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W tym Zeszycie

Nagroda Nobla jest okazjg do dyskusji zastug naukowych nagrodzonych. W roku 2004 Nagro-
da z Chemii dotyczy osiggnie¢ w zakresie kontrolowanej, zaleznej od ubikwityny degrada-
cji biatek w komdrkach. Na stronie 3 przedstawiono sylwetki laureatow oraz przypomniano
opisane przez nich i przez innych autoréw funkcje ubikwityny, “znakujgcej” biatka prze-
znaczone w komérce do proteolizy w proteasomach.

Biatka STAT sg czynnikami transkrypcyjnymi biorgcymi udziat w przekazywaniu sygnatow w
komorce, czesto z receptorow cytokin. W przebiegu raka jelita grubego szczeg6lng role
odgrywajg biatka STAT1 i STAT3. Wiecej na ten temat znajdzie Czytelnik na stronie 23.

Przemiany nukleotydéw podczas proceséw morfogenetycznych u roslin: dojrzewania zarod-
kow, kietkowania nasion, rozwoju pedu i organéw magazynujacych opisano na stronie 37.
Przedstawiono réwniez wptyw czynnikéw $rodowiska na ten metabolizm.

Czytelnik znajdzie dwa artykuty dotyczace leczenia nerwiaka zarodkowego, neuroblastoma
(strony 59 i 97). Przedstawiono mozliwosci wykorzystania czynnikéw molekularnych i
cytogenetycznych w ustalaniu strategii leczenia i rokowania chorych na ten nowotwor.
Omowiono réwniez dane literaturowe dotyczace immunoterapii neuroblastoma.

Ludzki wirus cytomegalii (HCMV) ma zdolno$¢ do przetrwatego zakazenia (latencji) w komor-
kach gospodarza. Wirus moze podlega¢ reaktywacji, podczas ktorej uposledza odpowiedz
uktadu immunologicznego, np. przez blokowanie prezentacji antygenow, wptyw na sie¢
cytokin, hamowanie aktywnosci komdérek NK. Wiecej informacji na ten tematjest na stro-
nie 77.

Cze$¢ obecnego zeszytu (strony od 111 do 138) zajmujag doniesienia przedstawione podczas
32. Konferencji Biologii Komorki na temat Zaburzen hematologicznych wieku podesziego.

Prof. dr hab. M.Olszewska prosi o nie nadsytanie prac w okresie maj-pazdziernik 2005
(remont Zaktadu).
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NAGRODA NOBLA Z CHEMII ZA 2004 ROK-
DOCENIENIE KONTROLOWANEJ, ZALEZNEJ
OD UBIKWITYNY, PROTEOLITYCZNEJ DEGRADACJI
BIALEK

NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY FOR 2004 - APPRECIATION
OF CONTROLLED, UBIQUITIN-DEPENDENT PROTEIN DEGRADATION

Barbara GRZELAKOWSKA-SZTABERT

Zaktad Biochemii Komdrki,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN

Streszczenie: W opracowaniu tym przedstawiono sylwetki i osiagniecia laureatéw nagrody Nobla w
dziedzinie chemii w 2004 roku. Przypomniano pierwszg opisang funkcje ubikwityny, czyli jej udziat w
kontrolowanej, zachodzacej przy udziale proteasomu 26S proteolizie biatek. Zasygnalizowano tez role
tego wszechobecnego biatka w regulacji innych proceséw komoérkowych.

Summary In the article three Nobel laureates in chemistry for 2004 and their achievements are presen-
ted. Their discovery of the first described function of ubiquitin, namely its participation in the control-
led protein degradation is shortly reviewed. Moreover, the role of ubiquitin in the regulation of other
cellular processes is shown.

Degradacja biatek i ich synteza, to dwa procesy niezmiernie istotne dla prawidtowego
funkcjonowania komoérek. W 2004 roku doceniono wieloletnie badania licznych grup
badawczych zajmujacych sie problemem kontrolowanej proteolizy biatek komérkowych
i uhonorowano nagroda Nobla z dziedziny chemii trzech badaczy - Avrama Hershko i
Aarona Ciechanovera z lzraela oraz Irwina Rose z USA - ,,za odkrycie zaleznej od
ubikwityny degradacji biatek?', procesu $cisle regulowanego i specyficznego w stosunku
do biatkowego substratu, jego lokalizacji komoérkowej i momentu, w ktérym ma nastapi¢
degradacja.

Irwin Rose urodzony w 1926 w Nowym Yorku w USA, pod koniec Il wojny
Swiatowej stuzyt jako radiomechanik w marynarce wojennej USA. Po wojnie
kontynuowat na Uniwersytecie w Chicago rozpoczete wczesniej studia w Washinghton
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State College. Nj 1952 roku uzyskat stopieh doktora w dziedzinie biochemii, a nastepnie
odbyt staze podoktorskie w Zaktadzie Medycyny Case-Western Reserve University w
Cleveland i w Zaktadzie Farmakologii Uniwersytetu w Nowym Yorku. W latach 1954—
1963 pracowat w Zaktadzie Biochemii w Yale Medical School, a od 1963 roku az do
momentu przejscia na emeryture w 1995 roku zwigzany byt z Fox Chase Cancer
Center w Filadelfii. Obecnie kontynuuje swoje badania, jako emerytowany profesor,
w Zaktadzie Fizjologii i Biofizyki w Medical College na Uniwersytecie Kalifornijskim
w Irvine. Od 1979 roku jest cztonkiem National Academy of Sciences, USA.

Avram Hershko urodzony w 1937 roku w Karcag na Wegrzech, od 1950 roku
obywatel Izraela, doktoryzowat sie w dziedzinie medycyny (1965) i biochemii (1969) w
Hadassah Medical School na Uniwersytecie Hebrajskim w Jerozolimie. Staz podoktorski
odbyt pod kierunkiem G. Tomkinsa w Zak}adzie Biochemii i Biofizyki Uniwersytetu
Kalifornijskiego w San Francisco, USA. Po powrocie do lzraela, od 1972 roku jest
profesorem w Instytucie Badawczym Nauk Medycznych im. Rodziny Rappaportow w
Izraelskim Instytucie Technologii (Technion) w Hajfie. W latach 1977-1978 pracowat w
laboratorium Rose'a w Filadelfii. Jest laureatem nagrody Weizmana ( 1987) oraz nagrody
Izraela (1994), najwyzszego cywilnego odznaczenia tego panstwa. Wraz z A.
Ciechanoverem i A. Varshavskim zostat w 2000 roku laureatem nagrody im. Alberta
Laskera za pionierskie badania prowadzace do odkrycia zaleznego od ubikwityny szlaku
degradacji biatek. Od 2003 roku jest cztonkiem National Academy ofSciences, USA.

Aaron Ciechanover urodzony w 1947 roku w Hajfie, uzyskat stopien doktora medycyny
w 1981 roku pracujac pod kierunkiem A. Hershko w lIzraelskim Instytucie Technologii
(Technion) w Hajfie. Staz podoktorski odbyt w laboratorium H. Lodisha w Massachusetts
Institute of Technology, USA, a od szeregu lat jest profesorem i dyrektorem Instytutu
Badawczego Nauk Medycznych im. Rodziny Rappaportdw w Izraelskim Instytucie Technologii
w Hajfie. Od 1987 rokujest takze wizytujgcym profesorem w Zaktadzie Pediatrii w Washington
University w St. Louis, USA. Jest laureatem nagrody lzraela oraz wraz z A. Hershko i A.
Varshavskim nagrody im. Alberta Laskera.

Zastuga powyzszych badaczy jest odkrycie i opisanie podstaw dziatania pozalizo-
somalnego proteolitycznego systemu degradacji biatek, w ktérym ulegajagproteolizie,
poza biatkami uszkodzonymi badz o nieprawidtowej strukturze, biatka biorgce udziat
w bardzo wielu procesach komdrkowych, w tym w regulacji cyklu komérkowego,
transkrypciji, reperacji DNA czy tez odpowiedzi immunologicznej. Elementem wspolnym
taczacym prace tegorocznych Noblistow jest ubikwityna. Niemniej jednak badania
kazdego z nich sa Scisle ukierunkowane, o czym najlepiej $wiadcza tytuty wyktadéw
noblowskich wygtoszonych na uroczystej sesji 8 grudnia 2004 roku.

+ Irwin Rose ,,How ubiquitin chains are made and unmade",

¢ Avram Hershko ,, The ubiquitin systemforprotein degradation and its roles in the
control ofcell division”

¢ Aaron Ciechanover "Intracellular proteolysis —from a vaque idea into the patient bed

W koncu lat siedemdziesiatych i poczatku osiemdziesigtych ubiegtego wieku Hershko
i Ciechanover, pracujgc w laboratorium kierowanym przez A. Rose w Fox Chase
Cancer Center w Filadelfii wykazali, ze w lizatach z retikulocytéw zachodzi zalezna
od ATP proteoliza biatek, w ktérej uczestniczy termostabilne niewielkie biatko globulame,
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nazwane poczatkowo APF-1 (ATP-dependent proteolytic factor 7), ktore nastepnie
okazato sie identyczne z odkryta kilka lat wczesniej ubikwityng. Ubikwityna, biatko
zbudowane z 76 aminokwasow jest, jak obecnie wiadomo, jednym z najbardziej
konserwatywnych biatek komérkowych i wystepuje w formie wolnej lub zwigzanej z
biatkami we wszystkich organizmach eukariotycznych. W latach 1980-1983 Rosg,
Hershko i Ciechanover zaproponowali i udowodnili hipoteze o udziale ubikwityny w
zaleznej od ATP proteolizie biatek [13,14]. Udokumentowali konieczno$¢ kowalentnego
dotaczenia ubikwityny, a wkasciwie taficucha zbudowanego z kilku ubikwityn, do biatka
majgcego ulec degradacji oraz wyizolowali i scharakteryzowali trzy aktywnosci
enzymatyczne El, E2 i E3, ktérych sekwencyjne dziatanie jest niezbedne do skierowania
biatka do proteasomu 26S, wielosktadnikowego kompleksu biatkowego, w ktérym ulega
ono proteolizie. W etapie pierwszym dziata enzym EIl, tzw. enzym aktywujacy
ubikwityne, i wowczas w procesie wymagajgcym ATP zostaje utworzone wysoko-
energetyczne wigzanie pomiedzy glicyngna C-koricu ubikwityny a cysteingw centrum
aktywnym El i powstaje intermediat EI-S- ubikwityna. Nastepnie zaktywowana w
ten sposob ubikwityna zostaje przekazana na biatko E2 zwane biatkiem przenoszacym
badz koniugujacym ubikwityne. Z biatka E2 bezposrednio lub czesciej przy udziale
biatka E3, tzw. ligazy ubikwitylowej, czagsteczka ubikwityny zostaje przeniesiona na
whasciwy biatkowy substrat. Powstaje wdwczas wigzanie izopeptydowe pomiedzy
zaktywowanym C-koncem ubikwityny i E-NH2 jednej z lizyn obecnych w biatku. Proces
ten powtarza sie az do momentu, gdy biatko zostanie naznaczone potaczonymi w tancuch
wieloma czasteczkami ubikwityny. Tak oznakowane biatko jest nastepnie rozpoznawane
przez proteasom 26S, w ktérym po odtgczeniu ubikwityny, dochodzi do rozfatldowania
i ostatecznej degradacji biatka. Zagadnienia te byty od szeregu lat i sa nadal omawiane
w wielu opracowaniach przeglagdowych [np. 3, 5, 31], w tym takze w polskich
czasopismach biologicznych [10, 26, 21,33].

