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W tym Zeszycie

Mimo znaczacego postepu metodologicznego, zapewnienie petnego bezpieczen-
stwa terapii genowej jest wcigz wyzwaniem wymagajacym dalszych badan. Sto-
sowane dotad wektory genowe zaréwno wirusowe, jak i biochemiczne charakte-
ryzuja sie pewnymi ograniczeniami i zagrozeniami. Dyskusje tych probleméw znaj-
dzie Czytelnik na stronie 245.

Lipidy sg waznym elementem strukturalnym i funkcjonalnym uktadu btonowego
komorki. Obserwowano wptyw ttumienia aktywnosci 2z vitro wyizolowanych i
oczyszczonych polimeraz zwigzanych z metabolizmem DNA przez kwasy ttusz-
czowe, lipidy ztozone oraz produkty peroksydacji lipidéw. Autorzy artykutu na
stronic 277 sugeruja, ze lipidy moga stanowi¢ czes¢ sktadowg mechanizmu kon-
trolujacego proliferacje i roznicowanie komorek in vivo, chociaz droga do udo-
wodnienia tego postulatu wydajc sie jeszcze dtuga.

. Zaburzenia ekspresji i dziatania ligaz ubikwitynowych moga leze¢ u podstaw réz-

nych schorzen. W artykule na stronie 373 oméwiono funkcje ligaz ubikwityno-
wych dotagczajacych ubikwityne do biatek przeznaczonych do degradacji w pro-
teasomie. Coraz czesciej rowniez kompleks sygnatowy COP9 {Constitutive Pho-
tomorphogenic 9) wigzany jest z kontrolg zaleznej od ubikwityny degradacji bia-
tek. Kompleks COP9 wspdtdziata z trzema ligazami ubikwitynowymi: SCF, MDM2
i COP1, o czym blizej informuje artykut na stronie 259.

Ciata Cajala (CB) po raz pierwszy opisano 100 lat temu w neuronach ssakéw. CB
sg wysoce konserwatywna strukturg wystepujgcg w komérkach somatycznych i
gencratywnych roslin oraz zwierzat. Biatkiem znacznikowym CB jest koilina. CB
prawdopodobnie uczestniczg w biogenczie matych jadrowych RNA (snRNA).
Wiecej na ten temat mozna znalez¢ na stronie 311.

W artykule na stronie 331 dokonano ogoélnej charakterystyki biatek szoku cieplne-
go (HSP) zwracajac uwage na ich szczeg6lny udziat w modyfikowaniu odpowie-
dzi immunologicznej oraz mozliwy zwigzek z wieloma stanami chorobowymi. HSP
naleza do biatek o bardzo konserwatywnej sekwencji aminokwasowej. Chronig
komorki prokariotycznc i eukariotyczne przed szkodliwymi konsekwencjami mc-
tabolitycznymi i Srodowiskowymi, bioragc udziat w fatdowaniu i rozplataniu tancu-
chow polipcptydowych, ich oligomcryzacji, translokacji oraz degradacji.
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WSPOMNIENIE O PROFESORZE JOZEFIE KALUZY
10.03.1929-26.07.2003

26 lipca 2003 r. dotarta do nas wiadomos$¢ o nagtej Smierci prof. dr hab. J6zefa
Katuzy. Dla wszystkich, ktorzy znali Profesora Katuze, byta to nieoczekiwana i smutna
wiadomos$¢, biorgc pod uwage jego energie, witalno$¢ oraz twdérczos¢ naukows.
Profesor J. Katuza byt cztowiekiem wielkiej wiedzy i prawosci. W dziedzinie
neuropatologii w Polsce stanowi! nieoceniony autorytet naukowy bedac réwniez jednym
z najlepszych diagnostow.

Urodzit sie 10 marca 1929 roku w Knu-

rowie na Slasku, gdzie spedzit dziecifstwo.
W trudnym czasie wojny 13-letniemu dzie-
cku, zyjacemu na terenie wcielonym do 11
Rzeszy, zabroniono chodzi¢ do szkoty i
zmuszono do pracy. Jak wspominat, jego
matka, aby uchroni¢ rodzine przed dalszymi
represjami dajac tapdwke w postaci pieknego
dywanu “zatatwita” mu ksztalcenie za-
wodowe i prace pomaocnika elektryka w
niemieckim przedsiebiorstwie. Byt to tez czas
ksztattowania jego patriotyzmu, przede
wszystkim w rodzinnym domu, pieleg-
nujacym polskie obyczaje i wycho-wujacym
w duchu przywigzania do najwazniejszych
cndt ludzkich i obywa-tclskich.

Po ukonczeniu gimnazjum w Rybniku i
zdaniu matury w 1949 roku dostat sie na
Wydziat Lekarski Uniwersytetu Jagielloriskiego. Dyplom lekarza otrzymat w 1954 roku
i swojg lekarska i naukowa kariere rozpoczat w Katedrze Medycyny Sadowej zostajac
asystentem profesora Jana Olbrychta. Pracowat tam do 1962 roku, réwnocze$nie
praktykujac jako lekarz w przychodni zdrowia.
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Nastepnie zatrudniwszy sie w Pracowni Neuropatologii Polskiej Akademii Nauk w
Krakowie, poswiecit sie neuropatologii pod kierunkiem prof. Adama Kunickiego, ktory
byt réwniez promotorem jego pracy doktorskiej zatytutowanej: ,,Dynamika zmian
morfologicznych w mézgu pod wptywem dziatania urazu mechanicznego”. Pracownia
Neuropatologii zmieniata nazwy i przynaleznos$¢, zawsze jednak byta to ta sama
pracownia przy ulicy Botanicznej 3.

W latach 1968-1975 Pracownia nalezata do Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii
Nauk w Krakowie. Nastepnie szefujgc Pracowni, a potem Zaktadowi Neuropatologii
powrdcit do Akademii Medycznej, gdy Zaklad Neuropatologii wszedt w skiad
nowoutworzonego Instytutu Neurologii. W tym czasie ukorczyt prace habilitacyjna,
ktorej tematem byt: “Doswiadczalny obrzek mézgu - badania poréwnawcze martwicy
kriogennej i rany mézgowej” (opiekunem pracy habilitacyjnej byt profesor J6zef Hano).
W roku 1981 otrzymat tytut profesora nadzwyczajnego w dziedzinie neuropatologii.

Po przejsciu na emeryture w roku 1999, kontynuowat dalej prace jako profesor
emerytowany, na p6t etatu az do ostatnich dni zycia.

Profesor Jozef Katuza byt autorem ponad 110 prac publikowanych w polskich i
zagranicznych periodykach oraz autorem i wspotautorem wielu rozdziatow w
podrecznikach. Jego pierwszym istotnym obszarem zainteresowania naukowego byt
uraz mézgu. Pdézniej duzg uwage zwrdcit na badania w dziedzinie histochcmii. Bylto to
m.in. zwiagzane z pobytem w NIH w Bethesda, w USA, jako stypendysty Fundacji
Rockefellera w latach 1962-1963.

Profesor Katuza stat sie ogolnie znanym naukowcem w dziedzinie neuroonkologii
nie tylko w Polsce. Jego ogromne diagnostyczne doswiadczenie w dziedzinie guzow
madzgu i rdzenia oraz innych schorzen uktadu nerwowego sprawito, ze wiele osrodkow
neurochirurgicznych i neurologicznych poza Krakowem, takich jak: w Jastrzebiu Zdroju,
Rzeszowie, Tarnowie czy Kielcach, korzystato z jego konsultacji. Od czasu powstania
Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii w Krakowie-Prokocimiu profesor Katuza
byt zaangazowany tam w prace Zakladu Patomorfologii wykonujac badania
neuropatologiczne, oceniajgc materiat neurochirurgiczny oraz cytologie ptynu mézgowo-
rdzeniowego. Efektem bliskiej wspétpracy z Oddziatem Neurologii, pézniej Klinika
Neurologii Dzieciecej Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii, a w szczeg6lnosci z
Klinikg Neurologii Wicku Rozwojowego Slaskiej Akademii Medycznej w Katowicach
byly liczne publikacje z dziedziny neurologicznych schorzen pediatrycznych, takich jak
leukodystrofie oraz na temat encefalopatii wieku dzieciecego.

Dtugotrwate i gtebokie wiezy, nic tylko na gruncie czysto zawodowym, ale poprzez
liczne trwate przyjaznie, taczyty profesora Katuze z neuropatologami i przedstawicielami
pokrewnych dziedzin naukowych z calej Polski a szczeg6lnie z wieloma przedsta-
wicielami tych dyscyplin z Warszawy, w tym z Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej PAN, zjego bytym dyrektorem - profesorem Mirostawem Mossakowskim.
Profesor Katuza byt cztonkiem Komitetu Nauk Neurologicznych PAN i przewod-
niczagcym Komisji Neuroonkologii od 1973 roku az do chwili $mierci.

Profesor Katuza byt wspotzatozycielem Stowarzyszenia Neuropatologéw Polskich i
do konca swego zyciajednym z najbardziej gorliwych i aktywnych jego cztonkow. W
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latach 1987-1991 petnit funkcje prezesa Stowarzyszenia Neuropatologéw Polskich,
ktore to nadato mu réwniez tytut Cztonka Honorowego. Profesor traktowat Stowa-
rzyszenie niemal jak swego rodzaju “poszerzong rodzing”, troszczac sie o jego prestiz
i dzielgc sie z cztonkami Stowarzyszenia swymi do$wiadczeniami oraz naukowymi
fascynacjami i problemami, bedac zawsze chetnym do pomocy i wspotpracy. Zawsze
podkreslat koniecznos¢ Scistych zwigzkdw neuropatologii z kliniczng neurologig i
neurochirurgig.

Profesor Katuza, zwtaszcza w latach osiemdziesiatych byt promotorem ozywionych
kontaktow naukowych miedzy neuropatologami z Polski i z Niemiec, a takze innych
krajow. Byt m.in. organizatorem Polsko-Niemieckiej Konferencji Naukowej
Neuropatologéw w Krakowie w roku 1980.

Profesor Katuza, ktéry przeszedt gruntowne szkolenie w dziedzinie patomorfologii
pod kierunkiem profesor Janiny Kowalczykowej, ktéra do lat szesédziesigtych XX
wieku petnita funkcje Kierownika Katedry Patomorfologii w Krakowie, zawsze
utrzymywat Sciste zwiazki z Katedrg, a p6zniej Instytutem Patologii w Krakowie. Byt
m.in. aktywnym cztonkiem Polskiego Towarzystwa Patologéw, a szczegélnie
Krakowskiego Oddziatu Towarzystwa, byt zastepca redaktora naczelnego “Patologii
Polskiej” (obecnie; “Polish Journal of Pathology”) w latach 1991-1998, i prowadzit
wyktady z zakresu neuropatologii dla studentéw Il i 1V roku w ramach zajec¢ z
patomorfologii. Szczegblnie wdzieczny Mu jestem za czeste wsparcie w trudnych
momentach, przyjazn i statg gotowos¢ do konsultowania materiatu neuropatologicznego.
Profesor Katuza byt cztowiekiem petnym dobroci, a rownocze$nie nie popadt w tak
czesty teraz relatywizm i umiat zto nazwac ztem. Niezwykle sobie cenit pobyt w Castcl
Gandolfo, cho¢ nigdy sie tym nie chwalit.

Lata 1980-1981 - “lata Solidarnosci” - silnie pobudzity aktywno$¢ spotecznag
profesora. Zostat wybrany na prodziekana ds. nauki Wydzialu Lekarskiego AM w
Krakowie, a w nastepnych dwoch kolejnych kadencjach (1984-1990) petnit funkcje
dziekana Wydziatu Lekarskiego. Zostat rowniez wybrany na cztonka i przedstawiciela
Akademii Medycznej w Krakowie w Radzie Gtdwnej Szkolnictwa Wyzszego i Nauki
przy Ministrze Szkolnictwa Wyzszego i Nauki na lata 1982-1985. Z tego okresu
dziatalnosci zawsze z duzg przyjaznig wypowiadat sie o profesorze Ciesielskim
(przewodniczacym Rady).

Od 1976 roku az do swej Smierci profesor Katuza petnit, z nadania Rady Wydziatu,
funkcje Kuratora Funduszu Samopomocy Profesorow i Docentéw Wydziatu
Lekarskiego, wspomagajgcego m.in. wdowy po zmartych cztonkach Rady Wydziatu.

W latach dziewiec€dziesigtych profesor Katuza znalazt jeszcze inne dwa obszary
aktywnosci: byta to neurobiologia - przedmiot nowo wprowadzony do programu studiéw
na Wydziale Lekarskim oraz etyka lekarska. Z poczatku byta to nowo$¢ na Wydziale
Lekarskim UJ, jednak kolejne lata przyniosty ogromy wzrost zainteresowania tg
dyscypling oraz jej znaczenia na catym Swiecie z uwagi na rosngca wage takich
probleméw, jak: eutanazja, inzynieria genetyczna, zycie i cierpienie w terminalnej fazie
choroby, nie méwiac juz o wczesniej znanych problemach zwigzanych z aborcjg czy
przeszczepami narzaddw (do ktdrych doszty zagadnienia przeszczepOw organdw i
komadrek macierzystych etc.). Te i podobne zagadnienia staty sie przedmiotem wyktadow



218 J. STACHURA

profesora Katuzy z dziedziny etyki lekarskiej. Do nauczania etyki lekarskiej nadawat
siejak nikt inny. Byta w nim petna sp6jnos¢ pogladéw i wyznawanych wartosci z catg
droga zyciows, prawoscig postepowania, czy wychowaniem synéw (z ktérych, jak i z
wnukow byt bardzo dumny).

Trudno wymieni¢ liczne cztonkostwa w réznych towarzystwach i stowarzyszeniach,
cztonkostwa w radach naukowych, rézne funkcje petnione przez profesora Katuze, wyliczy¢
dyplomy honorowe i nagrody, ktére otrzymat. Od 1999 roku profesor byt cztonkiem-
korespondentcm Polskiej Akademii Umiejetno$ci — bardzo sobie ten zaszczyt cenit.

Profesor byt aktywnym cztonkiem Polskiego Towarzystwa Histochemikow i
Cytochemikéw, m.in. w latach 1976-1992 petnit funkcje naczelnego redaktora “Folia
Histochemica et Cytobiologica”. Byt tez aktywnym czionkiem Polskiego Towarzystwa
Lekarskiego, Towarzystwa Lekarskiego Krakowskiego i Stowarzyszenia Lekarzy
Katolickich. Profesor Katuza zostat udekorowany Orderem “Polonia Restituta” oraz
“Medalem Komisji Edukacji Narodowej”.

Pozostawit rodzine, rzesze przyjaciot i kolegéw, wspdtpracownikéw oraz uczniow,
ktérym juz zawsze bedzie brakowato jego opieki, wiedzy, gtebokiej filozofii zyciowej,
dobrych rad, trafnych spostrzezen, charakterystycznego humoru lub po prostu zwykiej
obecnosci.

Jerzy Stachura
Dyrektor Katedry Patomorfologu Collegium Medicum UJ
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KINETYKA ORAZ REGULACJA UWALNIANIA
Smac/DIABLO Z MITOCHONDRIOW KOMOREK
NOWOTWOROWYCH POD WPLYWEM STYMULACJI
APOPTOGENNEJ

KINETICS AND REGULATION OF Smac/DIABLO RELEASE
FROM MITOCHONDRIA OF CANCER CELLS EXPOSED
TO APOPTOGENIC STIMULUS

Tomasz MOTYL!I* Barbara GAJKOWSKA?2, Magdalena GORKA!,
Michal Marek GODLEWSKI!, Monika LAMPARSKA-PRZYBYSZ

| Katedra Nauk Fizjologicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, SGGW
2 Pracownia Ultrastruktury Komorki, Instytut Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN

Streszczenie: Wiekszos$¢ stosowanych obecnie lekéw przcciwnowotworowych oraz radioterapia indu-
kuje apoptoze przez uszkadzanie DNA lub hamowanie kluczowych enzyméw w systemie przckaznic-
twa sygnatu przezycia komorki. Wyzwala to kaskade reakcji prowadzacych do aktywacji biatek pro-
apoptotycznych z rodziny Bcl-2, takich jak: Bad, Bid, Bax czy Bak. tworzacych specyficzne kanaty lub
wspottworzacych megakanaty (mPTP) w zewnetrznej btonic mitochondrialnej, pozwalajgce na uwal-
nianie z przestrzeni miedzybtonowej biatek apoptogennych, takich jak: cytochrom ¢, Smac/DIABLO,
AlF, Omi/HtrA2, prokaspaza 9 i 3 oraz endonuklcaza G. Smac/DIABLO (second mitochondria-deri-
ved activator ofcaspases/direct IAP binding protein with low pi) jest drugim po cytochromic c akty-
watorem kaspaz pochodzenia mitochondrialnego, ktérego funkcja polega na uwalnianiu kaspaz spod
hamujacego wptywu IAPs (inhibitors ofapoptoticproteases’). Prekursor Smac/DIABLO syntetyzowa-
ny jest jako 239-aminokwasowe biatko, ktére po dotarciu do mitochondrium traci N-koncowa sekwen-
cje liderowa, stajac sie dojrzatym biatkiem o masie 21 kDa, majacym aktywno$¢ apoptotyczng. Odkry-
to, ze Smac/DIABLO wystepuje w komorce w dwaéch formach: kroétkiej, nieaktywnej, cytoplazmatycz-
nej (Smac/D1ABLO-S) oraz dhugiej, aktywnej, mitochondrialnej (Smac/DIABLO-L). Poniewaz rézni-
ce miedzy obydwoma formami biatka wystepuja tylko na N-korcu, najprawdopodobniej N-konicc Smac/
D1ABLO-L decyduje o jego aktywnosci biologicznej. Hamujace dziatanie Smac/DIABLO na IAPs
polega na kompetycyjnym blokowaniu domeny BIR3, co uniemozliwia przytaczenie kaspazy 9, oraz na
zmianie struktury przestrzennej linkera B1R2, co z kolei uniemozliwia wiazanie kaspazy 3 i 7 przez
I1APs. Smac/DIABLO uwalniany jest z mitochondriéw nie tylko w apoptozic przebiegajacej Sciezka
mitochondrialng, lecz réwniez receptorowa. Wynika to z faktu, ze sygnat apoptogenny z receptoréw
$mierci, przekazywany za posrednictwem kaspazy 8 jest zbyt staby dla petnej aktywacji kaspaz wyko-
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nawczych (3, 6 i 7) w komérkach nowotworowych. Receptorowy sygnat apoptogenny musi wiec by¢
amplifikowany przez uwolnienie Smac/DIABLO z mitochondridéw i zniesienie hamujacego wplywu
1APs na kaspazy. Ciekawe, ze w tym przypadku najczesciej nic dochodzi do uwalniania cytochromu ¢
z mitochondriéw, co moze wskazywa¢ na ré6zny molekularny mechanizm uwalniania obydwu biatek.
Ostatnie wiasne badania z zastosowaniem homeostatycznej mikroskopii konfokalnej, pozwalajacej na
precyzyjne badanie kinetyki Smac/DIABLO w stymulowanej do apoptozy komorce nowotworowej,
wykazaty uwalnianie Smac/DIABLO-GFP z mitochondriéw natychmiast po zastosowaniu leku cyto-
toksycznego. Zablokowanie aktywnosci m-kalpainy - aktywatora Bax opézniato uwalnianie Smac/
D1ABLO-GFP z mitochondriéw i hamowato apoptoze. Kolejne wiasne badania z zastosowaniem lase-
rowej cytomctrii skaningowej, mikroskopii konfokalnej i immunoelcktronowej oraz dane literaturowe
wskazuja jednoznacznie na kluczowa role Bax i prawdopodobnie innych biatek wspoéttworzacych mc-
gakanaty w zewnetrznej btonie mitochondrialnej w regulacji uwalniania Smac/DIABLO z mitochon-
drium.

Stowa kluczowe: apoptoza, Smac/DIABLO, Bax, Bid, Bcl-2, cytochrom c, kaspazy, mitochondria,
komorki nowotworowe, leki przcciwnowotworowe, laserowa cytometria skaningowa, homeostatyczna
mikroskopia konfokalna, mikroskopia immunoelektronowa.

Summary: The majority of currently applied anticancer drugs and radiotherapy activate mitochondrial
pathway of apoptosis through DNA damage and inhibition of key enzymes involved in the survival
signaling pathways of cancer cells. That triggers the cascade of reactions leading to the activation of
proapoptotic proteins from Bcl-2 family such as: Bad, Bid, Bax and Bak, which are involved in forma-
tion of specific channels or coformation of megachanncls (mPTP) in outer mitochondrial membrane.
These channels are responsible for the release of apoptogcnic proteins such as cytochrome ¢, Smac/
DIABLO, AlF, Omi/HtrA2, procaspase-9 and -3 and endonuclease G from mitochondrial intermem-
brane space. Smac/DIABLO (second mitochondria-derived activator of caspases!direct IAP binding
protein with low pl) is second (after cytochrome c) activator of caspases, functioning through the
release of caspases from inhibitory effects of IAPs (inhibitors of apoptotic proteases). Precursor of
Smac/DIABLO is synthesized as a 239-amino acid protein. After reaching mitochondria the Smac/
DIABLO precursor loses the N-terminal mitochondrial-targeting sequence and becomes the mature 21
kDa protein with apoptotic activity. It was shown, that Smac/DIABLO exists in two forms in the cell:
inactive cytosolic short form (Smac/DIABLO-S) and active mitochondrial long form (Smac/DIABLO-
L). Because differences between both forms occur only at N-terminus, probably the N-terminal residu-
es of Smac/DIABLO arc responsible for its biological activity. Inhibitory function of Smac/DIABLO
on |APs depends on competitive blocking of BIR3 domain, which inhibits binding of caspase-9. Apart
from this, changes occur at spatial structure of B1R2 linker, thus inhibiting IAPs interaction with
caspase-3 and-7. Smac/DIABLO is released from mitochondria not only in mitochondrial, but also in
death receptor pathways of apoptosis. It results from the fact, that apoptotic signal derived from death
receptors through caspasc-8 is too weak for the complete activation of executory caspases (-3, -6 and -
7) in cancer cells. The.death receptor signal must be amplified through the release of Smac/DIABLO
from mitochondria and removal of inhibitory influence of IAPs on caspases. It is interesting, that
during this event cytochrome c is not released from mitochondria, which may indicate a different
molecular mechanism of release of both proteins. In our recent study homeostatic confocal microscopy
was used for precise evaluation of Smac/DIABLO Kkinetics in cancer cells stimulated to apoptosis.
These studies revealed the release of Smac/DIABLO-GFP from mitochondria beginning immediately
after cancer cell exposure to cytotoxic drug. Inhibition of m-calpain (regarded as a Bax activator)
delayed the escape of Smac/DIABLO-GFP from mitochondria and inhibited apoptosis. Our data based
on laser scanning cytometry, confocal microscopy and immunoelcctron microscopy as well as literature
data indicate the key role of Bax and other proteins implicated in formation of megachanncls in outer
mitochondrial membrane in the regulation of Smac/DIABLO release from mitochondrial intermem-
brane space.

Key words: apoptosis, anticancer drugs, cytochrome ¢, Smac/DIABLO, Bad. Bid, Bax and Bak mito-
chondria, caspases, cancer cells, laser scanning cytometry, confocal microscopy and immunoelcctron
microscopy.
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Fakt, ze indukcja apoptozyjcst podstawa chemio- i radioterapii nowotwordw, sprawit,
ze zainteresowanie molekularnymi mechanizmami apoptozy komorek nowotworowych
i mozliwoscig sterowania nig stato sie ogromne. Wykorzystanie zdobyczy naukowych
w tej dziedzinie zmierza w trzech kierunkach:

1) poszukiwania nowych, bardziej specyficznych, ajednoczesnie nietoksycznych dla
zdrowych komérek lekéw przcciwnowotworowych o wiasciwosciach apoptogen-
nych;

2) ,,uwrazliwiania” na apoptoze komoérek rakowych z mutacjami kluczowych genéw
proapoptotycznych i supresorowych, np. Bax, Smac/DIABLO czy p53;

3) integracji obydwu powyzszych kierunkéw przez potaczenie terapii genowej z radio-
czy chemioterapia.

SCIEZKI APOPTOZY W KOMORKACH
NOWOTWOROWYCH

Rozroznia sie dwie podstawowe $ciezki apoptozy komérek nowotworowych:
zewnatrzpochodng, tzw. receptorowg oraz wewnatrzpochodng - mitochondrialna,
aczkolwiek ostatnio duzg uwage zwraca sie na wzajemne powigzania pomiedzy nimi,
szczegOlnie dotyczace regulacji funkcji mitochondriéw w procesie apoptozy (rye. 1).

Gtéwnym tacznikiem obydwu sciezek wydaje sie by¢ kaspaza 8, ktéra w Sciezce
receptorowej zaangazowanajest w aktywacje tzw. kaspaz wykonawczych: kaspazy 3,
6 i 7, natomiast w $ciezce mitochondrialnej aktywuje Bid, ktory oligomcryzujac z Bax
wspottworzy megakanaty w zewnetrznej btonie mitochondrialej, umozliwiajac
uwalnianie z przestrzeni miedzybtonowej czynnikéw apoptogcnnych, takich jak:
cytochrom c, AIF, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, prokaspaza 9 [27, 41] i 3 oraz
endonuklcaza G. W odniesieniu do Sciezki receptorowej apoptozy najbardziej znane
sg: receptory Smierci, nalezace do rodziny receptoréw TNF {tumor necrosis factory.
np. TNF receptor-1, CD95 (APO-I/Fas), dwa receptory dla TRAIL -related
apoptosis-inducing Ugand) oraz ostatnio opisany receptor limfotoksyny [j [28], W
przeciwienstwie do TNFoc i liganda CD95, ktérych toksycznos¢ jest bardzo duza dla
normalnych komorek, TRAIL przekazuje sygnat do Smierci przede wszystkim
komérkom stransformowanym nowotworowo, przez co moze by¢ obiecujgcym
zwigzkiem uzywanym w terapii prze¢iwrakowej. Przemawia za tym réwniez fakt, ze
wejscie na Sciezke receptorowa apoptozy poprzez receptor Smierci pomija wiele form
opornosci na apoptoze komdérek nowotworowych, wynikajacych z ich mutacji, np.
braku funkcjonalnego ,,straznika genomu” p53 lub tez z antyapoptotyczncgo wplywu
nadekspresji Bcl-2 czesto charakteryzujacej komérki nowotworowe. Wykazano rowniez,
ze TRAIL receptor-2 jest jednym z genéw docelowych p53 [42], Sugeruje sie tez
synergistyczne dziatanie TRAIL z napromienianiem oraz Ickami uruchamiajgcymi
$ciezke mitochondrialng usmiercania komoérek nowotworowych [46].
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RYCINA 1. Sciezki apoptozy: receptorowa i mitochondrialna [13]

Indukcja apoptozy w komdrkach nowotworowych zachodzi nic tylko przez pobudzanie
receptoréw Smierci, lecz takze przez blokowanie receptoréw i $ciezek sygnatowych dla
czynnikéw warunkujacych przezywalno$¢ i wzrost komoérek nowotworowych, np. EGF,
TGFoc czy 1GF-I. Wykazano ostatnio synergistyczne oddziatywanie Hcrceptyny oraz
Iressy (ZD 1839) w usmiercaniu komérek raka piersi, ktére polegato na rownoczesnym
blokowaniu odpowiednio receptora: c-crb-B2/HER?2 i receptora EGF [34]. Stwierdzono
réwniez, ze nadekspresja fosfatazy tyrozynowej prowadzi do apoptozy komorek raka
piersi [3], Wszystkie powyzsze czynniki indukujaapoptozeprzez zablokowanie ,,$ciezek
przezycia” na réznym ich poziomie. Prowadzi to ostatecznie do obnizenia aktywnosci
kinaz: ERK.1/2 i PKB i w konsekwencji do defosforylacji Bad. Bad jest biatkiem
proapoptotycznym z rodziny Bcl-2, ktére w postaci ufosforylowanej jest biatkiem
nieaktywnym. W tym tez stanie utrzymywane jest w komorkach nowotworowych przez
wysoka aktywnos¢ ERK1/2 i PKB. Nie wiadomo dotychczas, wjaki sposéb w wyniku
defosforylacji Bad dochodzi do aktywacji Bax i uruchomienia mitochondrialnej Sciezki
apoptozy. Sugeruje sig, ze aktywny Bad moze wypiera¢ Bax z heterodimeréw z Bcl-2,
jednakze hipoteza ta wymaga weryfikacji [24],
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Wiekszo$¢ stosowanych obecnie lekéw przeciwnowotworowych oraz
napromienianie indukuje apoptoze przebiegajgca $ciezkg mitochondrialng przez
uszkadzanie DNA lub hamowanie kluczowych enzymoéw w systemie przckaznictwa
sygnatu przezycia komérki. Wyzwala to kaskade reakcji prowadzacych do aktywacji
biatek proapoptotycznych z rodziny Bcl-2, takich jak Bad. Bid, Bax czy Bak, tworzacych
specyficzne kanaty lub wspéttworzacych z innymi biatkami (np. VDAC-1, ANT)
megakanaty (mitochondrial permeability transition pores — mPTPs) w zewnetrznej
btonic mitochondrialnej, pozwalajgce na uwalnianie z przestrzeni miedzybtonowej
wymienionych wczesniej czynnikow apoptogennych. Aktywacja Bid przebiega przez
proteolityczne rozszczepienie przy udziale kaspazy 8, przy czym proces ten moze by¢
amplifikowany przez kaspaze 3 i hamowany przez fosforylacje Bid [7], Z kolei Bax
jest aktywowany przez proteolityczne rozszczepienie przy udziale m-kalpainy [12],
Wiasne obserwacje wykazaty, ze zastosowanie inhibitora m-kalpainy zapobiega
wewnatrzkomoérkowej translokacji i agregacji Bax w stymulowanych do apoptozy
komérkach ludzkiego gruczolakoraka okreznicy COLO 205 [16], Wykazalismy
réwniez, ze bez wzgledu na molekularny mechanizm indukcji apoptozy przez rézne
leki przeciwnowotworowe, Bax jest zawsze centralnym ogniwem w Sciezce
mitochondrialnej [15]. Aktywny Bax przemieszcza sie do bton organelli, w tym
mitochondrialnych, gdzie w postaci heteromultimerycznych komplekséw z Bid i VDAC-
I (voltage-dependent anion channel-1) wspéhttworzy megakanaty (mPTPs) w
zewnetrznej btonie mitochondrialnej. Mcgakanat btonowy zbudowany z tych biatek
jest prawdopodobnie drogg uwalniania cytochromu c i by¢ moze innych mediatoréw
apoptozy z przedziatow w przestrzeni miedzybtonowej. Poza otwarciem megakanatu
wyroznia sie jeszcze inne mechanizmy uwalniania przez Bax proapoptogennych
czynnikdw z miedzybtonowej przestrzeni mitochondrialnej, np. tworzenie specyficznych
kanatéw przez biatko Bax oraz destabilizacje przez Bax btony mitochondrialnej i
tworzenie ,,dziur lipidowych” [43], Stwierdzono, ze aktywne biatko Bid jest niezbedne
dla oligomeryzacji Bax [38] lub moze tworzy¢ 45 kDa homotrimer wbudowujacy sie
w zewnetrzng btone mitochondrialng i uwalniajacy mitochondrialne mediatory apoptozy
[18], Dotychczas nie wiadomo, na ile inne (poza Bid) wewnatrzkomérkowe ligandy
$mierci, takie jak: Bim czy Hrk, wspotdziatajg z Bax w tworzeniu kanatow btonowych
i uwalnianiu czynnikéw apoptogennych z mitochondriéw. Ostatnie badania sugeruja
interakcje Bim i Hrk z Bax w komdrkach stymulowanych do apoptozy [37], Uwolniony
cytochrom ¢ z cytozolowym Apaf-1, dATP i prokaspaza 9 tworzy kompleks
zwany apoptosomem, w ktérym dochodzi do powstania aktywnej kaspazy 9. Kaspaza
ta z kolei aktywuje kaspazy wykonawcze, tj. kaspaze 3, 6 i 7. Ostatnie obserwacje
wskazuja, ze aktywne kaspazy 9 i 3 przedostajg sie z cytozolu do mitochondriow,
gdzie na zasadzie dodatniego sprzezenia zwrotnego aktywuja mitochondrialne
prokaspazy 9 i 3, uczestniczac w dezintegracji funkcji mitochondriow [5]. Z uwagi na
swoje zadania cytochrom ¢ uwazanyjest za pierwszego aktywatora kaspaz pochodzenia
mitochondrialnego.
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Smac/DIABLO - MECHANIZM DZIALANIA

Za drugiego aktywatora kaspaz pochodzenia mitochondrialnego uwazany jest Smac
{second mitochondria-derived activator ofcaspases'), znany takze pod nazwg DIABLO
{direct IAP binding protein with low pl). Smac/DIABLO aktywuje kaspazy przez
uwalnianie ich spod hamujacego wptywu IAPs {inhibitors of apoptotic proteases)
[9,4,40,21], Z drugiej strony, IAPs stymulujaubikwitynacje Smac/DIABLO zaréwno
in vivo, jak i in vitro prowadzac do jego degradacji [20].

