kompleksu RISC (ang. RNA-induced silencing complex) o

aktywnos$ci nukleazy [8,25]. Jednym z komponentéw RISC jest biatko AGO-2, ktdre

wykazuje podobienstwo w domenie PAZ z biatkiem Dicer. Sugeruje sie, ze
oddziatywania pomiedzy domenami PAZ pozwalajg przenosi¢ krétkie fragmenty dsSRNA

z kompleksu Dicer do RISC. Przypuszczalnie u roslin proces degradacji dsRNA ma

podobny przebieg.

Analiza genetyczna kosupresji u A. thaliana, ttumienia u N. crassa i RNAi u C.
elegans pozwolita na wyréznienie dwoch grup podobnych biatek:

(1) SGS-2, QDE-1, EGO-1 [14, 45, 53] spetniajacych funkcje roslinnej RARP (tab.
1). Homologia tych trzech biatek jest pierwszym dowodem, ze PTGS u roslin i
grzybow oraz zwierzat odbywa sie drogg tego samego mechanizmu genetyczne-
go;

(2) AGO-1, QDE-2, RDE-1 [11, 21, 44, 57], zawierajagce domeny PAZ i PIWI [12]
(tab. 1). Podobienstwo tych biatek u r6znych organizmodw potwierdza przypusz-
czenie, ze mechanizm wyciszaniajest szeroko rozpowszechniong formg ochrony
przed obcymi kwasami nukleinowymi. Zostato to dodatkowo potwierdzone w ba-
daniach przeprowadzonych na mutantach Arabidopsis thaliana (sgs-2, sgs-3,
sde-3), wykazujacych nadwrazliwos$¢ na infekcje wirusowe [18, 45].

Istniejgtez inne biatka istotne dla procesu PTGS nazwane biatkami wyciszajgcymi.
Wykazujg one homologie do helikaz: RecQ (gen QDE-3 u N. crassa oraz gen MUT-
7 u C. elegans) [15, 35] i Upflp (gen SDE-3 u A. thaliana) [18]. Biatka te nie
zastepujg kompleksu biatkowego Dicer-1, ani tez nie wchodza w jego sktad. Zaréwno
w genomie A. thaliana, jak i C. elegans znaleziono geny kodujace biatka homologiczne
do Dicer-1, odpowiednio CAF1iKI2H4.8. Obydwa biatka nazwane biatkami podobnymi
do Dicer (ang. Dicer-like protein) zawierajg charakterystyczne elementy: domene
RNA helikazy, motyw RNazy Ill i domene PAZ [8, 12] (tab. 1).

Zbadano tez kolejne biatka mogace bra¢ udziat w wyciszaniu genéw na poziomie
potranskrypcyjnym. Sa to biatka oddziatujgce na strukture lub status transkrypcyjny
chromatyny: DDM1 (remodelowanie chromatyny, takze udziat w wyciszaniu
transpozondéw) [26, 28], MET1 (metylotransferaza) [32], biatka RDE-2 [19] i MUT-
2 [36], zaangazowane w aktywno$¢ transpozondéw oraz biatka SGS-3 z A. thaliana
[43] iRDE-4 z C. elegans [58], ale ich doktadna funkcja nie zostata dotychczas poznana.

VI. WYCISZANIE GENOW INDUKOWANE WIRUSEM (VTGS)

Wiadomo, ze ro$liny potrafig broni¢ sie przed atakiem wiruséw. Od dawna obserwuje
sie odpornos$¢ krzyzowa (ang. cross-protection), pojawiajgcg sie u roslin po inokulacji
ostabionymi szczepami wiruséw. Ten rodzaj szczepionki zapobiega powtérnej akumulacji
szczepbw wirusowych, ktére sg blisko spokrewnione z ostabionym szczepem wirusa. W
przypadku niektorych wiruséw roslinnych mechanizm tej odpornosci opiera sie na tych
samych zasadachjak PTGS i zalezy od homologii sekwencji nukleotydowej [50].
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Poczatkowo uwazano, ze nadekspresja ktérego$ z wirusowych biatek w roslinie
jest odpowiedzialna za nabycie odpornosci przeciwko wirusowi, ktérego fragment
sekwencji znajdowat sie w transgenie [48]. Jednak kolejne badania dowiodty, ze za to
zjawisko w wiekszosci przypadkow odpowiedzialne jest mRNA, a nie biatko [64]. Po
raz pierwszy zostato to potwierdzone w 1992 roku, na ro$linach wykazujacych
odpornos$¢ na wirusa, po wprowadzeniu do nich sekwencji kodujacej biatko ptaszcza
wirusowego, ale nie ulegajacej translacji poprzez mutacje wytwarzajacg kodon stop w
niewielkiej odlegtosci od kodonu AUG [40]. Zjawisko to zostato juz wielokrotnie
wykorzystane do nadania réznym gatunkom roslin odpornosci na wirusy i okreslane
jestjako odpornos$¢ wirusowa zalezna od RNA (ang. RNA-mediated virus resistance,
RmVR) (tab. 2 *). Najczesciej do tego celu wykorzystuje sie sekwencje kodujace biatka
ptaszczaréznych wiruséw. RmVR jest tozsamy z ogdlnym pojeciem wyciszania gendw
indukowanego wirusem (ViGS). Genom wirusa moze by¢ odpowiednio genetycznie
zmodyfikowany.

U roslin infekowanych wektorem PVX niosgcym fragment genu endogennego
gospodarza obserwowano zmiany fenotypowe charakterystyczne dla mutantéw genu.
Byto to spowodowane obnizeniem poziomu odpowiedniego mRNA w komoérce
gospodarza [52]. Zjawisko ViGS, zostato opisane dla wielu réznych kombinacji wirus/
roslina (tab. 2). Dodatkowo okazato sie, ze wirusy w naturalny sposob aktywuja
wyciszanie z udziatem RNA (ang. RNA silencing) podczas infekcji, co jest kolejnym
dowodem ogdlnej odpowiedzi obronnej roslin na atak zar6wno RNA, jak i DNA
wirusow.

Wyciszanie potranskrypcyjne indukowane wirusem jest powodowane obecnoscia
genomowego RNA wirusa w roslinie, co moze prowadzi¢ do powstawania czasteczek
dsRNA, bedacych prawdopodobnie czynnikiem indukujagcym. Natomiast wyciszanie

TABELA 2. Przykfady wyciszania genéw indukowanego wirusem (ViGS)

Wirus Gatunek rosliny Docelowy gen Referen-
cje

PPV Nicotiana benthamiana transgen replikazy PPV* [23]

PSbMV  Pisum sativum transgen replikazy PSbhMV* [30]

PVX Nicotiana benthamiana desaturaza fitoenowa, mata podj. Rubisco, syntaza [10, 31,
celulozy, transgen GFP 52, 59]

TRV Nicotiana benthamiana desaturaza fitoenowa, mata podj. Rubisco, homolog  [16, 32,
LEAFY, transferaza metytowa 1, transgen GFP, 51]
fragment promotora 35S,

Arabidopsis thaliana desaturaza fitoenowa, transgen GFP

TuMVv Nicotiana benthamiana transgen biatka ptaszcza TuMV* [27]

TGMV Nicotiana benthamiana chelataza magnezowa, transgen lucyferazy [37]

TYDV Petunia hybrida transgen syntazy chalkonowej [5]

* Niektére przyktady ViGS sg zarazem przyktadami RmVR.
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na poziomie transkrypcji moze by¢ powodowane obecnosciag homologicznej sekwencji
promotora w wektorze wirusowym [32].

VII. SUPRESJA VTGS

Pomimo zdolno$ci roslin do reakcji na obecno$¢ wiruséw, polegajacej nawyciszeniu z
udziatem RNA, wirusy potrafig przetamacé te obrone. Podczas koinokulacji roslin
nieszkodliwym wirusem wraz z potywirusem dochodzito do wyjatkowego nasilenia
symptoméw spowodowanego wysokgakumulacjanieszkodliwego wirusa. Ten synergizm
wynikat z supresji mechanizmu obronnego gospodarza, ktéry w normalnych warunkach
ograniczat namnazanie sie nieszkodliwego wirusa. Do supresji tej dochodzito przy udziale
proteazy Hc (HcPro) z potywirusa [49]. Rola HcPro w supresji PTGS zostata potwierdzona
przez trzy niezalezne grupy badawcze [3,9,33]. Okazato sie, ze w hamowaniu odpowiedzi
roslin na atak wirusa ma udziat réwniez kilka innych biatek zaangazowanych w wyciszanie
indukowane transgenem (TiGS), ktére uprzednio uwazano za odpowiedzialne za
patogenicznos$¢ wirusa [62]. Sgto biatka: 2b (z cucumo-), P 1(z sobemo-), 19K (z tombus-
RNA wirusa) oraz Ac2 z DNA geminiwirusa. Podobnie biatko p25 z PV X, odpowiedzialne
zaprzemieszczanie sie [63] oraz P15z PCV [20], ktore jest matym, bogatym w cysteiny
biatkiem, zostaly uznane za supresory wyciszania.

Obecnie niewiele wiadomo, co doktadnie jest celem supresorow wyciszania
pochodzenia wirusowego. Z badan wynika, ze biatka 2b i HcPro, majace rozne
sekwencje aminokwasowe, hamujg PTGS na rdéznych etapach. Proteaza Hc hamuje
wyciszanie w tkankach, gdzie ten proces juz zachodzi, natomiast biatko 2b hamuje
inicjacje PTGS [6, 9]. Aby biatko 2b mogto hamowaé¢ PTGS, musi dojs¢ do jego
akumulacji w jadrze, o czym Swiadczy obecnos$¢ bogatego w argininy sygnatu lokalizacji
jadrowej w sekwencji tego biatka [41]. Wynika z tego, ze chociaz degradacja dsSRNA
zachodzi na terenie cytoplazmy, to wyciszanie moze byc¢ juz blokowane w jadrze
komérkowym.

Biatkowe supresory wyciszania zostaty juz wykorzystane do uzyskiwania wysokiego
poziomu ekspresji transgenu przez zastosowanie amplikonu tgcznie z wirusowym
supresorem PTGS, niesionym na oddzielnym pomocniczym wektorze wirusowym [42].

VIII. BADANIE FUNKCJI GENOW

W zwigzku z rozwijajgca sie w ostatnich latach tzw. ,,reverse genetic”, wyciszanie
genéw nabrato wiekszego znaczenia, poniewaz dzieki wprowadzeniu do organizmu
odpowiedniej konstrukcji genowej mozna skuteczniej hamowacé ekspresje konkretnych
genow. Moze to byé wykorzystane do badania funkcji gendw w organizmie.
Sekwencjonowanie catych genomoéw wielu organizmoéw pozwolito na zdobycie wiedzy
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o rejonach kodujacych, organizacji genomu, sekwencjach telomerowych, centro-
merowych i powtarzajgcych sie oraz transpozonach, ale z drugiej strony badania te
ujawnity wiele gendw o nieznanych dotad funkcjach. U Arabidopsis thaliana liczba
genéw o nieznanych funkcjach siega 30%, co odpowiada okoto 7 650 genom.
Utrudnieniem moze by¢ fakt, ze u roslin wystepuje okoto 150 unikalnych rodzin biatek
zawierajgcych zarowno biatka strukturalne, enzymy, jak ibiatka o nieznanej funkcji [1].

Stosowanie konwencjonalnych metod, na przyktad mutagenezy insercyjnej, w celu
poznania funkcji genéw jest bardzo czasochtonne i wymaga ogromnych populacji
mutantéw. Obliczono na przyktad, ze przy 90% szans znalezienia tylko jednego genu
(~ 1kpz) u Arabidopsis z uzyciem mutagenezy za pomocg T-DNA nalezatoby uzyskac
okoto 350 000 niezaleznych transformantow [39].

Jedng z metod pozwalajgca na ustalenie funkcji nieznanego genu jest supresja
sekwencjgantysensowg. Jej podstawgjest mechanizm wyciszania potranskrypcyjnego,
podczas ktérego nastepuje specyficzna dla sekwencji degradacja RNA. Wprowadzenie
sekwencji antysensowych teoretycznie powinno zwiekszy¢ PTGS, polegajacy na
degradacji dsSRNA powstatego przez taczenie sie czasteczek sensowej i antysensowej
RNA. Tymczasem okazato sie, ze zazwyczaj tak nie jest. Przez wprowadzanie do
organizmu sekwencji sensowej (kosupresja) czesto otrzymywano wiekszy stopien
wyciszenia niz w przypadku sekwencji antysensowej.

Wyniki ostatnich badan wskazuja, ze uzycie odpowiedniej konstrukcji kodujacej
RNA o strukturze szpilki do wioséw (hairpin RNA, hpRNA), dzigki odpowiedniemu
utozeniu nastepujacych elementow: sekwencja sensowa-tgcznik (ang. spacer)-sekwencja
antysensowa, powoduje indukcje PTGS przeciwko wirusom badz genom endogennym
zwydajnoscigrowng prawie 100% [54]. Chcac sprawdzic efekt dziatania konstrukcji
niezawierajacej tgcznika, wprowadzono zamiast niego sekwencje intronowga. Petnita
ona funkcje stabilizujagca DNA i byta wycinana podczas obrébki pre-mRNA, pozo-
stawiajgc Kkilku-lub kilkunastonukleotydowga petle. W przypadku roslin trans-
formowanych konstrukcjg zawierajgcg intron (ihpRNA) skuteczno$¢ wyciszenia genu
docelowego siegata 96-100% [54, 64, 65]. Przyktadem takiego wydajnego wektora
jest pHannibal. Umozliwia on stosunkowo tatwe wprowadzenie produktow PCR w
orientacji sensowej i zarazem antysensowej, dzieki umiejscowieniu w wektorze dwoch
oddzielnych polilinkeréw i uzyciu starteréw zawierajagcych odpowiednie miejsca
restrykcyjne. Przygotowanie produktow PCR moze odbywac sie w drodze dwoch
oddzielnych reakcji amplifikacji ze starterami zawierajacymi pojedyncze miejsca
restrykcyjne lub w drodze jednej reakcji amplifikacji ze starterami zawierajgcymi dwa
miejsca restrykcyjne kazdy. Skuteczno$¢ pHannibala byta sprawdzana dla réznych
gendw, np. dla genu syntazy chalkonowej wprowadzonego do Arabidopsis wynosita
90% (wyciszenie miato miejsce u 21 na 23 badane rosliny) [65].

Wektor pHannibal stat sie podstawg do przygotowania réwnie wydajnej, ale
tatwiejszej w obrébce laboratoryjnej konstrukcji o nazwie pHellsgate. £atwo$¢ obrobki
polega na pominieciujednoetapowego procesu ligacji czterech fragmentéw, koniecznego
w przypadku wprowadzania sekwencji do pHannibal. Sekwencje wprowadzane do
pHellsgate sg rowniez produktami PCR, ale wygenerowanymi przy uzyciu starteréw
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zawierajagcych miejsca: attBl i attB2, rekombinujgce z miejscami attPl i attP2
znajdujacymi sie w plazmidzie. Dzieki temu, do wprowadzenia zadanej sekwencji trzeba
przeprowadzié tylko jedna reakcje amplifikacji, a powstate produkty utworza spon-
tanicznie dwa ramiona struktury szpilki do wtoséw. Zrekombinowany wektor pHellsgate
jest binarnym wektorem wysokokopijnym i moze by¢ bezpos$rednio wprowadzany do
Agrobacterium [65].