Tak w szalenie uproszczonej postaci przedstawia sie schemat ubikwitylacji biatek,
ktéra w rzeczywistosci jestjednak znacznie bardziej skomplikowana. Do dzisiaj bowiem
poznano kilka enzymow E1, kilkanascie enzyméw E2 i kilka klas ligaz ubikwitylowych
E3, do ktérych zalicza sie juz blisko tysiac biatek. W czgsteczce ubikwityny obecne sa
4 reszty lizynowe, na ktérych mogg formowac sie taicuchy poliubikwitylowe. Jesli
nastepuje to poprzez Liz-48, a takze niekiedy Liz-29, to pocigga za soba skierowanie
biatek do proteasomu 26S. Natomiast utworzenie taricucha poliubikwitylowego w
potaczeniu z Liz-63 ubikwityny sprawia, ze w ten spos6b oznakowane biatka nie sg
degradowane, a biorg udziat w regulacji reperacji DNA, modulacji transkrypcji i
translacji, aktywacji réznych kinaz biatkowych czy tez wewngtrzkomérkowego
transportu biatek [31], Co wiecej wiadomo takze, ze podczas gdy do degradacji biatka
w proteasomie 26S koniecznajest obecno$é na nim tancucha ztozonego z co najmniej
czterech reszt ubikwitylowych, to monoubikwitylacja biatka lub modyfikacja przez
biatka ubikwityno-podobne skierowuje je do ré6znych kompartmentéw komaérkowych,
w tym takze do lizosoméw, w ktérych moga by¢ degradowane. Znane tez sg liczne
enzymy deubikwitylujace, a co wiecej wykryto w komdrkach szereg biatek pokrewnych
ubikwitynie, zdolnych do modyfikowania biatek i petnigcych dzieki temu wazne funkcije
regulacyjne [16, 23, 34 ].
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1. UBIKWITYNO-ZALEZNA DEGRADACJABIALEK

Zainteresowanie zalezng od ubikwityny degradacjg biatek zapoczagtkowane ponad
20 lat ternu trwa do dzisiaj. Wiele uwagi poswieca sie poszukiwaniom i identyfikacji
biatek degradowanych w tym systemie. Szczeg6lnie duzo badan, w ktérych uczestnicza
tez omawiani Noblisci, dotyczy proteolizy biatek regulatorowych cyklu komdérkowego
- cyklin, biatkowych inhibitoréw kinaz cyklino-zaleznych, biatek odpowiedzialnych za
rozpoczecie syntezy DNA czy tez precyzyjng segregacje chromatyd podczas mitozy.
Ich nieodwracalna degradacja jest bardzo istotna, gdyz pocigga za sobg jednokie-
runkowos¢ przebiegu cyklu [np. 9-11]. Réwnie intensywnie badana jest degradacja
biatek supresorowch, réznych czynnikow transkrypcyjnych czy tez wielu biatek
sygnatowych. Wiadomo bowiem obecnie, ze wszelkie zaburzenia funkcjonowania
systemu ubikwityna/proteasom 26S moga leze¢ u podtoza wielu schorzen i by¢ czesto
przyczyna nieefektywnosci stosowanych terapii. Utrata funkcji systemu moze prowadzié¢
do niepozadanej stabilizacji produktéw onkogendw (np. c-Myc, c-Fos, c-Jun, Src, biatko
wirusowe EIA) i w efekcie promowac transformacje nowotworowa. Natomiast
podwyzszona aktywno$¢ tego ukltadu moze powodowac destabilizacje biatek
kodowanych przez geny supresorowe (np. p53) czy inhibitory cyklu komérkowego
(P21/WAF1, p27). Ostatnio opublikowany nawet zostat artykut: ,,The ubiquitin system:
from basic mechanisms to the patient bed” [4], w ktorym podsumowano dotychczasowe
informacje o zaburzeniach tego uktadu w wielu nowotworach, chorobach neurode-
generacyjnych oraz chorobach o podtozu immunologicznym i infekcyjnym. Wyzwaniem
zatem staje sie opracowanie metod farmakologicznej interwencji w funkcjonowanie
uktadu ubikwityna/proteasom 26S, miedzy innymi polegajacych na zastosowaniu
specyficznych, niskoczasteczkowych inhibitoréw proteasomu 26S [30] i enzymow
przeprowadzajacych ubikwitylacje [np. 28]. Mysli sie tez o precyzyjnym kierowaniu
wybranych biatek na droge proteolizy przy uzyciu syntetyzowanych chimerycznych
biatek adaptorowych [12].

Precyzyjna regulacja poliubikwitylacji moze zachodzié¢ na poziomie biatkowych
substratéw podlegajacych ubikwitylacji, efektywnosci ,,maszynerii ubikwitylujacej”, jak
réwniez zaleze¢ od dziatania samego proteasomu 26S. W znakomitej wiekszosci biatka
degradowane w uktadzie ubikwityna/proteasom 26S charakteryzuje obecno$é na N-
koncu czagsteczki tzw. degronow, czyli okreslonych sekwencji aminokwasowych
petnigcych funkcje destabilizujgce i zawierajgcych resztely lizynowe, do ktérej dotgczany
jest tancuch poliubikwitynowy. To zwrdcenie uwagi na znaczenie sktadu aminokwa-
sowego i struktury N-konca biatek dla ich stabilnosci (tzw. reguta N-korica) jest zastuga
A. Varshavskiego, jednego z wspo6tlaureatéw nagrody Laskera w 2000 roku [27], bardzo
zastuzonego badacza procesow ubikwitylacji, ktory zdaniem wielu biologéw réwniez
powinien sie znalez¢ wsrdd laureatéw nagrody Nobla.

Do precyzyjnego rozpoznania biatkowych substratéw przez enzymy ubikwitylujgce
przyczyniajg sie tez liczne modyfikacje potranslacyjne, z ktorych najczesciej opisywane
sg fosforylacja i hydroksylacja okreslonych reszt aminokwasowych. Utatwia ona lub
czestojest wrecz niezbedna do ich rozpoznawania przez odpowiednie ligazy ubikwitylowe,
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istotna jest takze acetylacja lub metylacja reszt lizynowych. Inng modyfikacjg biatek
przeznaczonych do degradacji w proteasomie moze by¢ tez dotaczanie do tych samych
miejsc, z ktorymi wigze sie ubikwityna, biatek pokrewnych ubikwitynie, takich jak np.
SUMO {small ubiquitin-related modifier) [5, 23, 34], W efekcie doprowadza to do
zmniejszenia podatnosci na ubikwitylacje tak modyfikowanych biatek i powoduje wzrost
ich stabilnosci. Z kolei o efektywnosci ,,maszynerii ubikwitylujacej”, czyli dziataniu
enzymow aktywujacych ubikwityne i dotgczajgcych jado biatkowych substratéw decyduje
poziom transkrypcji kodujgcychje gendw, jak tez roznego typu modyfikacje potranslacyjne,
w tym rowniez przez biatka pokrewne ubikwitynie, np. RUB {related to ubiquitin, znane
takze jako NEDDS8). Coraz lepiej tez poznawanajest budowa i funkcjonowanie proteasomu
26S oraz czynniki decydujgce o jego sprawnym funkcjonowaniu. Badania te sg bardzo
istotne ze wzgledu na czeste uposledzenie dziatania proteasomu 26S w wielu stanach
chorobowych, a takze podczas starzenia sie organizmoéw [2],

Czy poliubikwitylacja jest zawsze niezbedna do degradacji biatek w proteasomie?
Pytanie to staje sie coraz bardziej aktualne w $wietle wielu ostatnio pojawiajacych sie
danych, ktére wskazuja, ze w proteasomie 26S moze rowniez zachodzi¢ degradacja
biatek nieoznaczonych uprzednio ubikwityna. Przez wiele lat sztandarowym przyktadem
takiego biatka byta dekarboksylaza omitynowa, kluczowy enzym w biosyntezie poliamin
[17,29], ale wiadomo obecnie, ze takze dotyczy to np. inhibitora cyklu komérkowego
(biatka p21/WAFI), receptora limfocytow T ze zmutowanym (niezawierajgcym reszt
lizynowych), polipeptydowym faricuchem a, a takze biatka supresorowego p53, biatka
c-jun i wielu innych [19,29].

Pojawia sie zatem pytanie 0 spos6b rozpoznawania przez proteasom 26S biatek
przeznaczonych do degradacji. Badania tego zagadnienia sg trudne przede wszystkim
ze wzgledu na niestabilno$¢ zi vivo fancuchow poliubikwitylowych cietych przez obecne
w ekstraktach komérkowych enzymy deubikwitylujace. Jak juz wspomniano, faficuch
zbudowany z 4 reszt ubikwitylowych jest najkrotszym taricuchem zdolnym do wigzania
sie z proteasomem 26S i stanowi wystarczajacy sygnat do proteolizy potgczonego z
nim biatka. Sugeruje sie, ze odpowiednia tréjwymiarowa struktura taricucha i kombinacja
hydrofobowych regiondw w czgsteczkach tworzgcych go ubikwityn jest niezbedna do
wspotdziatania z niezidentyfikowanymi jeszcze w petni czynnikami rozpoznajgcymi
{cognate recognitionfactors), obecnymi prawdopodobnie na podjednostce regulatorowej
proteasomu 26S. Chociaz precyzyjnie nie wiadomo, wjaki sposéb nastepuje rozpoznanie,
to pewne jest, ze fancuch poliubikwitylowy jest czyms wiecej niz suma sktadowych
ubikwityn. Niesiony przez niego sygnat jest bardziej trwalty niz dawany przez
pojedyncza ubikwityne, a kolejne odszczepianie ubikwityn od tancucha daje wiecej
czasu na rozfaldowanie ,,trudnych” biatek czy tez usuniecie przeszkdéd uniemoz-
liwiajacych wejscie polipeptydu do proteasomu. Zaczyna sie docenia¢ enzymy
deubikwitylujace i traktowac je jako ,,czasowy regulator” degradacji [20].