Smac/DIABLO zostato zidentyfikowane w 2000 roku przez dwa niezalezne zespoty
naukowcow [9, 44] jako biatko proapoptotyczne, umozliwiajgce aktywacje kaspaz.
Wykorzystujgc zdolnos$¢ biatkowych frakcji btonowych do zwiekszania aktywacji
kaspazy 3 udato sie oczysci¢ z komérek HelLa 25 kDa biatko, ktére nastepnie czesciowo
zsekwencjonowano. Na podstawie zdobytych w ten sposéb informacji, sklonowano
to biatko z biblioteki cDNA utworzonej z komérek HelLa. Przewidywano, ze wptyw
biatka Smac/DIABLO na aktywacje kaspazy 3 moze odbywaé sie na dwa rozne
sposoby. Jednym z nich byto jego bezposrednie dziatanie na kompleks cytochrom c/
Apaf-l/prokaspaza 9, drugim dziatanie posrednie przez wywieranie wptywu na
inhibitory apoptozy. Stworzono biatko rekombinowane Smac/DIABLO z etykietka
histydynowa i unieruchomione na ztozu niklowym biatko inkubowano z ekstraktem
komoérkowym. Po odizolowaniu ztoza ekstrakt testowano na aktywacje kaspazy 3 i
zaohserwowano znaczny wzrost jej aktywnosci. Metoda Western-Blot wykryto, iz w
ztozu pozostaty oprocz biatka Smac/DIABLO biatka z rodziny IAP (clAP-1, clAP-2,
XIAP) i biatko surwiwina [9]. Drugi zespo6t naukowcow stransfekowat komorki linii
293T wektorem kodujacym biatko XIAP. Przy pomocy koimmunoprccypitacji
oczyszczono biatko wigzace sie do wprowadzonego biatka. Uzyskanie czeSciowej
sekwencji aminokwasowej tego biatka umozliwito catkowite jego sklonowanie [44],

Smac/DIABLOjest biatkiem mitochondrialnym, ale podczas apoptozyjest uwalniane do
cytoplazmy. Prekursor Smac/DIABLO syntetyzowanyjestjako 239-aminokwasowc biatko
i ma tzw. sekwencje liderowg(MTS - mitochondrial tergeting sequence) na N-korcu (55
reszt aminokwasowych), ktdra odcinanajest po dotarciu do mitochondrium. Wéwczas biatko
uzyskuje dojrzata forme o masie molekularnej 21 kDa, majaca aktywnos¢ apoptotyczna.
MTS kodowany jest przez dwa pierwsze eksony. Odkryto, ze Smac/DIABLO wystepuje w
komdrce w dwoch formach, w formie krétkiej (Smac/DIABLO-S) i w fomiic dtugiej (Smac/
DIABLO-L). Forma krétka wystepuje we wszystkich badanych liniach komdrkowych, ale
jestjej mniej niz fonny dtugiej, ponadto wykrytojatylko w cytoplazmie. Poréwnanie aktywnosci
Smac/DIABLO-S i Smac/DIABLO-L (po odcieciu sekwencji liderowej) wykazato, ze dojrzate
Smac/DIABLO-L zdolne byto do zmniejszenia efektu hamujgcego biatka X1 AP (i aktywacji
kaspaz 7, 9 oraz 3) w sposob zalezny od dawki. Biatko Smac/DIABLO-S byto prawie
nieaktywne w tym oznaczeniu [39], Poniewaz r6znice miedzy dwoma fonnami biatka
wystepujatylko na N-koricu (Smac/DIABLO-L: AVPIA; Smac/DIABLO-S: MKSDFYF),
najprawdopodobniej N-koniec Smac/DIABLO-L decyduje o0 jego aktywnosci biologicznej.
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RYCINA 2. Schemat dziatania biatka Smac/DIABLO na IAPs. Biatko Smac/DIABLO kompetycyjnic
blokuje domene BIR3 uniemozliwiajac przytaczenie kaspazy 9 oraz zmienia strukture przestrzenng
linkera BIR2 uniemozliwiajac wigzanie kaspaz 3 i 7

Stwierdzono funkcjonowanie biatka Smac/DIABLO zaréwno na poziomie
apoptosomu, jak i kaspaz efektorowych. Schemat dziatania Smac/DIABLO na IAPs
przedstawiono na rycinie 2. N-koniec biatka Smac/DIABLO jest niezbedny do
oddziatywania z domeng BIR3 biatka XIAP i wspomagania aktywacji kaspaz zaleznej
od cytochromu c. Biatka IAP majg na C-koncu tzw. strukture typu palca cynkowego
(RINGfinger), a na N-konicu zmienng ilo$¢ specyficznych domen, tzw. domen BIR
(baculovirus IAP repeats). Domeny BIR biorgudziat w oddziatywaniach biatek 1AP z
innymi biatkami, a ich obecnos¢ jest niezbedna dla spetniania hamujacych funkciji.
Biatko XIAP zmniejsza lub blokuje apoptoze przez domeny BIR3 i BIR2, ktére hamujg
aktywnos$¢ odpowiednio kaspazy 9 i 3. XIAP wigze sie do kompleksu aktywna kaspaza
9/Apaf-l przez N-koniec peptydu w matej podjednostce kaspazy 9, ktéry zostaje
odstoniety po proteolitycznym cieciu prokaspazy 9. Delecja peptydu kaspazy 9
zapobiega jej wigzaniu z biatkiem XIAP i hamowaniu aktywnosci. Udowodniono, ze
N-koniec matej podjednostki kaspazy 9 zawiera 4 aminokwasy, ktére wykazujg
homologie do peptydu w dojrzatym biatku Smac/DIABLO i w proapoptotycznych
biatkach Drosophila’. Hid, Grim i Reaper. Dowodzi to ewolucyjnie bardzo
konserwatywnej struktury i mechanizmow aktywacji apoptozy przez Smac/DIABLO.
Cztery pierwsze reszty aminokwasowe na N-koncu Smac/DIABLO (Ala-Val-Pro-lle)
rozpoznajg wgtebienie na powierzchni domeny BIR3, majgcej pierwszg reszte
aminokwasowg Ala, tworzac cztery wigzania wodorowe [29, 47]. Smac/DIABLO
wzmaga aktywnosé kaspazy 9 przez rozrywanie wigzania miedzy kaspazg a domeng
BIR3 [40]. Proces ten zalezny jest od dynamiki i stechiometrii biatek XIAP i Smac/
DIABLO. Stwierdzono, ze Smac/DIABLO wzmaga aktywacje prokaspazy 3 in vitro,
ale tez enzymatyczng aktywnos¢ dojrzatej kaspazy 3 w sposéb zalezny od zastosowanej
dawki. Do hamowania aktywnosci kaspazy 3 przyczynia sie tylko domena BIR2 z
biatka XIAP, natomiast domeny BIR1 i BIR3 nie dziatajag hamujaco. Nadekspresja
Smac/DIABLO lub traktowanie 7- lub 4-aminokwasowym peptydem z N-korica Smac/
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DIABLO zwigksza aktywno$¢ kaspazy 3. Nasilenie apoptozy w tych warunkach
zwigzane jest z hamowaniem XIAP, clAPI i surwiwiny [19],

Struktura krystaliczna Smac/DIABLO wskazuje, ze biatko to homodimcryzuje przez
hydrofobowsg powierzchnie. Mutacje typu missens, w kluczowych resztach
hydrofobowych odpowiedzialnych za dimeryzacje, inaktywujgte miejsca. Mutanty
niezdolne do dimeryzacji tracg tez zdolnos¢ do wigzania sie zdomeng BI R2. Natomiast
zaréwno otrzymane mutanty dimeryzujace i mutanty, ktore stracity te zdolnos¢, wciaz
moga wigzac sie z domeng BIR3. Podczas apoptozy biatko XIAP jest ciete na dwa
fragmenty. Poréwnywano serie biatek fuzyjnych zawierajacych rézne fragmenty biatka
XIAP potgczone z GST i sprawdzano ich oddziatywanie z biatkiem Smac/DIABLO
[4]. Pozytywne interakcje zaobserwowano tylko z biatkami majacymi domeny B1R2
lub BIR3. Biatko fuzyjne zawierajace tylko domene B1R1 nie reagowato z biatkiem
Smac/DIABLO. Odkryto tez, ze Smac/DIABLO nie moze jednoczesnie tgczy¢ sie z
dwoma domenami (BIR2 i BIR3) [4],

Zaobserwowano, ze myszy niewykazujace ekspresji biatka Smac/DIABLO byty
zdrowe, dojrzewaty normalnie i nie wykazywatly zadnych nienormalnosci
histologicznych. Pomimo ze ciecie prokaspazy 3 in vitro byto hamowane w lizatach
komdrek niemajgcych biatka Smac/DIABLO, wszystkie testowane typy komorek
odpowiadaty normalnie na stymulacje apoptotyczng. Dane te sugeruja, ze istnieje jakies$
inne biatko/biatka kompensujgce brak dziatania Smac/DIABLO [35], Takim
kandydatem jest Omi/HtrA2 -proteaza serynowa, bedaca drugim biatkiem u ssakow,
ktére ma motyw Reaper i wigzc XIAP. Omi/HtrA2 o petnej dtugosci znajduje sie w
mitochondrium, ale nie jest zdolne do reakcji z XIAP. W mitochondrium znajduje sie
réwniez przetworzone Omi/HtrA2, ktére pod wpltywem stymulacji apoptotycznej
uwalniane jest do cytoplazmy i reaguje z XIAP, c-1AP, OplAP, lecz nie z surwiwing
[45]. Wykazano, ze nadekspresja Omi/HtrA2 uczula komérki na apoptoze [31].

Sterowanie ekspresjg Smac/DIABLO moze mie¢ duze implikacje praktyczne w
terapii onkologicznej, gdyz wprowadzenie genu kodujacego biatko Smac/DIABLO
badz biatka Smac/DIABLO uwrazliwia r6zne komoérki nowotworowe in vitro oraz
komorki glejaka ztosliwego in vivo na apoptoze indukowana Ugandami receptoréw
$mierci lub lekami cytotoksycznymi. Ekspresja aktywnej cytoplazmatycznic formy
Smac/DIABLO oraz biatko Smac/DIABLO zdolne przenikng¢ do komorki omijajg
blokade uwalniania Smac/DIABLO z mitochondrium wytworzona przez Bcl-2 [11].

Wykazano, ze pierwsze nukleotydy z N-korica (od 4 do 8) Smac/DIABLO, potgczone
fuzja z sekwencjg nosnikowg pochodzacg z Drosophila, nasilajg apoptoze
i antyproliferacyjne dziatanie roznych lekéw przeciwnowotworowych (paklitaksel,
ctopozyd, 7-etylo-10-hydroksykamptotecyna (SN-38), doxorubicyna) w komérkach
raka piersi linii MCF-7. Smac/DIABLO w potaczeniu z nos$nikiem przenika przez
btone komoérkowa, wigze XIAP i cl APl potegujac w konsekwencji dziatanie kaspaz
cfektorowych wywotane lekami [2].
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ROLA PROMOTOROW APOPTOZY Z RODZINY BCL-2

W REGULACJI UWALNIANIA Smac/DIABLO
Z MITOCHONDRIOW KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Pomimo licznych badan, kinetyka i molekularny mechanizm uwalniania Smac/
DIABLO z mitochondriéw jest wcigz kontrowersyjny. Proponowane sg przynajmniej
trzy hipotezy dotyczace wspotzaleznosci miedzy uwalnianiem cytochromu c i Smac/
DIABLO z mitochondriéw:

1) obydwa biatka uwalniane sg z mitochondriéw réwnoczesnie [30],

2) uwalnianie Smac/DIABLO jest niezalezne od wyptywu cytochromu c [6] oraz

3) kinetyka uwalniania cytochromu ¢ i Smac/DIABLO z przestrzeni miedzybtonowej
mitochondrium jest zalezna od rodzaju Sciezki apoptotycznej: receptorowej lub
mitochondrialnej [1].

Dotychczasowe dane literaturowe oraz wiasne obserwacje [14,25,26, 33] wskazuja,
ze biatka pro- i antyapoptotyczne z rodziny Bcl-2 odgrywajg kluczowa role w regulacji
uwalniania czynnikéw apoptogennych z mitochondriéw. Stwierdzono, ze nadekspresja
Bcl-2 (najsilniejszego fizjologicznego inhibitora apoptozy) hamuje wyptyw Smac/
DIABLO z mitochondriow komoérek poddawanych r6znym czynnikom indukujacym
apoptoze [1]. Z drugiej strony, biatko Bid permeabilizuje zewnetrzng bione
mitochondrialng, umozliwiajac w ten sposdb szybkie uwalnianie cytochromu c i Smac/
DIABLO ze wszystkich przedziatéw przestrzeni miedzybtonowej mitochondrium, a
takze prowadzac do spadku mitochondrialnego potencjatu btonowego (ATm) [30].
Wiasne obserwacje wykazaly jednak, ze Bid jedynie wspo6ttworzy megakanaty w
zewnetrznej btonie mitochondrialnej, razem z Bax oraz VDAC-1 [14, 25], Ekspresja
Bax jest niezbedna dla uwalniania Smac/DIABLO z mitochondriéw, poniewaz knock
out genu bax blokuje ten proces w mysich zarodkowych fibroblastach stymulowanych
do apoptozy przez TRAIL [22], Wykazano, ze zalezne od Bax uwalnianie Smac/
DIABLO i Omi/HtrA2 z mitochondriéw odgrywa istotng role w aktywacji kaspazy 3
i apoptozie wzbudzanej przez tapsygargine (inhibitor Ca2+-ATP-azy) w komérkach
ludzkiego raka okreznicy linii HCT116 [48].

Ostatnie wiasne badania z zastosowaniem metody triple staining immunogold
wykazaly, ze uwalnianie Smac/DIABLO i cytochromu c z. mitochondriéw komorki
raka piersi linii MCF-7 stymulowanej do apoptozy lekiem cytotoksycznym -
kamptotccyna zwigzane jest z agregacjg Bax na btonach mitochondrialnych (ryc. 3).
Co wiecej Smac/DIABLO i cytochrom ¢ uwalniane byty z mitochondriéw rénoczesnie,
cojest prawdopodobnie domeng mitochondrialnej $ciezki apoptozy aktywowanej przez
leki cytotoksyczne. Aby zbada¢ bardziej precyzyjnie kinetyke uwalniania Smac/
DIABLO z mitochondriéw, zastosowalisSmy homeostatyczng mikroskopie konfokalng
oraz model komorki raka piersi MCF-7 transfekowanej podwdjnie: wektorem
ekspresyjnym Smac/DIABLO-GFP oraz pDsRed2-Mito wektorem (ryc. 4). W komorce
niestymulowanej do apoptozy zielona fluorescencja Smac/DIABLO-GFP nakfada sie
na czerwong fluorescencje mitochondriow (wyznakowanych biatkiem lokalizacji
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RYCINA 3. Uwalnianie Smac/DIABLO i cytochromu ¢ z mitochondrium raka piersi MCF-7 pod
wptywem kamptotecyny (0,15 pM). Obraz z mikroskopu elektronowego uzyskany metoda potréjnego
znakowania z wykorzystaniem przeciwciat sprzezonych z koloidalnym ztotem o réznej $rednicy ziaren:
Smac/DIABLO - 6 nm, Bax - 12 nm, cytochrom ¢ - 18 nm

mitochondrialnej pDsRed2-Mito), co manifestuje sie intensywng jasnozéltg
fluorescencjgna tle czerwonej. Uwalnianiu Smac/DIABLO-GFP z mitochondriéw w
czasie apoptozy towarzyszy zanik zotej fluorescencji i pojawianie sie zielonej
fluorescencji poza mitochondrium (ryc. 4a). Termin homcostatyczna mikroskopia
konfokalna zostat wprowadzony przez nas dla podkre$lenia zachowania podstawowych
warunkéw homeostazy w przezyciowym badaniu komorek z zastosowaniem mikroskopii
konfokalnej [17]. Dzieki tej metodzie istnieje mozliwos¢ badania w przedziatach
minutowych kinetyki biatek sprzezonych z GFP lub RFP. Po przeniesieniu uzyskanych
obrazéw do Microimage System przelicza sie zmiany obszaru oraz intensywnosci zottej
i zielonej fluorescencji zachodzace w czasie obserwacji. Uzyskane wyniki wskazuja,
zejuz od pierwszych minut po dodaniu do srodowiska komorki kamptotecyny wystepuje
postepujacy zanik z6tej fluorescencji (odpowiadajacy mitochondrialnemu Smac/
DIABLO) i wzrost zielonej fluorescencji (odpowiadajgcy cytoplazmatycznemu Smac/
DIABLO) (ryc. 4b). Po kilkunastu minutach od podania kamptotecyny obserwuje sie
szczegolne nasilenie zielonej fluorescencji $wiadczace o gwattownym wyptywie Smac/
DIABLO z mitochondriéw. Na role Bax w regulacji uwalniania Smac/DIABLO z
mitochondriow wskazuje fakt wyraznego opdznienia wyptywu badanego biatka z
mitochondriéw komorki, w ktérej zablokowano aktywnos$¢ m-kalpainy, uwazanej za
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RYCINA. 4. Dynamiczny obraz uwalniania Smac/DIABLO-GFP z mitochondrium komérki raka piersi
MCF-7 pod wptywem kamptotecyny (0,15 pM). Obraz uzyskany metoda homcostatycznej mikroskopii
konfokalnej (a) poddano analizie stosujac Microimage System (Olympus Optical Co.) - (b). Komérka
zostata podwdjnie stransfekowana wektorami: Smac/DIABLO-GFP i pDsRcd2-Mito Vector. Przed
podaniem kamptotecyny zielona fluorescencja Smac/DIABLO-GFP naklada sie na czerwong
fluorcscencje biatka lokalizacji mitochondrialnej dajac jasnozéttafluorescencje. W komorce traktowanej
kamptotecyna obserwuje sie zanik zo6htej tluorcscencji odpowiadajacej mitochondrialnej lokalizacji
Smac/DIABLO-GFP i wzrost intensywnosci zielonej fluorescencji odpowiadajacej cytoplazmatycznej
lokalizacji tego biatka
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aktywatora Bax [12]. Znaczenie Bax w regulacji uwalniania Smac/DIABLO z
mitochondridw ludzkich komdrek rakowych wykazano réwniez w apoptozie wzbudzanej
przez TRAIL [8] oraz tapsygargine [48]. Wydaje sie, ze zalezne od Bax uwalnianie
Smac/DIABLO bez réwnoczesnego wyptywu cytochromu ¢ 7 mitochondriéw moze
zachodzi¢ w Sciezce receptorowej apoptozy komoérek nowotworowych [8]. W tym
wypadku kaspaza 8 nie jest w stanie doprowadzi¢ do petnej aktywacji kaspaz
wykonawczych, gdyz sg one hamowane przez IAPs. Receptorowy sygnat apoptogenny
musi by¢ wiec amplifikowany przez Sciezke mitochondrialna, w przebiegu ktérej zalezne
od Bax megakanaty umozliwiajg uwalnianie Smac/DIABLO z mitochondriéw i
znoszenie przez ten czynnik hamujacego wptywu IAPs na kaspazy. Ciekawe, ze
pojedynczy knock out Bid, Bax lub Bak zapobiega uwalnianiu Smac/DIABLO, lecz
nie zapobiega uwalnianiu cytochromu ¢ z mitochondriéw i apoptozie [22], Z drugiej
strony, podwajny knock out Bax i Bak znosi wyptyw cytochromu ¢ do cytoplazmy,
sugerujac przez to, ze zarbwno Bax, jak i Bak sa wymagane dla uwalniania tego
czynnika z mitochondriéw. Powyzsze wyniki wskazujg na istotne réznice w
molekularnym mechanizmie uwalniania Smac/DIABLO i cytochromu ¢ z mito-
chondriéw. Nasuwa sie pytanie: dlaczego aktywacja Bid i Bax w S$ciezce
mitochondrialnej prowadzi do wyptywu zaréwno cytochromu ¢, jak i Smac/DIABLO,
natomiast w przypadku Sciezki receptorowej uwalniany jest w wiekszosci opisanych
przypadkéw tylko Smac/DIABLO?

Odpowiedz no to pytanie niejest znana. Moznajedynie przypuszczac, ze aktywowane
przez kompleks Bax-Bid kanaty moga by¢ rdzne dla obydwu biatek lub tez sa takie same,
lecz otwierajg sie w réznych przedziatach przestrzeni miedzybtonowej mitochondrium, w
ktorych upakowane sg osobno omawiane biatka. Jest takze prawdopodobne, ze kanat
aktywowany przez Bax-Bid w sciezce mitochondrialnej wymaga zaangazowania jeszcze
innego lub innych biatek promotorowych apoptozy, np. Bak.

Duze znaczenie Smac/DIABLO jako mediatora apoptozy komérek nowotworowych,
wzbudzanej zaréwno przez ligandy $mierci, jak tez leki cytotoksyczne sprawia, ze
zainteresowanie tym biatkiem, rcgulacjgjego uwalniania i mozliwosciami wykorzystania
w terapii onkologicznej wcigz rosnie. Ostatnie prace wskazujg na proby wykorzystania
Smac/DIABLO ijego pochodnych jako czynnikéw uwrazliwiajagcych komorki rakowe
na apoptogenne dziatanie ligandéw Smierci [31, 10] oraz lekéw cytotoksycznych [23,
32]. Poza tym Smac/DIABLO jako wsp6lny mediator apoptozy w $ciezce mito-
chondrialnej i receptorowej komorek nowotworowych moze by¢ wykorzystywany
jako wiarygodny wskaznik apoptozy w testowaniu nowych lekéw onkologicznych.
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TRANSKRYPCYJNA REGULACJA ADIPOGENEZY
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Streszczenie: Gtowna rolg adipocytow jest magazynowanie triacyloglicerolu w okresach nadwyzek
energetycznych oraz uwalnianie jego rezerw w momencie niedoboru energii. Adipocyty wykazujg row-
niez aktywno$¢ sekrecyjna, sa miejscem syntezy wielu czynnikéw parakrynowych i endokrynowych,
m.in. leptyny. Adipogcneza jest wieloetapowym procesem prowadzacym do przeksztatcenia pierwot-
nych komérek zarodkowych i prcadipocytéw w dojrzate adipocyty. Proces r6znicowania podlega kon-
troli kilku rodzin genéw, przede wszystkim PPAR i C/EBP. Polimorfizm tych genéw moze mie¢ wptyw
na ksztattowanie sie otytosci u ludzi i cechy ottuszczenia zwierzat gospodarskich.

Stowa kluczowe', adipogeneza, czynniki transkrypcyjnc, C/EBP, PPAR, CREB, tluszcz.

Summary: The major role of adipocytes is storing triacylgliccrol during periods ofenergy excess and its
mobilization in times of energy deprivation. These cells act also as a secretory organ, that synthesize
many paracrine and endocrine hormones, among others leptin. Adipogenesis is a cascade of molecular
events that leads to conversion of mesenchymal cells into prcadipocytes and finally into mature adipo-
cytes. This process is controlled by several transcription factors, including predominantly members of
C/EBP and PPAR families. Polymorphism ofgenes belonging to C/EBP and PPAR families may have an
influence on human obesity and fatness traits in livestock species.

Key words: adipogenesis, transcription factors, C/EBP, PPAR, CREB, fat.

Réznicowanie komoérek zalezy od zmiany ekspresji genéw, dzieki czemu odpo-
wiednie transkrypty powoduja przejscie komoérki ze stanu multipotentnego do
okres$lonego koncowego fenotypu. Ekspresja gendw eukariotycznych kontrolowana
jest na wielu poziomach, w wiekszosci przypadkoéw na poziomie transkrypcji, ktorej
wydajnos$é zalezy od sekwencji DNA znajdujgcych sie powyzej miejsca inicjacji
transkrypcji. Geny podlegajace jednemu rodzajowi regulacji, np. aktywowane zmianami

*Praca powstata dzieki wsparciu finansowemu KBN (projekt PBZ-KBN-036/P06/14).
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stezenia CAMP, majg wspdlne krotkie sekwencje promotorowe. Biatka regulatorowe
wigzace sie z specyficznymi dla siebie elementami promotorowymi wptywaja
pozytywnie lub negatywnie na efektywnosc¢ transkrypcji. Czynniki transkrypcyjne, ze
wzgledu na petnione funkcje, zawieraé musza pewne state elementy-domene wigzaca
DNA oraz domene aktywacyjna, czesto rowniez domene dimeryzacji [27]. Najczesciej
spotykanymi motywami domen wigzgcych DNA sg domeny typu helisa-zwrot-helisa
(ang. helix-turn-helix-YVT}-t.) i palca cynkowego. Dimeryzacja biatek zachodzi dzieki
motywom hclisa-petla-helisa (HLH, ang. helix-loop-helix), a takze suwakom
leucynowym, ktérym czesto towarzyszy zasadowa domena odpowiedzialna za wigzanie
z DNA. tacznie oba te elementy wystepuja w czynnikach transkrypcyjnych typu
bZIP (ang. basie zipper).

Ostatnie lata obfitujg w badania skoncentrowane na poznaniu rozwoju adipocytow
i czynnikow transkrypcyjnych wptywajacych na ten skomplikowany proces, a takze
genow zaangazowanych w gospodarke lipidowa. Silnym bodzcem ku temu jest przede
wszystkim stale rosnagcy odsetek os6b obarczonych otytoscia ktora taczy sie m.in. ze
zwiekszong podatnosciana insulinoniezalezng cukrzyce czy pewne rodzaje nowotworéw
[25, 36]. W wypadku zwierzat gospodarskich poszukuje sie gendw, ktére moghyby
wplywac na cechy otluszczenia. Do tej pory sporo uwagi poswiecono Icptynie |
receptorowi leptyny. Mutacje w tych genach, prowadzace do braku w organizmie
funkcjonalnych produktéw ekspresji, wigzaty sie m.in. ze skrajng otytoscia u myszy
[50,6]. Badania prowadzone na innych gatunkach zwierzat nie ujawnity dotad mutacji
o tak silnym efekcie fenotypowym [7,45], natomiast u ludzi defekty takie obserwowano
raczej sporadyczne [15, 32]. Poznanie molekularnego podioza adipogcnczy moze
stanowi¢ kolejny krok w kierunku zrozumienia mechanizméw wplywajacych na
ksztattowanie sie okreslonej masy ciata.