Znajomos¢ relacji pomiedzy wirusami a wyciszaniem zostata rowniez wykorzystana do
stworzenia wydajnej metody badania funkcji gendw u roslin. Metoda ta opiera si¢ na zjawisku
ViGS ipolega na obserwacji ekspresji genu u roslin, ktéra moze by¢ hamowana w sposob
specyficzny dla sekwencji poprzez infekcje wektorem wirusowym niosagcym fragment genu
gospodarza, ktory ma by¢ wyciszony [7]. Zapomocg ViGS zbadano z powodzeniem duzg
liczbe jadrowych genéw endogennych i transgenéw [31], pomimo ze nie jestjasne, czy
endogenne mRNA jest zaangazowane w aktywowanie i/lub utrzymanie wyciszania.

Uzyskany efekt ViGS moze byc¢ przejSciowy badZ trwaly. Efekt przejsciowy jest
osiggany przez inokulacje roslin infekcyjnymi klonami wirusa, natomiast efekt trwaty
przez transformacje konstrukcjg genowa, zawierajacg pod odpowiednim promotorem
zmodyfikowane cDNA replikatywnej formy wirusa potaczone z fragmentem genu
gospodarza. Tak przygotowang konstrukcje okresla sie nazwag amplikon [17].
Transformacja roslin taka konstrukcja zapewnia stabilny i dziedziczny fenotyp
wyciszony [4]. Jedynym utrudnieniem w tej metodzie jest etap transformacji, ktory
przedtuza czas uzyskania wyniku, natomiast do ustalenia relacji pomiedzy genem a
fenotypem przez inokulacje czy infiltracje lisSci moze dojs¢ w czasie kilku tygodni.
Amplikony oparte na PVX mogg by¢ wykorzystane do wyciszenia gendéw u roslin
nienalezacych do rodziny Solanaceae (np. Arabidopsis), u ktérych PV X jest zdolny
do namnazania sie, ale nie do systemicznego rozprzestrzeniania i akumulacji [17].

Metoda wykorzystujgca ViGS moze by¢ uzyta rowniez do badania genow
potencjalnie letalnych, poniewaz geny wprowadza sie w stadium siewki [52]. Kolejng
zaletg metody VIiGS jest rozprzestrzenianie sie wyciszenia do odlegtych tkanek
roslinnych przez sygnaty specyficzne dla sekwencji, podczas gdy infekcja wirusowa
jest ograniczona do inokulowanej tkanki.

W niektérych przypadkach infekcja wirusowa stosowana w ViGS moze doprowadzic¢
do nadmiernej chlorozy, nekrozy i znieksztatcenia lisci, co znacznie ostabia rosliny
oraz moze zaciera¢ faktyczny fenotyp spowodowany wyciszeniem. Kolejng wadg tej
metody jest to, ze wirusy nie wnikajg do kazdej komorki, a czas rozchodzenia sie
sygnatu wyciszania jest rézny dla roznych tkanek. Dlatego nie wszystkie komorki
mogawykazywac fenotyp wyciszony po tym samym czasie.

U Nicotiana benthamiana zbadano zdolno$¢ wywotywania ViGS przez rézne
fragmenty genu endogennego PDS wbudowane do wektora PV X [52]. Gen PDS koduje
desaturaze fitoenowg odpowiedzialng za biosynteze karotenoidéw. Zahamowanie
ekspresji tego genu powoduje efekt fotowybielania u roslin. Genom dzikiego wirusa
PV X koduje kolejno od korica 5" biatko polimerazy RNA zaleznej od RNA, biatka
25kD, 12 kDa, 8 kDa i biatko ptaszcza (ang. coat protein, CP). W wektorze PVX
transgeny umieszczano pomiedzy biatkiem 8 kDa a biatkiem CP. Sprawdzono zdolnos¢
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wywotywania ViGS przez cztery fragmenty genu PDS, kazdy w orientacji sensowej i
antysensowej. Dwa sposrod tych czterech fragmentow byty sekwencjami intronowymi.
Jeden z konca 5' genu o dtugosci 167nt - region nie ulegajacy translacji (5'UTR), a
drugi 223-nukleotydowy intron z korica 3' (INT). Dwa pozostate fragmenty to 377-
nukleotydowa sekwencja kodujaca pochodzaca z korica 5' (5»PDS) i415- nukleotydowa
sekwencja kodujaca z centralnego regionu genu (PDS). Dodatkowo zbadano dziatanie
krotkiego fragmentu (212 nt) pochodzgcego z fragmentu 415-nukleotydowego (PDSdef)
whudowanego do wektora rbwniez w obu orientacjach. Po inokulacji roélin dziesiecioma
kombinacjami wektoréw efekt wybielania nie pojawit sie w przypadku obu sekwencji
intronowych. Zasugerowano, ze w tym przypadku brak ViGS dowodzi, ze mechanizm
ten jest inicjowany w cytoplazmie, a wyciszenie genu PDS dziata na poziomie
potranskrypcyjnym. Fotowybielanie lisci w pozostatych przypadkach pojawiato sie
po 10-15 dniach od inokulacji (ang. days postinoculation, DPI). Dwa tygodnie jest
stosunkowo krétkim okresem oczekiwania na pojawienie si¢ efektu wyciszenia genu,
co jest niepodwazalnie zaleta ViGS. Indukcja wyciszenia w tym przypadku przez
sekwencje sensowe i antysensowe pojawiata sie w tym samym czasie, a efektywnos¢
byta natym samym poziomie.

Wykorzystujac praktycznie metode ViGS przeprowadzono u Nicotiana benthamiana
funkcjonalng analize przypuszczalnego genu syntazy celulozowej (CesA) [10]. Skon-
struowano trzy wektory na podstawie PV X z fragmentami genu NtCesA. Fragmenty
CesAla (670 nt) i CesAlb (377) wykazywaly identyczno$é sekwencji nukleotydowej,
réznity sie tylko dtugoscig. Natomiast fragment CesA2 (485 nt) wykazywat 80%
identycznosci sekwencji nukleotydowej z CesAla na koncu 3'. Zmiany fenotypowe
wywotane przez wprowadzenie wektoréw PV X-CesA 1a i -CesA 1b byty podobne: niski
wzrost i mniejsze liscie niz u roslin kontrolnych, natomiast odmienne od tych
wywotanych przez PV X-CesA2, ktéry nie spowodowat drastycznej zmiany w wysokosci
roslin i wielkosci lisci. U ros$lin niskich obserwowano rowniez zmiany w budowie
niektérych komorek epidermy lisci i pedu. Komorki te byty powiekszone i wypuklaty
sie ponad powierzchnie lisci, a zawartos¢ celulozy w $cianach komorkowych byta
okoto 25% nizsza. Towarzyszyty temu wzrost 0 45% homogalakturonianu i zmniejszenie
stopnia estryfikacji polisacharydéw pektynowych z 50 do 33%. Uzyskane wyniki
Swiadczg o wyciszeniu u N. benthamiana genu lub genéw syntazy celulozowej i
potwierdzajg przydatno$¢ ViGS w analizie funkcji nieznanych gen6w.

Sposréd wektoréw wirusowych wykorzystywanych do badan (tab. 2) najlepszym
wydaje sie by¢ wektor skonstruowany przy uzyciu TRV (tobacco rattle virus). Wektor
ten wywotuje tagodne objawy, infekuje duzg liczbe komdrek, stan wyciszenia utrzymuje
sie dtuzej i moze, w przeciwienstwie do innych wiruséw, wycisza¢ geny ulegajace
ekspresji w tkankach merystematycznych [51]. TRV jest jednoniciowym, dwu-
czasteczkowym RNA wirusem. Biatka kodowane przez RNA 1 odpowiadajg za
replikacje i przemieszczanie sie wewnatrz rosliny, natomiast biatka kodowane przez
RNA 2 odpowiadajgza formowanie sie wirusa ijego przemieszczanie miedzy roslinami
za pomoca nicieni. Z RNA 1i 2 skonstruowane zostaty dwa oddzielne klony cDNA
pod kontrolg promotora 35S z CaMV, ktére zostaty wbudowane do binarnego wektora
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w miejsce wielokrotnego klonowania w obrebie T-DNA [51]. Konstrukcja RNA 1
TRV (pBINTRAO) zawierata petnej dtugosci infekcyjny klon cDNA, w ktérym nmlka
odczytu polimerazy RNA zostala przerwana przez wbhudowanie intronu 3 genu
reduktazy azotanowej z Arabidopsis. Wbudowanie intronu pozwolito na staocilme
utrzymanie klonu w komorkach Escherichia coli. Natomiast w konstrukcji RNA 2
TRV (pTVOO) pozostawiono sekwencje kodujgce biatko ptaszcza wirusa, a usunie-to
nieistotne rejony kodujgce biatka 29,4 k i 32,8 k pozostawiajgc tylko nieulegijgce
translacji fragmenty 3’ i 5" i wbudowujac w srodku polilinker. Ros$liny inokulovamo
nanoszac na liScie mieszanine kultur Agrobacterium zawierajacgpBINTRAG i p"VOO
[51]. W ten sposdb amplikony sg wprowadzane do rosliny i dzieki przejsciowej eksaresji
uzyskuje sie transkrypty wirusowe [51]. Drugg i czeSciej stosowang metodg ctrzy-
mywania klonow infekcyjnychjest namnozenie RNA klonéw za pomocg transkrypcji
in vitro, a nastepnie inokulowanie nimi roslin z zastosowaniem karborundu jako $rodka
mechanicznie uszkadzajgcego tkanke i utatwiajgcego wnikanie czgsteczek infekcy nych
[10, 52].

Praktyczng zaletg wektoréw wirusowych jest réwniez to, ze do wyciszenia genu
endogennego wystarczg zaledwie 33-nukleotydowe fragmenty, w petni homologiczne
do potowy 3' genu. Wprawdzie okazato sie, ze wieksze fragmenty (51-52 nt) sg bardziej
efektywne w inicjowaniu wyciszania niz fragmenty 33-34 nt, tojednak fragmer.t 33-
34 nt w orientacji antysensowej byt bardziej efektywny niz 51-52 nt fragment w
orientacji sensowej. Najlepsze efekty uzyskano w przypadku fragmentu antysensowego
o dtugosci 51 nt. Wynik ten Swiadczy o tym, ze orientacja genu w konstrukcji moze
mie¢ wiekszy wptyw na wyciszenie niz dtugos¢ uzytego fragmentu [59].

Ostatnio uzyskano efekt wyciszenia przez wprowadzanie do roslin sekwencji
promotorowych genéw endogennych [31]. Wyciszenie dziala tutaj w ukladzie trans
tzn. inaktywacji ulegajg geny znajdujgce sie pod kontrolghomologicznego promotora,
a poniewaz sekwencje promotoréw sg bardziej réznorodne niz regiony kodujace w
obrebie wielogenowej rodziny metoda ta pozwala na bardziej precyzyjng inaktywacje
danego genu.

IX. PODSUMOWANIE

Wyciszanie genow z pewnoscigjest utrudnieniem dla wielu badaczy chcacych z
duzg sprawnoscig uzyskiwa¢ nowe, wazne gospodarczo cechy u roslin. Transgeny
jednak nie zawsze wywotujgP TGS, efekt taki pojawia sie u stosunkowo matego procentu
transformowanych ro$lin. Na przyktad u ryzu wyciszenie wystepowato u 23% roslin
transformowanych genem chitynazy, dopiero w pokoleniu T3linii homozygotycznych
pod wzgledem transgenu [13].

Z drugiej strony, po poznaniu mechanizméw wyciszania, znajduje ono wiele
praktycznych zastosowan przez specyficzne zahamowanie ekspresji genéw. Za przyktad
moze tu stuzy¢ pomidor Flavr-Savr, wprowadzony do sprzedazy przez amerykanska
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firme Calgene. Do tej odmiany pomidora wprowadzono antysensowg kopie genu
poligalakturonazy, co doprowadzito do wyciszenia wiasciwego genu, odpowiedzialnego
za miekniecie dojrzewajgcych owocéw. Otrzymano w ten sposéb obnizenie syntezy
biatka, ktérego aktywno$é enzymatyczna polega na trawieniu pektyny odpowiedzialnej
zatwardos$¢ owocow, co w rezultacie powoduje spowolnienie mieknigcia owocow, a to
przedtuza okres ich przechowywania.

Wyciszanie staje sie tez coraz powszechniejszym sposobem w badaniach funkcji
gendw. Zasadajest prosta: fragment genu jest wprowadzany do komorki jako dsRNA
lub w takiej formie, z ktdrej nastgpi transkrypcja dsRNA. dsRNA aktywuje proces, w
ktérym udziat biora Dicer i RISC i w ten spos6b dochodzi do zmiany wtasciwosci
danej komérki wskutek utraty funkcji odpowiedniego genu.
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UKEAD NADZORUJACY GENOM

GENOME SURVEILLANCE SYSTEM

Irena SZUMIEL

Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, Instytut Chemii i Techniki
Jadrowej,Warszawa

Streszczenie: Podstawy zagadnienia: DNA komérkowy podlega nieustannym uszkodzeniom; dziatanie
punktéw kontrolnych cyklu komdrkowego jest czescig odpowiedzi komérkowej na uszkodzenie DNA.
1. Uktad nadzorujacy genom a przechodzenie przez cykl komorkowy W miare badania regulacji cyklu
komoérkowego odkrywano powigzania mechanizméw regulacyjnych ze skomplikowang siecig drog sy-
gnalizacyjnych, ktdrag nazwano uktadem nadzorujagcym genom. 2. Odpowiedz komdrkowa na uszkodze-
nia DNA. Biatka w uktadzie nadzorujagcym odpowiadajace na uszkodzenia DNA to: kinazy biatkowe
typu PIKL (podobne do kinazy fosfatydyloinozytolu); biatka tworzgce trimery podobnie jak antygen
jadrowy komérek proliferujgcych, PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigen)', biatka czujnikowe
(tzw. kompleks 9-1-1); kinazy serynowo-treoninowe (Chk 1i Chk 2), tzw. kinazy efektorowe; biatka
adaptorowe. Uszkodzenie DNA generuje sygnat alarmowy, przekazywany do uktadéw naprawy DNA
oraz aktywujacy geny potrzebne do zatrzymania w cyklu komérkowym, do naprawy DNA badz do
apoptozy. 3. Punkty kontrolne w cyklu komérkowym. Sygnalizacja potrzebna do zatrzymania komérek
w fazach G I, S lub G2 wychodzi od kinazy Atm, ktérej najwazniejszymi substratami sg: kinazy efek-
torowe niezbedne we wszystkich 3 punktach kontrolnych, biatko Tp53 dziatajace jako czynnik trans-
krypcyjny, niezbedne do blokowania granicy faz GI/S, nibryna (punkt kontrolny S) oraz Brcal (punkty
kontrolne S i G2). Ostatnie 2 biatka uczestniczg takze w naprawie DNA. 4. Uwagi koficowe. Badania
nad uktadem nadzorujagcym genom ukazujg obraz coraz bardziej ztozony. Najczesciej opisane w ko-
markach ssakéw funkcje tego uktadu - kontrola przechodzenia przez cykl komérkowy ijej koordyna-
cja z naprawg DNA - zostaly uzupetnione o kolejne, w znacznej mierze dzieki analizie tych samych
funkcji u drozdzy.

Stowa kluczowe: Uktad nadzorujacy genom; kinaza Atm; Tp53; Brcal; nibryna; cykl komérkowy.