Jak zatem sg rozpoznawane i wigzane przez proteasom nieubikwitylowane biatka?
Problem ten jest szeroko dyskutowany i wysuwanych jest szereg przypuszczen co do
mozliwych mechanizmow. Mysli sie przede wszystkim o udziale specjalnych biatek
adaptorowych. W przypadku dekarboksylazy omitynowej jest to dobrze poznane i
scharakteryzowane biatko - antyzym [6, 17]. Postuluje sie tez mozliwo$¢ bezpos-
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redniego oddziatywania nieubikwitylowanego biatka z okreslong podjednostka rdzenia
proteasomu 26S (biatko p21/WAFI), czy tez sugeruje zmiany allosteryczne w obrebie
samego proteasomu utatwiajace biatku dotarcie do jego katalitycznego centrum [19].
Sprawa pozostaje nadal otwarta i jest przedmiotem intensywnych badan.

Ale dotgczenie do biatka ubikwityny nie zawsze oznacza, jak obecnie wiadomo,
koniecznos$€jej interakcji z proteasomem. Ten ubikwitynowy sygnat rozpoznaje tez wiele
innych biatek, w ktérych wystepuja okreslone domeny - sekwencje aminokwasowe (np.
UIM- ubiquitin-associated motif), poprzez ktdre nastepuje bezposrednie wigzanie mono-
lub poliubikwitylowanych biatek, przy czym zazwyczaj silniejszejest ich powinowactwo do
tancucha poliubikwitylowego niz do pojedynczej ubikwityny. Do dzi$ opisano sze$¢ takich
domen o réznym skiadzie i strukturze, a sposob ich wigzania z ubikwitynajest przedmiotem
licznych badan [22]. Pojawiaja sie tez doniesienia 0 obecnosci w biatkach specjalnych
sekwencji aminokwasowych odpowiedzialnych za wigzanie SUMO.

2. NIESPODZIEWANE FUNKCJE UBIKWITYLACJI -
REGULACJATRANSKRYPCJI IENDOCYTOZY

Udziat ubikwityny w proteolizie biatek zdominowat dyskusje ojej innych funkcjach,
a sg one niezmiernie istotne dla prawidtowego funkcjonowania komoérek. Dotycza
bowiem wielu waznych proceséw, w tym regulacji transkrypcji, endocytozy i r6znego
typu oddziatywan pomiedzy biatkami. Niemozliwe jest omowienie w tym krotkim
opracowaniu tak bardzo ztozonych proceséw, chce tylko zwréci¢ uwage na te etapy w
ich przebiegu, w ktérych dotgczenie ubikwityny do okreslonych biatek moze mieé
znaczenie regulacyjne.

Transkrypcja genéw zachodzi w obrebie aktywnej euchromatyny, na stan ktérej
niebagatelny wpltyw majg histony, o ubikwitylacji ktérych wiadomo juz od lat
siedemdziesiatych ubiegtego wieku, a defacto, histon 2A byt pierwszym opisanym
ubikwitylowanym biatkiem (1977). Jednak o znaczeniu ubikwitylacji w modulowaniu
transkrypcji zaczeto mysle¢ pézniej, gdy okazato sie, ze histon 2A wystepuje w
nukleosomach w potgczeniu z ubikwityng. Obecnie wiadomo, ze i inne histony (H2B,
H 1) sgubikwitylowane i znajdowane w aktywnych transkrypcyjnie rejonach chromatyny
[15], Jest zatem niewatpliwe, ze ubikwitylacja histondw moze zmieniaé ich strukture i
ich wzajemne oddziatywania, jak rowniez oddziatywania z DNA i jest niezbedna do
powstania i utrzymania wiasciwej,” rozluznionej”, struktury chromatyny. W pewnych
sytuacjach moze takze utatwia¢ nastepcza metylacje histonéw i regulowaé w ten sposob
wyciszanie niektérych gendw.

Posredni udziat ubikwityny w regulacji transkrypcji wydaje sie oczywisty, jesli wezmie
sie pod uwagejej wptyw na stabilno$¢ biatek bioracych udziat w tym ztozonym procesie
[1,8, 18]. Polega on na ,,proteolitycznej obrébce” prekursoréw réznych aktywatoréw
i inhibitorow tego procesu, a takze przede wszystkim na promowaniu ich degradacji po
spetnieniu przez nie funkcji regulatorowych, aktywacji lub hamowania transkrypcji w
odpowiedzi na sygnat przesytany przez okreslony szlak sygnalizacyjny. Co wiecej
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badania ostatnich lat wykazaly, ze w czasteczkach bardzo wielu czynnikow
transkrypcyjnych domeny odpowiedzialne za interakcje z promotorami (TAD -
transcription activation domains) pokrywajg sie w duzym stopniu z regionami
decydujacymi o proteolizie (degronami) tych czynnikéw, a mutacje w domenie bioracej
udziat w aktywacji transkrypcji stabilizuja je. Niewatpliwie fakt ten ma znaczenie
funkcjonalne, chociaz jego mechanizm nie jest jeszcze dzisiaj w petni zrozumiaty.
Spekuluje sie, ze ubikwitylacja czynnika transkrypcyjnego po jego zwigzaniu z
promotorem moze stanowic nie tylko sygnat do jego degradacji, lecz jest takze niezbedna
do petnienia przez niego funkcji regulacyjnych [7].

Ubikwitylacji i degradacji w proteasomie 26S ulega takze, przynajmniej w komérkach
z uszkodzonym DNA, duza podjednostka polimerazy RNA I, jeden ze sktadnikéw
kompleksu transkrypcyjnego. Jej eliminacja umozliwia rekrutacje do uszkodzonego
miejsca, a nastepnie dziatanie systemu naprawczego i zatrzymanie transkrypcji az do
ukoniczenia naprawy [8]. Oznakowanie biatek ubikwityngnie zawsze jednak pocigga
za sobg bezposrednie skierowanie ich na droge degradacji. Tyczy to takze czynnikéw
transkrypcyjnych, ktérych ubikwitylacja badZz sumoilacja decyduje w znacznym stopniu
o0 ich cytoplazmatycznej lub jadrowej lokalizacji i dopiero pdzniejszej degradacji w
tych subkompartmentach komorkowych [24].

Nie tylko ubikwityna, ale takze niektdre podjednostki proteasomu 26S moga braé
udziat w regulacji transkrypcji. Dotyczy to zwiaszcza podjednostek wykazujgcych
aktywno$¢ ATP-az obecnych w podjednostce regulatorowej proteasomu 26S, ktore
podejrzewa sie o udziat w regulacji funkcjonowania polimerazy RNA 1l. Wysuwane
jest przypuszczenie, ze moga one bra¢ udziat w zaleznym od ATP rozfatdowywaniu
biatek i wywotywac reorganizacje kompleksu transkrypcyjnego w sposéb utatwiajgcy
jego dziatanie [7, 8].

Nalezy zdawacC sobie sprawe, ze udziat ubikwityny w regulacji transkrypcji nie
ogranicza sie tylko do promowania proteolizy okreslonych biatek. Przynajmniej w
przypadku kilku czynnikéw transkrypcyjnych udokumentowano bezposrednig modulacje
przez ubikwityne ich efektywnosci, dzieki czemu stato sie mozliwe ich wybidrcze
ukierunkowanie na aktywacje transkrypcji okreslonych gendw, zaleznie od skiadu
srodowiska hodowlanego. Klasycznym juz przyktadem tego typu regulacji jest modulacja
przez ubikwityne aktywacji transkrypcji przez drozdzowy czynnik Met4 [8]. Ponadto,
aktywnos$¢ PCNA, jadrowego antygenu proliferujgcych komérek, jest takze zwigzana
zjego ubikwitylacjg (poprzez Liz 63) badz sumoilacjg. W komorkach z uszkodzonym
DNA jest on mono-, a nastepnie poliubikwitylowany i wchodzi w skfad kompleksu
reperacyjnego, natomiast w komoérkach nieuszkodzonych jest sumoilowany i bierze
udziat w prawidtowej replikacji DNA [32].

Ubikwityna peini takze istotng role w endocytozie, zkozonym procesie internalizacji
wielu biatek btonowych. Liczne ligazy ubikwitylowe przeprowadzaja ubikwitylacje wielu
biatek btonowych, w tym biatek tworzacych kanaty jonowe czy tez receptoréw réznych
sygnatéw zewnatrzkomorkowych (czynnikéw wzrostowych, hormonéw) [12, 25].
Dotaczenie do biatek btonowych jednej lub dwoch czasteczek ubikwityny (poprzez Liz
63) jest wystarczajacym sygnatem do ich internalizacji w pecherzykach endocytamych.
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W przypadku biatek przeznaczonych do degradacji nastepny etap polega na skierowaniu
ich do lizosoméw, w ktérych ulegaja proteolizie, natomiast biatka predestynowane do
ponownego wbudowania w btone komorkowagpozostajgw btonach endosoméw. Szereg
ostatnich badan wskazuje, ze niektore biatka btonowe nie muszg by¢ ubikwitylowane,
zeby zosta¢ przemieszczone do wnetrza komorki. Ich internalizacja staje sie mozliwa,
dzieki interakcji z innymi ubikwitylowanymi biatkami (np. epsynami czy arestynami)
odpowiedzialnymi za prawidtowy przebieg endocytozy [ 15,25]. Ten typ modyfikacji
ma szczegoblnie duze znaczenie w przekazywaniu sygnatéw z receptoréw takich
czynnikdw wzrostowych, jak: np. naskérkowy czynnik wzrostu (EGF), czynnik wzrostu
hepatocytéw (HGF), ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF) czy tez hormon wzrostu (GH).
Czeste wystepowanie w komérkach nowotworowych mutantéw ligaz ubikwitylowych
pozbawionych aktywnosci powoduje, ze w takich komorkach receptory btonowe nie
ulegaja degradacji, a tym samym przedtuzony zostaje sygnat z receptora, co moze
przyczyniac sie do niekontrolowanego wzrostu komorek.

Monoubikwitylacji ulegaja tez biatka retrowiruséw, jak rowniez liczne antygeny, w
tym biatka gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej, MHC. Modyfikacja ta jest
konieczna badz do uwalniania wiruséw z zakazonych komorek badz tez do usuwania
bialek antygenowych z bton komérkowych. Tak wiec z kazdym rokiem powieksza sie
liczba biatek, ktorych dziatanie regulowane jest przez ubikwitylacje. Zagadnienie to
jest bardzo skomplikowane i zastuguje na odrebne opracowanie.

PODSUMOWANIE

Kariera ubikwityny, jako jednego z istotnych regulatoréw coraz wiekszej liczby
proceséw komorkowych, rozpoczeta sie niewiele ponad 20 lat temu. Okres ten przynidst
wiele odkryé¢, juz pozwalajacych na docenienie znaczenia procesu ubikwitylacji, chociaz
szereg zagadnien z tym zwigzanych wymaga dalszych badan. Nie wiadomo na przykiad
doktadnie, jak dotgczenie pojedynczej ubikwityny lub taticucha poliubikwitylowego
zmienia strukture tak modyfikowanych biatek, ich aktywnos¢, wspotdziatanie z innymi
biatkami w kompleksach czy tez lokalizacje wewnatrzkomdérkowa. Zbyt mato tezjeszcze
wiadomo o procesach deubikwitylacji biatek czy tez o dziataniu biatek pokrewnych
ubikwitynie. Nie mniej jednak wydaje sie juz niemal pewne, ze ubikwitylacja stanowi
rownie wazng modyfikacje biatek jak ich fosforylacja lub metylacja.
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AUTOFAGIA - NARZEDZIE PRZEZYCIA
CzY SMIERCI KOMORKI NOWOTWOROWEJ?