PRZEBIEG ADIPOGENEZY

Tkanka tluszczowa jest jednym z gtéwnych rezerwuardéw energetycznych
organizmu, a wyrdzni¢ mozna dwa jej rodzaje - biatg (ang. wbite adipose tissue -
WAT) i brunatna (ang. brown adipose tissue - BAT). Jej komponentami sg komorki
thuszczowe (adipocyty), a takze naczynia krwionosne i limfatyczne oraz tkanka
nerwowa. Funkcje adipocytow nie ograniczajg sie tylko do udziatu w metabolizmie
lipidow i magazynowaniu kwasow tluszczowych. Niezwykle istotna jest ich funkcja
wydzielnicza. Dziatanie endokrynowe wykazujg m.in. leptyna, angiotensynogen, inhibitor
aktywatora plazminogenu typu ! (PAI-1), czynnik martwicy nowotworu (TNFoc),
interleukina 6 (IL-6) czy adypsyna, ktére tgcznie wplywajg na wiele procesow
zmierzajgcych do utrzymania energetycznej homeostazy w organizmie [33].

Powigkszanie tkanki ttuszczowej obejmuje zaréwno hipertrofie (zwigkszenie
rozmiaru), jak i hiperplazje (zwiekszenie liczby komorek). W tym konkretnym przypadku
hiperplazja rozumiana jest jako adipogeneza [20]. Jej poczatek wyznacza proliferacja
pierwotnych komorek zarodkowych. Multipotcncjalne, mezenchymalnc prekursory majg
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zdolnos$¢ przeksztatcania sie w rézne rodzaje komérek — w chondrocyty, osteoblasty i
mioblasty oraz w adipocytame linie komérkowe. Preadipocytami stajg sie wéwczas,
gdy tracate wkasciwos$¢. Roznicowanie preadipocytow polega na zmianie ekspresji gendw,
miedzy innymi czynnikéw transkrypcyjnych, ktdrej skutkiem jest aktywacja genow
specyficznych dla adipocytéw oraz wyksztatcenie fenotypu wiasciwego dla dojrzatej
komarki. Podczas réznicowania ksztatt komorek zmienia sie z wrzecionowatego w
sferyczny, zmieniaja sie réwniez sktadniki cytoszkieletu oraz rodzaj macierzy zewnatrz-
komérkowej [18]. W poczatkowe] fazie adipogenezy (pomiedzy fazami G, i S cyklu
komorkowego), na skutek kontaktu miedzy preadipocytami dochodzi do zatrzymania ich
wzrostu, po ktérym nastepujagjeden lub dwa podziaty, tzw. ekspansja klonalna [ 14,36],
Chociaz jej istnienie in vivo jest dyskusyjne, sugeruje sie, ze moze mie¢ ona pewne
znaczenie ze wzgledu na zachodzace wtedy przeorganizowanie chromatyny, ktére
umozliwia lepszy dostep biatek do DNA [31]. Ekspansja klonalna zostaje wstrzymana
réwnolegle z poczatkiem ekspresji specyficznych czynnikdw transkrypcyjnych, co z kolei
prowadzi do permanentnej inhibicji wzrostu. Od tego momentu komorki nie sg zdolne do
podziatéw i nastepuje wyksztalcenie sie dojrzatego fenotypu - terminalne réznicowanie

[43] (ryc. 1).

RYCINA | Schemat adipogenezy (zmodyfikowany, na podstawie [18] Gregoire i wsp., 1998)
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Wiekszos¢ informacji o adipogenezie zgromadzono na podstawie badan in vitro, co
wigze sie z mozliwoscig powstania artefaktow, do ktérych by¢ moze nalezy ekspansja
klonalna [43]. Warto takze podkresli¢, ze precyzyjne ustalenie chronologii pomiedzy
poszczegOlnymi etapami adipogenezy nastrecza wielu trudnosci, ze wzgledu na duzg
liczbe gendw, ktérych ekspresja zmienia sie podczas tego procesu oraz na odmiennos¢
modeli wykorzystanych w badaniach [ 19].

Na adipogeneze wptywa faczny udziat wielu réznych czynnikéw. Wykazano znaczng
role hormonow w stymulacji procesu réznicowania, m.in. hormonu wzrostu,
prostaglandyn oraz insulinopodobnego czynnika wzrostu ! (ang. insulin-like growth
factor). Inne czynniki wzrostowe oraz cytokiny wydajg sie by¢ inhibitorami
réznicowania, wymieni¢ tu mozna chociazby TGFct (ang. transforming growthfactor)
czy EGF (ang. epidermal growth factor) [31]. Koordynacja procesu réznicowania
obejmuje prawidtowy odbior sygnatéw dochodzacych do komorki, ktéry prowadzié
ma do ekspresji okreslonych genéw. Jednym z elementéw regulatorowych jest
transaktywujace dziatanie kilku rodzin czynnikéw transkrypcyjnych.

WSPOLDZIAELANIE POMIEDZY ROZNYMI CZYNNIKAMI
TRANSKRYPCYJNYMI W PROCESIE ADIPOGENEZY

Efektem ekspozycji komoérek na czynniki stymulujace adipogenezejest w pierwszym
rzedzie zwiekszona ekspresja C/EBPP i C/EBPO, na ktora bezposredni wptyw ma
fosforylacja i przytgczanie CREB do CRE (element odpowiedzi na cAMP) obecnego
w promotorach tych biatek [3]. C/EBPP i C/EBPO mozna uznaé¢ za markery
preadipocytéw [33], a ich rolgjest skierowanie komorki na droge réznicowania [49]
oraz dodatni wptyw na ekspresje PPARy i C/EBPa [9,30], Istniejacy model adipogenezy
zaktada, ze PPARy i C/EBPa moga wzajemnie indukowac swojg ekspresje, ponadto
PPARy petni gtowng role w adipogenezie, natomiast C/EBPa podtrzymuje jego
ekspresje i ksztattuje wrazliwo$é komorek na insuline [41], C/EBPa moze rowniez
autoaktywowacé ekspresje swojego genu [26]. Stosunkowo duzy przedziat czasowy
miedzy maksymalnym poziomem ekspresji C/EBP[3 i C/EBP5 a C/EBPa. jest
prawdopodobnie wykorzystywany na fosforylacje C/EBPO i C/EBP5, dzieki ktorej
majg one zdolnos$¢ wigzania sie z DNA i aktywowania C/EBPa. Ekspresja C/EBPa
zostaje przesunieta w czasie o tyle, by nie zbiegata sie z ekspansjg klonalng [26],
bowiem C/EBPa wykazuje (oraz dodatkowo C/EBP”) wiasciwosci antymitotyczne,
wptywajac tym samym hamujaco na podziaty komérkowe [10].

Etap, w ktdrym ekspresji podlegaja PPARy i C/EBPa, wydaje sie by¢ szczegblnie
wrazliwy na regulacje negatywna. Inhibicja adipogenezy moze zachodzi¢ np. przez
bezposrednig represje aktywnosci PPARy i C/EBPa, czy wstrzymanie stymulujgcego
wptywu C/EBPP [31].
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W terminalnej fazie r6znicowania znaczaco zwieksza sie lipogeneza de novo, a
komorki stajg sie bardziej wrazliwe na dziatanie insuliny. Wzrasta takze poziom mRNA
dla biatek bezposrednio zwigzanych z metabolizmem lipidéw, a takze produktéw
specyficznych dla adipocytéw. Koordynacja ekspresji genéw wiasciwych dla
adipocytéw nalezy do PPARy i C/EBPa [18], Dodatkowo udziat w aktywacji niektérych
genéw moze mieé¢ réwniez CREB. Prawdopodobne miejsce jego przytgczania
zlokalizowano m.in. w promotorze genu leptyny [16].

BUDOWA BIALEK | GENOW CZYNNIKOW
TRANSKRYPCYJNYCH KLUCZOWYCH
DLA PRZEBIEGU ADIPOGENEZY

Na zmiane ekspresji gendw w dojrzewajacych adipocytach wptywajg przede
wszystkim dwie grupy czynnikéw transkrypcyjnych - PPAR i C/EBP. Biatka PPAR
(ang. peroxisomeproliferator-activated receptor) nalezg do nadrodziny steroidowych
receptorow jadrowych - NHR (ang. nuclear hormone receptor), ktore regulujg
metabolizm lipidéw i réznicowanie tkanek. Rodzina PPAR obejmuje PPARoc, PPARS,
oraz trzy formy PPARYy [8]. Biatka PPAR nie odbiegaja strukturg od innych cztonkéw
nadrodziny NHR. Tworzg jg N-koricowa domena o potencjalnych mozliwosciach
transaktywacji (AF-1), domena wigzgca DNA zawierajaca dwa palce cynkowe oraz
domeny dimeryzacji i przytaczania ligandu (AF-2) [42]. Najbardziej zachowawcza
strukturg charakteryzujasie fragmenty polipeptydu odpowiedzialne za wigzanie sie z
DNA [51]. Co wigcej, ortologiczne formy genu zachowujg konserwatyzm na poziomie
96-98% (podobienstwo dotyczy gendw Swini, cztowieka, myszy i bydia) [22].

Aktywacja PPAR moze zachodzié¢ w dwojaki sposéb. Po pierwsze przez przytaczanie,
niekiedy tkankowo specyficznych ligandéw - koaktywatoréw lub korepresoréw (m.in.
kwaséw ttuszczowych i prostaglandyn), ktére oddziatuja na proces transkrypcji przez
przemodelowanie struktury chromatyny lub/i jako czastki adapterowe przytaczajace
kompleks receptora jadrowego do podstawowego aparatu transkrypcyjnego [23]. Ze
wzgledu na mozliwo$¢ przytaczania réznorodnych ligandéw, domene odpowiedzialng
za ten proces cechuje nieco mniejszy konserwatyzm miedzygatunkowy niz w przypadku
fragmentu polipeptydu tgczacego biatko z DNA [24], Drugi rodzaj aktywacji nie zalezy
od ligandu, fragment za nig odpowiedzialny znajduje sie na N-koncu #ancucha
polipeptydowego [48]. W jej obrebie znajduje sie miejsce rozpoznawane przez kinaze
MAP, ktora przez fosforylacje moze redukowac aktywnos$¢ domeny [1].

Miejsce, do ktérego PPAR przytacza sie do DNA, w postaci heterodimeru z innym
czynnikiem transkrypcyjnym, np. RXR (ang. retinoid receptor X), stanowig dwie
sekwencje AGGTCA, rozdzielone jednym nukleotydem, facznie okreslane symbolem
DR-1 [8]. Jest to tzw. element odpowiedzi na PPAR (ang. PPAR response element -
PPRE). Wybio6rcze dziatanie czynnikéw transkrypcyjnych osiggane jest przez: ich
tkankowo specyficzngekspresjew okreslonym czasie, rozpoznawanie scisle okreslonych
sekwencji w promotorze oraz aktywacje przez tkankowo specyficzne ligandy i
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RYCINA 2 Struktura biatka PPARy2 cztowieka,
na schemacie zaznaczono domene tgczaca sie z
DNA (DBD) i domeng przyfaczania ligandu (LBD)
(zmodyfikowany, na podstawie [42])
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kofaktory. PPARpodlegajajednak ekspresji
w réznych tkankach, a ligandy nie sg
przyporzadkowane tylko do jednego ich
rodzaju. Stad precyzyjne przylaczanie sie
PPAR do wiasciwych promotoréw regu-
lowane jest prawdopodobnie przez niezna-
czne zmiany sekwencji flankujacych od
strony 5’ rdzenia PPRE [24].

W adipogeneze zaangazowany jest
PPARYy, a jego rola dla prawidtowego
przebiegu tego procesu uwazana jest za
kluczowg [18]. Gen PPARy cztowieka
obejmuje ponad 100 kpz i podzielony jest

na 6 eksonow wspdlnych dla wszystkich
rodzajow PPARYy. Transkrypty PPARyl tworzg dodatkowo eksony Al i A2, PPARy?2
ekson B, a PPARy3 ekson A2 (ryc. 2). Analiza sekwencji promotorowej wykazata
istnienie miejsc konsensusowych dla czynnikéw transkrypcyjnych C/EBP i AP-1,
natomiast nie znaleziono typowej struktury TATAbox. Aminokwasowa sekwencja
PPARyl i PPARYy3 jest identyczna, gdyz eksony Al i A2 nie podlegaja translacji,
natomiast PPARy2 zawiera 30 aminokwaséw kodowanych przez ekson B [12, 13]
(ryc. 3). PPARYyl podlega ekspresji w wielu tkankach, natomiast PPARy2 jest
specyficzny dla tkanki thuszczowej [42]. Prawdopodobnie obie formy moga stymulowac
adipogeneze, jednak przy zmniejszonej dostepnosci ligandu PPARy2 wykazuje wyzsza
aktywnos¢ [34].
Istnieje kilka polimorficznych form genu PPAR. Mutacja Pro 115GIn zwigzana jest
z wystepowaniem otytosci u jej nosicieli [40], podobnie jak mutacja Prol2Ala oraz
C478T [47]. Sporadyczne przypadki mutacji Pro467Leu i Val290Met obserwowano u
0s6b niewrazliwych na dziatanie insuliny [2].

RYCINA 3 Struktura genu oraz trzy formy mRNA dla PPARy. Strzatkami zaznaczono miejsca startu
transkrypcji dla poszczegélnych form PPAR. Eksony Al i A2 nie podlegajg translacji, wiec ostatecznie
biatko PPARY?2 r6zni sie od PPARYyl i PPARy3 fragmentem kodowanym przez ekson B (zmodyfikowany
na podstawie [13])
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Druga rodzing czynnikéw transkrypcyjnych uwazanych za niezwykle istotne dla
przebiegu adipogenezy sg biatka C/EBP (ang. CCAAT/enhancer-binding protein).
Naleza do niej formy: a, P,y, 5, Ei Formay podlega ekspresji w wielu tkankach,
a Ew mieloidalnych oraz limfoidalnych liniach komorkowych, i obie nie biorg udziatu
w adipogenezie [28].

W strukturze biatka C/EBP wyréznia sie: domene aktywacji, zasadowy region
wigzacy sie z DNA i zawierajgca suwak leucynowy domene dimeryzacji [28]. Domena
aktywacyjna obejmuje miejsca fosforylacji, a takze niezwykle konserwatywne regiony
CR (ang. conserved regions) oznaczone jako CR1, CR2, CR3 i CR4. Wiadomo, ze
biatko powstate z fuzji suwaka leucynowego i regionu CR2 zdolne jest stymulowaé
proces réznicowania komorek [11],

Z podobienstwa gendéw C/EBP wnioskowa¢ mozna, ze ich powstanie wigze sie z
serig duplikacji, ktdre mogty zajs¢ w trakcie ewolucji [28], Gen C/EBPa nie ma introndéw
i koduje dwie izoformy powstajace z jednego rodzaju mRNA - petnej dtugosci produkt
0 masie 42kDa oraz produkt o masie 30 kDa, ktérego translacja rozpoczyna sie od
trzeciego kodonu AUG w tej samej ramce odczytu. Pierwsze dwa kodony AUG sg
ignorowane przez rybosomy (ang. ribosomal scanning) [29, 37]. Podobnie jak w
przypadku C/EBPoc, dwa typy biatka C/EBPP powstajg z jednego mRNA. Forma
krotsza sktada sie wykacznie z domen dimeryzacji i wigzania sie z DNA. Gen C/EBPO
takze nie ma intronéw, ajego ekspresja poza adipocytami zachodzi réwniez wjelitach
i ptucach. Natomiast w sktad genu C/EBP”, wchodzg cztery eksony, a jego dtugosé
wynosi fgcznie okoto 5 kpz. Ekspresja C/EBP” nie jest ograniczona wyiacznie do
adipocytéw [28].

Wzrost komoérek moze by¢ modyfikowany przez poziom cyklicznego AMP. W
zaleznosci od typu komérek cAMP wykazuje wihasciwosci mitogenu, antymitogenu
badZz promuje réznicowanie. Wykazano, ze cAMP przyspiesza poczatkowe fazy
réznicowania adipocytow, réwnoczesnie inhibuje rowniez jego faze terminalng [46].
Jednym z bialek, przez ktére oddziatuje cAMP, jest czynnik transkrypcyjny CREB
(ang. cAMP response element binding protein), ktérego istotna role w adipogenezie
postulowata Reusch [39]. CREB wptywa na ekspresje gendéw zawierajgcych w
promotorze osmionukleotydowa sekwencje palindromowg TGACGTCA, tzw. element
odpowiedzi na cAMP (ang. cAMP response element, CRE). Element ten zidenty-
fikowano m.in. w genie somatostatyny i karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej
(ang. phosphoenolopyruvate carboxykinase, PEPCK) [38]. Na koricu aminowym
biatka znajduja sie miejsca rozpoznawane przez kinazy A, C oraz kazeinowagkinaze Il
[17], a na koncu karboksylowym region tworzacy suwak leucynowy (Hoeffler i wsp.,
1988). Ponadto wyrézni¢é mozna domeny KID (ang. kinase inducible domain), kt6rg
tworzag aminokwasy 98-142, CAD (ang. constitutive activation domain) mieszczacg
sie miedzy aminokwasami 165-252 oraz DBD (ang. DNA binding domain) - od 272
aminokwasu do korica biatka. Zadna z tych domen niejest kodowana przez pojedynczy
ekson - ryc. 4 [38]. Gen CREB podzielony jest na 10 intronéw i 11 eksondw, ktére
tworzy¢é moga wiele form biatek [44]. U cztowieka wykryto dwie aktywne formy
CREB: CREB-327 oraz CREB-341 zawierajgca dodatkowe 14 aminokwaséw [4].
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RYCINA 4 Struktura biatka CREB. Na rysunku schematycznie zaznaczono eksony kodujace
poszczegodlne czesci biatka, a takze domeny K.ID, CAD i DBD (liczby oznaczajg odpowiednie
aminokwasy) (zmodyfikowany, na podstawie [38]

PODSUMOWANIE

Badania in vitro oraz analiza ekspresji gendw za pomoca chipéw DNA [5,35] dowodzg
niezbicie zasadniczej roli, jakg odgrywajg w procesie adipogenezy rodziny biatek PPAR
i C/EBP. Jednakze jej prawidtowy przebieg uwarunkowany jest wieloma czynnikami, do
ktorych nalezgm.in. hormony i cytokiny. Wielejeszcze czynnikdw pozostaje nieznanych.
Dogtebne poznanie genéw zaangazowanych w roznicowanie adipocytdw, ich produktow
oraz mechanizmdw ich funkcjonowania moze mie¢ niebagatelne znaczenie dla rozwoju
nowych metod terapeutycznych. Defekty systemu kontrolujgcego adipogeneze
skutkowaé moga wystepowaniem powaznych choréb, coraz czestszych obecnie cukrzycy
i otytosci. Potencjalne zastosowanie farmakologiczne majgnp. TZD - aktywatory PPARy
[8, 23]. Pelne poznanie procesu adipogenezy bedzie miato tez znaczenie w hodowli
zwierzat w kontekscie zmiennosci cech ottuszczenia.
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TERAPIA GENOWA KOMOREK UKLADU
KRWIOTWORCZEGO:
ROZWOJ STRATEGII | WEKTOROW

GENE THERAPY OF HEMATOPOIETIC CELLS:
DEVELOPMENT OF STRATEGIES AND VECTORS.

Urszula WOJDA

Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komdrkowej w Warszawie

Streszczenie: Na przestrzeni ostatniej dekady obserwowany byt znaczacy rozwoj strategii terapii geno-
wych w uktadzie krwiotwérczym, od préb korekcji zmutowanego genu w chorobach jednogenowych do
badan nad zastosowaniem transferu genéw w transplantologii, leczeniu nowotworéw i AIDS. Intensyw-
nie bada sie mozliwosci terapii wykorzystujac genetycznie modyfikowane komérki macierzyste - wyni-
ki uzyskane dotychczas w modelach zwierzecych sg zachecajace. Zastosowanie terapii genowej wymaga
udoskonalenia metod transferu genéw i zapewnienia bezpieczenstwa ich stosowania. Wszystkie wekto-
ry genowe zar6wno wirusowe, jak i biochemiczne, charakteryzujg sie pewnymi ograniczeniami i zagroze-
niami. Udoskonalanie wektoréw biochemicznych i wirusowych podlega tym samym zasadom, wynika-
jacym z koniecznosci pokonania przez transgen bariery btony komérkowej, wydostania sie z endosomu
do cytoplazmy, a wreszcie wnikniecia do jadra i uzyskania kontrolowanej ekspresji na terapeutycznym
poziomie. Mimo znaczacego postepu metodologicznego, zapewnienie petnego bezpieczenstwa terapii
genowej jest wcigz wyzwaniem wymagajacym dalszych intensywnych badan.

Stowa kluczowe: terapia genowa, komérki hematopoetyczne, wektory wirusowe, wektory niewirusowe.

Summary: Last decade witness development of gene therapy strategies in hematopoietic system from
attempts of correcting mutated genes in monogenic diseases till research on applications in transplan-
tology, cancer therapy, and AIDS. Intensive research concerns therapeutic use of genetically modified
human stem cells with encouraging results achieved in animal models. Fulfillment of gene therapy
potential requires improvements in gene transfer methods and providing their safety. All gene therapy
vectors, both viral-based and biochemical, are characterized by certain limitations and safety risks.
Upgrading of viral and biochemical vectors are governed by the same requirements for transgene deli-
very through the cell membrane barrier, escape from endosomal compartment, and finally entry to the
nucleus and achieving controlled gene expression at therapeutic level. Despite significant methodologi-
cal progress, providing safety of gene therapy still represents a challenge and requires further intensive
research.

Key words: gene therapy, hematopoietic cells, viral vectors, nonviral vectors.
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KOMORKI UKEADU KRWIOTWORCZEGO
JAKO CEL MODYFIKACJI GENETYCZNYCH

Rozwdj technik modyfikacji genetycznych komoérek stuzy badaniom podstawowym
procesOw biologicznych, jak tez budzi nadzieje na zastosowania terapeutyczne.
Przedmiotem wielu badan nad transferem DNA staty sie komorki uktadu krwiotworczego
cztowieka. Komorki te sg stosunkowo tatwo dostepne, moga by¢ wyizolowane z krwi
lub ze szpiku kostnego, poddane modyfikacjom genetycznym ex vivo, a nastepnie
wprowadzone z powrotem do organizmu dawcy (terapia ex vivo, terapia komorkowa).
Szczegblnie duzo nadziei wigze sie z terapig genowa krwiotwdrczych komorek
macierzystych (hematopoietic stem cells, HSC). HSC charakteryzuja dwie unikalne
cechy: samoodnawialno$¢ oraz zdolno$¢ réznicowania sie we wszystkie typy komorek
krwi. Z tego wzgledu modyfikacja genetyczna niewielkiej ilosci HSC moze dostarczy¢
stabilnej populacji genetycznie zmienionych komdrek w obrebie kazdej linii
hematopoetycznej. U dorostych osobnikdw HSC znajdujg sie gtéwnie w szpiku kostnym,
gdzie stanowig niezwykle matg frakcje, ok. 0,01%. Ta niewielka liczba komoérek ma
ogromny potencjat proliferacyjny - w wyniku réznicowania dostarcza okoto 5x1007
dojrzatych komaérek krwi dziennie. Proces hematopoezy jest Scisle regulowany przez
czynniki wzrostowe i przebiega w obrebie kazdej linii hematopoetycznej wedtug tego
samego hierarchicznego wzoru. HSC generujg najpierw niezdolne juz do samoodnowy
komorki progenitorowe, ktore w wyniku dalszego réznicowania staja sie komérkami
prekursorowymi szpiku, przeobrazajgcymi sie ostatecznie w dojrzate komorki krwi.
Wykorzystanie niezwyktego potencjatu HSC wymaga umiejetnosci ich identyfikowania,
oczyszczania oraz hodowli. Brak jest specyficznego markera HSC. Powszechnie izoluje
sie ze szpiku komorki charakteryzujace sie obecnoscigantygenu adhezji CD34. Antygen
ten (sialomucyna) wystepuje na czesci HSC oraz na wiekszosci komoérek
progenitorowych. Zrodiem komoérek CD34+ moze byé oprocz szpiku takze krew
obwodowa lub pepowinowa, przy czym ilosciowy skiad tych populacji CD34+jest
nieco inny [40]. Wzbogacenie krwi obwodowej w komorki CD34+ (tzw. mobilizacje)
mozna osiggac dziatajgc na szpik hematopoetycznymi czynnikami wzrostowymi, takimi
jak: G-CSF, GM-CSF, SCF [24]. Komorki CD34+ majgzdolnosc¢ rekonstytucji systemu
hematopoetycznego napromienionych zwierzat i sg celem modyfikacji genetycznych w
transplantologii oraz w prébach leczenia chor6b genetycznych, nowotworow, czy AIDS
[16, 21]. Trwaja tez intensywne prace nad lepszg antygenows identyfikacjg HSC.
Subpopulacja komérek CD34+, ktéra nie wykazuje obecnosci zadnych antygenéw
specyficznych dla r6znych linii hematopoetycznych, jak tez brak antygenu aktywacji
réznicowania CD38 (komorki CD34+Lin-CD38-) jest wzbogacona w HSC.
Dodatkowo, HSC sg identyfikowane na podstawie poziomu ekspresji innych antygendw,
w tym Thyl (CD90), KDR, receptora c-kit (CD34+CD38-Thyl+KDR+ckit+) [40].
Do identyfikacji subpopulacji CD34+ czy innych subpopulacji komérek krwi stosuje
sie najczesciej przeciwciata. Komorki o okresSlonym profilu fenotypowym moga by¢
izolowane metodami immunopowinowactwa, z zastosowaniem pokrytych przeciw-
ciatami kuleczek magnetycznych, ktore wraz,z przytaczonymi komoérkami mozna
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zgromadzi¢ w polu magnetycznym. Potgczenie biotynylowanych przeciwciat z komérkami
umozliwia ich izolacje na kolumnach z immobilizowang awidyng, za$ zastosowanie
przeciwciat znakowanych fluorescencyjnie pozwala na izolacje komérek przy uzyciu
cytometrii przeptywowej. Otrzymane komorki moga byé nastepnie modyfikowane
genetycznie. Oprécz komorek macierzystych i progenitorowych, celem modyfikacji
genetycznych sg najczesciej komorki obrony immunologicznej - limfocyty i komorki
dendrytyczne [52], Komérki krwi moga tez by¢ celem systemowej terapii genowe;j.

CHOROBY I STRATEGIE

W przypadku uktadu krwiotwdrczego modyfikacje genetyczne majg potencjat
terapeutyczny dla korekcji szerokiego spektrum schorzen (tab. 1). Aby zrealizowac te
potencjalne mozliwosci, w ostatnim dziesiecioleciu podjeto bardzo intensywne badania
laboratoryjne rozwijajac i testujac r6znorodne strategie terapii genowej.

Choroby jednogenowe

Pierwszg chorobg leczong metoda terapii genowej (kliniczne proby rozpoczeto juz
w poczatku lat dziewiecdziesigtych) byt ostry, ztozony zesp6t niedoboru odpornosci
(SCID), spowodowany zaburzeniem funkcji limfocytow B i T w wyniku niedoboru
enzymu deaminazy adeniny (ADA-SCID) [1]. Transferu terapeutycznego transgenu
dokonywano ex vivo do limfocytéw krwi obwodowej. Metode te stosowano takze w
przypadku X-SCID, zwigzanej z mutacjg w chromosomie X [13]. Najbardziej efektywna
okazata sie terapia modyfikowanymi genetycznie komérkami CD34+, zapewniajgc u
pacjentéw wieloletnig ekspresje transgenu w liniach limfoidalnych [28]. Mimo wcigz
nie w petni wyjasnionych kwestii bezpieczenstwa, transplantacja modyfikowanych HSC

TABELA 1. Proponowane strategie terapii genowej w uktadzie krwiotwoérczym

Rodzaj zaburzenia Strategie

Choroby jednogenowe Woprowadzanie terapeutycznego genu
Hamowanie ekspresji zmutowanego genu

Nowotwory Inhibicja ekspresji onkogenu
Aktywacja apoptozy
Chemioterapia molekularna (geny samobdjcze)
Immunopotencjacja (min. szczepionka antynowotworowa)
Hamowanie angiogenezy
Genetyczna chemoprotekcja szpiku

Transplantologia Wytworzenie immunotoleracji u biorcy
Lokalna immunosupresja

AIDS Inhibicja biatek zwigzanych z cyklem zyciowym HIV-!
Szczepionka (?)



248 U. WOJDA

rokuje najwiecej nadziei na skuteczne leczenie nie tylko SCID, ale takze wielu innych
niedoboréw enzymatycznych, jak tez takich chorob, jak anemia Fanconiego [17] czy
hemoglobinopatie [43]. Mimo ze podtoze genetyczne anemii sierpowatej czy B-talasemii
jest znane od lat, wciaz brak skutecznych metod dtugoterminowej korekcji defektow
genu B-globiny. Najnowsze proby wprowadzania do krwiobiegu komérek macierzystych
transdukowanych genem ludzkiej B-globiny okazaty sie skuteczne w mysich modelach
tych schorzen [34], Skuteczno$¢ metody w modelach zwierzecych nie gwarantuje jednak
pomys$inego stosowania jej u ludzi i wymaga dalszych badan zwigzanych m.in. z
tkankowospecyficzng kontrola ekspresji genu B-globiny czy bezpieczenstwa trans-
plantacji oraz prawidtowej hematopoezy tak modyfikowanych HSC.