Summary: 1 Genome surveillance system and progression through the cell cycle. Upon examination of
cell cycle regulation relations were discovered of the cell cycle control mechanisms with a complicated
web of signaling pathways, eventually called the genome surveillance system. 2 Cellular response to

*Praca byta finansowana z dziatalnosci statutowej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej.
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DNA damage. Protein components in the surveillance system that respond to DNA damage cm be
divided as follows: PIKL kinases (phosphatidyl inositol 3-kinase like); trimer-forming proteins similar
to PCNA (proliferating cell nuclear antigen); sensor proteins (9-1-1 complex); serine-treonine (effec-
tor) kinases (Chk 1 and Chk 2); adaptor proteins. DNA damage generates an alarm signal through
PIKL kinases and sensor proteins. The signal is amplified and transduced to recruit DNA repair sys-
tems and to activate transcription of genes necessary for blocking progression through the cell cycle, for
DNA repair or apoptosis. 3. Cell cycle checkpoints. Signalling essential for blocking progression through
G, Sand G2 phases starts at the Atm kinase; its downstream substrates are effector kinases, acting in
all 3 checkpoints, Tp53, acting as transcription factor essential for G1/S block, nibrine (S phase checkpo-
int) and Brea 1(checkpoints S and G2). The two latter proteins also participate in DNA repair. 4.Conc-
luding remarks. Upon examination, the picture of the genome surveillance system becomes more and
more complex. The functions best characterised in mammalian cells - control ofcell cycle progression and
its coordination with DNA repair - have been recently completed by new functions, mostly due to
analysis of the same functions in yeast.

Key words', genome surveillance system; Atm kinase; Tp53; Brcal; nibrine; cell cycle.

1. WSTEP

Kazda komorkajest nieustannie narazona na czynniki Srodowiskowe uszkadzajgce
DNA i hamujace replikacje DNA. Ponadto btedy mogg powsta¢ w normalnie
zachodzacych procesach replikacji i rekombinacji. Mechanizmem obronnym jest bardzo
skomplikowana sie¢ drog sygnalizacyjnych, zapewniajgca skoordynowane uruchomienie
proceséw naprawy DNA izatrzymanie przechodzenia komorki przez cykl komaérkowy.
Zapobiega to powieleniu uszkodzen w procesie replikacji, a takze przekazaniu uszkodzen
komérkom potomnym.

Przechodzenie komdrki eukariotycznej przez cykl komérkowy mozna sobie
wyobrazi¢ jako cigg zdarzen w okreslonej kolejnosci az do podziatu na dwie komaérki
potomne. Jezeli zdarzenie B moze zaj$¢ pod warunkiem zakoniczenia zdarzenia A, za$
zaleznos$¢ taka znosi mutacja - mowimy o punkcie kontrolnym w czesci A — B
przechodzenia przez cykl. Termin ten wprowadzili w 1988 roku Weinert i Hartwell
[42]. Zdarzeniami, od ktérych zalezy kolejny krok komérki w cyklu, mogabyé: synteza
biatek sygnalizacyjnych, ich modyfikacja posttranslacyjna, zmiana lokalizacji wewnatrz-
komorkowej, synteza zwigzkow budulcowych (na przyktad do replikacji DNA) oraz
synteza de novo lub aktywacja enzymow niezbednych do przeprowadzenia replikacji.
W miare badania regulacji cyklu komérkowego odkrywano powigzania mechanizmow
regulacyjnych z wielka i skomplikowang siecig drég sygnalizacyjnych, ktéra nazwano
uktadem nadzorujagcym genom (ang. genome surveillance system). Niektore sktadniki
tej sieci wykazujg w rozwoju ewolucyjnym zadziwiajgcg zachowawczo$¢ budowy.
Dzigki temu, szczeg6towe badania na drozdzach niezwykle utatwity przeprowadzenie
pbézniejszego dosSwiadczenia na komdrkach zwierzecych [21].
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2. UKELAD NADZORUJACY GENOM
A PRZECHODZENIE PRZEZ CYKL KOMORKOWY

Najprosciej mozna powiedzie¢, ze podstawowym celem uktadu nadzorujacego
genom jest zapewnienie wiernego przekazu komorkowej informacji genetycznej
komorkom potomnym. Zalezy ono od szeregu warunkow [47], takich jak:

m  wiernos¢ replikacji,

m dokladny podziat chromosoméw miedzy komorki potomne,

m  zminimalizowanie skutkéw uszkodzeri DNA zachodzacych pod wptywem czynni-
kéw wewnetrznych izewnetrznych.

Wymaga to monitorowania struktury DNA istanu wrzeciona mitotycznego, a takze
koordynacji naprawy DNA iprzechodzenia przez cykl. Poczgtkowo uwazano, ze rolg
uktadu nadzorujacego jest pozostawienie czasu na naprawe DNA przedjego replikacjg
lub podziatem miedzy komérki potomne. Obecnie traktuje sie mechanizmy kontroli
przechodzenia przez cykl komdrkowyjako sktadnik odpowiedzi komérki na uszkodzenia
DNA [17, 47]. Na odpowiedz? te sktada sie dziatanie skomplikowanej sieci sygna-
lizacyjnej prowadzace do aktywacji roznych grup gendw, aktywacji naprawy DNA,
zatrzymania w cyklu komoérkowym lub apoptozy.

3. ODPOWIEDZ KOMORKOWA NA USZKODZENIA DNA

3.1. Sygnatalarmowy

Rycina 1przedstawia bardzo og6lny schemat zdarzeri zachodzacych po uszkodzeniu
DNA. Sposob, w jaki uktad monitorujgcy generuje sygnat alarmowy, jest ciggle
niedostatecznie poznany. Najprostsze jest przypuszczenie, ze powstanie kazdego rodzaju
uszkodzenia-pekniecia pojedynczo- lub podwdjnoniciowego, uszkodzenia oksydacyjnego
zasady lubjej alkilacji —pocigga za sobg zmiane konformacji chromatyny. Zaktadamy, ze
na takg zmiane reagujg biatka czujnikowe. Podobnie - zatrzymanie przesuwania sie
widetek replikacyjnych z powodu zawady przestrzennej stanowi zrédio sygnatu
alarmowego.

Sygnat alarmowy uruchamia dwa ciagi zdarzen (przeglad w [35]), zaznaczone na
rycinie 1strzatkami r6znej grubosci. Jeden z nich prowadzi do rekrutacji enzymow
naprawczych ibiatek pomocniczych do miejsc uszkodzonych i do naprawy uszkodzen,
czyli do przywrd6cenia pierwotnej struktury pierwszorzedowej DNA. W przypadku
niektérych typéw uszkodzen towarzyszy temu znaczna reorganizacja struktury
chromatyny w obszarze sasiadujgcym z uszkodzeniem. Jednym z najwczesniejszych
zdarzen po powstaniu pekniecia podwdjnoniciowego jest fosforylacja histonu H2AX
[30]. Okazato sie, ze zmiana ta obejmuje obszar 0,03% chromatyny najedno pekniecie
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RYCINA 1 Dwa ciagi zdarzen zapoczatkowywanych przez uszkodzenie DNA: uruchomienie uktadow
naprawy i aktywacja genéw, ktérych produkty biatkowe przeprowadzajg zatrzymanie komérek w cyklu
komoérkowym i odnowe lub apoptoze (zmodyfikowane wedtug [35])

podwoéjnoniciowe, a zatem - w przecietnej komérce ssaka - obszar odpowiadajacy
1-2 mega par zasad [31]. W miejscu tym pojawiajg sie kolejno biatka pomocnicze i
enzymy naprawy DNA tworzgc ogniska, widoczne w mikroskopie fluorescencyjnym
po zastosowaniu odpowiednich przeciwciat [27]. Po dokonaniu naprawy nastepuje
przywrécenie struktury DNA wyzszego rzedu. Jest to warunek konieczny, ale
niewystarczajacy do zapewnienia odnowy komdrkowej, inaczej méwiac - do tego,
aby komorka przezyta ibyta zdolna do prawidtowego podziatu.

Drugi cigg zdarzen prowadzi przez uktad sygnalizacyjny do aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych. Zapewnia to transkrypcje odpowiednich grup genéw i synteze nowych
biatek. Zaleznie od tego, jaki obr6t przybiera kierunek sygnatéw - sg to biatka
zatrzymujace przechodzenie przez cykl komérkowy lub w inny sposéb wspomagajace
procesy naprawy i odnowy albo tez uruchamiajgce procesy prowadzace do $mierci,
czesto przez apoptoze.
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Jakkolwiek uktad nadzorujgcy Kieruje sygnaty zarbwno do uktadow naprawy DNA,
jak ido punktéw kontrolnych - obserwacje doswiadczalne wskazujg na czeSciowa
niezalezno$¢ obu opisanych ciggdéw zdarzern w pewnych warunkach: na przyktad brak
histonu H2AX zatrzymuje samoorganizacje ognisk naprawczych, natomiast nie zaktoca
mechanizmow blokujgcych przechodzenie przez cykl komaérkowy [6].

Uszkodzenia DNA przypisywano dawniej gtdwnie czynnikom zewnetrznym, za$
badaniem ich charakteru i naprawy zajmowaty
sie d_ziedz_iny niezbyt_ p_opularn.e - oradio- i Laeia g "Spontaniczne" uszkodzenia
fotobiologia. Okazato siejednak, ze - zwtaszcza  pna (zachodzace pod wptywem
pod wptywem endogennie generowanych (w  czynnikéw endogennych i w “normalnym”
normalnym metabolizmie komorki) aktywnych  $rodowisku) wedtug Billena [3]

form tlenu - powstawanie uszkodzen DNA Rodzaj uszkodzenia Liczba

zachodzi bardzo czesto [3]. Dane liczbowe indukowana w
zawarto w tabeli 1. Sposr6d czynnikéw jednej komoérce w
endogennych najsilniej dziata rodnik ciagu godziny

hydrokS)_/_Iowy, powstajqc_y z nadtlfenku wo_doru Utrata reszty 1500
w reakcji Fentona katalizowanej przez jony  pyrynowej
metali przejéciowych. Zrédtem uszkodzer sg  Inne uszkodzenia 1500
takze btedy w replikacji i rekombinacji. Bioragc ~ zasad

‘2 . Pekniecia 5000
pod uwage.czestosc zdgrzen proYvaFizacych do oojedynczonieiowe
uszkodzenia DNA mozna uznac, ze naprawa  \ysyskie Ok. 8 000
DNA nalezy do procesow kluczowych dla  uszkodzenia

organizmoéw zywych.

3.2. Typy biatek w uktadzie nadzorujgcym
odpowiadajgcych na uszkodzenia DNA

Biatka wchodzace w skiad uktadu nadzorujacego stan genomu, ktoérych funkcja
jest reagowanie na uszkodzenia DNA - sgnajlepiej poznane u drozdzy Saccharomyces
pombe i Saccharomyces cerevisiae. W komodrkach ssakéw w wielu przypadkach
poszukuje sie analogii do mechanizmow poznanych u drozdzy. Istotnie, w wielu biatkach
- skfadnikach uktadu nadzorujgcego wystepuje bardzo znaczny konserwatyzm struktury
pierwszorzedowej, a takze funkcji.

Melo i Toczyski [21] dzielg biatka uktadu odpowiedzi na uszkodzenia DNA na
cztery grupy:

(1) kinazy biatkowe typu PI3K-like (PIKL), tojest, podobne do kinazy fosfatydylo-
inozytolu;

(2) biatka tworzgce trimery podobnie jak antygen jadrowy komdarek proliferujgcych,
PCNA (ang. proliferating celi nuclear antigen), czyli biatka czujnikowe (tzw.
kompleks 9-1-1);

(3) kinazy serynowo-treoninowe (Chk 1iChk 2), tzw. kinazy efektorowe;

(4) biatka adaptorowe (klaspina i Brcal).
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Podobnie klasyfikujate biatka O ’Connell i wsp. [20]. Biatka adaptorowe zawierajg
sekwencje BRCT (ang. Brcal C-terminus) stuzgcg oddziatywaniom biatko-biatko,
zatem nalezatoby do nich byé moze zaliczy¢ takze biatko 53BP1, ktérego funkcje sa
dopiero identyfikowane [29]. Nalezy dodaé, ze - zaleznie od rodzaju zrodta sygnatu
alarmowego - reaguja na uszkodzenie DNA r6zne zestawy biatek. llustruje to rycina
2 na przyktadzie komorek ludzkich. Na przyktad na uszkodzenia indukowane przez
nadfiolet odpowiada kinaza Atr i kinaza efektorowa Chkl, za$ na pekniecia pod-
wojnoniciowe po napromienieniu promieniowaniem X - kinaza Atm ikinaza efektorowa
Chk2. W obu przypadkach sygnat dociera do Tp53, lecz czgsteczka podlega fosforylacji
w roznych miejscach, stosownie do petnionej potem funkcji.

3.3. Kompleks nadzorujacy

Nie majednolitego stanowiska co do charakteru kompleksu monitorujgcego stan
DNA jadrowego w komérkach ssakow. Wedtug Wanga i wspotpr. [40] istnieje wielki
kompleks (,,superkompleks™) ztozony z ,,subkomplekséw” (ate z kolei z wielu biatek),
nazywany BASC (ang. BRCAl-associated surveillance complex ). Sktad kompleksu,

RYCINA 2. Schemat dwdch szlakéw sygnalizacji uszkodzen DNA prowadzacych do punktéw
kontrolnych cyklu komérkowego zaleznie od zrodta sygnatu, oparty na danych z pracy Melo i Toczyskiego
[21]
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TABELA 2. Dotychczas zidentyfikowane biatka wchodzace w sktad kompleksu BASC (ang.
BRCAZ1l-associated genom surveillance complex) wg Wanga i wspétpr.[40]

Akronim Charakter i funkcja

Atm kinaza typu PIKL, zmutowana w AT(ang. ataxia telangiectasia (AT) mutated )
Atr kinaza typu PIKL, zblizona do Atm i Rad3 (ang.Atm-Rad3-related)

Nbsl nibryna, biatko zmutowane w zespole krucho$ci chromosomoéw z Nijmegen,

sktadnik kompleksu Mrel 1-Rad50-Nbsl, dziatajacego w naprawie DNA

Mrell, Rad 50 skfadniki kompleksu Mrell-Rad50-Nbsl, dziatajacego w naprawie peknie¢
podwojnoniciowych DNA

BLM Helikaza zmutowana w zespole Btooma
Msh2/6, MIh2 Biatka uktadu naprawy btednie sparowanych zasad
Brcal Biatko zmutowane w raku piersi ijajnikdw

RFC Czynnik replikacyjny C, wspomagajacy rekrutacje PCNA przy replikacji DNA
przez polimeraze 8

Biatka niezidentyfikowane obecne w kompleksie

okreslony na podstawie immunoprecypitacji i spektrometrii masowej, podano w tabeli
2. Wielu autoréw uwazajednak, ze istnieje system niezaleznej rekrutacji do miejsca
uszkodzenia pojedynczych biatek i dwoch mniejszych kompleksow (przeglad w [21,
24,49]), w tym kinazy Atm, kompleksu 9-1-1 i kompleksu Atr-Atrip. Te dwa kompleksy
zkomorek ssakow odpowiadajgw S.pombe kompleksom Rad 9-Hus 1-Rad 1iRad3-
Rad 26 [21,43].

Kompleks 9-1-1 zostat scharakteryzowany stosunkowo niedawno [5,16,33,34,37].
Dziata on w spos6b nie do konca wyjasniony. Strukturalnie jest on podobny do PCNA,
tworzgcego przesuwajaca sie po DNA obejme i rekrutowanego z pomocg czynnika
replikacyjnego C (RFC, ang. replicationfactor C) ztozonego z jednej duzej (RFC1) i
czterech matych podjednostek. Analogicznie, kompleks 9-1-1 zostaje sprowadzony do
uszkodzonego miejsca przez kompleks ztozony z Rad 17 (podobny do RFC 1) i matych
podjednostek RFC (przeglad w [24,49]). Ten sposdb dziatania zostat zaproponowany
na podstawie podobieAstwa w sktadnikach komplekséw replikacyjnego i9-1-1.