AUTOPHAGY - THE TOOL OF CANCER CELL SURVIVAL OR DEATH?

Monika LAMPARSKA-PRZYBYSZ, Tomasz MOTYL

Katedra Nauk Fizjologicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego

Streszczenie: Ostatnia dekada przyniosta znaczacy postep w poznaniu mechanizméw kontrolujacych
Smier¢ komorki. Zgromadzone wyniki sugeruja, ze apoptoza nie jest jedynym typem programowanej
$mierci komoérki (PCD). Komoérki moga ulega¢ procesowi autodestrukcji w rézny sposéb. Obecnie
wyréznia sie trzy typy PCD: typ | lub apoptoza, ktory zalezny jest od aktywacji kaspaz, typ Il czyli
autofagia oraz typ Ill, ktéry polega na rozpadzie komorki i jest niezalezny od procesu kondensacji
chromatyny oraz aktywacji lizosomoéw. Autofagia jest filogenetycznie bardzo starym procesem maja-
cym na celu degradacje biatek o diugim okresie péttrwania oraz usuwanie organelli komérkowych.
Wyréznia sie jej trzy gtéwne formy: makroautofagie, mikroautofagie oraz tzw. autofagie zalezng od
chaperonéw. W komoérkach ssakéw proces ten jest regulowany przez geny AUT i ATG. Beklina 1,
homolog drozdzowego biatka ATGS6 jest zaangazowana w transport substratéw do wakuoli autofagicz-
nych. Z kolei homolog biatka Atg8 jest lekkim tancuchem biatka zwigzanego z mikrotubulami (MAP |
LC3), ktére wystepuje na autofagosomach i jest obecnie uwazane zajedyny wiarygodny biochemiczny
marker autofagii. Autofagia jest z jednej strony procesem warunkujgcym zachowanie réwnowagi po-
miedzy biosynteza a rozktadem makroczasteczek, a przez to decydujagcym o przezyciu komorki. Z dru-
giej za$ strony autofagia jest narzedziem eliminacji komoérek nowotworowych droga programowanej
Smierci komorki typu Il, co wskazuje na jej role w hamowaniu nowotworzenia. Artykut ten stanowi
przeglad obecnej wiedzy na temat roli autofagii w komérkach nowotworowych oraz jej podwadjnej
funkcji jako narzedzia przetrwania lub smierci komoérki. Szczegbélng uwage poswiecono molekularnym
ogniwom #aczacym Sciezki apoptozy i autofagii w komérkach nowotworowych oraz mozliwosciom ich
sterowania na potrzeby terapii onkologicznej.

Stowa kluczowe: apoptoza, autofagia, beklina 1, katepsyna, BID, MAP | LC3, komoérki nowotworowe.

Summary: In the last decade a progress has been achieved in understanding the mechanisms which
control the cell death. Accumulating evidence suggest that apoptosis is not the only one type of pro-
grammed cell death (PCD). Cells use different pathways to active self-destruction process. There are
three types of programmed cell death (PCD): condensation prominent, type | or apoptosis, dependent on
the activity of caspases, type Il - autophagy prominent and type 11l occurring through disintegration of
cells into fragments without condensation and involvement of lysosomal system. Autophagy is a philo-
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genetically very old process, usually considered as a route of cellular proteins degradation and organelle
turnover, comprising macroautophagy, microautophagy and chaperone-mediated autophagy. APG and
AUT genes regulate this process in mammalian cells. Beclin 1, a homolog ofthe yeast autophagy protein
Atg6 is required for vacuolar transport and can induce autophagy in human cells. Another one homolog of
yeast Atg8 gene codes the microtubule-associated protein | (MAP 1) light chain 3 (LC3) which exists on
the autophagosomes and is currently the only reliable biochemical marker of autophagosomes. Autopha-
gy is beneficial for the maintenance ofthe balance between the biosynthesis and catabolism of macromo-
lecules and cell survival. On the other hand, autophagy is also involved in elimination of cancer cells by
triggering a non-apoptotic cell death program (PCD IlI), indicating its inhibitory role in tumor develop-
ment. This article reviews current knowledge on the role ofautophagy in cancer cells and its dual function
as a tool ofcell protecting or killing. Authors emphasized molecular links between apoptosis and autopha-
gy in tumor cells and possibility of their control for progression in anticancer therapy.

Key words: apoptosis, autophagy, beclin1, cathepsin, BID, MAP | LC3, cancer cells.

WPROWADZENIE

Jedng z gtdwnych przeszkod dla efektywnej radio- czy chemioterapii nowotworow
sg mutacje gendw supresorowych nowotworu i gendéw proapoptotycznych, ktére bardzo
czesto wystepujgw komérkach nowotworowych, szczeg6lnie nowotwordw ztosliwych.
Nowe trendy w lecznictwie onkologicznym, w postaci terapii genowej przywracajgcej
funkcjonalno$¢ powyzszych genéw, wraz z wprowadzaniem nowych, mniej toksycznych
dla zdrowych komorek lekow cytostatycznych, budzg nadzieje skutecznej walki z
nowotworami. Kolejng szansg w walce z rakiem jest poznawanie innych drog, poza
apoptoza, prowadzacych do $mierci komérek nowotworowych. Alternatywna do
apoptozy $miercig komdrki jest autofagia (autofagocytoza), tzw. programowana $mierc
typu Il [1-6]. Autofagia jest filogenetycznie starym procesem wykorzystywanym nie
tylko jako narzedzie $mierci, ale réwniez przezycia. Proces autofagii jest znany przede
wszystkim jako wewnagtrzkomorkowy system degradacji sktadnikéw cytoplazmy,
szczegOlnie biatek o dlugim okresie poHrwania przy udziale lizosoméw. Efekt tego
procesu jest zawsze ten sam - kompletna i nieodwracalna degradacja wielko-
czasteczkowych substratow do ich podstawowych sktadnikéw przy udziale enzymow
lizosomalnych [7-8]. Ponadto lizosomy w procesie autofagii biorg udziat w usuwaniu
organelli komérkowych, takich jak: mitochondria i peroksysomy czy tez fragmentéw
aparatu Golgiego i siateczki Srodplazmatycznej [9]. Proces ten moze by¢ takze bezpos-
rednio zaangazowany w $mier¢ komarek [10], Wydaje sie, ze rozmiar autofagii decyduje
ojej zyciodajnej badz $miercionosnej roli w komérce.

Na podstawie réznych drog kontaktu substratow z lizosomami wyrézniono trzy
gtéwne formy autofagii: makroautofagie, mikroautofagie oraz tzw. autofagie zalezng
od chaperondéw [7]. W czasie makroautofagii, sktadniki cytoplazmy majace ulec
degradacji zostajg otoczone poczatkowo pojedyncza, a nastepnie podwadjna, izolujaca
btona, tworzac autofagosomy o | pm srednicy. Nastepnie autofagosomy ulegaja
fuzji z lizosomami, co prowadzi do powstania autofagolizosomoéw, w ktérych zachodzi
ostateczny proces niszczenia ich zawartosci przy uzyciu lizosomalnych hydrolaz
[6,1-12], Natomiast w czasie mikroautofagii fragmenty cytoplazmy zostajg bezpo-
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Srednio otoczone przez btone lizosomalng i wnikajg do ich wnetrza na zasadzie
endocytozy. Trzeci typ autofagii wymaga obecnos$ci odpowiednich receptoréw na btonie
lizosomow, ktore to posredniczgw transporcie cytozolowych biatek do wnetrza lizosoméw
[1]. Selektywnos$¢ wigzania z receptorem zalezy od rozpoznania odpowiedniego
fragmentu sygnatowego w sekwencji aminokwasowej biatka poprzez cytozolowy
chaperon. Kompleks chaperon-substrat wigze sie bezposrednio z receptorem na btonie
lizosoméw. Natomiast drugi chaperon zlokalizowany wewnatrz lizosomu jest niezbedny
do translokacji substratu [13].

ROLA AUTOFAGII

Proces ten spetnia trzy gtowne funkcje:

1. Autofagiajest mechanizmem adaptacyjnym w przypadku gtodzenia. Usuniecie zré-
det aminokwaséw z pozywienia indukuje autofagie w réznych narzadach, np. w
watrobie. Ten sam efekt mozna obserwowa¢ w hodowlach komérkowych [3]. Roz-
kfad biatek poprzez autofagie umozliwia podaz aminokwaséw i innych skadnikow
niezbednych do utrzymania metabolizmu. Dlatego tez aminokwasy sg gtéwnymi
regulatorami tego procesu. Po usunieciu aminokwasow z pozywki autofagia jest
indukowana w ciggu kilku minut w komoérkach watroby. Po uptywie zaledwie 7-8
min moznajuz obserwowac powstawanie wakuoli degradujgcych. Catkowity czas
uptywajacy od formowania autofagosoméw do degradacji w autofagolizosomach
wynosi 0k.20 min [3].

2. Autofagia umozliwia zachowanie homeostazy cytoplazmy, poniewaz kontroluje pro-
ces usuwania peroksysomow, mitochondriéw oraz reguluje wielko$¢ siateczki $rod-
plazmatycznej [14].

3. Autofagia jest takze zaangazowana w niektére tkankowo-specyficzne procesy, ta-
kie jak: wewnatrzkomdrkowa biogeneza surfaktantu na powierzchni pneumocy-
téw 11, biosynteza neuromelaniny w dopaminergicznych neuronach czy tez w pro-
ces dojrzewania erytrocytow [3].