Nowotwory

Od wielu lat rozwijane sg liczne strategie terapii genowej skierowane wobec komorek
nowotworowych uktadu krwiotworczego. Sg one oparte na inaktywacji onkogenow
technikami antysensownych oligonukleotyddéw i interferencji RNA [53], aktywacji
apoptozy, w tym przez wprowadzanie prawidtowych genéw supresorowych nowo-
twordéw, takich jak p53 [38, 14] oraz chemioterapii molekularnej polegajacej na
wprowadzaniu do komorek nowotworowych genu ,,samobéjcy” [20]. Opracowano takze
liczne metody immunopotencjacji, czyli zwiekszania efektywnosci odpowiedzi
immunologicznej przeciw nowotworowi, w ktérych modyfikacjom genetycznym poddaje
sie nie tylko komarki nowotworowe, ale gtéwnie limfocyty oraz komorki prezentujace
antygen [25]. Immunopotencjacja, przez udziat komdrek systemu immunologicznego,
moze by¢ metoda leczenia szerokiego spektrum nowotwordw nie tylko hematologicznych.
Wiele badan nad immunopotencjacjg ma na celu opracowanie ,,szczepionki przeciw-
nowotworowej” [51,3]. Obiecujaca strategigwydaje sie w tym zakresie wprowadzanie
genow determinant antygenowych nowotworu do komorek dendrytycznych, a nastepnie
immunizacja komérkami prezentujgcymi te determinanty [29]. Szereg préb intensyfikacji
odpowiedzi przeciwnowotworowej opiera sie na wprowadzaniu lokalnie do komorek
nowotworu lub do limfocytow naciekajgcych guz, genéw antynowotworowych cytokin,
takich jak: IL-2, IL-12, TNF-a, jak tez r6znych kombinacji genéw cytokin oraz genéw
zgodnosci tkankowej [5]. Nowy watek badah nad immunopotencjacja zwigzany jest z
transformujgcym czynnikiem wzrostu B (TGF-B). Wiekszos$¢ ztosliwych nowotworow
wykazuje zwiekszong ekspresje TGF-B, silnego immunosupresora, ktdéry maskuje obecnosé
antygenéw nowotworowych. Sam TGF-P hamuje wzrost nowotworu, ale komérki
nowotworowe stajg sie niewrazliwe na te cytokine, najczesciej w wyniku utraty
odpowiedniego receptora. Neutralizacja TGF-B (inhibitory, przeciwciata), lub inhibicja
jego ekspresji (terapia genowa) okazata sie efektywna metoda leczenia nowotworéw w
wielu modelach zwierzecych [29], Oprdcz wptywu immunosupresyjnego, TGF-B stymuluje
takze rozrost naczyn krwiono$nych guza nowotworowego, co z kolei warunkuje wzrost
nowotworu i zdolno$é do przerzutéw. Proby hamowania angiogenezy w nowotworach,
poza inaktywacjg genu TGF-B, opieraja sie najczesciej na wprowadzaniu genow
antyangiogenetycznych peptydéw, np. angiostatyny czy endostatyny [18]. Terapia genowa
ma w tym przypadku potencjat produkowania terapeutycznego czynnika w wysokim
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stezeniu w wybranym miejscu, np. w tworzgcym naczynia endotelium. Duze nadzieje na
docieranie z terapeutycznym genem do miejsc angiogenezy wigze sie z infuzjg
modyfikowanych HSC [19]. W modelu mysim wprowadzenie gendéw samobdjczych do
subpopulacji komoérek CD34+ szpiku, ktore jak wykazano docieraty w miejsca angiogenezy,
spowodowato znaczace zahamowanie wzrostu guza. Jako gen samobdjczy na og6t stosuje
sie gen kinazy tymidynowej wirusa opryszczki. Enzym kodowany przez ten gen
przeksztatca podawany gancyklowir w substancje o wkasciwosciach toksycznych. Metody
terapii genowej coraz czesciej stosowane sg tez jako uzupetnienie terapii klasycznych.
Ciekawym podejsciem jest tzw. genetyczna chemoprotekcja krwiotworczych komorek
szpiku w czasie klasycznej chemioterapii nowotworow [7,45]. Na skutek cytotoksycznego
dziakania chemioterapeutykéw u pacjentéw czesto dochodzi do chronicznego uszkodzenia
komorek szpiku i zaburzenia prawidtowej produkcji komorek krwi (mielosupresja). Aby
przeciwdziata¢ temu zjawisku, podjeto proby wprowadzania do komérek szpiku genow
kodujgcych biatka opornosci na leki, takie jak MDR1. Produkt tego genu dziatajak pompa
usuwajgca z komarki wiele toksycznych zwigzkdw, a ulegajac ekspresji w komérkach
nowotworowych warunkuje ich opornos¢ wobec chemioterapeutykow. W modelach
zwierzecych wykazano skuteczno$¢ ochrony szpiku nie tylko dla MDR1, ale takze dla
dwu innych gendw istotnych dla przezycia komdrki enzymoéw, DHFR oraz MGMT. Geny
zapewniajgce ochrone komérek szpiku przed zwiazkami toksycznymi zarazem warunkujg
przewage selekcyjng chronionej subpopoulacji komérek. Podejmuje sie proby
wykorzystania tego efektu dla wprowadzenia do szpiku, przez kotransdukcje, innych
terapeutycznych gendéw, ktére same nie zapewniaja przewagi selekcyjnej. Przyktadem
tej strategiijestkoekspresja MDR1 orazgp91 -genu, ktérego mutacje sg odpowiedzialne
za ziarnice zto$liwg w komérkach szpiku myszy, co zaowocowato diugoterminowa
ekspresjg obu gendéw po wprowadzeniu tak zmodyfikowanych komérek szpiku do
organizmu [47].

Transplantologia

Wiele badan dotyczy zastosowania terapii genowej jako narzedzia wspomagajacego
przeszczepianie tkanek i organéw [23]. Jedng ze strategii jest wytworzenie u biorcy
immunotolerancji na antygeny dawcy. Przed transplantacjg do komérek biorcy
wprowadza sie geny gtéwnych antygenéw zgodnosci tkankowej (MHC). Inng drogg
hamowania reakcji odrzucania przeszczepu jest wprowadzanie do przeszczepianych
komorek lub lokalnie do miejsc docelowych przeszczepu genéw kodujgcych
immunosupresyjne cytokiny (IL10, TGF-B) lub czynniki hamujgce ko-stymulacje
limfocytéw T, np. CD 158. Powodzenie tej strategii daje nadzieje na wyeliminowanie
koniecznosci systemowego podawania lekéw immunosupresyjnych (cyklosporyna,
kortykosterydy, rapamycyna), ktére zwiekszajg ryzyko infekcji i powstania nowotworow.
Odrzucaniu przeszczepu towarzyszy wzrost liczby czasteczek miedzykomorkowej
adhezji komdérkowej (ICAM-1), nabtonkowego czynnika wzrostu naczyn VEGF oraz
zaburzenie poziomu syntazy NO. Pozytywne wyniki zapobiegania tym zmianom w
modelach mysich uzyskano m.in. poprzez blokowanie technikg antysensu mRNA ICAM
i VEGF oraz przez wprowadzanie genu indukowanej syntazy NO.
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AIDS

AIDS jest chorobg zakazna, wywotywana przez wirusa HIV-! atakujacego limfocyty
T CD4+ oraz makrofagi. U okoto 50% pacjentdw niejest skuteczna terapia HAAT (Highly
Active Antiretroviral Therapy) oparta na stosowaniu kombinacji inhibitorow odwrotnej
transkryptazy wirusa. Skiania to badaczy do poszukiwan rozwiagzan z zakresu terapii
genowej [22,41]. Hamowanie replikacji wirusa polega na inaktywacji RNA kodujacego
biatka wirusa, jak tez waznych dla cyklu zyciowego wirusa biatek komorki. Stosuje sie
przy tym strategie antysensu, rybozymoéw i wyciszania przez interferencyjny RNA.
Ciekawa strategia jest blokowanie biatek uczestniczacych w replikacji wirusa, np.
wirusowego biatka tat i ludzkiej cykliny TI, przez wprowadzanie genéw kodujacych
wewnatrzkomorkowe przeciwciata (intrabodies) [4]. Celem modyfikacji genetycznych
sg nie tylko limfocyty T czy makrofagi, ale takze komorki CD34+. Wykazano nabycie
opornosci antywirusowej przez mysie limfocyty T, powstate in vivo z przeszczepionych
komdrek CD34+ zawierajgcych interferencyjny antywirusowy RNA [6], Sam mody-
fikowany genom wirusa HIV-1 okazat sie wyjgtkowo skutecznym wektorem wobec
trudnych do transdukcji komoérek CD34+ [48]. Dyskutuje sie tez szanse na profilaktyczng
szczepionke opartg na zmodyfikowanym genomie HIV-1, ktérego replikacja mogtaby
zachodzié tylko w obecnosci egzogennego zwiazku efektorowego, np. doksycykliny [ 10].

PROBLEMY KONSTRUKCJI WEKTOROW

Zastosowanie terapii genowej w odniesieniu do komérek uktadu krwiotwdrczego
wymaga zarowno lepszego zrozumienia proceséw komorkowych, jak tez udoskonalania
metod transferu genéw. Metody fizykochemiczne, takie jak precypitacja z CaPO4,
elektroporacja, techniki biobalistyczne czy mikroiniekcje, moga powodowac destrukcje
znacznej czesci komorek i sg mozliwe gtéwnie do stosowania in vitro. Najwieksze
zastosowanie majg nosniki (wektory) DNA konstruowane przy uzyciu genomow
wirusow lub zwigzkéw biochemicznych.

Wektory wirusowe

Wektory wirusowe wykorzystujg naturalng adaptacje wiruséw do infekowania
komorek gospodarza (transdukcja). Wobec komérek uktadu krwiotwérczego testowane
sg wektory wywodzace sie od retrowirusow, adenowiruséw czy adenosatelitamych
parwowirusow (AAV) [49,52]. Pierwsza zasadg konstruowania wektorow wirusowych
jest usuniecie z wirusa, ze wzgleddéw bezpieczenstwa, elementéw pozwalajgcych na
autoreplikacje i zastgpienie tej czesci genomu wprowadzanym DNA (transgenem).
Wigze sie to jednak z konieczno$cig namnazania wirusow w liniach opakowujacych,
niosacych brakujace geny wirusowe w plazmidach lub wirusach pomocniczych (ryc.
1). Uzyskanie wymaganego do efektywnej transdukcji miana czastek wektora bywa
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trudne. Problem tez stwarzajg zanieczyszczenia wirusami pomocniczymi czy innymi
wirusami, np. adenowirusy zanieczyszczaja preparaty AAV. Ograniczona wielko$é
genomow wirusowych limituje dtugos$¢ wprowadzanego transgenu.

Najpowszechniej wobec komoérek uktadu krwiotworczego stosuje sie wektory
onkoretrowirusowe, zbudowane na podstawie jednoniciowego genomu RNA wirusa mysiej
biataczki Moloneya (MMLYV). Wektor taki byt uzyty juz w pierwszej prébie klinicznej
leczenia SCID w 1990 r., a jego udoskonalanie trwa do dnia dzisiejszego [1]. Wektor tego
typu pomysinie zastosowano tez wobec komoérek CD34+ ze szpiku chorych na SCID,
uzyskujac po transplantacji dtugoterminowsa rekonstytucje funkcjonalnych, trans-
dukowanych limfocytow T i B [28, 2]. Stosowanie wektoréw onkoretrowirusowych jest
jednak limitowane wydajnos$cig transdukcji i wzgledami bezpieczenstwa. Wektory
retrowirusowe cechuje zdolno$¢ integracji zgenomem gospodarza, a tym samym uzyskanie
stabilnej ekspresji, ale zarazem wigze sie to z ryzykiem insercyjnej mutagenezy i transformacji
nowotworowej, gdyz miejsca integracji transgenu sg przypadkowe. Znane sg rzadkie
przypadki indukcji biataczki spowodowanej insercyjng aktywacja protoonkogenu przez
retrowirusowy wektor [33]. Dodatkowym problememjest niezdolno$¢ onkoretrowirusow
do transdukcji komorek w fazie spoczynku. Ostatnio opracowane lentiwirusowe wektory
(podgrupa wektoréw retrowirusowych, pochodne wirusa HIV-1) charakteryzuje m.in.
zdolnos¢ transdukcji komérek niedzielgcych sie, takich jak HSC, ktdre znajdujg sie w
wiekszosci w fazie Go/G]. Sato wektory zapewniajace obecnie najbardziej wydajny transfer
genow terapeutycznych do HSC, dlatego tez budzg olbrzymie zainteresowanie [48,42,39].

RYCINA 1. Transfer genéw przy uzyciu wektora retrowirusowego. Wektor retrowirusowy zawiera
transgen, sekwencje LTR konieczne dla transkrypcji i integracji wirusa z genomem komorki oraz sygnat
kapsydacji T. Wektor pozbawiony jest natomiast genéw koniecznych do replikacji i genéw
strukturalnych (poi, gag, env). Te komplementarne geny retrowirusowe w uktadzie trans zawieraja
komorki linii opakowujacej. Transgen moze ulec namnozeniu i zapakowaniu w wiriony tylko po
transfekcji komorek linii opakowujacej. Uzyskane wirusy transdukujg komorki docelowe w wyniku
oddziatywania ze specyficznymi receptorami na powierzchni tych komérek. Po wniknieciu do komoérki,
wektor integruje sie z genomem w przypadkowych miejsach, co umozliwia stabilng ekspresje transgenu
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Korzystna jest takze mozliwos¢ uzyskania wysokiego miana przy produkcji wektora.
Jednakze kwestia bezpieczenstwa stosowania tych wektoréw budzi kontrowersje [8,60].

Adenowirusy mogg infekowac réznorodne komérki niedzielgce sie. Ich dwuniciowe
DNA nie integruje z genomem gospodarza, a powstaty episom tatwo podlega
inaktywacji. Zminimalizowane jest zatem niebezpieczenstwo insercyjnej mutagenezy,
lecz zarazem stabilna ekspresja jest nieosiggalna. W zwigzku z tym wektory
adenowirusowe stosowane sg gtownie wtedy, gdy przejsciowa ekspresja jest
wystarczajaca do uzyskania terape-utycznego efektu, takiego jak smieré komérek
nowotworowych chtoniakéw, szpiczakéw czy biataczek po wprowadzeniu genoéw
»samobodjczych” [50]. Proby stosowania tych wektoréw wobec HSC nie sa jeszcze
jednoznaczne [31, 44]. Dodatkowo negatywnym czynnikiem in vivo jest silna
immunogennos¢ tych wektorow.

AAV tojedyne wirusy z zalezng od wirusowego biatka rep zdolnosScig do integracji
w okreslone miejsce genomu zlokalizowane w chromosomie 19. Niestety, rekombinowane
wektory tracg zdolnos¢ do specyficzej integracji. Utrudnieniem jest bardzo mata
pojemnos¢ wektora typu AAV, niska wydajnos¢ jego produkcji i kwestionowana
skutecznos¢ transdukcji HSC [45].

Jak wida¢ na podstawie tego krotkiego przegladu, kazdy z obecnie dostepnych
wektorow wirusowych cechujg powazne ograniczenia (tab. 2). Dob6r wektora zalezy
od licznych czynnikéw zwigzanych m.in. z typem docelowych komorek, typem
korygowanego defektu i obrang strategig. Kryteria oceny wektoréw to stopien ryzyka
zwigzany z ich wprowadzeniem do komorki, fatwosc¢ i koszt przygotowania wektora,
pojemnos¢é wektora (wielkos¢ transgenu, jaki mozna wprowadzic), specyficzno$é
tkankowa, poziom immunogennosci, infekcyjnosé wyltgcznie wobec komérek
proliferujgcych badz takze wobec komérek niedzielacych sie, wydajnosé transdukcji,
uzyskiwany poziom ekspresji transgenu orazjego stabilnos¢. Ogolnie najwieksza zaletg
wektoréw wirusowych jest na ogét wysoka wydajnos¢ transdukcji, ale ich stosowanie
wiaze siejednak z szeregiem zagrozen. Wzgledy bezpieczenstwa wptynety w ostatnich
latach na znaczny rozwdj biochemicznych metod transferu genow.

TABELA 2. Gldwne wady i zalety wektoréw wirusowych i niewirusowych

Typ wektora  Zalety Wady

Wektory Wysoka wydajnos¢ transferu genébw  Ryzyko insercyjnej mutagenezy

wirusowe Stabilna ekspresja transgenu Ograniczona pojemno$¢
(niektére wektory) Immunogennosé

Trudnosci w przygotowaniu wektora

Wektory Kontrolowana synteza Trudnos$¢ uzyskania stabilnej ekspresji transgenu
biochemiczne ~ Wysoki stopier czystosci Nizsza wydajnos¢ transferu genéw

Wysoka pojemnos¢

Niska immunogennos$¢

Nizsze ryzyko insercyjnej mutagenezy
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Wektory biochemiczne

Wektory biochemiczne to gtdwnie dwa typy zwigzkow: mieszaniny kationowych
lipidow oraz polikationy. Do polikationéw zaliczajg sie syntetyczne homopolimery
aminokwasow (polilizyna, poliarginina), polisacharydy, takie jak DEAE-dekstran oraz
poliaminy, np. polietylenoimina (PEI) [36,12]. Wektory biochemiczne wiazg transgen
na zasadzie elektrostatycznych oddziatywan miedzy ujemnie natadowang czasteczka
DNA a dodatnimi fadunkami wektora. Neutralizacja tadunku DNA powoduje jego
kondensacje i utworzenie zwartej struktury w kompleksie z wektorem. Kompleksy
transfekcyjne utworzone przez liposomy zwane sg lipopleksem (lipofekcja), za$
kompleksy polikationowe - polipleksem (polifekcja). Czasem stosuje sie takze lipidowo-
polikationowe multipleksy. Lipopleksy czy polipleksy mogg integrowac sie z btong
komoérkowa, a nastepnie ulega¢ niereceptorowej endocytozie (ryc. 2). Stopien
upakowania DNA z polikationami zalezy od molowego stosunku tadunkéw dodatnich
wektora do ujemnego tadunku grup fosforanowych DNA. Zwykle dobér tego stosunku
optymalizuje sie tak, aby zapewni¢ wypadkowy dodatni tadunek kompleksu. Sprzyja
to lepszej rozpuszczalnosci komplekséw oraz ich tgczeniu z btong komérkows, w
zwigzku z obecnoscig na powierzchni wielu typow komdérek ujemnie natadowanych
czagsteczek proteoglikanéw. llos¢ kompleksowanego DNA w wektorach
biochemicznych nie jest ograniczona, w przeciwienstwie do wektorow wirusowych
(tab. 2). Stosowanie wektoréw biochemicznych wigze sie z eliminacjg pewnych zagrozen
- w standardowych dawkach sg one nietoksyczne, charakteryzujg sie niska
immunogennos$cig, moga by¢ stosowane w powtdrzeniach. Ich synteza przebiega w

RYCINA 2. Pokonywanie barier komérkowych w czasie transferu genéw
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sposob kontrolowany, moga by¢ otrzymywane w wysokich ilosciach bez ograniczen i
bez zanieczyszczen. Tym niemniej, na ogot przy ich zastosowaniu osigga sie nizszg
wydajnos¢ transfekcji i integracji. Ponadto, bez dodatkowych zmian konstrukcyjnych
wektory biochemiczne nie zapewniajg specyficznosci tkankowej.

Ukierunkowanie wektorow i inne metody pokonywania barier komarkowych

Uzyskanie ekspresji transgenu wymaga pokonania przez wektor kilku barier
komorkowych (ryc. 2). Aby zapewni¢ wyzszg wydajnos¢ transfekcji oraz specyficznos¢
wektoréw biochemicznych wobec $cisle okreslonego typu komdrek (ukierunkowanie),
kowalencyjnie taczy sie je z ligandami receptorow komoérkowych [32, 55]. Whnikanie
ukierunkowanego wektora do komarki opiera sie wéwczas na aktywacji endocytozy
receptorowej, Co zapewnia znacznie wyzszy stopien internalizacji wektora w poréwnaniu z
niereceptorowa endocytozg wektoréw nieukierunkowanych. Ukierunkowany wektor
zawieratrzy elementy: 1) ligand specyficzny wobec wybranego receptora komorkowego,
2) plazmidowe DNA, 3) facznik dwdéch powyzszych elementéw - nieukierunkowany wektor
kondensujacy DNA. Receptory, wobec ktorych najczesciej ukierunkowywano wektory
biochemiczne to receptory EGF, transferyny i folianowy charakterystyczne dla wielu typéw
komérek nowotworowych [37, 26]. Jako ligandy stosowane sg takze przeciwciala, jak w
przypadku immunopoliplekséw ukierunkowanych wobec komérek chioniaka [27].
Generowane sgtez na powierzchni komorki sztuczne receptory, takie jak czagsteczki biotyny
[56]. Zastosowanie awidyny w potgczeniu z czynnikiem kondensujacym DNA pozwolito
na konstrukcje uniwersalnego wektora, efektywnego w komdrkach linii hematopoetycznych,
ukierunkowanego zaréwno wobec komérek o nieznanym fenotypie po bezposredniej
biotynylacji ich powierzchni, jak tez wobec komérek okreslonego typu po przyfaczeniu
biotynylowanych przeciwciat [57, 58]. Naturalne powinowactwo wiruséw do receptoréw
komorki (tropizm) jest takze modyfikowane i rozszerzane, prowadzac do wytworzenia tzw.
wiruséw amfotropowych (pseudotyped viruses) [54, 35]. Zmiany tropizmu wirusow
osiggane sg zarowno przez modyfikacje chemiczne, takie jak przytgczenie przeciwcial, jak
tez przez rekombinacje genu otoczki env u retrowirusow czy biatek kapsydu adenowirusow.
Metoda ta pozwala zmienia¢ nawet specyficzno$¢ gatunkowa wiruséw.

Wektory wnikajace droga endocytozy receptorowej sa zamkniete w kompar-
tmencie endosomalnym (ryc. 2). Aby dotrze¢ do jadra komorkowego, transgen musi
wydostac sie z endosomu, zanim nastgpi degradacja DNA pod wptywem enzymow
lizosomalnych. Wirusom do pokonywania tej bariery stuza najczesciej biatka kapsydu.
Przyktadem biatka o wiasciwosciach endoosmolitycznych jest podjednostka HA-2
hemaglutyniny wirusa grypy, ktoraw kwasnym srodowisku endosomu ulega protonacji
I zmianie konformacyjnej do a-helisy, zdolnej do destabilizacji bton.Podjednostka HA-
2 oraz syntetyczne peptydy endoosmolityczne sg inkorporowane do r6znych wektoréw
[15]. WHasciwosci endoosmolityczne majatez zdolne do protonacji wektory polikationowe,
takie jak PEI. W warunkach niskiego pH endosomu grupy aminowe PEI ulegajg silnemu
uprotonowaniu, PEI dziatajak ,,gabka protonowa” powodujgc osmotyczne pecznienie, a
ostatecznie rozerwanie endosomu i uwolnienie transgenu do cytoplazmy [37].



TERAPIA GENOWA W UKELADZIE KRWIOTWORCZYM 255

Nastepnabarierg komorkowa dla transgenujest otoczkajadrowa. Bezposredni dostep
do jadra mozliwy jest tylko w czasie podziatéw komdrkowych, gdy otoczka ulega
naturalnej destrukcji. Dlatego tatwiej uzyskac efektywny transfer genu w komoérkach
nowotworowych i intensywnie dzielagcych sig, a duzo trudniej w nieproliferujacych
HSC. Strategig utatwiajgcg wnikanie transgenu do jadra jest dodawanie do transgenu
sekwencji sygnatu lokalizacji jadrowej. Lentiwirusy majg wiasny aparat aktywnie
transportujacy je do jadra i umozliwiajacy transdukcje komorek niedzielacych sie, co
zwigzanejest z wyjatkowa skutecznos$cig wektordw lentiwirusowych wobec HSC [11].
Wreszcie, po spetnieniu wymogéw transportu do jadra, najtrudniejsza kwestig konstrukcji
wszystkich wektoréw jest zapewnienie wydajnej, kontrolowanej ekspresji transgenu
oraz integracji z okreslonym miejscem genomu. Préby kontrolowania ekspresji wigzg
sie z wprowadzaniem do wektoréw sekwencji tkankowo-specyficznych promotoréw
czy elementow indukowanych [59, 9]. Problem zapewnienia wysokiej wydajnosci
ekspresji czy kontrolowanej insercji transgenu do genomu pozostaje hierozwiazany i
wymaga dalszych intensywnych badan.

Kolejny poziom komplikacji transferu gendw wystepuje przy systemowym podaniu
wektorow do krwiobiegu. Nalezy wéwczas wektory zabezpiecza¢ przed szybka
degradacja, oddziatywaniem z biatkami surowicy krwi, erytrocytami czy innymi
tkankami oraz przed wywotywaniem silnej odpowiedzi immunologicznej. W tym celu
stosuje sie maskowanie (shielding, stealthing) wektorow przez przykgczanie takich
zwigzkdw, jak glikol polietylenowy czy polimery metakrylamidowe [37],

Ostatnie dziesieciolecie badan terapii genowej pokazato, ze nowe mozliwosci tera-
peutyczne oparte na modyfikacjach genetycznych komorek wigza sie zarazem z nowymi
trudnos$ciami i ograniczeniami. Okreslenie tych trudnosci jest pierwszym krokiem do
ich przezwyciezenia. Najwazniejszym zadaniem pozostaje zagwarantowanie bezpie-
czenstwa stosowania terapii genowych.
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KOMPLEKS SYGNALNY COP9 | JEGO ROLA
W REGULACJI STABILNOSCI BIALEK EUKARIOTOW

THE COP9 SYGNALOSOME AND ITS ROLE
IN REGULATION PROTEIN STABILITY IN EUKARYOTES

Paulina NOWAKOWSKA, Waldemar WOJCIECHOWSKI, Jan KOPCEWICZ

Zaktad Fizjologii i Biologii Molekularnej Roslin, Uniwersytet Mikotaja Kopernika,
Torun

Streszczenie: Kompleks sygnalny COP9 (Constitutive Photomorphogenic 9) okreslany coraz czesciej
skrétem CSN (ang. COP9 signalosome) jest wielopodjednostkowym kompleksem jadrowym wystepu-
jacym powszechnie u Eukariotéw. Wyniki wielu r6znorodnych badan wykazaty udziat CSN w szerokim
spektrum procesOw zyciowych, takich jak: fotomorfogeneza, regulacja cyklu komoérkowego czy réznico-
wanie komoérek. Coraz czesciej kompleks sygnalny COP9 wiazany jest z kontrola, zaleznej od ubikwity-
ny, degradacji biatek. Whnioski takie formutuje sie na podstawie wspotdziatania tego kompleksu z trzema
ligazami ubikwitynowymi: SCF (SKP1, Cullin/CDC53, F-BOX), MDM2 (Murine Duble Minute 2),
COP1 (Constitutive Photomorphogenic 7). Opisanymi dodatkowo przejawami aktywnosci CSN sa
fosforylacja biatek (cho¢ nie bezposrednio) oraz odtgczanie biatka NEDD8 (Neuralprecursor cell-Expres-
sed Developmentally Down-regulated 8) (denedylacja), ktére to procesy moga wptywac na stabilno$é¢
biatek wspotdziatajagcych z kompleksem CSN. Dodatkowo postuluje sie jego udziat w transporcie
ubikwitynowanych biatek zjadra do cytoplazmy i kierowaniu ich do degradacji w proteasomie 26S. CSN
tworzy osiem podjednostek, z ktérych dwie zawjerajg domeng MPN (Mprl, Padlp, N-koniec), a pozo-
state domene PCI (Proteasom, Cop9, elF3). Ta ostatnia jest takze elementem charakterystycznym dla
dwoch innych wielopodjednostkowych biatek, takich jak proteasom 26S i czynnik inicjacji translacji
elF3. Fakt ten, jak rowniez inne opisane w artykule spostrzezenia, sugerujg wspotdziatanie tych trzech
komplekséw w wielopoziomowej kontroli stabilnosci biatek.

Stowa kluczowe: kompleks sygnalny COP9, proteoliza, ligaza ubikwitynowa.

Summary: The COP9 signalosome (Constitutive Photomorphogenic 9) (called often CSN) is a multi-
protein, nuclear complex existing commonly in Eucariotes. Numerous studies have shown that the
CSN is engaged in many processes such as photomorphogenesis, cell cycle control and differentiation.
The CSN is implicated in ubiquitin mediated protein degradation and recently have been shown to
interact with three ubiquitin ligases: SCF (SKP1, Cullin/CDC53, F-BOX), MDM2 (Murine Duble
Minute 2), COP1 (Constitutive Photomorphogenic J). Two activities associated with the CSN have
been identified so far: a protein kinase and NEDD8 (Neural precursor cell-Expressed Developmentally
Down-regulated 8) deconjugation (deneddylation) that may determine stability of CSN interacting pro-
teins. Additionally, the CSN appears to be involved in cellular transport of ubiquitinated proteins from
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the nucleus into the cytosol and triggers their degradation by the 26S proteasome. The CSN is built by 8
subunits. Two ofthem contain the MPN (Mprl, Padtp, N-end) domain, the rest contain PCI domain. PCI
(Proteasom, Cop9, elFS) domain is a characteristic element of two another multiprotein complexes: 26S
proteasome and elF3. These facts suggest that these three complexes may be involved in multiple control
of protein stability.

Key words: COP9 signalosome, ubiquitin ligases, protein degradation.