Rad 9 podlega w nieuszkodzonej komdrce wielomiejscowej fosforylacji przez nie
do koncapoznane kinazy, a takze hiperfosforylacji w odpowiedzi na uszkodzenia DNA.
Kinazg modyfikujacg Rad 9 u ssakéw (podobnie jak Rad 17 [1]) jest przypuszczalnie
Atm [7]. Ufosforylowanie Rad 9 nie zmienia stabilno$ci wigzania z Rad 1i Hus 1
[37], stuzy zatem zapewne innym celom. Aktywnos$¢ egzonukleazy 3-5' [2] data
podstawe do spekulacji, ze Rad9 powieksza wykryte pekniecie DNA i w ten sposéb
wzmacnia sygnat alarmowy [37].
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4. PUNKTY KONTROLNE W CYKLU KOMORKOWYM

Punktom kontrolnym w cyklu komérkowym poswiecona jest praca przegladowa
[12] niedawno publikowana w Postepach Biologii Komaérki. Z tego wzgledu, ponizszy,
dos$¢ pobiezny przeglad ogranicza sie do najwazniejszych aspektow regulacji, ktore
zwigzane sg bezposrednio z uktadem nadzorujgcym genom i catkowicie pomija punkty
kontrolne w mitozie. Czytelnikdw zainteresowanych bardziej szczegétowym
omoéwieniem tego tematu odsytam zatem do pracy [12].

4.1. Punkt kontrolny Gj/S

Komorka z DNA uszkodzonym w czasie przechodzenia przez faze G 1zostaje przez
uktad nadzorujgcy zatrzymana na granicy faz G,/S. Zapobiega to replikowaniu
uszkodzen w trakcie syntezy DNA. Mechanizm tego zdarzenia zostat dobrze opisany
w komdrkach ssakéw poddanych napromieniowaniu promieniowaniem X lub y.
Kluczowgrole petni w nim biatko Tp53 (tumor supressorprotein 53; przeglad w [13,
14]). Jego budowe i modyfikacje posttranslacyjne nastepujace po uszkodzeniu DNA
schematycznie przedstawiono narycinach 3i4.

Peknigcie jedno- lub dwuniciowe DNA aktywuje kinaze Atm. Sposobu aktywacji
nie znamy; zaktadanyjest w nim udziat biatek czujnikowych na zasadzie spodziewanych
podobienstw w mechanizmach dziatajgcych u drozdzy iw organizmach na wyzszych
szczeblach rozwoju ewolucyjnego. Atm fosforyluje nastepnie histon H2AX [4] oraz
biatko Tp53 [22]. Pocigga to za sobg liczne nastepstwa. Chromatyna wokét uszkodzenia
zmienia konformacje. Tp53 przestaje by¢ wigzane przez Mdm2, ligaze ubikwitynowsa,
ktéraw komaérce nieuszkodzonej wprowadza Tp53 na droge degradacji. To powoduje
stabilizacje i szybki przyrost ilosci Tp53, za$ pozostate modyfikacje posttranslacyjne
(por. ryc. 4) umozliwiajg tetrameryzacje i wystapienie Tp53 w roli czynnika
transkrypcyjnego. Jest to kluczowe zdarzenie w odpowiedzi komdrki na uszkodzenia
DNA, stad Tp53jest chetnie nazywane straznikiem genomu. Ostatnio stwierdzono, ze
do uzyskania stabilizacji Tp53 iniektérychjego funkcji niezbednajestjeszcze aktywacja
przez kinaze Chk2 [15, 36] oraz biatko wigzace, oznaczone symbolem 53BP1 [29].
Jest ono fosforylowane przez Atm podobnie jak Tp53 i gromadzi sie w ogniskach
naprawy, wspomnianych uprzednio, wczesniej niz Brcal, w sposéb od fosforylacji

RYCINA 3. Domeny wyrézniane w czasteczce Tp53 (na podstawie danych w [13, 14])
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RYCINA 4. Modyfikacje posttranslacyjne Tp53 zachodzace w komérce ludzkiej po uszkodzeniu DNA
(na podstawie danych w [13, 14])

przez Atm niezalezny [32]. Zahamowanie ekspresji 53BP1 powoduje zatrzymanie
rekrutacji Brcal do ognisk i ostabia fosforylacje Brcal i Chk2, biatek niezbednych do
zatrzymywania komoérek w fazach S i G2 [38].

Wsrdd gendw, ktérych transkrypcje aktywuje Tp53, niezbedny do zatrzymania
komérek na granicy G1/Sjest gen kodujacy p21(cipl/wafl), inhibitor kinaz cyklino-
zaleznych. Biatko p21 hamuje kinazy cyklinozalezne (Cdk/cyklina E, Cdk4/cyklina
D 1) swoiste dla fazy G 1. W wyniku tego zahamowania nie nastepuje fosforylacja Rb
(biatko retinoblastoma) i odblokowanie funkcji E2F, czynnika transkrypcyjnego
niezbednego do aktywacji transkrypcji genéw swoistych dla fazy S. Dodatkowo, p21
wigze PCNA, pozbawiajgc polimeraze DNA-5 wspétdziatajacego z nig czynnika.
Zdarzenia te podsumowuje schemat na rycinie 5 (przeglad w [13,14]).

Sa takze inne geny, ktorych transkrypcja podlega aktywacji lub hamowaniu przez
Tp53. Jest to m.in. grupa genéw kontrolujagcych proces apoptozy, bardzo istotna dla
organizmu. Przyjmuje sie, ze przy niedostatecznie szybkiej lub skutecznej naprawie
uszkodzen uruchamiany jest program prowadzacy do eliminacji uszkodzonych komorek.
Zazwyczaj zdolnos¢ te tracg komaorki w procesie nowotworzenia. Zdarza sie, ze ,,sygnat
$mierci” wysytany jest wczesnie, mimo ze naprawa DNA jest ,na dobrej drodze” i
moze doprowadzi¢ do odtworzenia struktury pierwszorzedowej DNA. Komérki o takich
wiasdciwosciach sag nadwrazliwe na czynniki uszkadzajgce DNA, chociaz nie wystepuja
w nich defekty uktaddéw naprawy [28]. Sygnat Smierci jest tez czesto wysytany wtedy,
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RYCINA 5. Indukowane przez uszkodzenia DNA sygnaly przechodzace przez Tp53 i regubjace
przechodzenie przez cykl komoérkowy (na podstawie danych w [13, 14])
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gdy nie zadziata mechanizm zatrzymujacy w punkcie kontrolnym; przyktadem moze
by¢ komérka poddana po napromienieniu dziataniu kofeiny, znoszacej blok w fazie
G2 wskutek zahamowania kinaz typu PIKL.

4.2. Punktkontrolny S

Podobnie jak inne punkty kontrolne, punkt w fazie S najstaranniej byt badany w
komérkach zwierzecych poddanych dziataniu promieniowaniajonizujacego. Replikacja
DNA zatrzymuje sie w ciggu paru minut po ekspozycji. Zalezno$¢ % zahamowania od
dawkijest dwufazowa - poczatkowo gwattownie spada, cojest wynikiem zahamowania
inicjacji replikacji, potem spadek jest powolny, co odpowiada zahamowaniu elongacji
w replikonach, ktore juz rozpoczety replikacje [26,41]. W latach siedemdziesiagtych
uwazano, zejest to bezposrednie nastepstwo uszkodzenia DNA. Stopniowo gromadzono
dowody wskazujace, ze zahamowanie to jest wynikiem dziatania mechanizmdw regu-
lacyjnych. Rozstrzygajace byto doswiadczenie Wanga [39], ktéry stwierdzit, ze ekstrakty
z komorek kontrolnych replikowaty plazmidowy DNA w uktadzie bezkomorkowym,
za$ ekstrakty z napromieniowanych komorek nie prowadzity replikacji. Sam plazmid
nie byt napromieniowany, a zatem nie zawierat zadnych uszkodzen, ktére mogtyby
hamowac replikacje.

Obecne badania przyczyniaja sie przede wszystkim do ustalenia listy biatek, ktorych
aktywnosc jest niezbedna do zahamowania replikacji po uszkodzeniu DNA. Liste te
otwiera Atm. Promienioopoma synteza DNA jestjedngz charakterystycznych i wcze$nie
odkrytych cech komérek AT [25]. Dziatanie Atm uzupetnia cytoplazmatyczna kinaza
Il zalezna od kalmoduliny [9], a takze Ku80, podjednostka kinazy zaleznej od DNA,
czynnej w uktadzie niehomologicznego taczenia peknie¢ podwaéjnoniciowych [48]. Dwa
inne biatka, nibryna [11] i Brcal [45, 46], sg podobnie jak Atm sktadnikami uktadu
nadzorujagcego genom, jednocze$nie za$ uczestniczg w procesach naprawy DNA.
Nibrynajest substratem dla Atm, ale takze aktywuje fosforylacje niektérych substratéw
Atm [11]; ponadto jako sktadnik tzw. kompleksu MRN (Mrell-Rad50-nibryna)
uczestniczy w naprawie homologicznej i niehomologicznym gczeniu peknieé¢ pod-
wajnoniciowych DNA. Podobnie, Brcal jest sktadnikiem kompleksu BASC isubstratem
dla Atm; stwierdzono jego udziat w naprawie peknie¢ podwdjnoniciowych [50], a
takze dziatanie w charakterze koaktywatora transkrypcji genéw naprawy DNA i
regulacji cyklu komdérkowego [18]. Na podstawie analogii z regulacja fazy S u drozdzy
[19] oraz badar Falcka i wspotpr. [10] przyjmuje sie, ze niezbedne dla dziatania punktu
kontrolnego w fazie S sg Rad 17 i kinaza efektorowa Chk2 (por. ryc. 2 i 6). Pomimo
tych wiadomosci brak jest spojnego modelu dziatania punktu kontrolnego w fazie S.

Najbardziej intrygujacajest sprawa zahamowania inicjacji replikonéw w przypadku
naruszenia ciggtosci nici DNA. Wiadomo, ze w telofazie [8] replikony otrzymuja tzw.
licencje najednorazowareplikacje w nastepnej interfazie, przez przytaczenie do miejsc
ori kompleksow pre-replikacyjnych (m.in. biatek Cdc6, Cdtl i Mcm2-7). Sg one
blokowane przez kinazy cyklinozalezne i geminine, niewielkie biatko, ktére jest
inhibitorem inicjacji replikacji (przeglad w [23] . Poniewaz geminina przeciwdziata
nielicencjonowanemu, powtérnemu replikowaniu DNA, mozna jg uzna¢ za czynnik
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przeciwdziatajacy niestabilnosci genetycznej. Znaczgca dla domystéw co do
wzajemnych oddziatywan gemininy i sktadnikow uktadu nadzorujgcegojest obserwacja
[20] obnizania aktywnosci kinazy efektorowej Chkl przez geminine.

4.3. Punkt kontrolny G2

Komérka z DNA uszkodzonym w czasie trwania fazy G2 lub z DNA uszkodzonym
i nienaprawionym we wczesniejszych fazach cyklu komdorkowego zostaje przez uktad
nadzorujacy zatrzymana w fazie G2. Zapobiega to przekazywaniu uszkodzen materiatu

RYCINA 6. Sygnalizacja zwigzana z zatrzymaniem w fazie G2 komorek z uszkodzonym DNA (na
podstawie danych w [13, 14, 24])
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genetycznego do komorek potomnych. Biatko Tp53 petni w bloku G2 pomocniczarole
- gtéwny szlak sygnalizacji przebiega od kinaz typu PIKL. Proporcje udziatu obu
szlakéw zalezg od typu komorek.

Przebieg sygnalizacji przedstawiono w sposdb uproszczony narycinie 6. Zawiera
ona dobrze znane informacje o sekwestracji fosfatazy Cdc25 przez biatko 14-3-3(7,
za$ kinazy Cdc2 przez p21;ponadto Tp53 powoduje represje syntezy cykliny B 1. Za
najwazniejszg cze$¢ mechanizmu zatrzymujgcego komdérke w fazie G2 uwaza sie
zahamowanie kinazy Cdc2 wystepujacej w kompleksie z cykling B 1. Do jej aktywnosci
konieczna jest defosforylacja tyrozyny 15. Fosforylacja tej reszty tyrozynowej
utrzymywanajest przez okres trwania bloku G2, to jest tak dtugo, jak dtugo od kinaz
Atm i Atrnadchodzgsygnaty o nieciggtosci nici DNA lub obecnosci innych uszkodzen
DNA. Aktywacja kinaz Chk powoduje z kolei fosforylacje fosfatazy Cdc25, co hamuje
jej aktywnos¢, sprzyja wigzaniu z 14-3-3 i zatrzymaniu fosfatazy w cytoplazmie. Cdc25
jest aktywatorem Cdc2/B 1 (wspomniana powyzej defosforylacja tyrozyny 15) (przeglad
w [24]).

Stosunkowo niedawno poznanym u ssakéw, a niezbednym elementem regulacji bloku
G2 jest udziat w aktywacji kinaz Chk biatka Radl7 i kompleksu 9-1-1 (por. ryc. 2),
wczesniej scharakteryzowany u drozdzy [24].

Skrécenie okresu trwania bloku G2 w komorkach uszkodzonych przez pro-
mieniowanie jonizujgce powoduje wejscie ich w apoptoze albo przedwczesng mitoze;
w tym ostatnim przypadku mozna zaobserwowac aberracje chromosomowe, co pocigga
to za sobg $Smier¢ w kolejnej interfazie, stad promieniouczulajgce dziatanie czynnikow
skracajacych blok G2, m.in. kofeiny, inhibitora Atm i Atr. Jak sie wydaje, efekt taki
zalezy od tego, czy komdrki dysponujg sprawnymi procesami naprawy dziatajagcymi
w fazach G1 i S. Jezeli docierajg one do fazy G2 z niewielkg iloScig uszkodzen, to
skrécenie bloku w niewielkim stopniu wptywa na ich przezywalno$¢. Znaczne skrdcenie
lub brak bloku G2 obserwowano w komdrkach ze zmutowanym Brcal, brak jednak
wiadomosci o mechanizmie tego dziatania [45].

5. UWAGI KONCOWE

Badania ostatnich 20 lat z coraz wiekszg precyzjg wskazywaty na zwigzek miedzy
chorobami nowotworowymi a zaburzeniami funkcji uktadu nadzorujacego genom,
ukazujac obraz coraz bardziej ztozony. Najczesciej opisane w komorkach ssakéw
funkcje tego uktadu - kontrola przechodzenia przez cykl komoérkowy ijej koordynacja
z naprawg DNA - zostaty uzupetnione o kolejne, w znacznej mierze dzieki analizie
tych samych funkcji u drozdzy. Jedna z nowszych prac przegladowych [47] wylicza
jako funkcje uktadu nadzorujgcego genom: aktywacje szlakow naprawy DNA,
rekrutacje biatek naprawczych do miejsc uszkodzonych, kontrole sktadu chromatyny
telomerow idtugosci telomerdw, a takze aktywacje transkrypcji roznych grup genéw,
w tym uruchomienie programu $mierci przez apoptoze. W tej dziedzinie, zwtaszcza w
kontekscie znajomosci budowy genomu ludzkiego, pozostato wiele do zrobienia.
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IMPLANTACJA ZARODKA

EMBRYO IMPLANTATION
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Streszczenie: W pracy przedstawiono zjawisko implantacji. Oméwiono mechanizmy poszczegélnych
jej etapow: apozycji, adhezji i inwazji. Wyjasniono mechanizmy regulacji hormonalnej i parakrynnej
tych zjawisk. Zwrécono uwage na wzajemne oddziatywanie zarodka i endometrium. Stopien skompli-
kowania i ztozono$¢ mechanizméw kontrolujgcych implantacje powodujg, ze nawet niewielkie zabu-
rzenia homeostazy organizmu prowadzg do ograniczenia ptodnos$ci. Zaburzenia apozycji wigzg sie z
mozliwoS$cig wystapienia cigzy pozamacicznej lub tozyska przodujacego, zaburzenia adhezji z brakiem
implantacji, a wiec z wczesnymi, czesto nieuchwytnymi poronieniami. Natomiast nieprawidtowosci
inwazji endometrium moga by¢ odpowiedzialne za przypadki tozysk przylegajagcych i wrosnietych, ale
takze, na skutek indukcji zmian naczyniowych, mogg predysponowac do nadcisnienia ijego powiktan.