MOLEKULARNY MECHANIZM AUTOFAGII

Analiza ssaczych homologéw biatek drozdzy o istotnym znaczeniu dla procesu
autofagii (produkty genéw Aut - Autophagocytosis i Atg - Autophagy), pozwolita
wyr6zni¢ kilka biatek bezposrednio zwigzanych z btonami, bioracymi udziat w autofagii
[7], Formowanie autofagosomow jest zalezne od dwoch skoniugowanych systemow,
bedacych pozostatoscig po proteosomalnej Sciezce ubikwitynacji biatek [5,11]. Pierwszy
z nich angazuje cztery biatka Atg: 5, 7, 10, 12, gdzie Atg7 i Atg10 odgrywajg role
podobngdo tej, jaka petnigenzymy El i E2 podczas ubikwitynacji. Ostateczny kompleks
jest formowany przez Atg5- Atg 12, ktéryjest niekowalentnie zwigzany z biatkiem Atg 16.
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Multimeryzacja Atglé z kompleksem Atg5-Atgl2 jest wymagana, aby proces autofagii
maogt sierozpocza¢ [15]. Produkt drugiego systemu koniugacyjnego jest wynikiem potaczenia
kompleksu Atg8/Aut? z fosfatydyloetanoloaming[16], Jednym z ludzkich homologéw Atg8,
ktory jest zwigzany z systemem zaleznym od Aut7, jest biatko MAP | LC3 (Microtubule-
Associated Protein I Light Chain 3). Biatko to wystepuje na autofagosomach oraz btonach
izolujgcych [7,17-19], Lekki tancuch biatka LC3 ulega modyfikacji potranslacyjnej, ktéra
prowadzi do odciecia przez proteaze Atg4d 22-aminokwasowego fragmentu na C-korcu.
Nastepnie reakcje katalizowane przez Atg7 oraz Atg3 prowadza do przeksztatcenia tego
biatka z czgsteczki 0 masie 18 kDa (forma LC3-1) do 16 kDa formy LC3-I1, ktéra wigze si¢
z autofagosomami. llo$¢ LC3-11 jest bezposrednio skorelowana z liczbg autofagosomow, a
proces przeksztatcania formy LC3-1 do LC3-11 ulega wzmocnieniu po indukcji autofagii.
Dlatego tez biatko to jest obecnie jedynym wiarygodnym markerem tego procesu [17,20-
21]. Wzrost koncentracji tego biatka w komorkach ludzkiego raka sutka linii MCF-7
poddanych dziataniu kamptotecyny przedstawiono na rycinie !a.

Powstawanie autofagosomoéw jest takze zalezne od enzymu kinazy trifosforanu-
fosfatydyloinozytolu (PI3K klasa I11). Kinaza ta petni istotng role w czasie proliferacji
komérek oraz wewnatrzkomérkowego przemieszczania elementéw cytoszkieletu. Bierze
takze udziat w sekwestracji materiatu cytoplazmatycznego do wakuoli autofagicznych.
Enzym ten jest hamowany przez 3-metyloadening (3-MA), co prowadzi do zablokowania
tworzenia autofagosomow [22-23]. W komérkach ssakéw P13 kinaza jest rowniez
funkcjonalnie zwigzana z biatkiem bekling ! [24-25]. Beklina ! jest funkcjonalnym
homologiem drozdzowego biatka Atg6 i indukuje autofagie w kulturach komoérkowych
raka sutka. Ludzki gen beclin 1 w 40-70% nowotworéw sutka oraz jajnika ulega
monoallelicznym delecjom, co prowadzi do zahamowania jego funkcji jako ,,genu
autofagocytozy” [6,25]. Beklina | tworzy kompleksy z PI3 kinazg klasy Ill, ktore
mozna odnalez¢ w czesci trans aparatu Golgiego, co sugeruje, ze kompleks ten kontroluje
autofagie poprzez dostarczenie trifosforanu fosfatydyloinozytolu z aparatu Golgiego
do bton izolujagcych [12].

Kontrolowanie poziomu trifosforanu fosfatydloinozytolu poprzez fosfatazy, nalezace
do rodziny MTM (myotubularinfamily’), MTMR (myotubularinfamily relatedproteins)
oraz homologi PTEN, moze stanowi¢ jeden z mechanizmoéw odpowiedzialnych za
przebieg procesu autofagii [26]. Mutacje w obrebie genéw MTM i MTMR powodujg
powstawanie miopatii miotubulamych [27]. Wykazano, ze mutacje genu MTMR3,
odpowiedzialnego za ekspresje biatka hydrolizujgcego trifosforan fosfatydyloinozytolu,
powoduja akumulacje wakuoli autofagicznych [28].

Formowanie i dojrzewanie wakuoli autofagicznych jest takze zwigzane z funkcjg
cytoszkieletu. Filamenty posrednie tworzace sie¢ cytokeratynowa w hepatocytach,
prawdopodobnie petnig istotng role w tworzeniu autofagosomow. Uszkodzenie sieci
mikrofilamentéw przez cytochalazyne D powoduje z kolei zmniejszenie liczby auto-
fagosomow w komérkach nabtonkowych nerki [3]. To wskazuje, ze r6zne elementy
cytoszkieletu moga by¢ zaangazowane w formowanie autofagosomow.

Ostatnie badania wskazuja, ze Sciezka sygnatowa zalezna od mTOR (mammalian
Target OfRapamyciri) odgrywa kluczowa role w kontrolowaniu autofagii indukowanej
przez deficyt aminokwaséw, ATP oraz sygnaty hormonalne [6]. Tworzenie autofago-
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RYCINA 1. Wzrost stezenia biatka MAP | LC3 (a) oraz aktywnosci katepsyny B (b) w komérkach
ludzkiego raka sutka linii MCF-7 traktowanych kamptotecyna (inhibitor topoizomerazy DNA 1). MAP
| LC3 wyznakowano przeciwciatami sprzezonymi z Alexa 488 (zielona fluorescencja), DNA wybarwiono
7-aminoaktynomycynaD (czerwona fluorescencja). Aktywno$¢ katepsyny B badano przy uzyciu substratu
katepsyny B Magic Red firmy 1CN (czerwona fluorescencja)

somow jest takze zalezne od aktywnosci GTPaz. Polgczenie czasteczki GTP z trimerem
biatka Gi3 hamuje autofagie, natomiast zwigzanie tego biatka z GDP stymuluje
sckwestracje sktadnikéw cytoplazmy [3,6].

AUTOFAGIA W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

1. Autofagiajako mechanizm samoobrony

W odpowiedzi na niska radiacje komdrki nowotworowe kumulujg kwasowe organelle
pecherzykowe (AVO -Acielic Vesicular Organelles’), ktére wskazujana proces autofagii.
Formowanie AVO stanowi mechanizm samoobrony, ktéry zwieksza przezywalnosé
napromienionych komérek. Zablokowanie aktywnosci H ATPazy, ktéra odpowiada za
utrzymanie kwasnego pH w AVO, poprzez bafilomycyne Al, zwieksza wrazliwosc¢
komdarek raka sutka na napromienianie. To wskazuje, ze lizosomy moga by¢ zaanga-
zowane w lekooporno$¢ komorek nowotworowych i zablokowanie autofagii moze
zwiekszy¢ skutecznos¢ terapii [29].
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2. Autofagia w apoptozie

Formowanie autofagosoméw moze by¢ zwigzane z apoptoza zalezng od TNFoc, co
zostato zaobserwowane w ludzkich komdrkach biataczkowych. Zablokowanie tworzenia
autofagosomow przez 3-MA hamuje fragmentacje DNA oraz lize komdrki. Natomiast
inhibicja autofagii na pdzniejszym etapie nie dajc efektu ochronnego, co wskazuje, ze
sekwestracja materiatu cytoplazmatycznego jest konieczna w apoptozie indukowanej
przez TNFoc. Komérki, ktére przezywaja mimo indukcji apoptozy przez TNFoc,
wykazujg obnizong aktywno$¢ autofagiczna, co sugeruje, ze redukcja autofagii przedtuza
czas zycia komorek nowotworowych [3].

Z drugiej strony selektywna sekwestracja mitochondriéw w odpowiedzi na czynnik
apoptogenny chroni komorki przed uwalnianiem czynnikOw proapoptotycznych
(cytochrom ¢, AlF, Smac/DIABLO, Omi/Htr2). W tym przypadku proces autofagii
umozliwia komérkom ucieczke przed apoptoza. Autofagie uwaza sie za wczesng i
ochronng odpowiedz komorkowa na czynniki apoptogenne i kiedy proces ten przestaje
by¢ skuteczny proapoptotyczne czynniki pochodzace z mitochondriéw moga aktywowaé
apoptoze [30].

3. Autofagia-programowana $mier¢ komarki typu Il

Autofagia jako programowana $Smier¢ komorki typu Il zostata po raz pierwszy
opisana w komoérkach ludzkiego raka sutka linii MCF-7 traktowanych tamoksy-
fenem, w ktorych zaobserwowano powstawanie wakuoli autofagicznych [31]. Anty-
estrogen, jakim jest tamoksyfen, stymuluje ekspresje bekliny 1, co z kolei indukuje
proces autofagii. Ten typ $mierci w komorkach MCF-7 charakteryzuje sie redystry-
bucjg cytoszkieletu, przy jednoczesnej ochronie mikrofilamentéw i filamentéw po-
$rednich, nawet w komdrkach wykazujacych fragmentacje jadra [32], Ten typ
S$mierci wystepuje takze w komérkach, w ktorych zablokowana zostaje aktywnos$¢
kaspaz lub ekspresja biatek z rodziny Bcl-2 ulega modyfikacji. Wykazano, ze
inhibicja kaspaz nie chroni komorek Jurkat T przed Smiercig indukowang przez
Bax, poniewaz komorki te przelgczajg sie na $mier¢ drogq autofagii. Obecnos¢
Bax na powierzchni mitochondriéw moze sugerowac udziat tych organelli w $mierci
typu Il [3], Obnizenie aktywnosci biatka Bcl-2 w komorkach HL-60 indukuje
autofagie, ktéra nie wynika ze Smierci zaleznej od mitochondriéw. W tym przypadku
proces ten moze by¢ zalezny od aktywnosci bekliny 1, ktéra kontroluje autofagie
poprzez klase 11l kinaz P13 i oddziatuje z Bcl-2 [33].

Manipulowanie $miercig autofagolizosomalng moze stanowi¢ strategie w walce z
nowotworami poprzez aktywacje Sciezki sygnatowej zaleznej od biatek Ras, poniewaz
geny ras praktycznie nie ulegajg mutacjom. Wprowadzenie mutacji w obrebie tych
genow indukuje autofagie komorek raka zotadka oraz glioblastoma w drodze niezaleznej
od kaspaz i nadekspresji Bcl-2 [10]. Apoptoza i autofagia sg prawdopodobnie
ewolucyjnie powiazanymi ze sobg procesami. Wskazuje na to udziat kinaz DAPK i
DRP-1 w kontrolowaniu $mierci za pomocg autofagii, jak i regulowaniu procesu
»paczkowania” bton komérkowych w czasie apoptozy [34], Ponadto obydwa te procesy
tacza podobne Sciezki aktywaciji i inhibicji zalezne od kinaz Akt/PKB i mTOR [35],
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Autofagiajest procesem, ktdry przebiega znacznie wolniej niz apoptoza. Wiasne obserwacje
i dane literaturowe wskazuja, ze dominacjajednego badzZ drugiego typu $mierci zalezy od
rodzaju czynnika, ktory dziata na komdrki. Apoptoza jest dominujagcym typem $mierci w
komédrkach linii MCF-7 po traktowaniu kamptotecyng [36,37], TNF-oc lub TRAIL [31].
Natomiast autofagia w tej linii komodrkowej dominuje po traktowaniu komérek
antyestrogenem - tamoksyfenem [4,38] czy tez seskwiterpenowymi analogami taksolu
[36].