WPROWADZENIE

Kompleks CSN (COP9 Sygnalosome) zostat zidentyfikowany po raz pierwszy
podczas genetycznej analizy mutantéw Arabidopsis thaliana [67]. Mutacje w jedenastu
plejotropowych loci COP/DET/FUS (Constitutive Photomorphogenic / De-ETiolated
/ FUSca) powodowaty wystgpienie konstytutywnej fotomorfogenezy bez wzgledu na
warunki wzrostu roslin [20]. Fenotypowo przejawiato sie to u tych roslin, na poziomie
morfologicznym (otwarte liscienie, zahamowanie elongacji hypokotyla), cytologicznym
(rozwéj chloroplastéw), biochemicznym (akumulacja antocyjandéw), a takze
genetycznym (aktywacja ekspresji genéw indukowanych Swiattem). Wszystkie opisane
loci podzielono na dwie grupy. Pierwsza sktada sie z odmiu gendéw (m.in. FUS6, COPS8,
FUS5, COP9), ktérych mutacje powodujg utrate 450-550 kDa kompleksu biatkowego,
pozostate trzy DET1, COP1, COPIO nie wykazujag powyzszego efektu [20,30], Dalsze
prace pozwolity w 1994 roku wyizolowaé¢ 23 kDa biatko nazwane COP9. Dzieki
doktadniejszym analizom stwierdzono, ze jest to czes¢ kompleksu biatkowego, ktory
nazwano kompleksem sygnalnym COP9, oznaczanym obecnie skrotem CSN [10].

Nie stwierdzono wystepowania CSN u organizmdéw prokariotycznych, a pojawia
sie on dopiero w komoarkach eukariotycznych [20, 34]. Wystepuje on w wiekszosci
badanych gatunkéw, takich jak: Schizosaccharomyces pombe [66], Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster [16], a takze w wielu gatunkach roslin wyzszych
[67] i ssakow [6, 67]. U Saccharomyces cerevisiae stwierdzono poczatkowo istnienie
homologa tylko podjednostki pigtej CSN, jednakze ostatnie doniesienia wskazujg na
obecnos$¢ w nich kompleksu podobnego do CSN, lecz zbudowanego z mniejszej ilosci
podjednostek [40].

Badania nad rolg kompleksu CSN wykazaty jego udziat w wielu kluczowych
procesach zyciowych. Pierwszym opisanym byla represja w ciemnosci fotomorfogenezy
siewki, czyli wzrostu roslin charakterystycznego dla warunkéw Swietlnych. Odbywa
sie to przez degradacje pozytywnego regulatora tego procesu, biatka HY5 (long
HYpocotyl 5), przy udziale biatka COP1 jako ligazy ubikwitynowej [47].

Wiedza o dziataniu CSN u innych eukariotéw jest mniej precyzyjna. Jednakze
wykazano, ze u S. pombe petni on funkcje czynnika wptywajacego na cykl komérkowy
[43], a mutanty csn charakteryzuja sie wolniejszym wzrostem i wyzsza wrazliwoscia
na promieniowanie UV [71]. Badania homologa podjednostki CSN5, a takze
podjednostek tworzacych kompleks podobny do CSN u S.cerevisiae dowiodty
zaangazowania odpowiednikéw CSN5, CSN9 i CSN 12 w kontrole procesu odpowiedzi
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na feromony komorek haploidalnych drozdzy. Odbywa sie to najprawdopodobniej poprzez
hamowanie uruchamianej przez feromony kaskady kinaz MAP [41]. Genetyczne analizy
mutantow csn Drosophila melanogasterwykazaty, ze obecno$¢ tego kompleksujest konieczna
dla przejscia stadium larwy [16]. Dodatkowo zaangazowanie w komorkach ssakdw CSN w
ochrone czynnika transkrypcyjnego c-JUN przed degradacja potwierdzajg istotnos¢ tego
kompleksu w rozwoju organizméw zwierzecych [4,44], Postulowanym mechanizmem dziatania
kompleksu CSN jest regulacja stabilnosci specyficznych biatek m.in. regulatoréw cyklu
komorkowego i czynnikow transkrypcyjnych przez kontrole zaleznej od ubikwityny proteolizy [2,
3,70].

Znaczenie kompleksu sygnalnego dla proceséw zyciowych podkresla fakt, iz mutacje
w ktérymkolwiek z genéw kodujacych podjednostki CSN powoduja $mier¢ w péznym
stadium siewki [49], a muszki owocowej w poZznym stadium larwy [11, 16, 45, 48].
Natomiast obnizenie iloSci kompleksu sygnalnego w komarkach roslin transgenicznych
A. thaliana, przez wprowadzenie genu kodujacego mMRNA podjednostki szostej w
orientacji antysensownej powodowato wydtuzenie zycia roslin. Wykazywaty one jednak
wiele defektéw rozwojowych, takich jak: utrata symetrii, fuzja organéw, sterylne kwiaty
oraz uposledzona reakcja na auksyny [49]. Jak dowiedziono, ostatni z wymienionych
efektéw jest zwiazany z udziatem CSN w degradacji biatka IAA/AUX, represora
transkrypcji gendéw odpowiedzi na auksyny [7]. Mutanty csn Arabidopsis nie sg zdolne
do prowadzeniadegradacji biatka represorowego i w konsekwencji roéliny nie wykazuja
fototropizmu czy dominacji wierzchotkowej [51, 52]. U C. elegans wyciszenie
podjednostki CSN5 za pomocg RNAIi powoduje sterylnos¢ nicieni (mate gonady bez
oocytéw), lecz nie wptywa na inne funkcje zyciowe [58].

Badania in vitro i in vivo pozwolity zidentyfikowac¢ wiele biatek wspo6tdziatajagcych
z poszczegdlnymi podjednostkami, a ich wykaz przedstawiono w tabeli 2. Sg to w
gtéwnej mierze czynniki transkrypcyjne oraz biatka zaangazowane w regulacje cyklu
komérkowego i proceséw réznicowania.

Fakt, Ze mutanty csn A. thaliana akumulujg biatka multiubikwitynowane sugeruje
udziat tego kompleksu w proteolizie [3]. Dodatkowo, jego rolaw procesie fotomorfogenezy
czy w reakcjach odpowiedzi na fitohormony (A. thaliana) i feromony (S. cerevisiae)
nadaje temu kompleksowi wyjatkowego charakteru, elementu faczacego szlaki transdukcji
sygnatow w komérce z zalezng od ubikwityny degradacja biatek.

CHARAKTERYSTYKA MOLEKULARNA KOMPLEKSU CSN

Kompleksy CSN izolowane z komérek A. thaliana, kalafiora i ssakow ztozone sg z
o$miu podjednostek o masach czgsteczkowych od 22 do 50 kDa [17]. W 2000 roku
Deng i in. [ 10] ujednolicili nazewnictwo podjednostek (bardzo réznorodne do tego czasu)
szeregujac je od najwiekszej CSN1 do najmniejszej CSN8 [10]. Zestawienie nazw
poszczegblnych podjednostek uzywanych w przesztosci przedstawiono w tabeli 1.

Kompletny, ztozony z 8 podjednostek kompleks CSN lokalizowany jest na terenie
jadra [35], Cze$¢ podjednostek CSN moze jednak wystepowaé réwniez w formie
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TABELA 1. Podsumowanie wczesniejszej i obecnej nomenklatury podjednostek sygnatosomu COP9
(za [9] zmodyfikowane)

Nazewnictwo oryginalne

Nowe .

nazewnictwo Arabidopsis thaliana Cztowiek Mysz Drosophila
melanogaster
CSN1 COP11,FUS6 Sgnl,GPSI COPsSI, Mfh DCH1
CSN2 Podjednostka2 ﬁg’:izénTR'Pls' CoPS2 DCH2, Alien
CSN3 FUS11 Sgn3 COPS3 DCH3
CSN4 COP8, FUS4 Sgn4 COPS4 DCH4
CSN5 AJH1, AJH2 Sgn5, JABL COPSS, Jabl DCH5
CSN6 Podjednostka 6 Sgn6, hYIP COPS6 DCH6
COPST7a,

CSN7 COP15/FUS5 Sgn7 COPS7b DCH7
CSN8 COP9/FUS7 Sgn8, hCOP9 COPS8 DCH8

monomerycznej pozajadrem. Ma to miejsce w przypadku CSN5 [6,30,35, 56] i CSN7
[30, 31, 32, 56]. Podjednostka CSN5, jako monomer, spotykana jest gtdwnie na terenie
cytoplazmy i co ciekawe u mutantéw A. thaliana copl i detl CSN5 w tej formie nie jest
odnajdywany [35]. Znaczenie tak zréznicowanej lokalizacji podjednostek nie zostato
dotychczas wyjasnione. Sugeruje sie, ze moze mieé to zwigzek z samodzielng aktywnoscia
podjednostek, mogacych wystepowaé w formie niezwigzanej z kompleksem CSN [30].

Analiza sekwencji aminokwasowych podjednostek CSN pozwolita wyodrebni¢ dwa
charakterystyczne elementy. Pierwszy wystepuje w szesciu podjednostkach (CSN 1-
4,7, 8). Jest to C-koricowa domena tworzona przez okoto 200 aminokwasow o strukturze
wielo-alfa-helikalnej, w ktérej potowa potozona blizej korica C jest bardziej
konserwowana [24]. Nazwano ten element PCI od nazw komplekséw biatkowych, w
podjednostkach ktérych wystepuje (Proteasom, Cop9, elF3). Element ten nie ma
aktywnosci katalitycznej, a jego wystepowanie tylko w biatkach budujacych
wielopodjednostkowe kompleksy sugeruje, ze uczestniczy on w tworzeniu i
utrzymywaniu struktur kompleksu. Dowodem na to moze by¢ rowniez fakt, ze delecja
tej domeny w podjednostce CSN4 [31,57] lub CSN ! [61,64] uniemozliwia formowanie
sie kompleksu CSN. Drugi element, obecny w pozostatych dwéch podjednostkach to
MPN (Mprl, Padlp, N-koniec), ktéry tworzony jest od strony N-konca biatka przez
ok. 140 aminokwaséw przybierajac strukture alfa - beta [24]. Funkcja tej domeny nie
jest znana. Jej obecnos$¢ w podjednostce CSN5, majacej najwiecej zidentyfikowanych
biatek wspotdziatajagcych posrod sktadnikéw kompleksu (tab. 2) moze sugerowaé udziat
tej domeny w oddziatywaniach z substratami CSN. Jednakze hipotezy tej nie
potwierdzajg badania podjednostki CSN2. Pomimo ze jest ona drugg co do ilosci
zidentyfikowanych biatek wspotdziatajgcych to nie ma domeny MPN.

Poréwnanie genéw kodujacych podjednostki CSN A. thaliana i cztowieka oraz
wieczka proteasomu 26S A. thaliana wykazato znaczace podobienstwo miedzy tymi
kompleksami, kazda podjednostka CSN ma swojego paraloga w wieczku proteasomu



KOMPLEKS SYGNALNY COP9

TABELA 2. Charakterystyka biatek zwigzanych z kompleksem sygnalnym CSN

Biatko
wspot-
dziabjace
Bct-3
c-Jun
CK2
COP1
Cull

Cul3
elF3c

elF3e

1CSBP

IKKy
Jun D
LFA-1
MIF
p27
p53
PKD

PMF-1

PR

rLHR
Rpn6/AtS9
SCR.-1
THR

VPR

Funkcja

Regulator aktywnosci NK-kB

Czynnik transkrypcyjny

Kinaza biatkowa

Przypuszczalna ligaza ubikwitynowa

Podjednostka ligazy ubikwitynowej SCF
Przypuszczalna podjednostka ligazy ubikwitynowej SCF
Podjednostki elF3

Podjednostka regulatorowa elF3

Biatko wiazace sekwencje najwyzszej zgodnosci
interferonu

Podjednostka regulatorowa kinazy IKK

Czynnik transkrypcyjny

Integryna

Czynnik inhibicji migracji cytokiny makrofagéw
Inhibitor kinazy zaleznej od cykliny

Regulator cyklu komérkowego, biatko supresorowe
Kinaza biatkowa

Czynnik trans regulujgcy transkrypcje genu SSAT
(Spermidine/Spennine N(1)-Acetyltransferase)

Receptor progesteronu

Prekursor receptora lutropiny/chondrogonadotropiny
Podjednostka wieczka proteasomu 26S
Koaktywator receptora steroidowego

Receptor hormonu tyreoidowego

Biatko HIVI

Wiazaca
Podjednostka
CSN

CSN5

CSN5
CSN3/CSN7
2

CSN2/ CSN6
CSN2

CSN1, CSN8

CSN3, 6, 7a

CSN2

CSN3
CSN2
CSN5
CSN5
CSN5
CSN5
CSN3

CSN7a

CSN5
CSN5
CSN1/CSN2/CSN7
CSN5
CSN2

CSN6

263
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32
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60, 70
42
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64
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33, 37, 53
53

9
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RYCINA 1. Schemat struktury podjednostkowej kompleksu sygnalnego COP9 (CSN), ortologéw w
wieczku proteosomu 26S (Rpn) oraz procesy, w ktérych bierze udziat CSN (za [3] zmodyfikowane)

[15]. Proteasom 26S to okoto 2 MDa wielopodjednostkowy kompleks tworzacy zalezng
od ATP proteaze, ktéra zajmuje sie nie lizosomowa degradacja biatek w komoérkach
eukariotycznych [15]. Skfada sie on z rdzenia w postaci cylindra 20S zamykanego z
kazdej strony przez czes$¢ regulatorowa 19S, zbudowang z kolei z czesci bazowej i
wieczka. Wieczko jest 400 kDa kompleksem petniacym prawdopodobnie funkcje w
procesie rozpoznawania ubikwitynowych substratéw, odtgczania od nich ubikwityny i
kierowania biatka do degradacji w kolejnych cze$ciach proteasomu [7,20]. Poréwnanie
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budowy wieczka proteasomu 26S i CSN izolowanych z erytrocytéw cztowieka, za pomoca
mikroskopu elektronowego 2D wskazuje, ze aczkolwiek nie sgto kompleksy identyczne,
to jednak mozna wyréznic¢ kilka cech wspdlnych takich jak podobna wielko$¢, aranzacja
podjednostek, asymetria i wystepowanie centralnego rowka (ryc. 1) [3, 28].

UDZIAL CSN W REGULACJI DEGRADACJI BIALEK ZALEZNEJ
OD UBIKWITYNY

Szereg przeprowadzonych obserwacji sugeruje zwigzek kompleksu sygnalnego COP9
z procesami proteolizy. Jednym z wazniejszych jest wspotdziatanie CSN z ligazami
ubikwitynowymi, enzymami biorgcymi udziat w procesie wigzania ubikwityny z
biatkami, ktére maja ulec degradacji. Opisano powigzanie CSN z trzema enzymami
tego typu, a mianowicie: SCF, COP1, MDM2. Proces proteolizy zostatjuz wielokrotnie
przedstawiony w polskiej literaturze [19, 68], stad w niniejszy opracowaniu znajduje
sie tylko charakterystyka elementéw szlaku degradacji biatek zwiazanych z kompleksem
CSN.

Wspotdziatanie CSN z ligazgubikwityny typu SCF

SCF ligazy sgjednym z typéw ligaz ubikwityny, ktére zostaty znalezione u
wszystkich dotychczas badanych Eukariotéw. Kazda z nich zbudowanajest z czterech
podjednostek:

SKP1 (S-PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 1),

Kullin/CDC53 (CELL DIVISION CYCLE 53),

F-BOX,

RBX1/HRT1/ROC1 (RING BOX PROTEIN 1 / HIGH-LEVEL EXPRESSION
REDUCES TY3 TRANSPOSITION 1 / REGULATOR OF CULLINS 1) [12],

A ODN -

W ligazie SCF na stale obecne i tworzgce rdzer enzymu sg podjednostki RBX1 i
kullina, a F-BOX i SKP1 sgwymienne. Za specyficzno$¢ substratowg odpowiedzialna
jest podjednostka F-BOX. Biatko RBX1 jest odpowiedzialne za wigzanie enzymu E2
(enzym taczacy sie z zaktywowana ubikwityng), natomiast SKP1 petni funkcje
strukturalng [7]. Podjednostke F-BOX tworzg biatka majgce 40-aminokwasowg
domene F-BOX odpowiedzialng za wigzanie biatek, po raz pierwszy opisangw cyklinie
F (stad nazwa domeny) [19]. Kullina stanowi podjednostke regulatorowa, ktorej
modyfikacje (przez przytaczanie i odtgczanie biatka NEDD8) regulujg aktywnos¢ catego
kompleksu enzymu [38]. Prace prowadzone w celu identyfikacji biatek wspoét-
dziatajagcych z hCULI (kullina pochodzenia ludzkiego) wykazaty jej fizyczne interakcje
z CSN [38]. CSN wigzac podjednostke rdzeniowa kulline moze wspétdziata¢ z ligazami
zawierajacymi rozne biatka z domeng F-BOX czy tez SKP1 i w konsekwencji
uczestniczy¢ w degradacji ré6znych substratéw [53].
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Prowadzone na ro$linach badania dotyczace interakcji miedzy ligazami ubik-
witynowymi a CSN wykazaly powigzanie kompleksu sygnalnego i ligazy SCF z
procesem odpowiedzi roslin na auksyny [12,51], fitohormony petnigce wazngrole we
wzroscie i rozwoju rosliny. Aktywno$¢ rodziny genéw transkrypcyjnych inhibitoréw
biatek AUX/IAA (AUXin / Indole Acetic Acid) u Arabidopsis jest gwattownie
indukowana przez te fitohormony. Uwaza sie, ze biatka AUX/IAA, przy braku auksyn,
hamujg swojg whasng transkrypcje przez sprzezenie zwrotne. Ta represja na poziomie
transkrypcji odwracana jest w obecnos$ci fitohormonéw dzigki degradacji biatek
represorowych AUX/IAA [52, 53], Badania genetyczne wykazaty, ze przynajmniej
czes¢ biatek AUX/IAA jest ubikwitynowana i w ten sposéb kierowana na droge
degradacji przez ligaze SCFriRl (TIR.1, Transport Inhibitor Response 1) [51].
Doktadniejsze analizy wykazaty oddziatywania miedzy SCFTIRL, a CSN. Co ciekawe,
mutanty podjednostek kulliny i RBX! tejze ligazy wykazujg ograniczony rozwoj korzeni
bocznych i elongacje wiosnikoéw, co czyni je czeSciowo podobnymi fenotypowo do
mutantéw z upo$ledzongfunkcjg CSN. Ponadto, u mutantéw CSN, indukcja auksynami
genow A UX/IAA oraz poziom degradacji produktow ich ekspresji jest obnizony [53].

Postuluje sie, ze mechanizmem regulacji ligazy SCF przez kompleks CSN moze by¢
denedylacja, czyli odgczania biatka NEDD8/RUB! {Neuralprecursor cell-Expressed
Developmentally Down-regulated 8 / Related to UBiquitinl) od kulliny stanowigcej
podjednostke ligazy SCF [38]. NEDD8/RUBI to mate, podobne do ubikwityny biatko
(50-60% podobienstwa na poziomie aminokwasowym) wystepujace u Eukariotow [36,
42, 53], ktorego przytaczenie do biatka docelowego odbywa sie podobnie jak wigzanie
ubikwityny [51]. Jedynym dotychczas zidentyfikowanym biatkiem podlegajagcym
modyfikacji przez NEDD8 jest podjednostka kulliny ligazy SCF [26], W komérkach
Arabidopsis typu dzikiego wystepujg dwie pule kulliny, niemodyfikowana oraz
nedylowana, to znaczy z przytgczonym biatkiem NEDD8. Komorki z mutacjg csn
kumuluja zmodyfikowang kulline, a oczyszczony kompleks sygnalny ma in vitro
zdolno$¢ denedylacji tego biatka. Zdolno$¢ te ma podjednostka CSN5 zawierajgca
domene Cys-box charakterystyczng dla enzyméw deubikwitynujacych. Mutant homologa
CSN5 S. cerevisiae (YDL216C) rowniez charakteryzuje sie zaburzonym procesem
odtgczania NEDDS8 [38]. Jednakze do$wiadczenia prowadzone na Arabidopsis thaliana
wykazaty, ze mutanty csn w innych podjednostkach niz CSN5, prowadzace do utraty
catego kompleksu sygnalnego, a majagce monomeryczne formy CSNS5, traca zdolnosé
denedylacji i akumulujgnedylowanakulline [54], Na tej podstawie mozna wnioskowac,
ze nie tylko pigta podjednostka jest potrzebna do przeprowadzenia denedylacji, lecz
niezbedny wydaje sie by¢ caty kompleks.

Nedylacja ligazy SCF promuje jej aktywno$¢ oraz wspomaga efektywne wigzanie
enzymu przenoszacego ubikwityne E2. Odigczenie biatka NEDD8 powoduje
oddysocjowanie E2, zaprzestanie ubikwitynacji i uwolnienie substratu [33], Dodatkowo
badania S. pombe i komérek cztowieka pokazuja, ze biatko F-BOX wigze sie chetnigj
ze zmodyfikowanakulling [53,71]. Mutanty csn akumulujgpoliubikwitynowane biatka,
ktére nie sg jednak degradowane. Podsumowujac, mozna sugerowac udziat kompleksu
CSN w uwalnianiu substratu z kompleksu SCF-E2 (przez denedylacje kulliny) lub tez,
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RYCINA 2. Udziat CSN w regulacji degradacji biatek przez odtaczanie biatka NEDD8 od kompleksu
SCF-E2 (szczegoty w tekscie)

jak sugeruje Kepinski i Leyser [33], w transporcie biatek z przytagczongubikwityna na
teren cytoplazmy do proteasomu (ryc. 2).

Innym przyktadem wspétdziatania CSN i ligazy ubikwitynowej SCF jest kontrola
degradacji biatka p27. Biatko to funkcjonuje jako inhibitor kinaz cyklino-zaleznych i w
konsekwencji proceséw proliferacji, a spadek jego ilosci powoduje niekontrolowane
namnazanie komodrek i czesto prowadzi do nowotworzenia [60, 70], Yang i
wspoétpracownicy [70] sugerujg, ze CSN hamuje jego proteolize przez denedylacje
podjednostki kulliny w kompleksie ligazy SCF posredniczacej w przytaczaniu ubikwityny
do p27. Natomiast Tomoda i in. [60] uwazaja, ze mechanizm stabilnosci biatka p27
wigze sie z regulacjg transportu tego biatka zwigzanego z podjednostkg CSN5 do
cytoplazmy.

U A. thaliana stwierdzono réwniez wspétdziatanie kompleksu sygnalnego z dwiema
innymi ligazami SCF: SCF (01l oraz SCF UF0. COI1 (COronatine Insensitive 7) i
UFO (Unusual Floral Organs) sa to biatka zawierajgce domene F-box, zdolne do
formowania kompleksu ligazy typu SCF [7, 63]. SCFCO" bierze udziat w procesie
odpowiedzi na kwas jasmonowy, fitohormon zaangazowany w reakcje obronne oraz
rozwdj precikow i pytku [13, 14], Natomiast SCFUFO wigze kompleks CSN z rozwojem
kwiatow [63].

Do niedawna denedylacja uznawana byta za spos6b negatywnej regulacji aktywnosci
ligazy SCF [53]. Ta hipoteza sugerowata, ze nedylacja i denedylacja funkcjonujg w
sposéb antagonistyczny. Jednakze, ostatnie badania fizjologiczne na roslinach sugeruja,
ze oba te procesy wspotdziatajg w kontroli degradacji biatek [54], Procesy te reguluja
interakcje miedzy podjednostkami ligazy oraz przylgczanie enzymu E2, a takze
uwalnianie substratu. Istniejg dowody, ze oba te procesy nie wptywajg na przytaczenie
kulliny do kompleksu SCF, ani SCF do CSN [46], Pomimo to mogajednak wptywaé
na kontrole asocjacji podjednostki F-BOX do reszty kompleksu ligazy zwigzanej juz z
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CSN. Tak wiec CSN przez denedylacje kulliny moze regulowaé przytgczanie lub
usuwanie biatek z domeng F-BOX z kompleksu SCF. Moze réwniez uczestniczy¢ w
uwalnianiu juz ubikwitynowanego biatka z kompleksu SCF-E2. Dodatkowo kompleks
sygnalny CSN moze bra¢ udziat w transporcie biatek do proteasomu. Szczegétowe
okreslenie roli kompleksu CSN w degradacji biatek ubikwitynowanych przez ligazy
SCF wymaga dalszych badan.

Oddziatywanie Kompleksu Sygnalnego CSN z ligazgCOPI

Pomimo Ze nie stwierdzono bezposrednio fizycznych interakcji miedzy COP ! a CSN,
to istniejg posrednie dowody oddziatywan miedzy tymi biatkami.

Mutanty genu COP1 zostaty zidentyfikowane w czasie analiz genetycznych roslin Arabidopsis
majacych fenotyp podobny jak mutanty csn [20], Genetyczne i molekularne badania wykazaty,
ze COP1 i kompleks CSN sg niezbedne do zaleznej od ciemnosci degradacji czynnika
transkrypcyjnego HY'5 stanowiacego pozytywny regulator proceséw fotomorfogenezy [47].

Biatko COP1 zawiera trzy domeny: WD40, COILED COIL oraz RING FINGER [21].
Domeny WD40 i RING FINGER sg charakterystyczne dla ligaz ubikwitynowych jak na
przyktad c-Cbl [53]. Poréwnujac dane wynikajace z prac nad rolagCOPI w degradacji HY5
ijego strukturgpozwala przypuszczac, ze biatko to prawdopodobnie funkcjonujejako ligaza
ubikwitynowa [12]. Potwierdzajgto doswiadczenia Bianchi i in. [4], ktérzy wykazali zdolnosé
biatka COP1 do ubikwitynizacji in vitro biatek c-JUN i JUN D.

W ciemnosci biatko COP1 jest akumulowane w jadrze komérkowym, w ktérym jest
odpowiedzialne za degradacje HY5. W komorkach roslin A.thaliana wystawionych na
Swiatto biatko COP1 jest lokalizowane w cytoplazmie, a funkcjonalne biatko HY5
odnajdywane jest w jadrze [21]. Szczegdtowy mechanizm, ktéry reguluje wew-
natrzkomorkowe rozmieszczenie COP1, nie jest znany, lecz u mutantéw csn biatko to
jest odnajdywane w cytoplazmie rowniez wéwczas, gdy rosliny sgw ciemnosci. Moze
to sugerowaé udziat CSN we wiasciwej lokalizacji komérkowej biatka COP1 [53].

Dodatkowym elementem tgczacym kompleks CSN z ligazgCOPI jest biatko COPIO
dziatajace jako enzym E2. Ostatnie doniesienia wykazujg zdolnos¢ COPIO do
bezposredniego wigzania w systemie dwuhybrydowym w komérkach drozdzy zaréwno
COP1, jak i CSN mozna wiec postulowaé wspolny udziat tych trzech biatek regulacji
procesu fotomorfogenezy [59].

Oddziatywanie Kompleksu Sygnalnego CSN z ligazg MDM?2

Wspétdziatanie MDM2 i CSN jest stabo poznane, a o ich powigzaniu mozna
whioskowac na podstawie udziatu obu komplekséw w kontroli degradacji biatkap53.

Ligaza ubikwitynowa MDM2 reguluje funkcje biatka p53 przez blokowanie jego
aktywnosci transkrypcyjnej, eksport tego biatka zjadra do cytoplazmy oraz promowanie
jego degradacji. MDM2 ma zdolno$¢ zaréwno do autoubikwitynaciji, jak i modyfikacji
miedzy innymi takich substratow jak p53. Réwnowaga miedzy obydwoma procesami
jest modulowana przez potranslacyjne modyfikacje ligazy MDMZ2, takie jak fosforylacja
czy sumoizacja, czyli przytaczania biatka SUMO (Small Ubiquitin-related Modifier)
nalezgcego do biatek podobnych do ubikwityny [ 18].
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RYCINA 3. Schemat udziatu kompleksu sygnalnego CSN i ligazy ubikwityny MDM2 w regulacji
degradacji i/lub lokalizacji komérkowej biatka p53 (za [3] zmodyfikowane)

W strukturze biatka MDM2 wyrézniono dwa elementy umiejscowienia subko-
moérkowego: sygnat lokalizacji jadrowej oraz sygnat lokalizacji cytoplazmatycznej.
Pozwala to na zmiany rozmieszczenia tego biatka. Przytaczenie p53 do ligazy MDM2
powoduje przemieszczenie kompleksu p53-MDM?2 do cytoplazmy. Ufosforylowanie
p53, w ktérym prawdopodobnie posredniczy CSN, zwieksza zdolno$¢ wigzania tego
biatka z MDM2. Konsekwencja tych zmian moze by¢ transport p53 do cytoplazmy
i/lub jego degradacja [1]. Na przyktadzie degradacji tego biatka, Bech-Otschir i in. [2,
3] sugeruja nastepujacy mechanizm dziatania CSN. Kompleks sygnalny CSN wigze
biatko p53 i uczestniczy wjego fosforylacji. Do tak uformowanego kompleksu przytacza
sie ligaza MDM2 i ubikwitynuje biatko p53. Nastepnie po uwolnieniu ligazy,
ubikwitynowane biatko p53 kierowane jest do proteasomu 26S i tam degradowane

(ryc. 3).

FOSFORYLACYJNA AKTYWNOSC KOMPLEKSU CSN

Udziat CSN w regulacji stabilnosci specyficznych substratow nie ogranicza sie tylko
do wspotdziatania tego kompleksu z ligazami ubikwitynowymi, poniewaz powigzana z
CSN fosforylacja rowniez wptywa na proces degradaciji.