Stowa kluczowe: zarodek, implantacja.

Summary: The paper presents comprehensively process of implantation with its stages of apposition,
adhesion and invasion. Both endocrine and paracrine regulatory networks are also presented. The
described phenomena are complicated and strictly controlled, thus any disorders in reproductive ho-
meostasis in woman are connected with restriction in fertility. Pathology of apposition may lead to
ectopic pregnancy or placenta praevia, early abortions are linked to disorders of adhesion, and finally
pathology of invasion may cause improper placentation like placenta acreta or may predispose to
pregnancy induced hypertension with its complications.

Key words: embryo, implantation.

Implantacjajest kluczowym procesem w rozwoju cigzy. Przez pierwsze 5-6 dni od
zaptodnienia zarodek majgcy pewne rezerwy energetyczne i budulcowe ulega podziatom
i przemieszczaniu z bankijajowodu dojamy macicy. Skomplikowana gra hormonalna
miedzy zarodkiem a komarkami wydzielniczymi btony $luzowej drog rodnych umozliwia
prawidtowy wzrost blastocys$cie pozwalajac jej osiagna¢ prawidtowy potencjat
rozwojowy. Zaréwno przedimplantacyjny rozwoéj zarodka, jak ijego transport w
jajowodzie i macicy podlega skomplikowanej regulacji [36, 37]. Na tym etapie
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rozwojowym zarodek ma pewne zapasy energetyczne i budulcowe, lecz w miare
zwiekszania liczby komoérek rozwdj jego jest coraz bardziej zalezny od pobierania
substancji odzywczych z zewnatrz. Zrodlem tych substancji sa: ptyn jajowodowy i
ptyn maciczny, ktére istotnie r6znig sie sktadem. Ten pierwszy zawiera mniejsze ilosci
glukozy i fosforan6w, wiecej za$ mleczanu ipirogronianu sodowego w poréwnaniu z
ptynem macicznym. W sumie ich sktad determinuje prawidtowy rozwadj zarodka, ktory
w miare wzrostu coraz aktywniej pobiera substancje ze srodowiska. Poza sktadnikami
odzywczymi i budulcowymi przy okreslonym sktadziejonowym ipH, ptynjajowodowy
i maciczny zawiera liczne czynniki biologicznie czynne. Substancje te wydzielane przez
komorki btony $luzowej jajowodu i macicy dziatajgchemotaktycznie i stymulujgco na
rozwijajacy sie zarodek [7, 16].

Biona $luzowa jajowodu uwalnia czynniki nalezace do rodziny naskérkowych
czynnikéw wzrostu: EGF (epidermal growth factor), transformujacy czynnik a -
TGFa (transforminggrowthfactor alpha), HB-EGF (heparin binding EGF-like growth
factor), do rodziny insulinopodobnych czynnikéw wzrostu - IGF (insulin-likegrowth
factor), do interleukin - IL-1, IL-6 i IL-8 oraz do innych, takich jak: czynnik wzrostowy
komdrek macierzystych - SCF (stem cellfactor), czynnik martwicy nowotworu -
TNFa (tumor necrosisfactor alpha) i czynnik hamujacy biataczke - LIF (leukemia
inhibitory factor), ktore spetniajg konkretne funkcje w narzadzie rodnym kobiety
[16,19,24,29,31,36,41]. Waznarole przypisuje sie naskérkowym iinsulinopodobnym
czynnikom wzrostu. Naskorkowe czynniki wzrostu (EGF, HB-EGF, TGFa i
amfiregulina) sg silnymi mitogenami dziatajacymi poprzez wspolny receptor EGF.
TGFa i EGF stymulujg rozwdj przedimplantacyjny zarodkdw in vitro, pobudzajac
ich metabolizm iwzrost, czego wyrazem jest zwiekszone wychwytywanie substancji
odzywczych, co w rezultacie powoduje zwiekszony odsetek zarodkow dorastajgcych
do blastocysty [22,27,34]. Podobnie, biatkami o bardzo silnym dziataniu mitogennym
sq IGF-I, IGF-II i insulina [33]. Czynniki te nasilaja proliferacje komdrek zarodka
oraz przyczyniajg sie do wzrostu ilosci komaérek wezta zarodkowego i trofoektodermy.
Sg czynnikami wspo6todpowiedzialnymi za proces kompakcji komdrek, prowadzacy
do powstania moruli, a w pdzniejszych etapach rozwoju za formowanie sie jamy
blastocysty [18]. Insulinopodobne czynniki wzrostu regulujg takze metabolizm
blastocysty. Aktywujguktady transportowe odpowiedzialne za wychwytywanie glukozy
ze Srodowiska zewnetrznego, nasilajg zjawisko endocytozy i prawdopodobnie
przyspieszajg metabolizm biatek, co przejawia si¢ nasileniem replikacji, transkrypcji
i translacji, a takze degradacja biatek. Oddziatywanie czynnikéw grupy IGF ma
charakter endo-, para- i autokrynny. Dziatanie endokrynne wynika z faktu, ze czynniki
typu IGF sa produkowane przez wiekszo$¢ tkanek organizmu, a nastepnie sg
transportowane drogg krwi lub ptynu pozakomorkowego. Oddziatywanie parakrynne
jest konsekwencja produkcji i uwalniania tych czynnikéw przez komoérki drég rodnych
kobiety, a autokrynne - nastepstwem zdolnosci do syntezy przez same komarki zarodka.
Czynniki chemotaktyczne uwalniane przede wszystkim przez nabtonek btony Sluzowe;j
macicy, takie jak: IL-8 (interleukina-8), MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1)
oraz RANTES (regulated on activated normal T cells expressed and secreted)
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warunkujg przemieszczanie zarodka do macicy i zajecie odpowiedniej pozycji
bezposrednio przed implantacja[8,13].

Przedimplantacyjny rozwdéj zarodka konczy sie z chwilg opuszczenia przez
blastocyste ostonki przezroczystej, co ma miejsce 6 dnia od zaptodnienia. Aby przebieg
implantacji byt prawidtowy, zarodek powinien osiggna¢jame macicy w tym stadium
rozwoju. Implantacja jest chyba najbardziej ztozonym procesem prowadzacym do
faktycznego rozpoczecia cigzy. Rzutuje rdwniez na jej dalszy przebieg kliniczny, a
tym samym potencjalne jej powiktania. Jest zjawiskiem aktywnym, w ktorym
uczestniczy zaréwno blastocysta, jak i btona Sluzowa macicy [17, 36].

Wszelkie zachwianiarownowagi wewnetrznej organizmu powodujgzmiany iloSciowe
oraz jakosciowe ptynu jajowodowego i macicznego, co niekorzystnie odbija sie na
rozwoju zarodka. Przyktadem tych subtelnych oddziatywan jest TNFa [41]. W
warunkach fizjologicznych uwalniany jest w niewielkich ilosciach, ajego oddziatywanie
ogranicza sie do indukcji apoptozy w zarodkach o nieprawidtowej strukturze badz
czynnosci. Jednak pewne stany patologiczne jak endometrioza czy hydrosalpinx
powodujgwzrost wydzielania TNFa. W obecnos$ci wysokich stezer tej cytokiny nawet
prawidtowy zarodek nie jest w stanie obronic¢ sie przed jej niekorzystnym od-
dziatywaniem, co powoduje zahamowanie w tworzeniu sie jamy blastocysty, czego
wynikiem jest powstanie niepetnowartosciowego zarodka niezdolnego do dalszego
rozwoju. Wykitadnikiem tego jest zwiekszony odsetek wczesnych poroniefi w tych
wymienionych stanach.

W celu lepszego zrozumienia problemu przebieg implantacji mozna podzieli¢ na
nastepujace etapy: apozycji, adhezji, przylegania do btony sluzowej macicy i wreszcie
inwazji, wiasciwego zagniezdzenia w endometrium. Wszystkie procesy podlegaja
doktadnej regulacji, ktérej warunkiem, niezaleznie od etapu, jest swoista wspOtpraca
miedzy zarodkiem a btong $luzowa.

Komorki trofoektodermy blastocysty produkujagonadotropine kosmoéwkowg(hCG),
ktora w tej fazie cyklu oprécz hormonu luteinizujgcego, stymuluje ciatko z6te do
produkcji progesteronu. Jak wiadomo, do implantacji dochodzi w potowie fazy lutealnej
cyklu miesigczkowego, tzn. 6-7 dni po owulacji. Wtedy wystepujg najwyzsze stezenia
progesteronu wynikajgce ze szczytowej funkcji ciatka zottego. Progesteron warunkuje
przygotowanie strukturalne i funkcjonalne endometrium. Jest czynnikiem sprawczym
ekspresji swoistych integryn (patrz dalej) na powierzchni komérek nabtonkowych btony
$luzowej, ktére uwaza sie za markery tzw. receptywnos$ci endometrium [14]. Okres
najwiekszej receptywnosci przypada na 20-24 dzien cyklu miesigczkowego itworzy
tak zwane okienko implantacyjne, poniewaz tylko w tym czasie na powierzchni komorek
endometrium wystepuja wszystkie niezbedne do implantacji integryny. Integryny
sktadajg sie z podjednostek: a i (3 ktére tworzg heterodimery, a izoformy al a4 i (33
nadajatym heterodimerom rézne funkcje [1, 9, 10, 20, 38]. Ma to istotne znaczenie,
poniewaz podjednostka al wystepuje w catej fazie lutealnej (15-28 dzien cyklu), a4
stwierdza sie miedzy 14 a 24 dniem cyklu, a (33 pojawia sie tylko na kilka dni liczac od
20 dnia cyklu. Ekspresja podjednostki (33 jest zalezna od estrogendw, progesteronu
oraz cytokin, np. IL-1 i czynnik6w wzrostu, takich jak EGF czy TGF. W tym czasie
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zmienia sie réwniez struktura powierzchni komérek nabtonka endometrium. W trakcie
transformacji btony komdrkowej, licznie wystepujace mikrokosmki przeksztatcajg sie
w nieregularne, sptaszczone i niskie wypustki oraz nieco dtuzsze, butawkowato
zakonczone uwypuklenia zwane niekiedy pinopodami [4, 25, 35]. Przeksztatcenie
powierzchni apikalnej komorek nie jest trwate i utrzymuje sie 24-48 godzin ijak sie
przyjmuje jest kolejnym objawem receptywnos$ci endometrium.

W fazie apozycji zajecie przez blastocyste wtasciwego miejsca przed implantacja
zalezy w duzej mierze od czynnosci uktadu immunologicznego i chemotaktycznego
dziatania takich czynnikdw, jak: IL-8, MCP-1, oraz RANTES [8,40]. Uwaza sie, ze
czynniki te moga by¢ uwalniane przez komérki pochodzenia mezenchymatycznego,
komarki podscieliska btony Sluzowej macicy oraz komarki uktadu immunologicznego.
Czynniki te, przy zatozeniu prawidtowosci strukturalnej i czynnosciowej zarodka,
powoduja, ze blastocysta najczesciej zagniezdza sie w okolicy dna macicy.

W fazie przylegania (faza adhezji) do powierzchni komérek endometrium kluczowa
role odgrywajg interleukiny-1a i 3(IL-1a, IL-1(3), ktdre produkowane przez zarodek,
doprowadzajg do ekspresji wspomnianej wczes$niej podjednostki (33 z kompleksu
integryn niezbednych przy implantacji [6,28,30]. Nie mniej istotngrole przypisuje sie
czynnikowi hamujgcemu biataczke - LIF oraz czynnikom z grupy EGF [19, 32].

Faza inwazji, ktdra koinczy implantacje, polega na zagtebieniu blastocysty w btonie
$luzowej macicy po uprzednim zniszczeniu barier pod postacig komérek nabtonka,
btony podstawnej oraz czesci podscieliska [3, 5, 26]. Inwazje umozliwiajg enzymy
proteolityczne, takie jak: kolagenazy, zelatynazy i proteazy nalezace do grupy
metaloproteinaz (MMP), uwalniane przez trofoblast i doczesng. W aktywacji enzymaéw
proteolitycznych uczestniczg limfokiny i cytokiny, w tym IL-la, IL-1(3, IL-6 i EGF
oraz integryny. IL-1 stymulujgkomorki uktadu odpornosciowego doczesnej do produkcji
IFNy (interferon gamma), ktéry zapoczatkowuje kaskade prowadzacg do aktywacji
enzyméw proteolitycznych kofnczacych implantacje. Natomiast IL-6 jest regulatorem
aktywnosci metaloproteinaz doczesnowych i zelatynaz pochodzacych z trofoblastu
[32]. Kaskada enzymatyczna jest rowniez uruchamiana przez tkankowy aktywator
plazminogenu iplazmine. Pod koniec implantacji, bardzo istotnajest rola IL-1 (3, ktéra
indukuje w komérkach nabtonka endometrium produkcje czynnika wzrostowego
komérek srodbtonka naczyn (VEGF - vascular endothelial growth factor). VEGF
wplywa z kolei na rozwdj naczyn doczesnej, zapoczgtkowujgc tym samym proces
tworzenia tozyska [12].

Istotngrole w implantacji odgrywa uktad immunologiczny, jednak szersze opisanie
tego zagadnienia przekracza ramy niniejszej pracy. W immunologii implantacji kwestig
zasadniczgjest przyzwolenie na zagniezdzenie obcego antygenowo zarodka. Zarodek
dzieki ekspresji antygendw zgodnosci tkankowej klas HLA-C, HLA-E i przede
wszystkim HLA-G jest chroniony przed atakiem matczynych komorek uktadu
odpornosciowego, np. komérek NK (CD56+) [15,21].

Rowniez z tego powodu, jak i oméwionych wczes$niej zjawisko implantacji
poréwnywane jest do ,kontrolowanej samoograniczajacej sie reakcji zapalnej”, gdyz
uczestniczaw niej zaréwno czynniki prozapalne, jak i komdrki uktadu odpornosciowego.



IMPLANTACJA ZARODKA 379

Wobec tego zachwianie tej subtelnej rownowagi moze prowadzi¢ do ré6znorodnych
patologii rozrodu. Nadmierna ekspresja czynnikow zapalnych istniejgca w niektérych
stanach patologicznych, takich jak endometrioza czy wodniak jajowodu, moze
prowadzi¢ do uszkodzenia zarodka [23]. Zarodek bedgc antygenowo obcy ulegtby
rozpoznaniu i zniszczeniu, gdyby nie czynniki dziatajgce immunosupresyjnie i
maskujgco wobec niego. Istotng role przywigzuje sie glykodelinie tzw. biatku
tozyskowemu 14 (PP-14), ktéry powoduje supresje komdrek NK [39]. Uwaza sie
rowniez, ze ztozona struktura tzw. MUC-1 episialiny {polimorphic epithelial mucin-
7), wystepujacej w duzej ilosci w okresie okotoimplantacyjnym na powierzchni btony
komorkowej endometrium chroni zarodek przed jego rozpoznaniem przez komarki
odpowiedzi immunologicznej [2,11].