Programowana $mier¢ komorki typu 1-apoptoza i typu Il-autofagia sg kontrolowane
i regulowane przez odmienne zestawy genoéw. Do kluczowych genéw regulujacych
apoptoze nalezy zaliczy¢ geny z nadrodziny bcl-2, kontrolujgce uwalnianie mediatorow
apoptozy (cytochrom ¢, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, ALF) z mitochondriéw. Genami
kontrolujacymi autofagie sa geny z rodziny ATG (autophagy-relatedgenes). Wspolnym,
funkcjonalnym ogniwem tgczacym obydwa typy programowanej Smierci komérki
wydaje sie by¢ aktywacja enzymoéw lizosomalnych - katepsyn (rye. | b). Ich aktywno$é
jest w apoptozie niezbedna dla aktywacji kaspaz, kalpain oraz biatek promotorowych,
takich jak: Bax i Bid. W autofagii aktywnos¢ katepsyn jest konieczna do degradacji
biatek w obrebie autofagolizosoméw. Hamowanie aktywnosci katepsyn przez specyfi-
czny inhibitor (E64d) prowadzi do zablokowania apoptozy, natomiast zwieksza ekspresje
biatka MAP | LC3 - biochemicznego wskaznika autofagii w komérkach raka sutka
linii MCF-7 poddawanych oddziatywaniu leku cytostatycznego-kampto-tecyny [39].
Whyniki te wskazuja, iz katepsyny lub produkty ich aktywacji np. proapo-ptotyczne
biatko Bid moga stanowi¢ molekularny ,,przetacznik” z apoptozy na autofagie w komérce
nowotworowej. Alternatywnos$¢ autofagii w stosunku do apoptozy w komérkach
nowotworowych ma szczegélnie duze znaczenie w przypadku mutacji genéw
promotorowych apoptozy, kiedy autofagia moze kompensowac deficyt apoptozy.
Wykazalismy to wyciszajac kluczowy gen proapoptotyczny bid w komorkach raka
sutka linii MCF-7, powodujac przez to catkowite zahamowanie aktywnosci kaspaz
wykonawczych (enzymy kluczowe w apoptozie) oraz wzrost ekspresji Bekliny | i MAP
| LC3, biatka, charakterystycznego dla bton autofagosomalnych [39], Role biatka Bid
jako molekularnego przetgcznika pomiedzy apoptozg a autofagig komdrki nowotworowej
przedstawiono na rycinie 2. Na udziat Bid w kontroli obydwu $ciezek PCD wskazujg
posrednio ostatnie badania Yu i wsp. [40], ktérzy wykazali, ze hamowanie kaspazy 8
(aktywatora Bid) indukuje autofagie poprzez aktywacje genow Atg7 i beklinyl. Kolejne
wiasne obserwacje wykazaly, iz autofagia jest nie tylko alternatywnym, lecz réwniez
komplementarnym w stosunku do apoptozy typem programowanej $Smierci komorki,
gdyz w tych samych komérkach raka sutka linii MCF-7 stymulowanych do apoptozy
kamptotecyng wystepuja charakterystyczne morfologiczne cechy zaréwno apoptozy,
jak i autofagii. Pomimo ze procesy te zachodza réwnolegle w komérkach raka sutka
pod wptywem kamptotecyny, to wykazujg one inng kinetyke. Apoptoza jest procesem
szybkim, ktorego szczyt pojawia siejuz po 60 min ekspozycji na lek, natomiast autofagia
narasta stopniowo przez 24 h w komérkach, ktére nie uleglty apoptozie [39],

Biorac pod uwage powyzsze spostrzezenia oraz fakt réznej wrazliwosci na apoptoze
komorek rakowych, nawet w obrebie tego samego guza, skuteczniejsza moze by¢ terapia
wykorzystujgca kombinacje lekéw cytotoksycznych, indukujacych z jednej strony
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apoptoze a z drugiej autofagie, aby ,,sojusz” tych dwéch réznych typoéw $mierci
przeistoczyt sie w skuteczng walke z rakiem.
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ROLA BIALEK STAT W CHOROBACH ZAPALNYCH
| KARCYNOGENEZIE JELITA GRUBEGO

ROLE OF STAT PROTEINS IN INFLAMMATORY BOWEL
DISEASES AND COLON CARCINOGENESIS

Andrzej WINCEW1CZ, Mariola SULKOWSKA, Mariusz KODA,
Bogustaw MUSIATOWICZ, Stanistaw SULKOWSKI

Zak¥ad Patomorfologii Og6lnej, Akademia Medyczna w Biatymstoku

Streszczenie: Mediatory STAT stanowig rodzine siedmiu biatek, ktére odgrywaja kluczowa role w prze-
kazywaniu sygnatéw wewnatrz komorek. Kontrolujg one gtéwne procesy zachodzace w komorkach,
zwigzane z ich réznicowaniem sie, proliferacjag i $miercig. W artykule opisano budowe i funkcje biatek
STAT oraz ich udzial w patologii uktadu pokarmowego, a w szczegélnosci w procesach zapalnych i
karcynogenezie w obrebie jelita grubego. W stanach zapalnych jelit dominujaca role wydaja sie odgrywac
biatka STAT 1, STAT3 i STAT4. W przebiegu rakajelita grubego szczegélng role odgrywaja biatka STAT !
i STAT3. Stwierdzono ze STAT1 blokuje proliferacje w liniach komoérkowych raka, a zwiekszona ekspre-
sja STAT3 koreluje z wyzszym stopniem zaawansowania klinicznego i zajeciem weztéw chitonnych.
Przedstawione w pracy sugestie, ze biatka STAT moga spetnia¢ w raku jelita grubego analogiczne funkcje
do tych, jakie opisano w innych nowotworach, powinny by¢ poddane weryfikacji w przysztych bada-
niach. Zablokowanie funkcji biatek STAT otwiera nowe perspektywy terapii przeciwnowotworowej.
Zestawienie dotychczasowych osiggniec i odkry¢ dowodzi, ze biatka STAT moga wspoétdziata¢ z innym
czynnikami w rozwoju raka jelita grubego. Jakkolwiek doktadna charakterystyka tych reakcji jest kwestig
przysztosci.

Stowa kluczowe: STAT, choroby zapalne jelit, karcynogeneza.

Summary: STAT mediators comprise a family ofseven proteins, that play a key role in intracellular signaling.
They are involved in cell differentiation, proliferation and cell death. This article presents a description of STAT
proteins with a focus on their probable role in pathology of alimentary system, particularly inflammatory
bowel disease and colon carcinogenesis. In inflammatory bowel disease action of STAT3, STAT1, STAT 4
predominates. STAT1 and STAT3 play remarkable roles in colon carcinoma. It was discovered that STAT1
blocks cell proliferation in cell lines of colorectal cancer. An increased expression of STAT3 correlates with
clinical staging and nodal involvement. In other malignancies there are described actions of STATSs, that analo-
gously might occur in colorectal carcinoma, but that sort of suggestions should be verified in the future studies
of this neoplasm. By means of inhibition of STATs proteins, new possibilities of anticancer therapy emerge.
This review shows that STAT can interact with other factors in development of colorectal cancer. However, a
precise definition ofthese reactions belongs to the future.
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Wykaz stosowanych skrotéw'. ASON (ang. Antisense Oligonucleotides') - antysensowne oligonukle-
otydy; Ba/F3 (murine pro-B cell-derived cell line) - linia mysich komérek réznicujacych sie w
kierunku limfocytéw B; Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma-2) - gen Bcl-2\ Bcl-xI (B-cell leukemia/
lymphoma-xl) - biatko Bcl-xI; BL41, BL30 (Burkitts Lymphoma) - linie komérkowe chtoniaka Bur-
kina; BCR/ABL (Break Point Cluster Region/Abelson) - gen fuzyjny BCR i ABL, ktérego biatkowy
produkt warunkuje konstytutywng aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej biatka ABL; C3 (Complement
3) - skitadowa dopetniacza C3; edk (cyclin dependent kinases) - kinazy zalezne od cyklin; EGER
(Epidermal Growth Factor Receptor) - receptor dla nabtonkowego czynnika wzrostu; ERKI ,2 (Extra-
cellular Regulated Kinase-1 vel Extracellular signal-Regulated Kinase) - zewnatrzkomoérkowo regu-
lowana kinaza; G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor) - czynnik. wzrostu granulocytow;
GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) - czynnik wzrostu granulocytow
i makrofagow; H7-SK ( H-7-Sensitive Kinase) - kinaza wrazliwa na H7; HGF (Hepatocyte Growth
Factor ) - watrobowokomaérkowy czynnik wzrostu; ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule) -
miedzykomodrkowa czastka adhezyjna typu 1; IL-4-R (Interleukin-4 Receptor) - receptor dla inter-
leukiny 4; IRF-1 (Interferon Regulatory Factor 1) — czynnik regulujacy interferon typu 1; IRF 9
(Interferon Regulatory Factor 9, formerly calledp48) - czynnik regulujacy interferon typu 9 wcze-
$niej okreslany jako biatko p48; IRS (Insulin Receptor Substrate) - substrat receptora insuliny; JAB
proteins (JAK Bindingproteins) - biatka wigzace kinazy JAK; JAK (Janus Kinases) - kinazy typu
Janus; JAK-P - fosforylowana forma kinazy JAK, JNK (c-Jun N-terminal/stress-activatedprotein
Kinase) - kinaza Jun, LPS (Lipopolysaccharide) - liposacharyd, MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinases) — kinazy aktywowane przez miogeny; Mcl-1 (Myeloid cell leukemia differentiationprotein-
/) - biatko réznicowania komoérkowego biataczki szpikowej, NF-kappaB (Nuclear Factor-kappaB)
- czynnik jadrowy kappa B; NIH 3T3 - nazwa linii komoérkowej fibroblastéw; p21 (protein 21) -
biatko 21 aktywujace szlak kinaz MAP; p21WAFI/CIPI - inhibitor cykliny DI i biatka p21; p53
(protein 53) - biatko 53; PDGFR (Platelet-Derived Growth Factor Receptor ) - receptor dla ptytko-
wego czynnika wzrostu; PlI AS (Protein that Inhibit Activated STAT) - biatka, ktére blokuja aktywne
STAT; pim-1 - gen kodujacy jedng z kinaz scrynowo-treoninowych; PTP (Protein Tyrosine Pho-
sphatase) - biatkowa fosfataza tyrozynowa; SH2 (Src Homogy 2domain) - domena homologiczna
do domeny aktywnej biatek Src; SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling) - supresor sygnatowa-
nia cytokinowego; Src (Rous sarcoma oncogene) - onkogen migsaka Rousa; v-Src (viral Src) -
onkogen wirusa RSV (Rous Sarcoma Virus)', c-Src (cellular Src) - ludzki homolog wirusowego
onkogenu migsaka Rousa v-Src, wysoce aktywny w raku jelita grubego; STAT (Signal Transducer
and Activator of Transcription) - przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji; StIPI (Stress-Indu-
ced-Phosphoprotein 1,formerly called Hsp70/Hsp90-organizingprotein) - fosfoproteina! indukowana
stresem inaczej biatko organizujace biatka szoku termicznego 70 i 90; T-bet — czynnik transkrypcyjny T-
box, specyficzny dla limfocytéw Thl; TNFa (Tumour Necrosis Factor a) - czynnik nckrotyzujacy
guza alfa; Tyk2 - nazwa jednej z kinaz typu Janus; VEGF ( Vascular Endothelial Growth Factor) -
naczyniowy $rodblonkowy czynnik wzrostu.