Kompleks CSN izolowany z erytrocytow cztowieka wykazuje aktywnos¢ fosfo-
rylacyjna [55]. Jednakze analizy sekwencji aminokwasowej kompleksu sygnalnego nie
ujawnity sekwencji homologicznych do znanych kinaz biatkowych. W zwigzku z tym
sugeruje sie istnienie zaleznej od CSN kinazy Ser/Thr [3, 30]. Jednym z kandydatéw
do roli zaleznej od CSN kinazy biatkowej jest INK (c-Jun N-termincilKinase). Badania
Seegera i in. [55] wykazaty zdolno$¢ kompleksu CSN do fosforylowania w pozycji
Ser63 i Ser73 biatka c-JUN, bedacego takze substratem docelowym dla enzymu JNK
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{c-Jun N-terminal Kinase). Ufosforylowanie tych aminokwasow zapobiega
ubikwitynacji biatka c-JUN i w konsekwencji jego degradacji. Przeprowadzone badania
wykazaty bezposrednig korelacje miedzy iloscig kompleksu sygnalnego, stabilnoscig
c-JUN i aktywnoscig czynnika transkrypcyjnego AP-1 {Activating Protein 1). Czynnik
transkrypcyjny API tworzony jest przez homo- i heterodimery biatek JUN, FOS, ATF
[29], stad stabilizacja biatka c-JUN wptywa na ilos¢ i co za tym idzie aktywnos$é
kompleksu API. Podwyzszona ekspresja podjednostki CSN2 w komérkach Hela
(prawdopodobnie pociggajaca za soba wzrost ilosci komplekséw CSN) powoduje
akumulacje biatka c-JUN oraz dramatyczny wzrost aktywnosci AP-1. W tych warunkach
kinaza JNK jest jednak nieaktywna [44], Kinaza zalezna od CSN jest konstytutywnie
aktywna w czerwonych ciatkach krwi, komoérkach HelLa, HL- 60 i MCF-7, podczas
gdy INK wymaga aktywacji przez szlak kinaz MAP [3], Mozna wobec tego postulowaé
istnienie innej drogi fosforylacji biatka c-JUN zaleznej od kompleksu sygnalnego CSN
[44]. Jednakze istnieje powigzanie miedzy INK i kompleksem CSN. Wykazano hamujacy
wplyw N-kornca podjednostki CSN1 na aktywnosci kinazy JNK i w konsekwencji na
stabilizacje biatka c-JUN [61].

Ostatnie badania wykazaty zdolnos$¢ podjednostek kompleksu CSN do oddziatywan
in vitro i in vivo z dwiema kolejnymi kinazami: CK2 {Casein Kinase 2) i PKD {Protein
Kinase D) fosforylujagcymi zaréwno biatka c-JUN, jak i p53. Ponadto, podobnie jak
CSN, sg one aktywne w komérkach erytrocytéw i HelLa [62], Podsumowujac te
doniesienia mozna domniemywac istnienie szeregu kinaz, ktorych aktywno$¢ moze
by¢ w blizej jeszcze nieznany sposéb regulowana przez CSN.

Fosforylacyjna aktywno$¢ CSN wpltywa w rozny sposob na stabilno$¢ biatek
wspotdziatajacych z tym kompleksem. W przypadku pozytywnego regulatora foto-
morfogenezy HY5, fosforylacja przeprowadzana prawdopodobnie przez kinaze CK2
zalezngod CSN, chroni HY5 przed degradacjgna $wietle [47,62]. Natomiast fosforylacja
biatka p53 prowadzi w konsekwencji do jego degradacji [20, 21].

WSPOLDZIALANIE KOMPLEKSOW
CSN, PROTEASOM 26S | EIF3

CSN, proteasom 26S i elF3 tworzg rodzine kompleksow biatkowych zawierajacych
charakterystyczng dla tych biatek domene PCI {Proteasom, Cop9, elF3). Sa to
wielopodjednostkowe kompleksy biatkowe zaangazowane w regulacje rozwoju
organizmoéw i transdukcje sygnatéw w komérce, a ich wzajemne powigzanie wydaje
sie by¢ szersze niz tylko obecno$¢ tej samej domeny [34].

Wiele badan wskazuje na bezposrednie oddziatywanie miedzy CSN a proteasomem
26S. W czasie izolacji CSN z erytrocytow ludzkich wystepuje on czesto razem z biatkami
proteasomu [55]. Na podstawie badan prowadzonych na drozdzach wykazano
wystepowanie oddziatywan miedzy podjednostkaCSN ! a biatkiem Rpn6 wchodzacym
w skiad proteasomu 26S. Podobne interakcje obserwowano w komérkach roslinnych



KOMPLEKS SYGNALNY COP9 271

miedzy wspomnianym powyzej biatkiem proteasomalnym a podjednostkg CSN7
kompleksu sygnalnego [34]. Badania na Drosophila wskazujg z kolei na interakcje
tego biatka z podjednostkg CSN2 [37]. Dane te razem z opisanym juz wczesniej
podobienstwem strukturalnym kompleksu sygnalnego z wieczkiem proteasomu 26S
pozwalaja na postawienie hipotezy o Scistej wspotzaleznosci miedzy tymi kompleksami.
W literaturze mozna spotkac sugestie 0 mozliwosci zastepowania wieczka proteasomu
26S przez kompleks CSN i tworzenia kompleksu proteasomu CSN [20, 53],

Wspotdziatanie CSN i elF3 wydaje sie by¢ stabiej udokumentowany. Istniejg jednak
pewne dowody, ze oba kompleksy w pewien sposb ze sobg wspétdziataja. Trzy
podjednostki elF3: elF3c, elF3e, elF3h wyizolowano z komoérek kalafiora razem z
kompleksem sygnalnym CSN [35], Wigzanie sie tych podjednostek z CSN potwierdzaja
badania in vitro i in vivo przeprowadzone na komdrkach drozdzy. Podjednostka
kompleksu inicjacji translacji, elF3c ma zdolno$¢ do wiazania sie z CSN1 i CSN8
[32]. Wzér ekspresji elF3cjest podobny do ekspresji innych biatek tworzgcych kompleks
sygnalny CSN i wzrasta po wystawieniu roslin na $wiatto. Kodujace elF3c mMRNA jest
akumulowane w kwiatach i korzeniach, lecz poziom biatka jest wyzszy w zielonych
tkankach wegetatywnych (lisciach i todydze) [32], Z kolei biatko elF3e oddziatuje z
podjednostkg CSN7 zaréwno wystepujacg w kompleksie CSN oraz w komdrkach
mutantow csn9, gdzie CSN7 wystepuje tylko w formie monomeru [69]. Dodatkowo
wykazano, ze elF3e wspoétdziata réwniez z CSN6 i CSN7. Co ciekawe, biatko elF3e
oddziatuje takze z podjednostkag Rpt4 czesci bazbwej proteasomu 26S [23]. Dodatkowo
warto wspomnie¢, ze podwyzszona ekspresja elF3e powoduje uzyskanie odpornosci
na leki komoérek drozdzy podobnie jak wysoka ekspresja Rpn 11 i CSN5. Cho¢ nieznany
jest mechanizm molekularny tego zjawiska moznajednak sugerowac wspotdziatanie w
tym procesie CSN, proteasomu 26S i elF3 [34].

Powigzanie funkcjonalne miedzy CSN i elF3 nie jest jasne. By¢ moze CSN reguluje
aktywnos¢ translacyjnael F3 i w konsekwencji wpltywa na metabolizm specyficznych
biatek. Hipoteze taka potwierdzajg doniesienia o zdolnosci do zmian lokalizacji
komorkowej elF3e stanowigcej podjednostke kompleksu elF3. elF3e uznawanajest za
podjednostke regulatorowg tego kompleksu ze wzgledu na zdolnosci do zmian
umiejscowienia w komorce S. pombe oraz fenotyp mutacji elF3e, ktéra w prze-
ciwienstwie do mutacji w genach kodujacych podjednostki strukturalne nie jest letalna
i powoduje réznorodne zaburzenia m.in. sporulacji i segregacji chromosoméw oraz
zwiekszong wrazliwo$é na stres osmotyczny. Badania u roslin wykazaty, ze elF3e
moze oddziatywa¢ w zaleznosci od tkanki z elF3 na terenie cytoplazmy badZ tez z
CSN na terenie jadra. Natomiast podjednostki centralne kompleksu elF3 wykazujg
statg obecnos$¢ cytoplazmatyczng [34], ©

Ustalenie doktadnych powigzan miedzy kompleksami rodziny PCI wymaga dalszych
badan, tym bardziej ze ostatnio zidentyfikowano jeszcze kilka innych biatek
zawierajacych domeny PCIl i MPN [34],
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PODSUMOWANIE

Poczatkowo sugerowana rola kompleksu sygnalnego COP9 jako represora
fotomorfogenezy w ciemnosci okazata sie by¢ tylko ,,wierzchotkiem géry lodowej”
funkcji petnionych przez CSN.

Zaangazowanie CSN w rozwdj organizméw eukariotycznych nastepuje gtéwnie
przez regulacje stabilnosci biatek i moze sie odbywac¢ na wielu poziomach. Poziom
pierwszy to bezposrednia modyfikacja docelowego biatka (fosforylacja), ktéra wptywa
na jego stabilnos¢. Poziom drugi to regulacja aktywnosci wspotdziatajacych z CSN
ligaz ubikwityny (denedylacja kulliny), ktdre przytaczajac czasteczki ubikwityny moga
kierowaé biatka na droge degradacji. Poziom trzeci to tworzenie samodzielnego
kompleksu proteolitycznego (proteasom CSN). CSN wptywa prawdopodobnie takze,
dzieki wspétdziataniu z elF3 na synteze zwigzanych z tym kompleksem biatek.
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WPLYW LIPIDOW NA AKTYWNOSC POLIMERAZ DNA

INFLUENCE OF LIPIDS ON DNA POLYMERASES ACTIVITY

tukasz MATULEWICZ, Waldemar M. PRZYBYSZEWSKI

Centrum Onkologii - Instytut im. M.Sktodowskiej-Curie
Oddziat w Gliwicach

Streszczenie: Lipidy sg waznym elementem strukturalnym i funkcjonalnym systemu btonowego komér-
ki. Bedac sktadnikiem zaréwno cytoplazmy, jak i jadra wptywajg na procesy wewnatrzkomaorkowe.
Obserwowany in vitro efekt ttumienia aktywnosci wyizolowanych i oczyszczonych polimeraz, zwigza-
nych z metabolizmem DNA przez kwasy ttuszczowe, lipidy ztozone oraz produkty peroksydacji lipi-
déw, moze stanowi¢ cze$¢ sktadowg mechanizmu kontrolujgcego proliferacje i roznicowanie sie komo-
rek in vivo.

Stowa kluczowe: polimerazy, kwasy tluszczowe, lipidy ztozone, produkty peroksydacji lipidow.

Summary: Lipids are very important structural and functional elements of cell membranes system. Being
component of cytoplasm and nucleus regulate intracellular processes. Suppression of isolated and purfied
DNA related polymerases activity by fatty acids, complex lipids and lipid peroxidation products obse-
rved in vitro can be a part of mechanisms controlling cell proliferation and differentiation in vivo.

Key words: polymerases, fatty acids, complex lipids, lipid peroxidation products.

WSTEP

Deoksynukleotydylotransferazy (polimerazy) DNA (EC 2.7.7.7) to grupa
podstawowych enzyméw zaangazowanych w mechanizm replikacji, rekombinacji i
naprawy DNA, a w konsekwencji w podziat komarki. Zahamowanie ich aktywnosci
prowadzi do $mierci komorek proliferujagcych. Efekty hamowania aktywnosci enzymow
sg wykorzystywane w badaniach doswiadczalnych i moga stanowié element majacy
potencjalne znaczenie w terapii nowotworéw.
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Polimerazy DNA, ktorych ekspresje wykazano w komdrkach ssakéw, oznaczane
symbolami: a (alfa), (3 (beta), y (gamma), E (epsilon), 5 (delta), C, (dzeta), r| (eta), 9 (teta)
uwaza sie za kluczowe enzymy zabezpieczajgce integralnos¢ genomu w trakcie procesow:
podziatu komorki, naprawy oraz rekombinacji molekuty DNA. Klasyfikacja polimeraz DNA
zostata oparta na wynikach analizy homologii sekwencji i podobienstwa strukturalnego.
Obejmuje ona 5 réznych klas (rodzin) sygnowanych literami: A, B, C, X, Y.

Jadrowe polimerazy replikacyjne: a, 5, E, przynalezg do klasy B. Mitochondrialng
polimeraze y zabezpieczajaca proces replikacji i naprawy mitochondrialnego DNA
zaliczono do klasy A. Wyczerpujaca powyzsze zagadnienie klasyfikacja wymienionych
powyzej i pozostatych polimeraz, ich struktura molekularna oraz funkcjonowanie zostato
przedstawione w pracach przegladowych [7, 9],

W badaniach podstawowych in vitro struktury i funkcji licznych klas polimeraz
DNA analizowany jest rowniez wptyw lipidéw na ich aktywno$¢ enzymatyczna. Pozwala
to, z jednej strony, na precyzyjne okreslanie roli tych enzymdw in vivo, z drugiej za$
strony - na rozw0j potencjalnych strategii terapeutycznych w terapii nowotworéw, a
zwiaszcza chemioterapii.

Zwigzkami, ktore wptywajg na aktywnos$¢ tej grupy enzymow, okazaty sie by¢ nie
tylko dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe [17], lecz takze i ztozone lipidy: glikolipidy
[30], gangliozydy [28], sulfolipidy [27], jak réwniez nadtlenki steroli [22] oraz produkty
peroksydacji lipidéw [36].

Kwasy tluszczowe sa zwigzkami hydrofobowymi i szybki ich metabolizm nie bytby
mozliwy bez udziatu biatek wigzacych te kwasy. Zwigzanie kwasu ttuszczowego z
biatkiem wigzacym decyduje o wzroscie rozpuszczalnosci powstatego kompleksu w
srodowisku wodnym. W komorkach kwasy ttuszczowe stanowig zaréwno element
strukturalny, jak i funkcjonalny systemu bton komérkowych. Podlegajaone procesom
estryfikacji gtéwnie do glicerolipidow. Kwasy ttuszczowe sg uwalniane w wyniku
hydrolizy tréjacyloglicerydow i fosfolipidow w reakcji, ktorg katalizujg enzymy: lipaza
i fosfolipaza. Znajdujace sie w osoczu niewielkie ilosci niezestryfikowanych kwaséw
tluszczowych pozostajg zwigzane z albuming.

Niezestryfikowane kwasy ttuszczowe sgwychwytywane przez biatka wiazace usytuowane
w btonach komdérkowych celem wykorzystania ich w procesach metabolicznych miedzy
innymi: beta-oksydacji odbywajacej sie w mitochondriach lub peroksysomach
kardiomiocytéw oraz magazynowania w formie trdjacylogliceryddéw pod postacia kropli
thuszczu w adipocytach (oméwiono w artykutach przegladowych - [24,25]).

2. KWASY THUSZCZOWE

Wielonienasycone, dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe o konfiguracji cis wiazan
podwajnych, wptywajg hamujaco na enzymatyczng aktywnos¢ niektérych enzyméow
zwigzanych z metabolizmem DNA. Takimi enzymami okazaty sie by¢ nie tylko
polimerazy DNA, ale réwniez deoksyrybonukleaza | (DNaza I) oraz topoizomerazy | i
Il [17, 18]. Wysoka skuteczno$cig hamowania aktywnosci polimeraz DNA a i [3
odznaczajg sie kwasy ttuszczowe o dtugim tancuchu weglowym C24 (kwas nerwonowy)
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w przeciwienstwie do kwaséw o krétszym faricuchu CI8 (kwas linolowy). Kwasy
thuszczowe zawierajace 16 i mniej atoméw wegla w taricuchu nie wptywaja na aktywnos$é
polimeraz [19]. Polimeraza (3 (klasa X), enzym o masie molekularnej 39 kDa ztozony
jest z dwéch fragmentéw (domen), N-terminalnej 8 kDa i C-terminalnej 31 kDa [2].
Cechg domeny 8 kDa jest powinowactwo do molekuty startera matrycy DNA (ang.
template primer DNA) substratow (deoksyrybonukleotydy), jak rowniez do kwasow
thuszczowych. Sytuacja taka powoduje pojawienie sie efektéw dziatania kompetycyjnego
(wspétzawodnictwa) miedzy tymi czasteczkami. Wiagzanie sie kwasu ttuszczowego z
domena 8 kDa zostato okre$lone jako fizjologicznie specyficzne i pokazato, ze fragment
enzymu o masie 8 kDa wigze kwas ttuszczowy w stosunku 1 ; 1 [20]. Polimeraza ta,
zaliczana do enzymdéw naprawczych DNA, stanowi wazny element skladowy
mechanizmu okre$lanego mianem: naprawa przez wycinanie (ang. base excision repair
-BER) [9].

W przeciwienstwie do tego, mechanizm hamowania aktywnosci enzymu polimerazy
DNA a przez kwasy ttuszczowe nie jest oparty na zjawisku kompetycji, co
wskazywatoby na strukturalng odmienno$¢ miejsc wigzacych substrat, matryce DNA
oraz kwas tluszczowy.

Polimeraza DNA a jest biatkowym kompleksem tetramerycznym. Podjednostke
katalityczng tworza trzy réznigce sie domeny:

1) N-terminalna - utrzymujgca kompleks;

2) centralna - zawierajgca miejsca wigzace: DNA, dNTP i zabezpieczajgca przeniesie-
nie fosforylu;

3) C-terminalna- oddziatujgca z innymi podjednostkami.

Cechgwyrdzniajgca tego enzymu jest to, ze dwie sposrod trzech budujacych enzym
podjednostek charakteryzuje aktywnos¢ primazy DNA. Polimeraza DNA ot wchodzi w
skfad kompleksu biatek zapoczatkowujgcych synteze DNA i syntetyzuje krotkie
fragmenty hybrydowe RNA/DNA, ktdre sg nastepnie wykorzystywane przez polimerazy
Siew procesach elongacyjnych czasteczki DNA [9].

Nasycone kwasy ttuszczowe: palmitynowy (16:0) i stearynowy (18:0) uposledzajg
aktywno$¢ enzymatyczng polimerazy DNA ot, nie wptywajac na zmiane aktywnosci
enzymatycznej polimerazy DNA (3 [19]. Stopien nienasycenia oraz konfiguracja wigzan
podwdjnych kwasu tluszczowego ma réwniez wptyw na dynamike aktywnosci
enzymatycznej obu badanych polimeraz [17],

Kwas linolowy (LA) (cis-9-12-oktadekadienowy) stanowi nie tylko gtéwny skitadnik
codziennej diety, ale jest rowniez czasteczkg prekursorowg w syntezie m.in. kwasu
arachidonowego (AA) bioracego udziat w syntezie prostaglandyn (artykut przegladowy
- [24]). Kwas nerwonowy (NA) z kolei jest sktadnikiem sfingomieliny stanowiacej
element strukturalny m.in. tkanki mézgowej [16].

Kwasy ttuszczowe sgzle rozpuszczalne w wodzie, a zwiekszanie ich stezeniaw roztworze
wodnym powoduje tworzenie sie metastabilnych (wzglednie statych) kropli ttuszczu.

Badania nad mechanizmem hamowania aktywnosci enzymatycznej polimeraz DNA
przez kwasy ttuszczowe: linolowy (LA) i nerwonowy (NA) znajdujgcych sie w fazie
dyspersyjnej (rozproszenia) wykazaty, ze aktywnos$¢ enzymu ulega zanikowi w wyniku
taczenia sie z molekutg kwasu w formie monomeru, natomiast metastabilne krople
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thuszczu ztozone z tych kwasOw nie wptywajg na te aktywnos¢, a biatko enzymatyczne
polimerazy nie absorbuje sie na powierzchni kropli ttuszczu [21],

3. LIPIDY ZLOZONE

Fosfolipidy kwasne pochodzenia zwierzecego - fosfatydyloinozytol (Pl), fosfatydy-
loinozytolo-4-monofosforan (PIP), fosfatydyloseryna (PS), kwas fosfatydowy (PA),
kardiolipina (CAR) dodane do mieszaniny reakcyjnej wptywaja hamujgco (w ré6znym
stopniu) na dynamike reakcji syntezy czasteczki DNA przez grasicze polimerazy a, S,
E. Wysoka selektywnoscigcechuije sie dziatanie fosfatydyloinozytolu (przewaga kwasow:
stearynowego i arachidonowego), ktdry hamuje aktywnos¢ polimerazy e bardziej
skutecznie niz polimerazy a i 5. Obserwuje sie oddziatywania kompetycyjne tego lipidu
z molekulg startera matrycy DNA, nie zaobserwowano natomiast takich oddziatywan
w stosunku do substratu, ktorym byt deoksytymidynotréjfosforan (dTTP). Dodanie
za$, do uktadu reakcyjnego, fosfatydyloinozytolu pochodzenia ro$linnego (przewaga
kwasow: linolowego i palmitynowego) powoduje zahamowanie aktywnosci nie tylko
polimerazy E, ale réwniez polimerazy a [29].

Glikolipidy, a w grupie tej gangliozydy, sg zasadniczo umiejscowione w zewnetrznej
warstwie btony komérkowej, jakkolwiek niektére wyniki badan sygnalizujg ich obecno$é
w jadrze komorkowym. Jadrowa lokalizacja gangliozydéw sprawia, ze teoretycznie
rozwaza sie ich udziatjako modulatoréw wptywajacych na dynamike aktywnosci syntezy
molekuty DNA. Hipoteza taka znajdowataby czeSciowe potwierdzenie w obserwowanym
doswiadczalnie in vitro wzroscie ilosci mRNA kodujacego biatko tubuline przez
gangliozyd GTIb, ktory jak sie ocenia, jest efektywniejszym inhibitorem aktywnosci
enzymatycznej polimerazy DNA 3 niz gangliozyd GM1 [28].

Badania in vitro pokazaty, ze glikolipidy zawierajgce w swej strukturze reszte kwasu
sialowego lub siarkowego (sialozyloparaglobozyd - SPG), gangliozydy GM3, GM1,
GD1A oraz ester siarczanu cerebrozydu) wptywaty hamujaco, w zaleznosci od
zastosowanego stezenia, na aktywno$é polimerazy DNA cc wyizolowanej z grasicy. Inne
glikolipidy - sfingozyna czy ceramid nie powodowaty takiego efektu. Nie obserwowano
oddziatywan kompetycyjnych glikolipidu zaréwno z matrycg DNA, jak i substratami
(deoksynukleotydotrojfosforany). Czasteczka enzymu charakteryzuje sie réwniez, poza
miejscami hydrofitowymi, obecnos$cig miejsc hydrofobowych, z ktérymi wigzasie lipidy.
Strukturalny element ceramidowy tworzacy czasteczke glikolipidowa-jak wykazano -
jest niezbedny do uzyskania zahamowania aktywnosci polimerazy ot. Reszta siarczanowa
W czgsteczce estru siarczanu cerebrozydu (CSE) oraz reszta sialowa w czgsteczce
gangliozydu stanowig zasadniczy element odpowiedzialny za hamowanie aktywnosci
polimerazy DNA. W przeciwienstwie do tego, glikolipidy obojetne (glukozyloceramid,
galaktozyloceramid, laktozyloceramid), jak réwniez asialogangliozydy (GAI, GA2) nie
wptywaly na dynamike aktywnosci polimerazowej [30],

Niektére sulfolipidy pochodzenia roslinnego sg rowniez selektywnymi inhibitorami
polimeraz DNA a i |3 i charakteryzuja.sie przeciwnowotworowg aktywnoscig [22].
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Podobnie jak naturalne sulfolipidy takze i chemicznie syntetyzowane pochodne oraz
ich formy stereoizomeryczne upo$ledzajg aktywnos¢ polimerazy DNA [8, 23].

4. PRODUKTY PEROKSYDACJ1 LIPIDOW

Wielonienasyconymi kwasami thuszczowymi w komdrkach i tkankach ssakéw sg
m.in. kwasy: linolowy (18:2), arachidonowy (20:4), dokozaheksaenowy (22:6). W
wyniku procesow peroksydacji lipidow zachodzgcych zaréwno w warunkach
fizjologicznych in vivo, jak i indukowanych in vitro kwasy te sg przeksztatcane do
wodoronadtlenkéw sprzezonych. Wodoronadtlenki te podlegaja chemicznym reakcjom
przeksztatceniowym, ktérych produktami sg: epoksyhydroksy-, ketohydroksy-, dwu-
hydroksykwasy ttuszczowe. Dalszy lawinowy proces utleniania prowadzi do powstania
dwuwodoronadtlenkéw kwasow ttuszczowych i wodoronadtlenkéw epidioksyddw.
Wodoronadtlenki epidioksydéw powstajg z kwasow ttuszczowych - 20:4 i 22:6,
stanowigc materiat chemiczny do syntezy dwualdehydu malonowego (MDA), jednego
z lepiej poznanych aldehydowych produktéw peroksydacji lipidéw o wiasciwosciach
genotoksycznych i mutagennych [12].

Powyzsze zasygnalizowane ogdlnie procesy prowadza réwniez do pojawienia sie grupy
hydroksyalkenali, sposréd ktérych 4-hydroksynonenal (4HNE) i 4-hydroksyheksenal
(4HHE) uwaza sie za biologicznie aktywne, a dla ktérych molekutami prekursorawymi
s3: omega-3, omega-6 i omega-9 wielonienasycone kwasy ttuszczowe [26].

Hydroksyalkenale charakteryzuja sie wkasciwosciami kancerostatycznymi. Wyniki
badan uzyskane z doswiadczen przeprowadzonych na modelach zwierzecych pokazaty,
Ze miejscowe stosowanie tej grupy zwigzkéw powoduje inwolucje nowotworu [36].
Jakkolwiek dootrzewnowe podawanie 4HNE nie wptywa na dynamike proliferacji litych
guzéw nowotworowych, co wynika prawdopodobnie z trudnosci w uzyskaniu
wystarczajaco wysokiego stezenia tego zwigzku w komérkach guza.

Molekularny mechanizm odpowiedzialny za taki efekt pozostaje generalnie nieznany.
Alkenale sgelektrofilicznymi czynnikami alkilujgcymi i spontanicznie reaguja z grupami
sulfhydrylowymi glutationu, cysteiny i biatek. Jakkolwiek aktywnos$¢ polimeraz DNA
ot i P wyizolowanych z komérek watroby szczura i wysiekowego watrobiaka Yoshida
byta blokowana przez 4-hydroksynonenal (4HNE), to wyniki analizy dynamiki
inkorporacji znakowanej tymidyny wskazujg raczej na przewage uposledzenia innych
procesow zwigzanych z metabolizmem molekuty DNA, bardziej wrazliwych na dziatanie
4-HNE niz reakcji katalizowanej przez polimeraze DNA cc [5].

5. LIPIDY JADRA KOMORKOWEGO

Obserwowany w warunkach in vitro wptyw lipidéw na aktywnos¢ polimeraz DNA
moze hipotetycznie odzwierciedla¢ podobne efekty in vivo w komérce. Rozwazaniu
takiego przypuszczenia sprzyja udokumentowana obecnosé lipidow w jadrze
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komérkowym oraz wykazanie jadrowych szlakéw sygnatowych za pomoca produktow
hydrolizy lipidow [3, 4, 14, 15],

Jadrowa pule ttuszczy stanowig lipidy inozytolowe wplywajace na procesy meta-
boliczne zwigzane z proliferacjg i r6znicowaniem sie komdrek [4], Metabolizm
polifosfoinozytydéw w jadrze komdrkowym rozni sie, jest niezalezny i bardziej ztozony
w poréwnaniu z metabolizmem lipidéow inozytolowych usytuowanym w bionie
cytoplazmatycznej [13]. Zasadniczg role w jagdrowym cyklu metabolicznym lipidow
inozytolowych petni inzytydo-specyficzny enzym fosfolipaza C (PI-PLC) ijego cztery
izoenzymy. Enzym ten hydrolizuje 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu (PtdIns(4,5)P2).
Wynikiem takiej reakcji jest pojawienie sie w kompartmencie jadrowym dwdch molekut
przekaznikowych Il stopnia (ang. second messenger): wielonienasyconego 1,2-
dwuacyloglicerolu(DAG)oraz inozytolo-1,4,5-trojfosforanu(Ins(1,4,5)P3). Kolejnym
enzymem tego cyklu jest fosfolipaza D (PLD) hydrolizujaca glicerofosfolipidy (gtéwnie
fosfatydylocholine PC) do kwasu fosfatydowego (PA). Kwas ten jest nastepnie
przeksztatcany do jednonienasyconych i nasyconych dwuacylogliceroli (DAG). Poziom
dwuacylogliceroli w jadrze komorkowym jest regulowany przez system enzymatyczny
kinaz DAG oraz aktywuje kinaze biatkowg C (PKC) ijej izoenzymy [13].

Wyniki badan pokazaty, ze fosfolipidy nie sg przypadkowo rozmieszczone w
karioplazmie, lecz w kompartmentach jadra, gdzie odbywa sie synteza, dojrzewanie i
transport rybonukleoprotein. Zmiany w ich poziomie sg zwigzane ze stopniem dynamiki
replikacji DNA [10, 11]. Badania in vitro nad wbudowywaniem i rozdziatem kwasow
thuszczowych: stearynowego (18:0), linolowego (18:2) i arachidonowego (20:4) pokazaty,
ze kwasy te wnikaty do jader komérkowych i podlegaty reakcji estryfikacji do lipidéw
w drodze metabolicznej z udziatem acetylo-CoA. Badania te potwierdzity istnienie
specyficznej selektywnosci estryfikacji kwasow ttuszczowych w jadrze komérkowym
wyrazajacej sie przewaga estryfikowania kwasoéw o dtuzszym tancuchu weglowym i
wyzszym stopniu nienasycenia [32-34]. Przewazajacym ilosciowo fosfolipidem jest
fosfatydylocholina stanowiaca ponad 50% glicerofosfolipidéw znajdujacych sie w
jadrach komérek watroby [35]. Nalezy dodad, iz obserwuje sie réwniez odmienne
mechanizmy jadrowego metabolizmu ttuszczéw w zaleznosci od typu komoérek [31].