Zaburzenia apozycji wigza sie z nieprawidtowym miejscem implantacji, zaburzenia
adhezji z brakiem implantacji, awiec z wczesnymi, czesto nieuchwytnymi poronieniami.
Natomiast btedy powstate podczas inwazji endometrium mogaby¢ odpowiedzialne za
przypadki tozysk przylegajacych i wrosnietych, ale takze, na skutek indukcji zmian
naczyniowych, moga predysponowacé w Il i lll trymestrze cigzy do nadcisnienia ijego
powiktan (PIH -pregnancy induced hypertension) [42].
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FUNCTION OF CALCIUM BINDING PROTEINS OF THE S100 FAMILY
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Streszczenie: Jony wapniowe oraz biatka wigzace wapn petnig funkcje w wielu procesach komoérko-
wych. Wérdd biatek wigzacych jony Ca2t majacych motywy EF-hand, wyréznia sie grupe polipepty-
déw z rodziny biatek S100. Wiekszos¢ biatek z tej rodziny liczacej obecnie 20 przedstawicieli zostata
odkryta w ostatnim dziesiecioleciu. Sa to biatka o podobnej strukturze pierwszorzedowej, gdyz wyka-
zujg 30-60% identyczno$ci w sekwencji aminokwasowej. Poszczegdlne biatka S100 wystepujg w
okreslonych komérkach i tkankach, a ich funkcja nie jest w petni wyjasniona. Jednakze sugerowany
udziat biatek S100 w wielu procesach, takich jak: fosforylacja, regulacja aktywnosci enzymoéw, adhezja,
przezywalno$¢ iregeneracja neuronéw oraz apoptoza komoérek nerwowych, wskazuje, ze biatka te moga
odgrywac wazng role w komorce oraz w komunikacji miedzykomorkowej.

Stowa kluczowe: biatka wigzace jony Ca2 biatka S100, biatka efektorowe, przekazywanie sygnatu w
komaérce, komunikacje miedzykomoérkowe.

Summary: Calcium ions and calcium binding proteins are involved in many cellular processes. Among the
calcium binding proteins containing “EF-hand” motifs one can distinguish a group of proteins called S 100
family. The majority of S100 proteins were discovered during the last ten years and, at present, this
family contains 20 proteins. S100 proteins have similar primary structure since they possess 30-60%
identity in amino acid sequences. Individual S 100 proteins exhibit cell and tissue specific expression and
their function has not been fully explained. However, the involvement of S100 proteins in many proces-
ses such as phosphorylation, enzyme activity, adhesion, survival and regeneration of neurons or apop-
tosis of neuronal cells, indicates, that S 100 proteins might play an important intracellular and extracellu-
lar role.

Kay words: calcium binding proteins, S100 proteins, target proteins, cellular signaling, intercellular
communication..
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OGOLNA CHARAKTERYSTYKA BIALEK SI00

Biatka S100 wigzg dwajony Ca2za pomocg wyspecjalizowanych struktur zwanych
motywami EF-hand [36]. Motyw EF-hand skiada sie z dwoch a-helis i petli wigzacej
jon Caz+ Petla w pierwszym motywie EF-hand, znajdujagcym sie w aminowej czesci
czasteczki biatek S100 zawiera 14 reszt aminokwasowych ijest specyficzna tylko dla
biatek S100. Druga petla znajdujaca sie w karboksylowej czesci czasteczki zawiera
12 reszt aminokwasowych ijest typowa dla ponad 200 biatek wigzacych jony Ca2+
(ryc. 1). Powinowactwo biatek S100 do Ca2+est nizsze niz w przypadku powszechnie
znanej kalmoduliny, troponiny C czy parwalbuminy. Zwigzanie jonéw Ca2+prowadzi
do zmiany konformacji czgsteczki biatka S100, wptywajagc miedzy innymi na jego
oddziatywanie z biatkiem efektorowym. Niektdre z biatek S100 moga rdwniez wigzaé
jony Zn2oraz jony Cu2+[27], a miejsca wigzania tych kationéw sg inne niz miejsca
wigzania jonéw Ca2+ Wykazano, ze oddzialywanie z biatkiem efektorowym lub
zwigzaniejonow Zn2+zwieksza powinowactwo czgsteczki biatka S100 dojonow Ca2+

3].
[ ]Bia+ka S100 majg niskg mase czasteczkowa (9-14 kDa). Wyjatek stanowia
profilagryna, trychohialina i repetyna, ktdre majawyzszg mase czgsteczkowg [40,41,
54]. U cztowieka geny kodujace 13 biatek S100 (spos$rdd znanych 20) znajdujg sie na
chromosomie 1[57]. Geny pozostatych biatek S100 sg na innych chromosomach, np.
gen S100P na chromosomie 4, gen S100B na chromosomie 21, a gen kalbindyny D9k
na chromosomie X.

W komorce, biatka S100 wystepujg w postaci dimeréw niekowalencyjnych.
Jedynym znanym biatkiem, kt6re nie tworzy takiego dimeru, jest kalbindyna D9k.
Niektore biatka S100 majace reszty cysteinowe mogg tworzy¢ dimery kowalencyjne
poprzez mostki dwusiarczkowe S-S. Inne biatka S100 tworzgheterodimery, np. S100B
tworzy heterodimer z S100A 11, S100A1z S100B, S100B z S100A6, S100A 1z S100A4,
S100A8 z S100A9 [9,55,73,78]. Sugeruje sie, ze dimeryzacja biatek S 100 ma znaczenie
dla ich aktywnosci biologicznej.

RYCINA 1. Schemat monomeru biatka S100
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EKSPRESJA BIALEK S100 W KOMORKACH
PRAWIDLOWYCH I ZMIENIONYCH CHOROBOWO

Charakterystyczng cechg biatek S100 jest ich wystepowanie w okreslonych typach
komoarek i tkanek. Na przyktad S100B wystepuje gtdwnie w komadrkach glejowych,
S100A6 (kalcyklina) w komdérkach nabtonkowych i fibroblastach, S100A1 w
neuronach, w miesniu szkieletowym i sercowym oraz w nerce, a S100A8, S100A9 i
S100A 12 w granulocytach i monocytach. W niektérych typach komérek moze
wystepowac Kilka roznych biatek S100. Wykazano, ze poziom i miejsce ekspresji biatek
S100 moze zmieniaé sie w czasie rozwoju oraz w stanach chorobowych. Rowniez,
pewne czynniki, takie jak kwas retynowy lub czynniki wzrostowe, mogg modulowac
poziom ekspresji tych biatek [42,68]..

W komérkach zmienionych chorobowo obserwuje sie podwyzszong ekspresje
wiekszosci biatek S100 [34]. W przypadku biatka S100A4 i S100A6 wykazano, ze
istnieje korelacja pomiedzy poziomem ekspresji mMRNA tych biatek w komdrkach
nowotworowych a zdolnos$cig komoérek do tworzenia przerzutdw. Na przykiad
nadekspresja S100A4 u myszy indukuje przerzuty nowotworu sutka, a podanie
antysensownego mRNA dla S100A4 hamuje ruchliwo$¢ i inwazyjnos¢ komorek
nowotworowych [8, 71, 72].

W przypadku S100A6 (kalcykliny) podwyzszony poziom tego biatka zaob-
serwowano w nowotworach, takich jak: przewlekta biataczka szpikowa, czerniak,
nerwiak zarodkowy [5,69,74]. W komérkach czerniakajest tez zwiekszona ekspresja
biatka SI00B, a zahamowanie ekspresji S100B zmniejsza proliferacje komaorek [60].

W keratynocytach, w stanach tuszczycowych, zwiekszonej ekspresji ulega biatko
S100A7 [23]. Wykazano, ze S100A7 w tych komdrkach oddziatuje z biatkiem wigzacym
kwasy ttuszczowe zwanym E-FABP (z ang. epidermal-typefatty acid-bindingprotein).
Sugeruje sie tez, ze oddziatywanie S100A7 z E-FABP moze odgrywaé¢ wazng role w
procesie réznicowania keratynocytéw.

WEASCIWOSCI BIALEK S100 A ICH FUNKCJA

Biatka SI100 petnigwiele réznych funkcji w komérce [10,11]. Moga one wptywac
miedzy innymi na aktywnos$¢ enzymow, fosforylacje biatek, transkrypcje gendw,
reorganizacje cytoszkieletu, regulacje homeostazy wapniowej. Ponadto, biatka S100
sg wydzielane na zewnatrz komarki i moga uczestniczyé w procesach zwigzanych z
komunikacja miedzykomorkowa. Co sprawia, ze biatka S100 pomimo wysokiej
identyczno$ci w sekwencji aminokwasowej petnig tak wiele ré6znorodnych funkcji?
Sugeruje sie, ze przyczyng moze by¢ szereg modyfikacji potranslacyjnych, ktorym
ulegajg te biatka. I tak np. fosforylacja S1I00A8 i S100A9 jest najprawdopodobniej
odpowiedzialna za translokacje tych biatek do btony komérkowej w czasie aktywacji
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neutrofiléw, natomiast wigzanie nienasyconych kwaséw tluszczowych moze by¢
odpowiedzialne za wydzielanie biatek S100A8 i S100A9 poza komorke. Inng
modyfikacjgmoze by¢ tworzenie dimerow. Wykazano, ze tylko dimer S100B utworzony
przez mostki siarczkowe jest substratem kinazy kazeinowej Il, a ufosforylowane w
ten sposéb S100B jest czynnikiem wykazujacym wiasciwosci mitogenne. Inne biatka
S100 sg substratami transglutaminaz i tworzg multimery. Biatka S100 ulegajg tez
acetylacji i formylacji. Niektore reszty cysteinowe w biatkach S 100 ulegajg utlenieniu,
co moze mie¢ wptyw na wigzanie S100 z biatkami efektorowymi. Wiadomo tez, ze
oddziatywanie z biatkiem efektorowym moze zachodzi¢ zaleznie lub niezaleznie od
zwigzania jonow Ca2tprzez biatko S100. A zatem sugeruje sie, ze wszystkie wyzej
wymienione modyfikacje i cechy biatek S100 wptywajg naréznorodnos¢ funcjonalng
tej grupy biatek. Nalezyjednak zauwazy¢, ze sabiatka S100, ktére wykazujg podobne
dziatanie, np. S100A1 i S100B wigzg sie z tubulingczy GFAP (z ang. glialfibrillary
acidic protein) lub tez aktywuja ten sam enzym, np. cyklaze guanylanowa.

WEWNATRZKOMORKOWA FUNKCJA BIALEK S100

Regulacja fosforylacji biatek

Biatka S 100 hamujg fosforylacje poprzez oddziatywanie z substratem kinazy (ryc.
2). W efekcie tego oddziatywania zmienia sie konformacja substratu w ten sposéb, ze
jego miejsca fosforylacji sg niedostepne dla specyficznej kinazy. Wsrod biatek, ktérych
fosforylacjajest hamowana przez wigzanie biatek S100, sg substraty kinazy biatkowej
C, takie jak: MARCKS, neurogranina, neuromodulina [61], czynnik transkrypcyjny
MyoD [1], biatko p53 [2,58], biatko GFAP i wimentyna [81]. Hamowanie fosforylacji
tych substratéw zachodzi gtdwnie w wyniku wigzania sie z biatkiem S100A1 i/lub
S100B. Réwniez hamowanie fosforylacji aneksyn 1 i Il jest spowodowane ich

RYCINA2.Hamowanie fosforylacji substratow
kinaz przez biatka S100
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wigzaniem sie odpowiednio z S100A11 i S100A10 [59]. Hamowanie fosforylacji
tancucha ciezkiego miozyny przez kinaze biatkowa C jest wynikiem oddziatywania z
biatkiem S 100A4 [39]. Zdolnos$¢ biatek S100 do obnizania stopnia fosforylacji substratow
kinaz sugeruje, ze biatka S100 moga petni¢ funkcje w przekazywaniu sygnatow i
regulowaé specyficzne procesy zachodzace w komoérce.

Regulacja aktywnosci enzymow

W tabeli 1 przedstawiono enzymy, ktérych aktywno$¢ moze by¢ modulowana
przez biatka S100. S100A 1iw mniejszym stopniu S 100B stymulujg aktywnos¢ twiczyny
w sposdb zalezny od stezenia jondw Ca2+i Zn2+[25]. Twiczyna nalezy do rodziny
kinaz biatkowych, wigczonych w regulacje skurczu migsni u bezkregowcow. U
kregowcow biatkiem wykazujagcym wysokie podobiefAstwo do twiczyny jest tytyna.
Zaobserwowano, ze biatko S100A1 w warunkach podwyzszonego stezenia jon6w
Ca2rw komoarce ulega translokacji do centralnej czesci sarkomeru, gdzie znajduje sie
katalityczna domena twiczyny/tytyny. Dlatego tez uwaza sie, ze S100A1 moze by¢
fizjologicznym aktywatorem twiczyny/tytyny i odgrywac waznarole w procesie skurczu
miesni [25]. S100B i w mniejszym stopniu S100A1, w sposbb zalezny od stezenia
jonéw Ca2+ aktywujg serynowo-treoninowg kinaze Ndr [48]. Sugeruje sie, ze
oddziatywanie pomiedzy S100B i kinazg Ndr moze mieé znaczenie fizjologiczne,
poniewaz w niektérych komaérkach zaobserwowano podwyzszongekspresje obu biatek.

Wykazano, ze biatka S100B i S100A 1wystepujgw komaorkach fotoreceptorowych
siatkowki u kregowcoéw, gdzie pod wptywem wzrastajgcego stezenia jondw Ca2+
stymuluja aktywno$¢ cyklazy guanylanowej zwigzanej z btonami [12,43,53]. Stezenie
jondw Ca2+ przy ktorym biatka S100 aktywujgcyklaze guanytanowa, jest duzo wyzsze
niz stezenie Ca2+ przy ktorym inne biatka zwane GCAPs (ang. guanylcyclase activating
proteins) aktywuja ten enzym [53]. A zatem sugeruje sie, ze biatka SIO0A1 i S100B
regulujac aktywnosc¢ cyklazy guanylanowej odgrywajgwazngrole w procesie widzenia.

Biatko S100A6 (kalcyklina) oraz inne biatka S100 wigzg sie, w sposéb zalezny
od stezenia jon6w Ca2+ z biatkiem o masie czgsteczkowej 30 kDa, zwanym
CacyBP/SIP [13, 14]. CacyBP/SIP jest sktadnikiem nowo odkrytego kompleksu
ubikwitynujacego (3-katenine [46]. Pozostaje jednak do wyjasnienia, w jaki sposéb

TABELA 1 Regulacja aktywnosci niektorych enzyméw

Biatko S100 Enzym Efekt Pismiennictwo
S100A1 Kinaza twiczyny Stymulacja [25]
S100B Kinaza Ndr Stymulacja [48]

Cyklaza guanylanowa Stymulacja [12, 44, 53]
S100A8/S100A9 Kinaza kazeinowa | i ll Hamowanie [49]

S100A10 Fosfolipaza A2 Hamowanie [76]
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oddziatywanie CacyBP/SIP z kalcykling i innymi biatkami S 100 wptywa na aktywno$¢
kompleksu ubikwitynujgcego.