WPROWADZENIE

Biatka STAT stanowig wazne ogniwo przckaznictwa wewngtrzkomérkowego.
Nazwa (ang. signal transducer and activator of transcription) okresla funkcje
tych biatek jako przekaZznikow sygnatowania i aktywatorow transkrypcji DNA wjadrze
komdérkowym. Dotychczas opisano siedmiu przedstawicieli biatek STAT (STATI,
STAT2, STAT3, STAT5a i 5b, STAT6) [50], Ich nieaktywne formy wystepuja w
cytoplazmie w postaci monomeréw. Po stymulacji receptora btonowego dochodzi do
aktywacji biatek STAT przez kinazy typu Janus (JAK) lub przez sam pobudzony
receptor, jesli wykazuje on aktywnos¢ kinazy tyrozynowej. W strukturze omawianego
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biatka reszta tyrozynowa ulega fosforylacji. Fosforylacja reszty tyrozynowej jest
niezbedna do dimeryzacji biatek STAT i ich wedréwki do jadra komérkowego, gdzie
kompleksy STAT tgczg sie z odpowiednimi promotorami i uruchamiajg transkrypcije
okreslonych genow. Dochodzi rowniez do fosforylacji reszty serynowej. Ta aktywacja
umozliwia regulacje czynnosci transkrypcyjnej wjadrze. W fosforylacji reszty serynowej
uczestnicza kinazy z rodziny MAP [23], Biatka STAT wykazujg Scisty zwigzek z
réznicowaniem komorek, apoptoza i przekaznictwem za pomocg czynnikdw wzrostu.
Cato i wsp. [12] dzielg biatka STAT na dwie grupy. Do pierwszej z nich zaliczono
STAT2, STAT4, STAT6. Te grupe wyrdznia niewielka liczba zewnatrzkomorkowych
aktywatoréw, udziatw réznicowaniu limfocytow T oraz w przekaznictwie z udziatem
interferonu gamma (IFN-y). STAT1, STAT3, STAT5 tworzg odrebng grupe, ktdrej
przedstawiciele wptywajg na kontrole cyklu komérkowego, embriogeneze, apoptoze,
rozw0j gruczotdw tarczycy, piersi i grasicy. Ponadto spetniajg wiele innych funkcji w
sygnatowaniu za pomoca szerszej gamy cytokin, hormondw i czynnikéw wzrostu.

FUNKCJONALNA STRUKTURA BIALKA STAT

Poczawszy od korica aminowego biatka STAT wyrdzniamy w nim domene
oligomeryzacyjna, ktéra umozliwia tetrameryzacje biatek STAT [7,50]. Kolejng domeng
w kierunku do korica karboksylowego jest domena coiled coil [12], Jej funkcja polega
na przytaczaniu modulatoréw typu IRF9 i StIP 1. Sasiaduje z nig domena wigzgca DNA,
ktéra faczy sie zjagdrowym DNA. Nastepng domene SH2 nazwano cytoplazmatyczng
ze wzgledu na funkcje, jakie petni w cytozolu. Zajej pomoca biatko STAT kontaktuje
sie z btonowymi receptorami. Ta domena zawiera tez miejsca przyczepu dla innych
czagsteczek biatek z tej samej rodziny, odpowiadajac za tworzenie dimeréw STAT po
uprzedniej fosforylacji [12,50]. Nastepnie w strukturze biatka wystepuje domena taczaca.
Przy koncu karboksylowym znajduje sie domena aktywacji transkrypcyjnej oraz dwa
aminokwasy w tancuchu polipetydowym czasteczki STAT, ktore ulegaja fosforylacji.
Tyrozyna w pozycji Tyr 701 w STAT1, Tyr 690 w STAT2, Tyr 705 w STAT3, Tyr 693
w STAT4, Tyr 694 w STATS oraz Tyr 641 w STAT6 zostaje ufosforylowana, co jest
réwnoznaczne z aktywacjg przekaznikowa i transkrypcyjng biatka STAT [12], Ta
fosforylacja jest niezbedna do dimeryzacji biatek STAT i ich wedréwki do jadra
komorkowego [7, 12], W procesie przytaczania reszt fosforanowych bioraudziat kinazy
typu Janus: JAK1-3 i TYK2. W przeciwienstwie do tego typowego sygnatowania
przez cytokiny, receptory z wewnetrzng aktywnoscia kinazy tyrozynowej, np. aktywne
receptory dla czynnika wzrostu, takie jak: EGFR i PDGFR, moga pomijac etap aktywacji
biatek JAK i bezposrednio fosforylowac biatko STAT [7,48], Przy koncu karboksylowym
biatka STAT dochodzi réwniez do fosforylacji reszty serynowej z tym, ze nie wystepuje
ona w przypadku biatek STAT2 i STAT6 [12]. W fosforylacji serynowej biatka STAT
uczestniczg kinazy z rodziny MAP (ERKI, ERK2, P38, JNK, H7-SK) [25]. Aktywna
fosfoseryna, ktéra nalezy do domeny aktywacji transkrypcyjnej, rekrutuje kofaktory
transkrypcji.
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RYCINA 1. Budowa biatka STAT

ROLA STAT W ZAPALENIACH

W zapalnych chorobach jelita (colitis ulcerosa, ileitis terminalis - choroba Crohna)
odgrywaja role szlaki IFN-/STAT-I/T-bet, IL-12/STAT-4 i IL-6/STAT3, ktére moga
stac sie celem terapii tego rodzaju schorzen [33]. W przebiegu zapalenia dochodzi do
aktywacji komorek odpornosciowych i ich rozrostu. Efekty dziatania biatek STAT na
procesy proliferacji moga by¢ odmienne i przeciwne w réznych typach komadrek
imunokompetentnych. Udziat STAT3 w procesach zapalnych jest najszerzej opisany w
poréwnaniu z innymi przedstawicielami rodziny biatek STAT. STAT3 pobudza rozrost
limfocytbw B w drodze aktywacji antyapoptycznego genu bcl-2, natomiast w
monocytach odpowiada za przeciwstawne dziatanie w postaci obnizenia ekspresji C-
myc i C-myb oraz rekrutacji JunB i IRF-1, co prowadzi do r6znicowania monocytéw
i zahamowania podziatéw tych komérek [18]. STAT3 jest takze niezbedna do
zahamowania produkcji TNFoc w odpowiedzi na LPS po zadziataniu IL-10 [45].
Stwierdzono, ze myszy z ekspresjg niefunkcjonalnych biatek STAT3 byty podatne na
wstrzas endotoksyczny i wykazywaty wzmozona produkcje prozapalnych cytokin, takich
jak: TNF-oc, IL-1 i IFN-y [2]. Produkcja tych zwigzkdéw przez makrofagi wykazujgce
niedobdr STAT3 zwielokrotnia sie pod wptywem liposacharyddw LPS. Biatko STAT3
wywiera zréznicowany pod wzgledem natezenia wptyw na indukcje biatek ostrej fazy
w watrobie [4]. We wczesniejszych pracach wykazano, ze STAT3 pod wptywem
IL-6 lub przy jednoczesnej ekspozycji na 1L-6 i IL-1, wzbudza synteze biatka C-
reaktywnego CRP [39]. IL-6, silna, prozapalna cytokina, aktywuje biatko STAT3.
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Receptory dla 1L-6 wystepuja w nabtonku jelitowym w spolaryzowanym utozeniu.
Podstawnoboczne receptory i w mniejszym stopniu szczytowe receptory btonowe
dla IL-6 pobudzajg centralny mediator zapaleniajelitowego NF-kappaB. IL-6 wyzwala
spolaryzowang ekspresje ICAM-1, waznej czasteczki adhezyjnej z racji wzajemnych
oddziatywan miedzy neutrofilami i nabtonkiem w przebiegu ileitis terminalis. Indukcja
ICAM-1 przez IL-6 wymaga aktywacji NF-kB. Sluzéwkowe limfocyty T u pacjentow
z chorobg Crohna wykazujg aktywacje STAT3 i produkcje biatek Bcl-2 i Bel-Ix [55].
Przypuszcza sig, ze STAT3 odgrywa kluczowa role w patogenezie zapalnych choréb
jelit, co potwierdzajg obserwacje przeprowadzone na myszach pozbawionych biatka
STATS3, u ktérych wraz z wiekiem rozwija sie przewlekte enterocolitis [2].

W chorobie Crohna stwierdza sie statg ekspresje STAT4 i supresora biatka STAT
SOCS, przy braku obecnosci tych biatek w komdérkach zdrowych ochotnikéw [26].
IL-12 (induktor STAT4) hamuje apoptoze limfocytdw T w nacieku zapalnym przez
znoszenie aktywnosci kaspazy typu 3, ale nie wiadomo, czy STAT4 posredniczy w
tym procesie [42]. Przeciwciata przeciw IL-12 powaznie ograniczyty odczyn zapalny
w chorobie Crohna, ktory zalezy od odpowiedzi ze strony limfocytow pomocniczych
Thi [49]. W miejscu tym nalezy przypomnie¢, ze STAT4 odgrywa role w patogenezie
choréb autoimunologicznych przez modulacje odpowiedzi Th1 komérkowych [2],
Zahamowanie szlaku STAT4 JAK przez lowastatyne, doprowadzito do spowolnienia
réznicowania sie limfocytéw TO do Th 1, co z kolei wptyneto na obnizenie produkcji
IFN-y i TNF-a z nastepczym wzrostem poziomow cytokin (IL-4, IL-5 i IL-11)
produkowanych przez limfocyty pomocnicze Th2. Statyny (inhibitory hydroksy-
metylo-glutarylo-koenzymu A - HMG-CoA) zahamowaty rozwdj stwardnienia
rozsianego u myszy {sclerosis multiplex - SM) [35], Wobec tego pojawia sie
pytanie, czy statyny moga mie¢ wptyw na ograniczanie stanu zapalnego w chorobie
Crohna.