6. PODSUMOWANIE

Lipidy sawaznym elementem strukturalnym i funkcjonalnym systemu btonowego komarki.
Bedac skiadnikiem zaréwno cytoplazmy, jak i jadra wptywajg na procesy
wewnatrzkomorkowe. Produkty ustrojowego metabolizmu oraz produkty peroksydacji
lipidéw stanowig naturalne ligandy dla receptoréw jadrowych bedacych czynnikami
transkrypcyjnymi. Moze to stanowi¢ podstawe do dyskusji nad hipotetycznym rozwojem
nowych strategii terapii nowotworéw z uwzglednieniem lipidéw. Obserwowane in vitro
efekty ttumienia aktywnosci wyizolowanych i oczyszczonych polimeraz DNA przez kwasy
thuszczowe, lipidy ztozone oraz produkty peroksydacji lipiddw moga by¢ podstawa do
rozwazah nad chemiczng charakterystyka inhibitorow enzyméw zwigzanych z
metabolizmem DNA oraz precyzyjna analiza enzymatycznych miejsc wigzacych.
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CD34 ANTIGEN AND CD34-POSITIVE CELLS
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Streszczenie: Hematopoetyczna komdrka macierzysta daje poczatek wielu typom komorek krwi ijestjedng
z lepiej scharakteryzowanych komoérek macierzystych w organizmie cztowieka. Sugeruje sie, ze komérki
macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego sg zdolne do zapoczatkowania rozwoju wielu typéw komo-
rek, wigcznie z komoérkami nerwowymi, miesni szkieletowych, miesnia sercowego, komoérek watrobowych,
nabtonka jelit, skory, ptuc i nerek. Najwazniejszym pozytywnym markerem dla ludzkich hematopoetycz-
nych i progenitorowych komoérek macierzystych jest antygen CD34. Chemicznie, CD34 jest sialomucyna
- przezbtonowsa glikoproteing. Wystepuje w dwdch alternatywnych formach: petnej i skréconej, co jest
wynikiem alternatywnego mechanizmu sktadania mMRNA CD34. Sugeruje sig, ze CD34 peni role w adhezji
do zrebu mikrosrodowiska szpiku kostnego. Ekspresje CD34 wykryto na powierzchni $rodbtonka matych
naczyn krwionosnych. mRNA CD34 byt réwniez wykrywany miedzy innymi w watrobie, Sledzionie i
grasicy. Whbrew powszechnym dogmatom, ekspresje CD34 wykazano na dojrzatych komoérkach tucznych.
W ludzkiej krwi obwodowej we frakcji monocytamej obecne sg komérki zwane fibrocytami, ktérych
fenotyp charakteryzuje sie m.in. obecnoscig antygenu CD34. W pracy tej przedstawiono najnowsze wyniki
badan na temat czasteczki CD34 i komérek CD34-pozytywnych.

Stowa kluczowe: antygen CD34, struktura, funkcja, komoérki CD34 pozytywne, komorki macierzyste.

Summary: The hematopoietic stem cell, the common ancestor ofall types of blood cells, is one the best-
characterized stem cells in the body. It is suggested that stem cells derived from bone marrow are capable
of giving rise to multiple cell types. These include neural cells, skeletal muscle, cardiac muscle, and hepatic
cells, as well as epithelia of the gut, skin, lung and kidney. The antigen CD34 is the major positive marker
for human hematopoietic stem, and progenitor cells. Chemically, CD34 is sialomucin — transmembrane
glycoprotein. There are two species of CD34, full-length and truncated, derived from an alternative
splicing mechanism of CD34 mRNA. It suggests that the CD34 plays a role in adhesion to the stromal
microenvironment ofbone marrow. CD34 is expressed by all small-vessel endothelial cells. Expression of
CD34 mRNA has also been detected in liver, spleen, and thymus. Contrary to current dogma, CD34 is
expressed by mature mast cells. In addition, there are CD34t cells called fibrocytes that are present in
monocyte fractions of human blood. In this paper is presented the current view on the recent research
results of CD34 molecule and CD34 positive cells.

Key words: CD34 antigen, structure, function, CD34-positive cells, stem cells.

Wykaz stosowanych skrétéw: HSC (Hematopoietic Stem Cell) - hematopoetyczna komérka macierzysta,
VTXG - sekwencja aminokwasowa Vai, Thr, X, Gly, RNIAEIIKDL - Arg, Asn, lie, Ala, Glu, lie, lie, Lys,
Asp, Leu, RT-PCR - odwrotna transkrypcja’i powielanieicDNA metoda tancuchowej reakcji polimera-
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zy, UTR (untranslated region) - region nieulegajacy translacji, VLA (very late antigen) — antygen bardzo
pézny, VCAM (vascular cell adhesion molecule) - czasteczka adhezji komérkowej naczyn, LFA (lym-
phocytefunction-associated antigen) - antygen zwigzany z czynnoscig limfocytow, ICAM (intercellular
adhesion molecule) - miedzykomérkowa czasteczka adhezji, RAG (recombination activating gene) - gen
aktywujacy rekombinacje, TdT - transferaza terminalnych nukleotydéw, G-CSF - granulocytamy
czynnik stymulujacy tworzenie kolonii.

WPROWADZENIE

Terminem komoérka macierzysta {stem celi) okresla sie komorki, ktére cechuje
nieograniczona zdolno$¢ do samoodnowy i mozliwos¢ réznicowania do wielu typow
komdrek. Wyréznia sie dwie kategorie tych komorek. Pierwsza to: tzw. pluripotencjalne
komarki macierzyste dajace poczatek listkom zarodkowym: ektodermie, endodermie i
mezodermie. Przyktadem takich komdrek sg embrionalne komérki macierzyste {ang.
embryonic stem cells) [16], Druga kategoria to specyficzne potomstwo wymienionych
komorek, tzw. multipotencjalne komdrki macierzyste wystepujace w réznych tkankach u
ptodu i u osobnikéw dorostych {ang. adultstem cells’), obejmujace np. hematopoetyczne
komorki macierzyste (HSC), neuronalne komorki macierzyste, watrobowe komérki
macierzyste itp. W ostatnich latach najczesciej rozpatrywanym prototypem tej drugiej
kategorii sg komorki HSC.

Biologia hematopoetycznych komdrek macierzystych jest przedmiotem badan
naukowych, doswiadczen klinicznych, doniesien biomedycznych i prasowych, a nawet
dyskusji politycznych. Wynika to z terapeutycznych nadziei, jakie wigze sie z komérkami
macierzystymi. Potencjalnym zrodtem tych komorek jest szpik kostny. Trwajg
intensywne badania nad ich charakterystykag i markerami powierzchni, w celu
zrozumienia biologicznej funkcji, jakg petnigw stanach fizjologicznych i patologicznych
cztowieka oraz ewentualnym ich wykorzystaniu w transplantacji.

Doniesienia ostatnich lat stwarzajg nadzieje na szersze wykorzystanie komérek HSC.
Transplantacje hematologiczne prowadzone sgz powodzeniem juz od wielu lat. Z danych
literaturowych wynika, ze potencjat rozwojowy komérek HSC nie jest ograniczonyjedynie
do hematopoezy, gdyz sa one zdolne do zapoczatkowania rozwoju wielu typdw komorek,
wigcznie z komoérkami nerwowymi [3,25], miesni szkieletowych [2,10], mie$nia sercowego
[2,13,30,31 ], komdrek watrobowych [ 1,19,34,46], komérek nabtonkajelit, skéry, ptuc
i nerek [33]. Te szczeg6lng zdolnos¢ zapoczatkowania rozwoju nowych typow komorek
w innych narzadach nazwano plastycznoscig komérek macierzystych.

Nie jest jednak pewne, czy to komdrki HSC majg taki nieograniczony potencjat.
Podstawag tych watpliwosci jest brak badan na idealnie czystych populacjach, na co
zwracajg uwage Kondo i wsp. [16], By¢ moze inna subpopulacja bytujaca w szpiku
kostnym moze by¢ prekursorem wymienionych tkanek. W szpiku kostnym bytuja
zarowno komoérki hematopoetyczne, jak i mezenchymalne komérki pnia, ktére daja
poczatek komdrkom o réznym przeznaczeniu. Nie mozna wykluczy¢, ze dodatkowe,
tkankowo specyficzne komorki macierzyste, réwniez zasiedlajg szpik.
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Przez ostatnie 20 lat badania komdrek HSC zrewolucjonizowata metoda cytometrii
przeptywowej. Stworzyta ona mozliwos¢ analizy heterogennych tkanek, do ktérych
zalicza sie szpik kostny, w celu okre$lania ilosci populacji komérek macierzystych i
progenitoréw komorkowych. Jednak w procedurze cytometrycznej, komérki
macierzyste i progenitory komérkowe sa tracone, a ich istnienie z koniecznosci jest
dedukowane retrospektywnie.

Mozliwos¢ identyfikacji komoérek HSC stworzyly aktywne, magnetyczne sortery
komérkowe. Do tego celu niezbedna jest znajomos¢ specyficznych kryteriéw
réznicujacych. Za obecnie powszechnie przyjeta strategie separacji uznaje sie istnienie
lub brak ekspresji pewnych markeréw powierzchni, ktére sg nabywane lub tracone w
trakcie rozwoju komorek hematopoetycznych.

Populacje komérek macierzystych stanowig prawidtowe komorki diploidalne,
niereplikujace, zatrzymane w fazie G0/Gj cyklu komérkowego. Ludzkie hematopoetyczne
komorki macierzyste, gdy sa w stanie ,,gtebokiego” spoczynku (faza Go), wykazuja
ekspresje antygen CD34, brak ekspresji markera Ki67, natomiast wejscie w cykl
komoérkowy indukowane przez cytokiny jest niezwykle trudne [5].

CD34 - MARKER KOMOREK HSC

Powszechnie uznanym markerem komoérek macierzystych jest antygen CD34.
Ekspresja tej czasteczki na powierzchni komaérek macierzystych szpiku kostnego jest
niewielka i dodatkowo obniza sie podczas réznicowania hematopoetycznego. Jedna z
przeszkod uzywania tego antygenu jako markera do sortowania komoérek, jest fakt, ze
ekspresja CD34 nie jest ograniczona jedynie do komérek macierzystych pnia, lecz
wystepuje rowniez na komérkach progenitorowych oraz w tkankach niehema-
topoetycznych. Co wiecej ekspresja CD34 na komérkach HSC wydaje sie byé
przejsciowa i odwracalna [4], Z badan Dao i wsp. [4] wynika, ze bardzo czysta
subpopulacja ludzkich komorek CD34 pozytywnych moze generowac zn vivo
powstawanie komodrek CD34 , ktore po transplantacji wykazujg ponowng zdolno$é
tworzenia komdrek CD34+ Sato i wsp. [41] uwazaja, ze ekspresja CD34 moze by¢
odbiciem stanu aktywacji tych komérek. Jesli wiec ludzkie komorki HSC moga mieé
fenotyp CD34’ i CD34, zaczeto poszukiwaé markerdw, ktore pozwolityby na ich
identyfikacje. Wydaje sie, ze kryterium to mogtaby spetniac glikoproteina CD 133, ktorej
ekspresje stwierdza sie na komérkach CD34+CD38 oraz na niektorych progenitorach
CD38t [50]. Jedynie 0,2% komorek o fenotypie Lin CD34~CD38~ wykazuje ekspresje
CD 133, dlatego sugeruje sig, ze antygen CD 133 moze by¢ nawet lepszym wskaznikiem
komoérek HSC niz CD34 [9].

Mimo wymienionych zastrzezen antygen CD34 uwazany jest nadal za najbardziej
pozytywny marker ludzkich HSC oraz komérek progenitorowych.
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GENI BIALKO CD34

Ludzki gen CD34 skiada sie z 8 eksonow o diugosci 27 kpz, w locus
chromosomowym #g32. Funkcja genu CD34 nie jest znana, chociaz jego lokalizacja z
innymi znanymi czgsteczkami adhezji sugeruje cytoadhezyjngroleCD34 [12]. Region
ten zawiera rowniez geny pewnych sktadowych uktadu dopetniacza, takie jak: L-
selektyny/P-selektyny, E-selektyny, lamininy [32 - wtoknistej glikoproteiny, bedacej
elementem bton podstawowych i grupe genéw RNA [21].

Dotychczas nie ma danych na temat rearanzacji w obrebie genu CD34, nawet w
komérkach ostrej biataczki limfoblastycznej, gdzie ekspresja CD34 jest szczegdlnie
wysoka. Nie ma rowniez doniesien o ewentualnych rearanzacjach oraz o punktach
mutacyjnych w locus CD34 w jakimkolwiek innym nowotworze.

Dwie formy biatka CD34
jako wynik alternatywnego sktadania mRNA CD34

Produktem transkrypcji genu CD34 sg dwa rodzaje mMRNA CD34, pochodzace z
alternatywnego mechanizmu sktadania i co za tym idzie dwie formy przezbtonowego
biatka CD34. Jeden rodzaj mRNA CD34 zawiera eksony od 1 do 8 i koduje biatko o
petnej diugosci. U cztowieka jest ono ztozone z 385 aminokwasOw i ma mase
czasteczkowa~110 kD [27]. Drugi rodzaj mMRNA wywodzi sie z insercji dodatkowego
eksonu, tzw. eksonu X zawierajgcego kodon stop. U ludzi ma on dtugo$¢ 194 pz i jest
wstawiany pomiedzy ekson 7 i 8. W wyniku translacji powstaje biatko z krétsza
cytoplazmatyczng domeng, zawierajacg jedynie 16 aminokwasow, w poréwnaniu z
petng domeng obejmujaca region 73 aminokwasow.

Pozakomodrkowy region NH, silnie glikozylowany, identyczny w obu biatkowych
formach, jest kodowany przez ekson 4 i 5. Region ten zbudowany jest z 258 aminokwasow,
zawiera 6 reszt cysteinowych, z homologigdo btonowej nadrodziny immunoglobulinowej
(1g). Ponadto pozakomérkowa domena CD34 zawiera dwie sekwencje adhezji. Pierwsza
z nich odpowiada sekwencji aminokwasowej VTXG, a druga - sekwencji adhezyjnej,
ztozonej z 10-aminokwasowego regionu RNIAEIIKDI. Potranslacyjna modyfikacja tego
regionu CD34 polega na przyfaczeniu reszt kwasu sialowego.

Eksony 7 i 8 kodujg region COOH i domene przezbtonowg [21]. Region ten ma
bardzo wysoki stopier podobienstwa miedzygatunkowego (ponad 90% u cztowieka,
myszy i psa), a wysoka konserwatywnos¢ sugeruje funkcjonalne znaczenie tego regionu.
Insercja eksonu X pomiedzy ekson 7 i 8 powoduje powstanie réznicy w budowie
wewnatrzkomaérkowego regionu biatkowego. Forma krétsza nie ma domen
zawierajacych wiele potencjalnych miejsc fosforylacji treoniny i tyrozyny, w tym
docelowego miejsca dla biatkowej kinazy C (PKC). Zostaje zachowane jedynie miejsce
fosforylacji seryny. W formie dlugiej mozliwa jest potranslacyjna modyfikacja
wszystkich wymienionych miejsc. Sugeruje sie, ze z tego powodu moga wynikac
ewentualne funkcjonalne réznice obu biatek.
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RYCINA 1.Struktura antygenu CD34 (schemat ten byt publikowany przez: Krause DS., Facler MJ,
Civin Cl, May WS ,,CD34: Structure, biology, and clinical” Blood 1996;87:1-13 utility™)
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Fragmenty przezbtonowe obydwu form biatkowych sa identyczne i sktadaja sie z 23
aminokwaséw. Podobnie sekwencje sygnatowe, zbudowane z 31 aminokwaséw,
réwniez nie wykazujg zadnych strukturalnych réznic miedzy forma petna i skrécona
21].
: ,]Analiza RT-PCR wykazata, ze prawidtowe ludzkie komorki szpiku kostnego zawierajg
obydwie formy transkrypcyjne CD34. Poniewaz znaczenie tych dwdch form nie jest
jasne, sugeruje sig, ze ekspresja moze zmieniac sie zgodnie ze stanem réznicowania
komorek CD34+. Interesujacy jest fakt, ze w komérkach CD34+, od trzech badanych
chorych na ostrg biataczke szpikowg (AML), wykazano ekspresje tylko petnej formy
mRNA [26].

Regulacja transkrypcji genu CD34

Mechanizm regulacji ekspresji genu CD34 nie jestjeszcze dobrze poznany. Wiadomo,
ze regulacja ma miejsce na poziomie transkrypcji i potranskrypcji. Region promotora
ludzkiego genu CD34 nie zawiera klasycznych sekwencji TATA lub CAAT i podobnie
jak region 3' wzmacniacza jest niewystarczajgcy do regulacji transkrypcji. W
przeciwienstwie do innych hematopoetycznych genéw [45] nie wystepuja zadne
konserwatywne sekwencje lub elementy regulatorowe w poblizu promotora lub regionu
5’ nieulegajgcego translacji (UTR) [17, 39]. Okuno i wsp. [28] twierdza, ze w regulacji
transkrypcji CD34 zaangazowane sg elementy dystalne, tj. regiony pomiedzy-18 do-
10 kb i/lub +17 do +26 kb ponizej genu CD34. Zawierajg one istotne sekwencje dla
ekspresji ludzkiego genu CD34 in vivo, do ktérych przytaczajg sie kluczowe elementy
regulatorowe.

Sekwencje genomowe powyzej miejsca startu transkrypcji zawierajg miejsca
wigzania dla c-Myb, Ets-2, MZF-1 [21], [17] i NFY [39].

Woprawdzie, ekspresja CD34 w pierwotnych komdrkach hematopoetycznych
pecherzyka zo6ttkowego i komdrkach Srodbtonka nie zalezy od obecnosci c-Myb, to
jednak ostateczna hematopoeza wymaga bezwzglednie jego obecnosci [18].

Produkt genu c-Myc, odgrywajacy istotng role w prawidtowym wzroscie i rozwoju
wiekszosci typow komdrek proliferujacych, jest rowniez aktywny w komérkach CD34
pozytywnych. Produkt c-Myc wigze sie z DNA powyzej sekwencji kodujgcej CD34
podobnie jak czynniki transkrypcyjne SP-1, c-EBP i Pul. MZF-1, biatko o konfiguracji
palca cynkowego wigze sie do promotora CD34 w linii komoérek hematopoetycznych i
podtrzymuje ekspresje w progenitorowych komérkach mieloidalnych.

Regulacja transkrypcji moze by¢ réwniez warunkowana zmiang struktury
chromatyny. Potencjalnym mechanizmem regulacji transkrypcji jest metylacja regionéw
bogatych w CpG na granicy pierwszego egzonu i intronu. Region ten jest hiper-
metylowany w dwadch liniach komérkowych €D34 i niemetylowany w liniach
komdrkowych CD34",

Regulacja potranskrypcyjna moze mie¢ zwigzek z niestabilnoscig mMRNA CD34.
Potokres zycia transkryptu okreslony na 4,5 godziny moze ulega¢ skréceniu na skutek
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wystgpienia wielokrotnych kopii motywu ATTTTTA w regionie 3" UTR. Sekwencje
bogate w AT sg powszechnie zwigzane z niestabilnoscig mMRNA .

Ponadto potranskrypcyjny mechanizm moze prowadzi¢ do hamowania ekspresji
CD34 na skutek nieprawidtowej transkrypcji. Takg nieprawidtowg transkrypcje
wykazano w liniach komérek CD34 . W ludzkim genie CD34 na korncu 5'UTR,
bezposrednio powyzej miejsca startu translacji jest region bogaty w GC, ktory
predestynuje do powstania struktury drugorzedowej i petli petnigcej role regulacyjng
w transkrypcji lub w translacji. Z reguly jest to represja translacji. Wskutek tego,
komoérkom szybko brakuje powierzchniowej czasteczki CD34 nawet wowczas, gdy
MRNA CD34 jest wykrywany.

Funkcja sialomucyny CD34

Czasteczka CD34 jestjedngz szesciu (obok CD43, CD45RA, CD 162, CD 164, PCLP-1)
obecnie znanych, w rodzinie sialomucyn. Dokfadna funkcja sialomucyny CD34 nie jest
wyjasniona. Ekspresja ludzkiej czasteczki CD34 w hematopoetycznych komérkach myszy
sugeruje role CD34 w adhezji do mikrosrodowiska podscieliska. Pomimo iz mechanizm
mobilizacji komérek macierzystych do zasiedlania nadal jest niejasny, uwazasie, ze cytokiny i
czasteczki adhezyjne maja swoj udziat w adhezji komoérek CD34+ do innych komérek oraz do
komponentéw matrix podscieliska szpiku [19]. O roli biatka CD34 w adhezji moze Swiadczy¢
pozakomorkowy N-terminalny region podobny do leukosialiny (sialoforyny) - CD43.
Leukosialina obecna na ludzkich leukocytach, oprécz adhezji odgrywa role w aktywacji
komorkowej. Zaréwno CD34 i CD43 sg substratami dla fosforylacji przez PKC. Badania
Tada i wsp. [44] dowiodty, ze obydwie wymienione sialomucyny moga aktywowaé wspélng
droge przezbtonowej sygnalizacji, przez fosforylacje tyrozyny niereceptorowych kinaz Lyn i
Syk oraz biatek pp60, pp69 i pp77. Fosforylacja tajest specyficznie indukowana przez krzyzowe
wigzanie CD34 lub CD43. Ustalono, ze obydwie czasteczki zawierajg niektore identyczne
sekwencje aminokwasowe w domenach przezbtonowych. Stad jest mozliwe, ze wspolny
sygnat zewnatrzkomdrkowy transdukcji moze wspétdziataé z antygenami CD34 i CDA43,
inicjujac reorganizacje F-aktyny i poprzez to aktywowaé fosforylacje tyrozyny.

Wykazano réwniez pewne podobienstwo N-tcrminalnego regionu CD34 do czasteczki
CD45. Antygen CD45 jest przezbtonowg glikoproteing o aktywnosci fosfatazy
tyrozynowej, wystepujgcej na powierzchni wszystkich jgdrzastych komérek hemato-
poetycznych oraz na erytrocytach. Fosfataza CD45 jest waznym ogniwem mieedzy
receptorem btonowym limfocytéw B i T a przemiang fosfatydyloinozytolu i pow-
stawaniem wtdrnych przekaznikow. Antygen ten jest niezbedny w procesie aktywacji
limfocytow B i T oraz komérek NK i makrofagéw. Nie wiadomo jednak, czy podobng
role petni czasteczka CD34.

L-selektyna (CD62L) - limfocytowy receptor zasiedlania moze wigza¢ antygen
CD34, ktorego ekspresje obserwuje sie na komoérkach wysokiego $rédbtonka naczyn
(HEV) w weztach chlonnych. Wigzanie to jest specyficzne dla kwasu sialowego i
zalezne od jonéw Ca?+.Fakt ten dowodzi roli antygenu CD34 w adhezji komdrkowej.
Komorki HSC, CD34+ moga lokalizowac sie w réznych miejscach w szpiku, w wyniku
wigzania sie do czasteczki L-selektyny. Pierwszy etap interakcji komérka-komérka to
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wigzanie CD34 i L-selektyny. Drugi moze angazowac silne wiazanie integryny (np. VLA-
4) na komodrce CD34+do jej ligandu - VCAM-1 na komorkach podscieliska szpiku
[37], Komérki HSC i komorki progenitorowe zatrzymane w ten sposéb w krazeniu
mogag nastepnie przechodzi¢ proliferacje i dojrzewanie. Krazgce komoérki CD34+
wykazuja nizszg ekspresje VLA-4 w poréwnaniu z komoérkami CD34+ bytujagcymi w
szpiku kostnym. To sugeruje, ze uwolnienie komorek CD34+ i ich zdolnos¢ do krgzenia
jest uzaleznione od obecnosci i poziomu ekspresji receptora VLA-4 [37]. Znaczaca
redukcje funkcji receptora VLA-4 wykazano w komdrkach CD34+ krwi obwodowej
w poréwnaniu z komérkami w szpiku kostnym [23]. Funkcjonalny stan receptora VLA-
4 komoérek CD34+ moze by¢ zmieniany szybciej niz poziom ekspresji biatka na
powierzchni. Dane te sugeruja, ze modulacja stanu funkcjonalnego VLA-4 pocigga za
sobg mobilizacje komdérek CD34+ [19].

Silverman i wsp. [42] sugeruja, ze CD34 jest czasteczka sygnalizacyjng zaan-
gazowang w podtrzymywanie stanu fenotypowej plastycznosci w komérkach
niezréznicowanych. Ponadto czasteczki CD34 sg wiaczone w kontrolowanie organizacji
cytoszkieletu komorek, a zatem ich adhezji i migracji.

Hu i Chien [12] badali role cytoplazmatycznych domen czgsteczki CD34 (formy
petnej i skréconej) w adhezji komorkowej i w sygnalizacji proliferacji w komoérkach
hematopoetycznych. Uzyskane wyniki dowodza ze cytoplazmatyczna domena CD34
jest wymagana do transdukcji sygnatéw adhezji komdrkowej, uczestniczac w aktywaciji
istniejacej drogi sygnatowej LFA-I/ICAM-1. Jednoczesnie nie wykluczajg mozliwosci
istnienia niezidentyfikowanych jeszcze czasteczek adhezji, ktore réwniez uczestniczag
w tym procesie. Mechanizm, poprzez ktéry kompleks LFA-I/ICAM-1 kooperuje z
CD34 w adhezji komorkowej, jest nieznany.

Cytoplazmatyczna domena czasteczki CD34 w proliferacji komdarek wydaje sie nie
zawiera¢ niezbednych elementéw do transdukcji sygnatéw proliferacji komorek
hematopoetycznych [12]. Wcze$niejsze badania wskazuja na role skrdconej i peinej
izoformy biatka CD34 w konncowym roznicowaniu komorek mieloidalnych zatrzymujac
je lub nie w stanie niedojrzatym. Fackler i wsp. [8] stosujgc interleukine-6 (11-6) lub
biataczkowy inhibitor (LIF) obserwowali szybkie obnizenie endogennego mRNA CD34
po indukcji réznicowania mysich, biataczkowych, mieloidalnych komoérek ML. Spadek
ekspresji MRNA CD34 byt skorelowany z réznicowaniem blastéw do morfologicznie
dojrzatych i funkcjonalnie aktywnych makrofagéw. Zjawisku temu towarzyszyta
ekspresja skroconej formy domeny cytoplazmatycznej biatka. Natomiast forma petnej
dtugosci biatka CD34 wystepowata w komoérkach M1, w ktérych program koricowego
réznicowania byt zablokowany. Komorki te jako promonoblasty nie byty zdolne do
nabywania fenotypu dojrzatych makrofagéw i przeprowadzania fagocytozy [8].

Watt i wsp. [48] sugerujg ze czasteczka CD34 jest funkcjonalnie wspierana przez
sialomucyne CD 164, ktéra kooperuje w adhezji komoérkowej do podscieliska szpiku
kostnego oraz hamuje proliferacje komdrek macierzystych i progenitorowych - CD34
pozytywnych. McGuckin i wsp. [24], stosujac wysoko-rozdzielczy laserowy mikroskop
konfokalny, badali powierzchniowg lokalizacje obu czgsteczek, szczego6lnie istotnych
dla transplantacji. Badania te zgodne z wczesniejszymi doniesieniami [52] dowiodty, ze
obydwie czasteczki wykazuja ekspresje na pojedynczej komorce i dowodzgroli CD34 i



ANTYGEN CD34 | KOMORKI CD34 POZYTYWNE 293

CD 164 w zasiedlaniu, inhibicji cyklu komérkowego, adhezji do podscieliska szpiku kostnego
i/lub wzrostu i r6znicowania komérek HSPC CD34+. Autorzy nie wykluczajg wspotudziatu
réwniez czasteczki CD43 i innych czasteczek w tym procesie [24].

HETEROGENNOSC POPULACJI CD34 POZYTYWNEJ

Komérki CD34+ stanowig heterogenng populacje HSC, poniewaz obejmujgone takze
progenitory juz wczesniej ukierunkowane na rézne drogi réznicowania [22, 36]. W
ostatnich latach komorki macierzyste lokalizowano wsrdd roznych tkanek dojrzatych.
Coraz powszechniej uwaza sig, ze istnieje mozliwo$¢ samoodnowy tkanek catego ciata
i moze to by¢ raczej reguta niz wyjatkiem [ 11,14,38]. Uznany zostat poglad, ze komorki
macierzyste - CD34+, wystepujg w pewnych miejscach centralnego uktadu nerwowego
(CUN), co sprzyja regeneracji tkanki w naturalnym fizjologicznym procesie [32]. Nie
wiadomo wprawdzie, czy sgto te same totipotencjalne komérki macierzyste pozostate
po okresie embrionalnym, ktére zasiedlajg wszystkie samoodnawiajace sie tkanki, czy
tez kazda z komérek macierzystych jest potomstwem komorek, ktére maja juz
ograniczony potencjat rozwojowy, w koncu czy sgto komérki macierzyste wewnetrznie
zmienione przez réznicowanie [6, 29], Wyjasnienie tej zagadki komplikuje fakt, ze
hematopoetyczne komérki macierzyste krgzag w krwi (aczkolwiek w niewielkim odsetku
w warunkach prawidtowych) i nie mozna wykluczy¢, ze to one zasiedlajg tkanki.
Odroéznienie komdrek macierzystych krwio-pochodnych i tkankowo-specyficznych jest
obecnie niemozliwe [15,49]. Podczas prawidtowej hematopoezy, mata ilos¢ komérek
€D34 jest obecna w krwi obwodowej, co sugeruje kontynuacje migracji komérek
macierzystych pomiedzy szpikiem a innymi organami, takimi jak watroba lub $ledziona,
takze w zyciu pozazarodkowym [19]. Sanz i wsp. [40] udowodnili, ze w krwi pepowinowej
i krwi obwodowej ludzi dorostych krgza populacje CD34+CD19+ i CD34+CD10+, ktdre
ze wzgledu na ich fenotyp sg uwazane za progenitory komdérek B. Dodatkowa analiza
profilu ekspresji gendw potwierdzita ekspresje genéw wczesnego okresu réznicowania,
takich jak: Pax, RAG, TdT, CD79.