Heterodimer S100A8/S100A9 reguluje aktywnosc¢ kinaz kazeinowych i ll, a takze
aktywno$¢ RNA-polimeraz |i Il [49]. Ekspresja S100A8 i S100A9 oraz regulacja
przez te biatka kinazy kazeinowej I i Il zachodzi tylko w makrofagach w odpowiednim
stadium funkcjonalnym i wydaje sie, ze moze by¢ zwigzana z odpowiedzig na stany
zapalne.

S100A 10 hamuje aktywnos$¢ fosfolipazy PLA2i powoduje zmniejszenie wydzielania
kwasu arachidonowego [76]. S100A10 wigze sie z fosfolipazg w jej koncu
karboksylowym, a efekt hamowania nie zalezy od zwigzaniajej naturalnego ligandu -
aneksyny Il. Zahamowanie ekspresji SI00A10 przez zastosowanie antysensownych
oligonukleotydow powoduje wzrost aktywnos$ci PLA2 i rdwnolegle zwiekszenie
wydzielania kwasu arachidonowego przez komérki w hodowli. Uzyskane wyniki
wskazujg, ze S100A10 moze odgrywac role w hamowaniu proceséw zapalnych.

Regulacja homeostazy jonéw Ca2+

W kom@drce pobudzonej wzrasta wewnatrzkomérkowe stezeniejonéw Ca2+ Lokalny
wzrost stezenia tego kationu powoduje aktywacje receptora rianodynowego iw efekcie
dalsze uwalnianie jondw Ca2+ z siateczki Srédplazmatycznej [70]. Jest to tzw.
mechanizm stymulowanego wapniem uwalniania wapnia (ang. calcium induced
calcium release). Wykazano, ze w tym procesie, w komodrkach miesni szkieletowych
stymulujaca role odgrywa biatko SI00A1 [70]. Podobng aktywno$¢ zaobserwowano
dla mieszaniny biatek S100A1(20%) i S100B (80%). Stwierdzono tez, ze biatko S100A 1
wigze sie bezposrednio z receptorem rianodynowym, zwiekszajac jego powinowactwo
wzgledem rianodyny przy nanomolowych stezeniach jonéw Ca2+ W tych warunkach
wzrasta prawdopodobienstwo otwarcia kanatu rianodynowego i zwigksza sie naptyw
jonéw Ca2+do cytoplazmy.

W komdrkach glejowych, wyizolowanych z m6zdzku noworodka myszy
pozbawionej genu biatka S100B stezenie jondéw Ca2+po stymulacji KC1 lub kofeing
jestwyzsze nizw komarkach glejowych z myszy normalnych [77]. Wynik ten wskazuje
na udziat biatka S100B w obnizaniu stezeniajonéw Ca2+w cytozolu. Chociaz S100B
wykazuje nizsze powinowactwo dojondw Ca2tniz np. parwalbumina (biatko chelatujgce
jony Ca2), tojednak w kompleksie z biatkiem efektorowym wzrasta powinowactwo
biatka S100B do jonéw Ca2+ Moze ono wéwczas, podobnie jak parwalbumina,
wptywacé na zmiane stezeniajonéw CaZ'w cytoplazmie.

Oddziatywanie biatek S 100 z cytoszkieletem

Biatka S100 regulujg wszystkie sktadniki cytoszkieletu: mikrotubule, filamenty
posrednie i mikrofilamenty wraz z tropomiozyng i miozyne. S100B wigze sie z
mikrotubulami tworzagcymi centriole, wrzeciono mitotyczne oraz z mikrotubulami
cytoplazmatycznymi [11,64]. Z tubuling wiaze sie ono w rejonie, ktdry bierze udziat w
tworzeniu protofilamentdw i wptywa na proces polimeryzacji mikrotubul. Wydaje sie,
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ze S100B moze hamowac tworzenie mikrotubul i uczestniczy¢ w ich przebudowie w
warunkach wzrastajgcego wewnatrzkomorkowego stezeniajonow Ca2+ Sugeruje sie,
ze podobng funkcje moze petni¢ réwniez S100A 1, gdyz zahamowanie syntezy S100A 1
w komérkach PC 12 powodowato wzrost poziomu mikrotubul [82].

Biatka S100 majg tez wptyw na filamenty posrednie. | tak np. S100A1 i S100B
stymuluja rozpad filamentéw posrednich, takichjak: filamenty desminowe i filamenty
utworzone z GFAP (z ang. glialfibrillary acidic protein). Wykazano, ze S100A1 i
S100B wigza sie z desming i GFAP w koricu aminowym tych biatek, ktory jest
odpowiedzialny za tworzenie filamentow posrednich [11,62]. Zaobserwowano, ze w
astrocytach wyizolowanych z mézgu myszy, u ktérych zahamowano ekspresje S100B,
zwieksza sie ilo$¢ filamentéw utworzonych z GFAP, co wskazuje na udziat S100B w
rozpadzie filamentéw posrednich. A zatem biatka SI00A1 i S100B moga odgrywaé
role w zachowaniu w#asciwej ilosci i orientacji filamentéw posrednich w komdrce.
Przeciwny efekt na tworzenie filamentéw posrednich wykazuje biatko S100A 10, ktére
w kompleksie z aneksyngll wigze sie¢ z GFAP istymuluje formowanie tych filamentéw
[17]. Biatka S100A8, S100A9 i S100A12 ulegajg translokacji z cytoplazmy do btony
komorkowej i filamentow posrednich utworzonych z wimentyny w monocytach i
granulocytach, a takze do filamentow keratynowych w komaérkach nabtonkowych [20].
Podobnie, translokacji ulega SI00A6 (kalcyklina) [64]. W przypadku biatek S100A9
i S100A12 translokacja zachodzi na skutek wzrostu stezenia Ca2+w cytoplazmie ijest
regulowana przez fosforylacje tych biatek. Translokacja S100A8 do btony plaz-
matycznej i struktur cytoszkieletu jest tez najczesciej poprzedzona utworzeniem
heterodimeru S100A8/S100A9.

S100A1 wigze sie z synapsyna | i Il, neuronalnymi biatkami, ktére w zakornczeniach
nerwowych w moézgu przytaczajg pecherzyki synaptyczne do F-aktyny i sg wazne w
procesie transmisji sygnatu nerwowego [6]. Chociaz znaczenie oddziatywania S 100A1 z
synapsynaniejest znane, tojednak kolokalizacja obu biatek w zr6znicowanych komérkach
PC 12 sugeruje, ze takie oddziatywanie moze zachodzi¢ w warunkach in vivo [26].

S100A 10 w kompleksie z aneksyng Il wigze sie z F-aktyng wptywajac na tworzenie
filamentéw aktynowych. Wydaje sie, ze kompleks SIOOAIO-aneksyna Il moze braé
udziat w reorganizacji F-aktyny w procesie egzocytozy, a takze uczestniczy¢ w
zakotwiczaniu filamentéw w btonie komorkowej [18,56]. Z biatkami wigzagcymi aktyne,
takimijakkaldesmonczy kalponina, oddziatujgbiatkaSIOOAI i S100B. Wigzanie biatek
S 100 znosi hamujacy wptyw kaldesmonu ikalponiny na aktywnos$¢ zaleznej od aktyny
i Mg2ATP-azy miozynowej. W warunkach in vitro z tropomiozyng, kaldesmonem i
kalponing wigze sie tez S100A6 (kalcyklina) [15,21,73]. Z tropomiozyng oddziatuje
rowniez biatko S100A2, ktére w spos6b zalezny od stezenia jonéw Ca2' ulega
translokacji z cytoplazmy do jadra w réznicujacych komorkach nabtonkowych
hodowanych in vitro [19]. A zatem wydaje sie, ze S100A2 poprzez oddziatywanie z
tropomiozyng wptywa na organizacje filamentow aktynowych. Z filamentami
aktynowymi wigzga sie tez SI00A1 [40] i SI00A11[78]. Wykazano, ze w komdrkach
mie$niowych S100A lulega translokacjido mikrofilamentéw na skutek podwyzszonego
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stezeniajonow Ca2+w cytoplazmie [43]. Jednakze funkcjonalne znaczenie tworzenia
kompleksu SI00A1 z filamentami nie jest znane. Natomiast SI00A 11, wigzac sie z F-
aktyng w warunkach in vitro, hamuje aktywnos$¢ zaleznej od aktyny i Mg2ATP-azy
miozynowej. Brak jest jednak dowoddéw potwierdzajacych, ze S100A11 moze
oddziatywaé z F-aktyng w warunkach in vivo.

S100A4 wigze sie z faficuchem ciezkim miozyny miesniowej i niemie$niowej oraz z
tropomiozyng miesniowa [56]. Oddziatywanie S100A4 z tropomiozyng moze wptywac
naregulacje aktywnosci zaleznej od aktyny i Mg2ATP-azy miozynowej. Oddziatywanie
S100A4 z taricuchem ciezkim miozyny hamuje jego fosforylacje przez kinaze biatkowg
C i powoduje depolimeryzacje jej filamentow. Tak wiec, S100A4 reguluje dynamike
filamentow miozynowych, w ktorych tworzeniu wazng role odgrywa proces
fosforylaciji.

Wszystkie opisane powyzej obserwacje wskazuja, ze biatka S1 00 moga bra¢ udziat
w regulacji morfologii komorek i dynamiki podstawowych sktadnikéw cytoszkieletu
przez bezposrednie lub posrednie oddziatywanie z mikrotubulami, filamentami pos-
rednimi i biatkami mikrofilamentdw. Dimeryczna struktura biatek S100 stwarza
potencjalne mozliwosci tworzenia potgczers pomiedzy poszczeg6Inymi sktadnikami
cytoszkieletu lub tworzenia potaczed miedzy podjednostka cytoszkieletu i btong
plazmatyczng. Biatka S100, dzieki swojej strukturze, moga réwniez zakotwiczaé w
cytoszkielecie niektére swe biatka efektorowe.

ZEWNATRZKOMORKOWA ROLA BIALEK S100

Wydzielanie biatek S100

Wykazano, ze niekt6re biatka S 100 znajdujg sie w przestrzeni zewnatrzkomaérkowej.
Na przyktad S100A6 (kalcyklina) wystepuje w ptynie owodniowym, S100B znajduje
sie w surowicy krwi oraz w ptynie mézgowo-rdzeniowym, a biatka S 100A8, S100A9
i SI00A12 znajduja sie w surowicy Krwi i mazi stawowej zwitaszcza u pacjentéw, u
ktérych wystepuja réznego rodzaju stany zapalne. Wszystkie te biatka, a takze S100A4
i S100A7 wystepujg w pozywce komoérek hodowanych in vitro.

Wptyw biatek S100 na wydzielanie czgsteczek sygnatowych

Wykazano, ze SI00A6 w warunkach in vitro wptywa na wydzielanie insuliny z
komoérek p-trzustki w hodowli [52]. Komoérki, ktérym podano S100A6 w stezeniu
koncowym 1pM, wydzielaty okoto 40% insuliny wiecej niz komorki kontrolne. Podobnie
wykazano, ze S100A6 zwieksza 0 50% wydzielanie laktogenu tozyskowego z komorek
trofoblastu [67]. Poniewaz ekspresja S100A6 zachodzi w tkankach specyficznych dla
okresu cigzy, biatko to moze mie¢ wptyw na regulacje wydzielania laktogenu w
warunkach in vivo. Ponadto wykazano, ze S100A6 hamuje w warunkach in vitro
wydzielanie histaminy z komérek tucznych [16]. Histaminajest wielofunkcyjngaming
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wystepujaca gtéwnie w komorkach tucznych, ale takze w neuronach, gdzie petni role
neuroprzekaznika. A zatem S100A6 moze mie¢ wptyw na wydzielanie réznych
czasteczek sygnatowych.

Wplyw biatek S100 na adhezje

Adhezja komorek jest procesem, ktéry moze by¢ regulowany przez biatko S100A9
[50]. Adhezja leukocytéw do Srédbtonka naczyn krwionosnych jestjednym z etapéw
przechodzenia tych komérek przez $ciane naczyn idalej w miejsce przeznaczenia w
organizmie. Wykazano, ze w warunkach in vitro S100A9 ma dodatni wptyw na adhezje
neutrofili do fibrynogenu. Wydaje sie tez, ze S100A9 wptywa na adhezje przez
aktywacje integryny Mac-1.

Biatka S100jako czynniki chemotaktyczne

Wsréd biatek S100 znajduje sie kilka biatek bedacych czynnikami chemo-
taktycznymi. Czynniki chemotaktyczne odgrywajg wazngrole w regulacji czynnosci
uktadu immunologicznego, w szczegdlnosci w réznych stanach zapalnych. | tak
wykazano, ze S100A2 jest czynnikiem chemotaktycznym w stosunku do eozynofili
[38], S100A7 - w stosunku do neutrofili i limfocytow CD4+ [66], a biatko CP-10
wykazuje wiasciwosci chemotaktyczne w stosunku do leukocytéw wielojgdrowych i
monocytéw w warunkach in vitro i in vivo [79].

W niektdrych stanach zapalnych, takich jak: mukowiscydoza, reumatoidalne
zapalenie staw6w, chroniczne zapalenie oskrzeli, wykryto obecnos$¢ dimeru S100A8/
S100A9 w mazi stawowej oraz w surowicy krwi. Monomer biatka S100A8 w formie
nieutlenionej wykazuje wiasciwosci chemotaktyczne wobec leukocytéw, ktére sg
mobilizowane do miejsc zapalnych i uczestnicza w hamowaniu proceséw zapalnych.
Kowalencyjny dimer S100A8 nie ma takich wtasciwosci [37].

Zewnatrzkomorkowa rola biatek S100 w uktadzie nerwowym

W 1985 roku wykazano, ze podanie biatka S100B neuronom w hodowli w stezeniach
nanomolowych powodowato wydtuzanie neurytow. Wyniki te uzyskano dla neuronéw
pochodzacych ze zwojoéw czuciowych rdzenia kregowego zarodka kurczecia [4]. S100B
zwieksza tez przezywalno$¢ neuronéw w czasie rozwoju i po uszkodzeniu, a takze zapobiega
degradacji motoneuron6w u noworodkéw szczurzych po usunieciu nerwu kulszowego [35].
Miejscowe podanie S100B stymuluje regeneracje uszkodzonego nerwu kulszowego u
szczurdw, co wskazuje na fizjologiczngrole S100B jako czynnika neurotroficznego [24].
S100B wplywa tez dodatnio na proliferacje astrocytéw [7]. Proprzezyciowa aktywno$é
zewnatrzkomérkowego S 100B izdolnos¢ tego biatka do stymulowania wzrostu neurytow
zachodzi prawdopodobnie na skutek aktywacji receptora RAGE (z ang. receptorfor
advanced glycation end products) i translokacji do jadra czynnika transkrypcyjnego
NFkB [32]. RAGE jest receptorem wieloligandowym z rodziny immunoglobulin, kt6ry
wigze takze (3-amyloid, amfoteryne (czynnik neurotroficzny) i SI00A12 [28,29].
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Oprécz S100B, troficzne dziatanie wykazujg tez SI00A1 [30, 33] i S100A4 [51].
W przypadku SI00AIl zachodzi aktywacja szlaku sygnatowego cdc42/Rac, a w
przypadku S100A4 aktywacja szlaku kinaz ERK1/2. Wykazano takze, ze S100A12
podane do hodowli neuronéw wyizolowanych z hipokampa zarodka szczura dodatnio
wptywa na wydtuzenie neurytéw [46]. Dziatanie S100A 12 zachodzi prawdopodobnie
za posrednictwem receptora RAGE, kinaz MAP, fosfolipazy C oraz kinazy biatkowej
C. Przedstawione wyniki odnoszg sie do nanomolowych stezen biatka S100 i wskazuja,
ze biatka S 100 moga odgrywac role w rozwoju i regeneracji uktadu nerwowego.