Rekonstytucja szpiku po chemioterapii lub aplikacja hematopoetycznych czynnikéw
wzrostu typu G-CSF, zapewniajg zrédta komoérek macierzystych do celéw terape-
utycznych (transplantacji) utatwiajg mobilizacje komoérek CD34+ do wyijscia ze szpiku
na obwdd. Mechanizm tego procesu jest nadal niewyjasniony.

Liczni uczeni podejmowali préby badania ekspresji pewnych genéw istotnych dla
hematogenezy. Phillips i wsp. [35] jako pierwsi wykorzystali technike mikromacierzy
do badania komérek macierzystych u myszy. Jednakze hematopoeza u cztowieka rézni
sie od hematopoezy u myszy, stad Steidl i wsp.[43] poréwnywali ekspresje 1185
prawidtowych, ludzkich genéw, komoérek HSC CD34+ obecnych w szpiku kostnym i w
krwi obwodowej. Celem badar byto okreslenie zmian transkrypcyjnych, ktére odgrywaja
role w regulacji samoodnowy, réznicowania, mobilizacji i migracji tych komérek.
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Analizowano geny kontrolujgce cykl komorkowy, takie jak: geny cyklin, kinaz (w
tym kinazy biatkowej aktywowanej MAP-kinazg), inhibitory kinaz, geny kierujace cyklem
komdrkowym (w tym inicjatora wejscia w cykl zyciowy - czynnika transkrypcyjnego
E2F1), geny zaangazowane w replikacje DNA. Badano 150 genéw hormondw,
czynnikéw wzrostu, cytokin, chemokin i ich receptoréw. 38 sposréd nich wykazato
ekspresje. W grupie badanej byty geny receptora makrofagowego, specyficznego
czynnika stymulujgcego powstawanie kolonii (M-CSF-R), receptora typu 4 (CXCR4)
dla chemokiny CXC zw. tez SDF1, insulino-podobncgo czynnika wzrostu-wigzacego
biatko 2. Wszystkie wymienione geny wykazywaty od 2 do 3 lub 4 razy wyzszg ekspresje
w komorkach CD34+szpiku kostnego niz w komérkach CD34+ krwi obwodowej.

Natomiast komorki CD34’ krwi obwodowej miaty zwiekszong ekspresje genow
odpowiedzialnych za regulacje apoptozy, tj. receptoréw Smierci i zwiazanej z nimi kinazy
$mierci, genow kaspaz (3-ciej, 4-tej, 8-¢j), gendw kodujacych czasteczki powierzchniowe
zwigzane z adhezja, ekspresja genu receptora trombiny (PAR1), kinazy tyrozynowej
lyn, biatkowej kinazy C, kinazy theta, kinazy tec, cyklazy guanylowej (31. Obserwowano
w tych komérkach zwigkszong ekspresje GATA?2 i N-myc. Produkty tych genow wraz
z innymi czynnikami transkrypcyjnymi moga przyczynia¢ sie do zatrzymania
réznicowania, kragzagcych komérek CD34+, niezaleznie od ich stanu réznicowania.

Przyklady te, to tylko niektore z duzej listy badanych genéw. Autorzy podkreslaja,
ze analiza typu mikromacierzy, dzieki badaniu profilu ekspresji genéw pozwala na
odréznienie komorek €4pBdi kostnego od CD34+ krwi obwodowej. Jednoczesnie
podkreslaja, ze polimorfizm wymienionych genéw prawidtowych komérek CD34+ szpiku
kostnego jest znikomy.

Poréwnanie ekspresji gendw komoérek CD34+ szpiku kostnego i krwi obwodowej
na poziomie molekularnym potwierdza, ze komorki CD34+, rezydujgce w szpiku
kostnym, szybciej wchodza w cykl komdrkowy, podczas gdy krazace komérki €D34
stanowig liczniejszg populacje spoczynkowych komérek macierzystych/progeni-
torowych [43].

ZASKAKUJACA EKSPRESJA ANTYGENU CD34

O tym, ze ekspresja CD34 nie jest ograniczona do hematopoetycznych komérek
macierzystych, ale wystepuje na komdrkach innych tkanek, miedzy innymi na komdrkach
$rédbtonka matych naczyn krwionosnych, donoszono juz ponad 10 lat temu. Young i
wsp. [51] kontynuujac ten kierunek badar udowodnili, ze antygen CD34 istotnie wykazuje
ekspresje na $roédbtonku naczyn wszystkich organéw i tkanek nie tylko w zyciu
embrionalnym, ale réwniez pozazarodkowym myszy. Antygen CD34 towarzyszy
rozwojowi naczyn krwionos$nych na kazdym etapie, w stanach fizjologicznych i w
procesie rekapitulacji angiogenezy w guzach nowotworowych.

Jednym z pierwszych, zaskakujacych doniesien byto przedstawienie przez Drew i
wsp. [7] wynikéw badan wskazujacych na to, ze dojrzate potomstwa komdrek
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hematopoetycznych - mysie komoérki tuczne wykazujg na powierzchni ekspresje
antygenu CD34. Dlaczego utrzymana jest ekspresja biatka CD34 w komdrkach
ostatecznie zr6znicowanych, nie wiadomo. Autorzy twierdza, ze komorki tuczne myszy
z deficytem CD34 nie wykazuja/« vitro defektu dojrzewania, proliferacji i degranulacji.
Obserwacja ta wg autorow dowodzi bardziej subtelnej roli CD34 w funkcji komorek
tucznych. Spekuluje sig, ze czgsteczka CD34 sprawia, ze komorki tuczne sg bardziej
ruchliwe i dzieki temu bardziej efektywna jest ich migracja do zainfekowanych tkanek.

Udziat antygenu CD34 w dynamice komorek zdaja sie potwierdza¢ badania Tsukada
i wsp. [47] na komorkach ludzkich. Wykazali oni ekspresje antygenu CD34 na powierzchni
fibrocytéw, obecnych we frakcji monocytamej ludzkiej krwi obwodowej. Fibrocyty -
dojrzate komérki powstate z fibroblastow réwniez wykazujg zdolnos¢ ruchu.

W tym kontekscie obserwacja ta moze wyjasnia¢ mechanizm mobilizacji komérek €D34
przez G-CSF do wyjscia ze szpiku kostnego na obwad, albowiem ich bardziej spoczynkowymi
odpowiednikami, pozostajacymi w szpiku kostnym, sg przewaznie CD34 .

Stwierdzenie obecnosci markera wczesnego etapu réznicowania, jakim jest antygen
CD34, na powierzchni komorek dojrzatych, byto wielka niespodzianka. Fakt ten zmusza
do niezmiernie precyzyjnej charakterystyki fenotypowej komoérek HSC (np. wyko-
rzystujacej inne réznicujace przeciwciata), aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia
preparatow przeznaczonych do transplantacji innymi typami komdrek z ekspresja
antygenu CD34.

Poszukiwania kolejnych dojrzatych komérek CD34+ u ludzi sg w toku. Ten kierunek
badan kontynuuje wiele laboratoriéw na Swiecie, istniejg wiec podstawy, by oczekiwaé
dalszych zaskakujgcych wynikéw.
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Streszczenie: Mikrojadra powstaja w czasie mitotycznego podziatu komérki i wystepujg w cytoplazmie
komérki potomnej w poblizu jadra komérkowego. Gtéwnymi mechanizmami przyczyniajacymi sie
do ich tworzenia sg ztamania chromosomoéw i dysfunkcja aparatu mitotycznego. Mikrojadra moga
zawiera¢ cate chromosomy lub chromatydy, fragmenty acentryczne lub fragmenty chromatyd. Zaob-
serwowano zmiany w czestosci wystepowania i zawartosci mikrojagder w zaleznosci od choroby, pro-
cesu starzenia, dziatania réznorodnych czynnikéw $rodowiskowych. Analiza liczby i zawartosci mi-
krojader wykorzystywana jest do oceny stopnia uszkodzern chromosomow na poziomie pojedynczej
komorki i do okreslania podatnosci na choroby degeneracyjne i nowotworowe oraz okreslania stopnia
narazenia na czynniki srodowiskowe.

Stowa kluczowe: mikrojadra, cytochalazyna B, komérki dwujadrowe, aberracje chromosomowe, niesta-
bilno$¢ genetyczna.

Summary: Micronuclei are formed during mitotic cell division and they incidence in cytoplast of daugh-
ter cell near the nucleus. The two basic phenomena leading to the formation of micronuclei are chromo-
some breakage and disfunction of the mitotic apparatus. Micronuclei can contain whole chromosomes
or chromatids, acentric fragments or chromatid fragments. Several studies have shown that micronuclei
frequencies and their contents is changing and depents on diseases, aging process and different envi-
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ronmental factors. Analysis of micronuclei frequencies and their contents is used to measure chromosome
damage at the level ofsingle cell and to assess susceptibility to degenerative and malignant diseases and to
assess degree of exposure to environmental factors.

Key words: micronuclei, cytochalasin B, binucleated cells, chromosomal aberrations, genetic instability.

|. WSTEP

Mikrojadra sa utworzone przez cate chromosomy, ktére na skutek zaburzen
wrzeciona podzialowego nie przesuwajg sie do biegunéw dzielgcej sie komorki
i pozostajgw cytoplazmie. Powstajg takze z odtamanych fragmentéw chromosomow
lub chromatyd nieposiadajacych centromeru, tzw. fragmentéw acentrycznych, kt6re
niepotaczone z wrzecionem podziatowym pozostajgw cytoplazmie [15]. Mikrojadra
powstajgce spontanicznie sgwyrazem niestabilnosci genetycznej komérki, natomiast
mikrojadra indukowane odzwierciedlajg wrazliwos¢ komérki na indukcje uszkodzen
DNA i zdolno$¢ do naprawy tych uszkodzen [60].

Od poczatku lat osiemdziesiatych, prowadzone sg intensywne badania nad testem
mikrojadrowym (MN - micronucleus test) i jego zastosowaniem do analizy
nieprawidtowosci obserwowanych na poziomie cytogenetycznym oraz do oceny stopnia
uszkodzerh chromosomow na poziomie pojedynczej komorki.

1. MECHANIZM POWSTAWANIA MIKROJADER

Podstawowymi czynnikami przyczyniajgcymi sie do powstawania mikrojader
w komorkach mitotycznych sg ztamania chromosomow i dysfunkcja aparatu
mitotycznego. Opodznienie ruchu chromatyd i chromosoméw podczas anafazy powoduje
tworzenie mikrojader i jest uwazane za gtéwna przyczyne utraty chromosomaéw [12,
19]. Opdznienie ruchu chromosomu moze nastgpi¢ w wyniku zaburzen struktury
centromeru, uszkodzenia widkna wrzeciona kariokinetycznego lub zmniejszonej
produkcji tubuliny. Przerwane lub zniszczone wtékno wrzeciona lub brak tubuliny
prawdopodobnie wptywa na wszystkie chromosomy w sposob jednakowy, natomiast
dysfunkcja centromeru lub kinetochoru moze by¢ mechanizmem chromosomowo-
specyficznym. Wiadomo na przyktad, ze w nieaktywnych chromosomach X czeSciej
stwierdzana jest obecno$¢ wadliwego kinetochoru (patrz praca przeglagdowa [48]).

I11. ANALIZA MIKROJADER

W?zrost poziomu uszkodzehn DNA, ztaman chromosomow lub utraty chromosomow
jest waznym czynnikiem oceny ryzyka rozwoju nowotworéw [7] oraz choréb
degeneracyjnych zwigzanych ze starzeniem, takich jak np. choroba Alzheimera [43].
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Monitorowanie w komorkach cztowieka wczesnych zmian genetycznych wymaga
doktadnej, czulej, mozliwie tatwej i szybkiej metody. Wedtug Fcnech [22] analiza mikrojgder
powinna by¢ prowadzona w komodrkach, ktére ukornczyty jeden podziatjadra. Pozwala to
na okreslenie czestosci wystepowania spontanicznie powstajgcych mikrojader, jak i
czestosci wystepowania mikrojader indukowanych promieniowaniem lub zwigzkami
chemicznymi. Metoda pozwalajaca na identyfikacje takich komérek i oszacowanie
uszkodzenn DNA na podstawie analizy mikrojgder, okazata sie technika CBMN
{Cytokinesis block tnicronucleus assay). Umozliwia ona analize mikrojader w
komdrkach (dwujadrowych), ktére ukonczyty swdj pierwszy podziat in vitro po zadziataniu
okreslonego czynnika lub po inicjacji hodowlanej. lIdentyfikacja tych komdrek jest wazna,
poniewaz mikrojadra sg tworzone w czasie podziatu komdrki i doktadne okreSlenie czestosci
wystepowania mikrojader jest mozliwe jedynie w pierwszej pomitotyczncj interfazie.
Metodii opiera sie na zastosowaniu cytochalazyny B, ktéra hamuje powstanie bruzdy
podziatowej podczas anafazy i pozwala na rozréznienie komorek, ktére sie nie podzielity
(jednojadrowe) od tych, ktdre podzielity sie raz (dwujadrowe) i wiecej razy (wielojadrowe
komorki) [34], Cytochalazyna B jest inhibitorem polimeryzacji aktyny, wskutek czego
blokuje mitotycznacytokineze, ale nie blokuje podziatu jadra. Komorki, ktore przeszty
przez pierwszy podziat komérkowy po zastosowaniu cytochalazyny B zawierajg dwa
jadra [22], Technika ta wykorzystywana jest jako test in vitro w badaniach
genotoksycznosci oraz in vivo w badaniach skutkéw dziatania czynnikéw
genotoksycznych u ludzi. Pozwala ona na szybkie, tanie, powtarzalne i wiarygodne
przeprowadzenie oceny mutacji chromosomowych na duzej liczbie komérek, polegajacej
na okresleniu czestosci wystepowania mikrojgder w komérce [14], Materiatem do badan
sg najczesciej takie komarki, jak: limfocyty, fibroblasty oraz komdrki nabtonkowe.

Za pomocg testu mikrojadrowego mozna rowniez wykaza¢ obecnos¢ fragmentow
acentrycznych, ale nie moznastwierdzi¢, czy delccjc dotyczyty jednej, czy tez obu chromatyd.
Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, stosuje sie dodatkowe techniki barwienia. Barwienie
kinctochoréw lub barwienie centromeréw technikg FISH pozwala na rozpoznanie, czy
mikrojadro zostato utworzone przez fragment acentryczny oderwany od jednej badz obu
chromatyd, czy tez zostalo utworzone przez caty chromosom [15]. Dwie gtdwne klasy
mikrojader (zawierajace cate chromosomy lub chromatydy oraz zawierajgce fragmenty
accntrycznc) moga by¢ odréznione od siebie poprzez wykorzystanie hybrydyzacji in situ
(ISH) z sondami specyficznymi dla oc-satelitamcgo DNA wszystkich ludzkich chromosomoéw
[53]. W tym celu wykorzystuje sie technike FISH {Fluorescence in situ hybridization),
uzywajac sond molekularnych specyficznych dla regiondw centromerowych [1,4]. Uzywanie
sond pancentromerycznych, sondy centromerowcj specyficznej dla chromosomu X oraz Y,
pozwala na okreslenie udziatu w mikrojadrach fragmentéw acentrycznych, chromosomu
X, chromosomu Y i autosoméw [12, 19,37]. Zatem zastosowanie techniki FISH z sondami
specyficznymi dla centromeréw pozwala stwierdzi¢, czy mikrojadra powstaty
w wyniku liczbowych czy strukturalnych aberracji chromosomowych [3, 22, 35], Takze
sondy specyficzne dla sekwencji telomerowych pozwalajg precyzyjnie okresli¢ zawartosé
mikrojader. Jezeli w mikrojadrze uzyskamy sygnat centromerowy i sygnaty telomerowe
wowczas wiemy, ze zawiera ono caty chromosom. Obecno$¢ w mikrojgdrze jedynie
sygnatéw telomerowych oznacza; zZe-mikrojadro zawiera fragment acentryczny.
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Mikrojadra mogg zawiera¢ acentryczne fragmenty chromatydowe lub chromosomowe.
Identyfikacja poszczegblnych fragmentéw w mikrojgdrach jest mozliwa w drodze detekcji
sekwencji tclomerowych i ccntromcrowych z zastosowaniem techniki FISH (patrz praca
przegladowa [48]). Sondy specyficzne dla tych sekwencji sg takze wykorzystywane do
okreslania klastogcnncgo lub ancugcnicznego dziatania czynnikow.

Technika FISH wykorzystywana jest takze do identyfikacji rDNA, a w celu
uwidocznienia aktywnych regiondw organizatorow jaderka (NOR - Nucleolar
Organizing Regions) stosuje sie barwienie azotanem srebra. Techniki te pozwalaja
na rozréznienie mikrojader zawierajacych poszczegdlne cate chromosomy lub ich
fragmenty [24].

Ocena potencjatu genotoksycznego réznych zwigzkéw chemicznych wymaga
oszacowania mozliwosci indukowania aberracji strukturalnych (mutageny o dziataniu
klastogcnnym) i liczbowych (mutageny o dziataniu aneuploidogennym). Aneuploidie
sg gtéwna przyczyna niepowodzen rozrodczych, znaczny jest takze ich udziat w rozwoju
nowotworow. Dlatego wazne jest, aby kazdy wzrost czestosci wystepowania aneuploidii,
wynikajacy z narazenia na czynniki chemiczne byt rozpoznany i kontrolowany. Test
mikrojgdrowy zastosowany in vitro dla komdrek dwujgdrowych, umozliwia okreslenie
mozliwosci indukowania uszkodzeri chromosoméw przez czynniki chemiczne.
Przeprowadzono wiele badan w celu identyfikacji catych chromosoméw w mikrojadrach
limfocytéw, z zastosowaniem przeciwciat antykinetochorowych pozyskanych od
pacjentow z zespotem CREST (Calcinosis, Raynaud$ phenomenon, Esophageal
dysmotility, Sclerodactyly and Telangiectasia). Zastosowanie przeciwciat anty-
kinetochorowych do analizy zawartosci mikrojader, pozwala na identyfikacje mikrojader
zawierajacych i niezawierajacych kinctochor. Detekcja kinetochoru w mikrojadrach
jest wazna przy identyfikacji czynnikéw indukujacych powstawanie aneuploidii [49],

IV. ZAWARTOSC MIKROJADER

Utrata komorkowej informacji genetycznej w drodze tworzenia mikrojader
towarzyszy procesowi starzenia, réznorodnym chorobom, narazeniu na niekorzystne
czynniki $rodowiskowe. Prowadzono wiele badar nad oceng zawartosci mikrojader.
Przyktadem badan tego procesu jest praca Leach i wsp. [39], w ktorej okreslono
pochodzenie chromo-somowego DNA wigczanego do mikrojader stosujac technike
spektralnego karioty-powania (SKY —_Spectral karyotyping) i technike FISH. SKY
to technika cytogcnetyki molekularnej cechujgca sie duzgrozdzielczoscicii pozwalajgca
n¢i identyfikacje trudno zauwazalnych translokacjii chromosoméw markerowych oraz
na zdefiniowanie ztozo-nych aberracji chromosomowych, za pomoca sond specyficznych
dla poszczeg6lnych chromosomow cztowieka. Analizowano traktowane cytochalazyng
B hodowle limfocytéw trzech kobiet w wieku mtodym, $rednim i starszym. Metoda
spektralnego kariotypowania ujawnifa, ze wiekszos¢ przeanalizowanych mikrojader
majednolity, pojedynczy kolor, sugerujac, ze zawierajg DNA pochodzacy z pojedynczego
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chromosomu. Technika FISH z wykorzystaniem sond molekularnych specyficznych
dla regionéw centromerowych wykazata, ze wigkszo$¢ mikrojgder ma pojedynczy
sygnat centromcrowy. Cho¢ analiza metodg SKY wykazata, ze kazdy z 23 chromosoméw
moze by¢ obecny w mikrojadrach, to jednak chromosom X wystepuje w nich najczesciej.
Badania te potwierdzity hipoteze, ze wiekszo$¢ mikrojader stwierdzanych u danej osoby
zawiera DNA jednego i tego samego chromosomu.

U kobiet utrata chromosomu X w drodze tworzenia mikrojader dotyczy gtoéwnie
nieaktywnego chromosomu X [12, 55]. Nieaktywny chromosom X wykazuje szybsze,
zalezne od wieku, skracanie tclomerow niz jego aktywny homolog i autosomy cztowieka
[55], Przyspieszone skracanie tclomerow moze przyczynia¢ sie do nieprawidtowej
segregacji nieaktywnego chromosomu X. Skutkiem tego nieaktywny chromosom X
jest czesciej tracony w drodze tworzenia mikrojader niz jego aktywny homolog [54].

Wysoka czesto$¢ tworzenia mikrojader z chromosomem X u mezczyzn, majacych
chromosom Y i aktywny chromosom X wskazuje, ze chromosom X ma generalng
tendencje do eliminacji w drodze tworzenia mikrojader [10]. Czestej utracie w drodze
tworzenia mikrojader ulega takze chromosom Y. Zaréwno utrata chromosomu Y,
wystepowanie dodatkowego chromosomu Y, a takze czesto$¢ wystepowania mikrojader
z chromosomem Y wzrasta z wiekiem [11].

Przeprowadzono takze badania majgce na celu analize segregacji chromosomow
ptci w limfocytach krwi obwodowej kobiet i mezczyzn. Wykorzystano technike FISH
z zastosowaniem sond specyficznych dla regionéw centromerowych chromosoméw X
i Y. Wykazano, ze zaréwno u kobiet, jak i u mezczyzn czesciej dochodzi do
nieprawidtowej segregacji chromosomu X [12].

Zaangazowanie autosoméw w tworzenie mikrojader jest stabo poznane. Znacznie
czesciej mikrojgdra zawierajg chromosom X lub fragmenty accntryczne ([19]; patrz
praca przegladowa [61]). Jednakze, Fauth i wsp. [20] stosujgc technike malowania
chromosomow wykazali, ze w mikrojadrach oprocz chromosomu X i Y, czesto wystepuje
takze chromosom pary 9. Przyczyna jest prawdopodobnie duzy blok hctcrochro-
matynowy tego chromosomu.W wiekszo$¢ spontanicznie powstajgcych mikrojader
zawierajacych cate chromosomy, angazowane sgtakze chromosomy akrocentryczne.

V. WYSTEPOWANIE MIKROJADER W KOMORKACH
A NARAZENIE NA CZYNNIKI SRODOWISKOWE, CHOROBY,
PROCES STARZENIA I STYL ZYCIA

1. Czynniki srodowiskowe

Analiza liczby mikrojagder moze by¢ uwazana jako uzyteczny biomarker badania
skutkéw narazenia na czynniki genotoksyczne.

Dobrze poznane jest zjawisko wzrostu liczby uszkodzen chromosomoéw limfocytow
po narazeniu na promieniowanie jonizujace [30, 57], Promieniowanie indukuje rézne
formy uszkodzen chromosomow, obejmujgacych wzrost czestosci wystepowania
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mikrojader, a takze aberracji chromosomowych [13], Wykazano wiekszg czestos¢ wystepowania
mikrojader z ccntromerem po dtugotrwatym narazeniu na promieniowanie [57],

Garaj-Vrhovac i wsp. [24] wykorzystali test mikrojadrowy do analizy uszkodzen
DNA powstatych w wyniku dziatania ultradzwiekéw, u os6b zawodowo narazonych
na ich dziatanie. Oprocz techniki barwienia odczynnikiem Giemsy, zastosowali
dodatkowe techniki barwienia, jak barwienie DAPI oraz azotanem srebra. Wykazano
przewage mikrojader Ag-NOR dodatnich. Wskazuje to, ze chromosomy z grupy D
(13, 14, 15) oraz G (21,22), czyli chromosomy akrocentryczne, sg bardziej podatne na
uszkodzenia indukowane dziataniem ultradzwiekdw.

Whyniki badan nad wptywem pestycyddw na indukcje uszkodzern chromosomow,
prowadzonych przy zastosowaniu analizy liczby mikrojader, nie sagjednoznaczne. W
wielu pracach wykazano, ze nie obserwuje sie korelacji miedzy indukcja uszkodzen a
narazeniem na ztozone mieszaniny pestycydéw [29,41,50]. Z kolei w innych badaniach
stwierdzono, ze taka korelacja wystepuje [2, 18, 25, 28]. Nalezy tu jednak zauwazy¢,
ze wyniki badan dotyczacych narazenia na pestycydy in vivo rdznig sie miedzy soba,
gdyz na kazdym obszarze uzywana moze by¢ inna grupa pestycydéw zalezna od
uprawianej rosliny i od czynnikow $rodowiskowych. Pod uwage nalezy takze wziac¢
fakt, ze niepodlegajace kontroli warunki pogodowe moga wptywac na absorpcje
zwigzkéw chemicznych.

Badano réwniez wptyw czynnikow karcynogennych (1,3-butadien, styren, alkeny)
na czesto$¢ wystepowania mikrojader i aberracji chromosomowych, np. u pracownikéw
fabryki gumy. Czesto$¢ wystepowania mikrojader i aberracji chromosomowych byta znamiennie
wyzszaw grupie 0s6b narazonych niz w grupie kontrolnej. Stwierdzono, ze poziom uszkodzen
DNA i czestosé wystepowania mikrojader korelujg z liczbg lat pracy w fabryce [ 17].

Intensywnie badano réwniez zawarto$¢ mikrojagder w komoérkach cztowieka,
poddawanych dziataniu réznorodnych substancji in vitro. Wykazano, ze dziatanie okre$lonych
czynnikéw powoduje skutki chromosomowo-specyficzne. Stosujac technike FISH
analizowano czesto$¢ wystepowania spontanicznie powstajgcych i indukowanych mikrojader
oraz nondysjunkcji chromosomu pary 8 i chromosomu X w dwujgdrowych limfocytach
kobiet dwoch grup wiekowych (22-26 i 47-50 lat). Jako czynniki indukcyjne zastosowano
koleemid i winkrystyne. Dla identyfikacji chromosomdw w mikrojadrach zastosowano sondy
panccntromeryczne. W celu oszacowania udziatu chromosomu pary 8 i chromosomu X w
nondysjunkcji i w tworzeniu mikrojader, wykorzystano dwukolorowatechnike FISH z sondami
specyficznymi dla regionéw ccntromerowych tych chromosoméw. Stwierdzono, ze
mikrojadra zawierajgce cale chromosomy jak i fragmenty acentryczne chromosoméw
przewazajaw grupie kobiet starszych. W mikrojgdrach przewaznie wystepuje chromosom
X, a czestos¢ wystepowania nondysjunkcji wzrasta z wiekiem i dotyczy gtéwnie chromosomu
X. Koleemid i winkrystyna powodujg wzrost czestosci wystepowania mikrojgder i
nondysjunkcji chromosomu X i 8 w obu grupach [4],

W innych badaniach stwierdzono statystycznie istotng korelacje miedzy liczbg aberracji
chromosomowych w limfocytach i liczbg mikrojgder w komérkach nabtonkajamy ustnej
0s0b narazonych na dziatanie mutagendéw lub karcynogenéw $rodowiskowych [41,51],



MIKROJADRA W KOMORKACH CZLOWIEKA 305

2. Styl zycia

Alkohol wywiera mutagenny, karcynogenny i teratogenny wptyw na komorki.
Wykazano wzrost liczby uszkodzen chromosomoéw i zmian liczby chromosoméw
w limfocytach krwi obwodowej oséb uzaleznionych od alkoholu [32], W pewnych
badaniach okreslano nieprawidtowosci chromosomoéw w limfocytach oséb uzaleznionych
od alkoholu i 0séb nieuzaleznionych. Ocenie poddano zawarto$¢ mikrojader. Oparto
sie na analizie liczby mikrojgder potgczonej z technika fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ (FISH), z wykorzystaniem sond specyficznych dla regiondw centromerowych
chromosomow. Stwierdzono, ze czesto$¢ wystepowania mikrojgder w dwujadrowych
limfocytach wzrasta u 0séb uzaleznionych od alkoholu. Technika FISH ujawnita wzrost
u tych os6b czestosci wystepowania mikrojader z sygnatem centromerowym. U os6b
uzaleznionych od alkoholu nie wykazano natomiast zwigzku miedzy czasem uzaleznienia
a czestoscig wystepowania mikrojader bez/z sygnatem centromerowym. Uzaleznienie
od alkoholu moze by¢ czynnikiem indukujgcym utrate chromosomoéw, co sugeruje
mozliwy aneugeniczny mechanizm dziatania alkoholu [42],

W badaniach dotyczacych wptywu palenia tytoniu stwierdzono, ze czynnik ten nie
powoduje wzrostu czestosci wystepowania mikrojader [8, 9]. Thierens i wsp. [56, 57]
nie zaobserwowali wptywu palenia tytoniu na czesto$¢ wystepowania mikrojader z lub
bez centromeru. Ponadto w wielu przypadkach obserwowano u palaczy mniejsza
czestos¢ wystepowania mikrojader niz u oséb niepalagcych. W innych badaniach
wykazano wptyw palenia tytoniu na wystepowanie aberracji chromosomowych, ale
réwniez nie zaobserwowano zmiany w czestosci wystepowania mikrojader [5],

3. Proces starzenia

Wraz z wiekiem zdolnosci naprawcze komorek organizmu malejg. Liczne dane
sugeruja, ze mechanizm lezacy u podstaw procesu starzenia, obejmuje wzrastajgca
liczbe btedéw w mitotycznym podziale komérek, w poreprodukcyjnym etapie zycia,
a takze akumulacje uszkodzernh w DNA. Bolognesi i wsp. [6] wykazali, ze z procesem
starzenia wigza sie zmian