Z kolei, S100B podane komérkom w stezeniu mikromolowym wywotuje efekty toksyczne.
I tak wykazano, ze S100B indukuje apoptoze neuronéw w hodowli [31,44], aw indukcji
tego procesu posredniczy receptor RAGE. Po zwigzaniu sie S100B z receptorem RAGE
nastepuje wzrost stezenia reaktywnego tlenu w komdrce, uwalnianie cytochromu c i
aktywacja kaskady kaspaz oraz hamowanie ekspresji Bcl-2 [33]. W innych badaniach
wykazano, ze podanie S100B do mieszanej hodowli neuron6w i gleju stymuluje w astrocytach
poziom mRNA indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS) oraz podwyzszenie aktywnosci
tego enzymu, co w efekcie prowadzi do $mierci komérek [30].

Dziatanie biatka S100B mozna poréwnaé do dziatania cytokiny, ktéra stosowana
w niskich stezeniach ma dziatanie troficzne, a w wyzszych stezeniach - dziatanie
toksyczne (ryc. 3). Jako cytokina, biatko S100B mogtoby réwniez petni¢ funkcje w
stanach zapalnych uktadu nerwowego, kofAczacych sie zaburzeniami podobnymi do
tych, jakie obserwuje sie w wielu chorobach neurodegeneracyjnych, w tym np. w
chorobie Alzheimera [22].

S100B

Przezywalno$¢ neuronéw o
Apoptoza neurytow

_ _ } i astrocytow
Proliferacja astrocytow

>

Wydtuzanie neurytéw

RYCINA 3. Zewnatrzkomérkowa funkcja biatka S100B w uktadzie nerwowym: nM - nanomolowe
stezenie S100B, gM - mikromolowe stezenie S100B
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PODSUMOWANIE

Biatka S100 to biatka o niskiej masie czasteczkowej, majgce dwa motywy EF-hand
wigzace jony Ca2+ Biatka S100 wystepujg w okreslonych komoérkach i tkankach, a w
komorkach zmienionych chorobowo obserwuje sie na og6t zwiekszony poziom tych biatek.
Sekwencje aminokwasowe biatek S100 sg identyczne w 30-60%. Pierwsze dwa biatka
S100, tj. S100A1i S 100B znane sgjuz od dawna, bo odkrytoje ponad 30 lattemu. Pozostate
biatka z tej grupy zidentyfikowano w ostatnim dziesiecioleciu. Jak przedstawiono w niniejszym
artykule, biatka S 100 moga petni¢ wiele roznorodnych funkcji w komorce, atakze uczestniczg
w procesach zwigzanych z komunikacjg miedzykomérkowa. Udziat biatek S 100 w wielu
procesach sugemje, ze moga one wptywacé na rézne szlaki przekazywania sygnatu w
komorce. Prace nad biatkami S 100 prowadzone sg w wielu laboratoriach na Swiecie i
dostarczajg coraz to nowych informacji na temat ich wystepowania i funkcji. Wydaje
sie zatem, zejest to szczegdlnie ciekawa i wazna, z punktu widzenia funkcjonalnego,
grupa biatek wigzgcych wapn.
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SPRAWOZDANIE ZARZADU FUNDACJI BIOLOGII
KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ ZA ROK 2002

ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa
tel. 8340344, fax 8340470, e-mail: jkawiak@ cmkp.edu.pl

Fundacja wspo6tpracowata z Polskim Towarzystwem Anatomicznym, Polskim
Towarzystwem Histochemikéw i Cytochemikéw, Polskim Towarzystwem Biologii
Komorki oraz Siecig Biologii Komérki UNESCO. Potrzeby finansowe konieczne do
dziatalnosci statutowej Fundacji byly wypracowane wydawaniem czasopism i ich
sprzedazg oraz byty wspierane przez dotacje z Komitetu Badan Naukowych.

W biezagcym roku zostat powotany Sad Rejestracyjny w Warszawie, ktdry zarzadzit
ponowng rejestracje wszystkich organizacji spotecznych, w tym réwniez naszej
Fundacji. Sad dopatrzyt sie nieprawidtowos$ci w tym, ze Zarzad sktada si¢ z 3 0s6b:
prezesem jest J. Kawiak, sekretarzem jest M. Zabel i skarbnikiem- Joanna Liwska.
Statut przewiduje 5 0s0b w Zarzadzie. Sad warunkowat ponownag rejestracje Fundacji
wyborem dodatkowych 2 cztonkéw Zarzadu, co dokonata Rada Fundacji. Wybrano
cztonkami Zarzadu prof, dr hab. Barbare Bilifiskg i prof, dr hab. Jana Litwina. Kopig
postanowienia Sagdu o ponownej rejestracji (pod numerem KRS 0000137131) wystano
do Cztonk6éw Zatozycieli Fundacji oraz do prof. dr hab. J.Katuzy. Skfad Rady Fundacji
nie zmienit sie i przewodniczacg byta Zofia Osuchowska.

Dziatania Fundacji dotyczyty wydawania czasopism naukowych: ,,Folia Histochemia
et Cytobiologica” oraz ,,Postepy Biologii Komérki”. Redakcje czasopism dysponuja
funduszami na oddzielonych kontach bankowych i samodzielnie gospodarujg tymi
funduszami. Rozliczenia finansowe sg prowadzone przez wsp6lng ksiegowa, ktérg
jest p. Celina Adamczyk. Raz w roku kontrole dziatalnosci finansowej i merytorycznej
Fundacji kontroluja Fundatorzy.Kontrola nie znalazta uchybien w prowadzeniu
Fundacji przez Zarzad. Praca cztonkéw Rady Redakcji, Cztonkéw Zatozycieli oraz
Zarzadu jest pracg spoteczng, podobnie jak praca Redaktorow obu czasopism. Praca
Redaktorow jest bardzo odpowiedzialng i czesto wymaga wielu godzin. Zarzad sktada
serdeczne podziekowania Redaktorom za ich trud i czas posSwiecony pracy dla autorow
oraz czytelnikéw obu czasopism.
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»Folia Histochemica et Cytobiologica” ukazuje sie regularnie. Zeszyt zwykle zawiera
artykut przeglagdowy oraz prace oryginalne. Wspotredaktorami irecenzentami sg wybitni
naukowcy w kraju i zagranicg. Czasopismo jest indeksowane w: Medline, Biological
Abstracts, Excerpta Medica, Index Medicus, SciSearch, Research Alert. Impact Factor
podniést sie z IF =0,289 w roku 1998 do IF = 0,598 za rok 2001 (opublikowane w
lipcu 2002). Szata zewnetrzna czasopisma nie ustepuje najlepszym ukazujgcym sie
obecnie czasopismom naukowym. Streszczenia w jezyku angielskim artykutow
publikowanych w Folia Histochemia et Cytobiologica sg dostepne na oficjalnej
stronie internetowej czasopisma, pod adresem www.cm-uj.krakow.pl/FHC. Adres
e-mailowy Redaktora: mmlitwin@ cyf-kr.edu.pl

Kolejne zeszyty ,,Postepéw Biologii Komarki” ukazywaty sie w minionym roku na
poczatku kazdego kwartatu. Zeszyty zawieraty od 10 do 11 artykutéw przegladowych
recenzowanych. Lista recenzentéw rocznika czasopisma jest publikowanaw 1i 2
zeszycie nastepnego roku. Ponadto wydano 2 suplementy, nr 19 i 20. Suplement nr 19
zawiera informacje o regulacji cyklu komorkowego i byt wydany w zwigzku z 30
konferencja biologii komérki w Warszawie, tzw. szk6tka biologii komérki. Suplement
20 zawiera informacje z zakresu komorkowych zjawisk biologii rozrodu. Czasopismo
jest na liscie Copernicus, gdzie ma 5,96 punktow oraz jest notowane przez National
Library of Medicine,Bethesda, Biosis, Philadelphia, Ulrich’s Intern.Periodicals
Directory, New Jersey, USA oraz Instytut Naucznoj Techniczeskoj Informacji, Moskwa,
Rosja. Rozprowadzanie ,,Postepow”jest prowadzone bez posrednikéw, przez Redakcje.
Wszelkie zgtoszenia prenumeraty ew. indywidualne zapotrzebowania na pojedyncze
zeszyty mogg byC¢ przestane pocztg e-mailowg na adres: jkawiak@ cmkp.edu.pl.
Streszczenia wjezyku polskim ij.angielskim artykutéw ukazujacych sie w ,,Postepach”
sg dostepne pod adresem: www.pbkom.pl. Redakcja podjeta decyzje, ze artykuty
publikowane w ,,Postepach” bedg od stycznia 2003 r. obcigzone optatg 300.- zt za
artykut.

Koszty wydawania obu czasopism wzrosty w ostanim okresie, dlatego Redakcje
muszg bardzo rozsadnie liczy¢ koszty. Na szcze$cie dotagd udawato sie unikngé
zaciggania dtugdw przez Fundacje, ktdra ma niewielki bilans dodatni.

za Zarzad Fundacji
Jerzy Kawiak
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Wskazowki przygotowania rysunkéw i streszczeh do publikacjiw PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny byé napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub wczes$niejsza.
Jesli w tekst zostaty wstawione rysunki, powinny one zosta¢ umieszczone osobno na dyskietce.
Powinny to by¢ albo mapy bitowe (T1F, ,PCX), albo pliki z Corela, wersja 5,0 lub wcze$niejsza. Kazda
wersja Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wcze$niejszej. Rysunki,
schematy zdjecia i wykresy w podpisach i w powotaniach w tek$cie powinny nosi¢ nazwe rycina (Ryc.)
iby¢ numerowane kolejno.

Streszczenie ma mie¢ nastepujaca strukture:

j. polski j. angielski
Podstawy zagadnienia: jedno zdanie Background:
Podtytuty: do kazdegopodtytutu 3-5 zdan Subtitles:
Whnioski: 2 zdania Conclusions:
Stowa kluczowe: do 8 stéw Key words:

Takie streszczenia standardowe mogg by¢ wazne, gdyz obecnie czyta sie je komputerowo. Tres¢
streszczenia zacheca badz nie zacheca do przeczytania catego artykutu.

Prosimy réwniez Autordéw o podawanie adreséw e-mail, o ile je maja.

Cennik odbitek prac dla Autoréw w 2003 r.

Liczba odbitek 50 100 200 400
Cena zt 100,00 120,00 150,00 200,00

Zamowienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korekta pracy

Warunki prenumeraty kwartalnika PBK

Prenumerata na rok 2003
Redakcja przyjmuje optate prenumeraty za rok 2003 pod adresem:
FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI IBIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99,01 -813 Warszawa; tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkawiak@ cmkp.edu.pl
na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI IBIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,
IV O/Warszawa 12401053-40006576-2700-401112-001.
Cena prenumeraty rocznika na rok 2003:
dla instytucji (bibliotek) wynosi 150 zi,
dla odbiorcéw indywidualnych 40 zi.

Subscription ordersfor POSTEPY BIOLOGII KOMORKI for 2003

should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board of
POSTEPY BIOLOGII KOMORKI, Marymoncka str. 99, 01-813 Warszawa /Poland,
tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkawiak@ cmkp.edu.pl:

On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI IBIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,

1V OAVarszawa, No 12401053-40006576-2700-401112-001.

Price per year 25 dollars USA
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiggnie¢ biologii
komorki, niepublikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za $cisto$¢ podawanych
informacji. Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym,
anatomicznym i embriologicznym. Artykuly drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga
by¢ bez zgody redakcji publikowane w innych periodykach. Prosimy Autor6w o nadsytanie prac bezpos$rednio
do Redaktoréow odpowiedniej specjalnosci (adresy na 2 str. oktadki), a do Redakcji w Warszawie tylko te
artykuty, ktore nie odpowiadaja zadnej z wymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja

1) artykuty przegladowe nie przekraczajace 15 stron druku i do 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5
lat (natomiast wczesniejsze prace moga by¢ pracami przegladowymi);

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

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

Tekst pracy i zatagczniki nalezy przesyta¢ w dwoéch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany
jednostronnie na papierze formatu A4 w uktadzie normalnym 1800 znakéw na stronie z podwdjnym odste-
pem. Ostateczna wersja tekstu i rysunki (wskazéwki s. 401) powinna by¢ przystana na dyskietce 3,5" jako
plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawierac:
imiona, nazwiska, tytuty naukowe autoréw i adresy: w pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytut pracy
w jezyku polskim i angielskim oraz liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej)
stronie nalezy poda¢ kolejno tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i
nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, infor-
macje o dofinansowaniu pracy oraz skrot tytutu (do 40 znakéw). Nastepna strona powinna zawiera¢ w jezyku
polskim i angielskim streszczenie (do 1 str.) oraz stowa kluczowe 3 do 10 stéw zgodnych z terminami w
Medical Subject Headings {Index Medicus), o ile sa tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna stosowac
jedynie powszechnie przyjete skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekScie
nie zamieszczac¢ tabel, schematéw lub rycin, a jedynie zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie ich lokalizacje (np.
tab. 1, ryc. 1 itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty oraz
podrozdziaty. Od nowej strony nalezy podac spis literatury. Skréty nazw czasopism podawac nalezy wediug
Index Medicus (listy czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tekscie
nastepuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis
literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

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

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium polycephalum.
Exptl Cell Res 1980; 2: 41"8.

Tabele, opisy schematéw i rycin powinny by¢ zalagczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki
musza by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane
na btyszczacym papierze. Barwne ryciny i zdjecia sa ptatne.Wymiary poszczeg6lnych rycin, schematow
i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180 mm lub ich potowy. Jezeli zatgczniki sg zapozyczone z innych
zrédet, nalezy podaé, skad zostaty zaczerpniete i dotgczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli
materialy te zamieszcza sie w niezmienionej formie. Wszystkie zataczniki, np. wykaz skrotéw, musza mie¢ na
odwrocie nazwisko 1. autora i oznaczenie géry i dotu ilustracji. Jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skr6téw uzgodnionych z autorem. Autor zobowiazany jest
do wykonania korekty autorskiej i zwrdcenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wiekszymi zmianami
tekstu wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja-
bezptatnie 1 egz. zeszytu PBK z opublikowang praca oraz moga zamoéwic¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte.
Poprawiong po recenzji wersje pracy nalezy zwrdéci¢ do redakcji koniecznie w ciggu 30 dni. Redakcja
zrezygnuje z publikacji maszynopisu, ktérego autorzy do 30 dni nie odpowiedzg na list redaktora. Od stycznia
2003 r. Redakcja wprowadza odptatnos¢ 300,- zt za artykut nie przekraczajacy 15 str. druku.

Redakcja prosi takze o dotgczenie tytutu artykutu i podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, tabel Tre$¢ pracy nie byta uprzednio publikowana,

i rycin tak nie nie zostata wystana do innej redakcji tak nie
WSszyscy Autorzy znaja i akceptujg prace tak nie Dotaczono kopig pracy wraz z rycinamina dyskietce z

Jest zgodaoséb, ktérych infonnacje nie- podaniem nazwy pliku i uzytego programu edycyjnego
publikowane sg zamieszczone w tekscie tak nie z komputera IBM tak nie

Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zatagczonym maszynopisie  tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w ,,Postepach Biologii Komorki” przechodzi na wkasno$¢
Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej ijego reprodukcja wymaga zgody redakcji.
podpisy wszystkich autoréw
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