Biatko STAT1 warunkuje odporno$¢ antywirusows i antybakteryjng, a myszy ze
znokautowanym genem STAT1 (STAT1 KO) ujawniaja wybidrcze defekty sygnatowania
w odpowiedzi na interferony zaréwno typu |, jak i Il. Przejawia sie to zwiekszong
podatnoscig na infekcje [2], RGwnowaga miedzy pro- i przeciwzapalnym cytokinami
pochodzenia limfocytamego reguluje takze zapoczatkowanie, jak i progresje zapalnych
chorob jelit. We wrzodziejagcym zapaleniu jelita grubego i chorobie Crohna czynny
udziat biorg TNF-a, interleukina 6 i IFN-y. W monocytach i neutrofilach btony Sluzowej
okreznicy w nadmiarze wystepuje NFkB oraz fosforylowane biatko STAT1, ktorego
poziom spada po podaniu glikokortykosteroidow [2,47]. W szczeg6lnosci réwnowaga
miedzy IFN-y i IL-4 oraz TGF-P reguluje przebieg choroby Crohna. TGF-£ blokuje
ekspresje T-bet swoistego dla limfocytow Thl czynnika transkrypcyjnego rodziny T
box. O jego kluczowej roli w tym schorzeniu $wiadczy to, ze wprowadzenie genu t-bet
za pomocaretrowirusa do komdrek CD62L- i CD4-dodatnich zaostrzyto proces zapalny
w przebiegu ileitis terminalis. Natomiast u myszy z niedoborem T-bet nie mozna byto
eksperymentalnie wywota¢ choroby Crohna, u ktérej podstaw lezy aktywacja
limfocytéw Thl z nadmierng ekspresja biatka T-bet. Rozwoj komoérek Th-1 wigze sie
z przekazywaniem bodzcow przez IFN-y poprzez STATL i interleukine 12 w drodze
aktywacji STAT4. Ekspresja biatka T-bet zalezy od IFN-y i aktywacji STAT1 [1, 33].
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Mazarella i wsp. [29] wykazali, ze ilos¢ STAT1 zwieksza sie w enteropatiach
glutenozaleznych. Blokada STAT1 zapobiegta wywotaniu gliadyno-zaleznej ekspresji
czasteczek adhezyjnych ICAM-1 i B7-2, co sugeruje, ze nieprzerwana aktywacja STAT
moze przyczynia¢ sie do powstawania i rozszerzania sie miejscowego stanu zapalnego
w przebiegu glutenozaleznej enteropatii [29].

Biatko STAT6 ulega aktywacji w przebiegu roznych proceséw zapalnych. W jelitowej
puli limfocytéw IL-4 indukuje fosforylacje JAKI, JAK2, JAK 3 i TYK z nastepczg
aktywacjg STAT6 i zwiekszeniem przepuszczalnosci btony podstawnej nabtonka
jelitowego [28,33]. Zatem i ten przekaznik sygnatowania uczestniczy w rozwoju odczynu
zapalnego w jelicie. Brak STAT6 owocuje gwattownym spadkiem liczby limfocytéw
Th2 produkujacych IL-4 oraz w zastepstwie promuje odpowiedz ze strony limfocytow
Thi [33]. Biatko STAT2 w limfocytach B dimeryzuje z biatkiem STAT6 w odpowiedzi
na IFN-oc [17]. STAT2 posredniczy w aktywacji biatka STAT6 przez receptor dla IFN-
oc, a uszkodzenie biatka STAT2 podobnie jak STAT1 uniemozliwia odpowiedz komérek
na interferony typu | u zwierzat [2, 17].

ROLA BIALEK STAT W ONKOGENEZIE

Z calej rodziny biatek STAT, STATS i STAT3 sg gtownymi biatkami, ktére biorg
udziat w nowotworowych procesach rozrostowych. Biatko STAT5 aktywujg (poprzez
JAK?2) IL-2, IL-3, IL-5, IL-7, GH, GM-CSF, erytropoetyna, trombopoetyna, prolaktyna.
Gtownym genem docelowym biatka STATS jest onkostatyna M, regulator produkcji G-
CSF i GM-CSF, ktérej nadmiar u myszy odpowiada za choroby rozrostowe krwi. Ponadto
STATS indukuje ekspresje Bcl-x, warunkujac przezycie komorek i blokade apoptozy
[50], W hodowlach komdrek prekursorowych erytrocytow STATS5 wywotuje
transformacje nowotworowa (erytroleukemie) po stymulacji przez zmutowane receptory
dla erytropoetyny [22], W linii komérek, réznicujacych sie w kierunku limfocytéw B,
Ba/F3 dochodzi do statej aktywacji STAT5 z nastepcza proliferacja przez ekspresje
pim-1 [38]. Natomiast gdy IL-3 pobudza te komorki, dochodzi do hiperfosforylacji
STATS i uruchamiajg sie procesy przeciwstawne do rozrostu, w trakcie ktorych dziata
biatko p21WAFI/CIPI i zachodzi apoptozapod dziataniem biatek JAB [38]. STAT5a
warunkuje tworzenie Swiatta pecherzykéw gruczotowych przez indukcje kotransportera
Na-Pi Npt2b i koneksyny 32 w gruczole piersiowym [31]. Eliminacja STAT5a owocuje
brakiem jamek w nabtonku gruczotowym, w ktérych przejsciowo gromadzi sie wydzielina
tego nablonka przy zachowaniu droznosci przewodéw wyprowadzajacych [31]. Nie
jest natomiast poznany udziat tego biatka w zapewnieniu wiasciwej architektoniki krypt
jelitowych. Wobec tego interesujgce wydaje sie pytanie, czy zwaszcza w przebiegu
nisko zréznicowanych rakéw jelita grubego, w ktérych nie obserwuje sie tworzenia
struktur gruczotowych, moze dochodzi¢ do zaburzenia ekspresji STAT5a. W przebiegu
kazdego nowotworu rowniez rakajelita grubego niezwykle istotna jest prawidtowa funkcja
limfocytow NK, ktére spontanicznie zabijajg ztosliwe komorki. STATS5b uczestniczy w
proliferacji, réznicowaniu oraz zawiaduje cytolityczng zdolnoscig komoérek NK zaréwno w
wymiarze podstawowym, jak i po indukcji przez IL-2 i IL-15 [21].
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W trakcie badan nad udziatem STAT3 w onkogenezie zwrédcono szczegdlng uwage
na jego konstytutywng aktywacje w komdrce podczas transformacji v-Src oraz na
indukcje przez STAT3 gendw, takich jak: bcl-2, bcl-x, mcl-1, cyclin DI, myc, VEGF,
ktére warunkuja przezycie komorek [55, 9, 43], Biatko STAT3 podlega aktywacji w
komoérkach z odblokowang ekspresjg onkogendw src, eyk, ret, lek, Guo, Npm-alk, co w
efekcie przejawia sie transformacjg nowotworowa i powstawaniem raka piersi, gtowy
i szyi, gruczotu krokowego, tarczycy oraz czerniaka i szpiczaka [10], Te nowotwory
zawierajg stale aktywowane STAT3 i ich rozwdj zalezy od obecnosci tego biatka. Gdy
biatko STAT3 bez sprawnych domen wbudowane jest w zto$liwy klon komérkowy,
spowalniajg sie procesy metaboliczne. Ponadto wiele przemian wewnatrzkomérkowych
nie zachodzi wcale, a komdérka nowotworowa ulega apoptozie [2]. Pomimo braku biatka
STAT3 normalne, dzielgce sie komorki z jego niedoborem (limfocyty T, komérki
nabtonkowe naskérka i sutka, makrofagi, fibroblasty) zachowuja swoja zywotnosé [3].

Neuregulina-l (NRG-1)jest mitogenem, ktéry zlokalizowano w nabtonku ptucnym i
odpowiada przypuszczalnie za autokrynnaregulacje wzrostu komérek nabtonkowych i
ich r6znicowania. Wspomniany czynnik wzrostu poteguje proliferacje i warunkuje
przezycie komoérek nabtonka ptucnego w drodze aktywacji JAK.3, TYK.2, STAT3 |
STATS5 przez swoj receptor o wysokim powinowactwie (heterodimer HER2/HERS3),
ktéry nalezy do rodziny receptoréw dla substancji EGF-podobnych [25]. Biatka HER2
i HER3 zawieraja w swojej strukturze wewnatrzkomaérkowa domene kinazy tyrozynowej
(TK), ktéra wspétdziata z kinazami typu Janus. Biatka HER wystepujg w rakach
ptuca. Warto podkresli¢, ze w ptucu cztowieka przekaznictwo sygnatow, indukujacych
rozrost komorkowy, objawia sie gtéwnie tworzeniem heterodimerow HER2/HERS3 [25].
Podobnie w raku jelita grubego wykryto stale fosforylowane kompleksy biatkowe HER2/
HERS3, ktére gesto wystepujg w btonach ztosliwych komérek nowotworowych [24,
53]. Dotychczas nie potwierdzono, czy biatka z grupy neuregulin dziatajg na procesy
rozrostowe jelita grubego w analogiczny sposéb, w jaki oddziatujg na nabtonek ptucny.

Procesy regeneracyjne polegajana rozroscie komoérek odnawianej tkanki. Dochodzi
woéwczas do zwiekszenia puli dzielacych sie komérek danego narzadu, ktéry ulega
odbudowie. Analizowano, czy podobne biatka uczestnicza zaréwno w rozroscie
nowotworowym, jak i w proliferacji zwigzanej z odnowa tkanek po ich czesciowym
zniszczeniu. Po odkryciu roli STAT3 w regeneracji watroby [15], w do$wiadczalnie
wywotanym raku watrobowo-komdérkowym stwierdzono statg aktywacje biatka STAT3
i cykliny A oraz podniesiony poziom TGFa, co sugerowatoby zwigzek miedzy tymi
biatkami [46]. Zauwazono takze, Zze intensywnie przeobrazane otoczenie guza
watrobowego zawiera wiecej STAT3 niz sam nowotwdr. Podanie deksametazonu
zahamowato ekspresje biatka STAT3 i w konsekwencji proliferacje nowotworowych
hepatocytéw, przy czym nie wptyneto na poziom TGFa [46], Ponadto stwierdzono, ze
po stymulacji przez HGF, STAT3 wptywa na architektonike nabtonka przez udziat w
tubulogenezie cytoszkieletu komérkowego [8]. Sposrdd wszystkich warstw naskérka
najwieksza ekspresje biatka STAT3 wykazujg komérki podstawne naskorka, co moze
wskazywac na role STAT3 w ich rozroscie lub zahamowaniu réznicowania ptasko-
nabtonkowego w komdrkach bazalnych [14], STAT3 uczestniczy w oddziatywaniach
miedzy naskdrkiem a skorg wiasciwag w procesach regeneracyjnych, podczas gdy
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inaktywacja STAT3 uposledza gojenie sie ran i migracje komorek nabtonka ptaskiego
[2]. Prawidtowa struktura cytoszkieletu komérki prawdopodobnie warunkuje migracje
komorek nabtonka ptaskiego do ubytkéw naskérka. Nie wiadomo, czy biatko STAT3
uczestniczy w podobnych procesach reperacyjnych w jelicie grubym. Nie ustalono
rowniez, czy aktywnos$¢ STATS3 jest potrzebna do przemieszczania sie komdrek raka
okreznicy w trakcie naciekania podscieliska, naczyn, nerwéw i okolicznych tkanek. W
raku okreznicy STAT3 i produkty jego genéw docelowych wiacznie z cykling D! i bcl-
xI wystepowaty czesciej w guzie niz okolicznej $luzéwece [27]. Nadmierna ekspresja
STAT3 korelowata z wyzszym stopniem zaawansowania klinicznego i wzrostem produkcji
cykliny DI w komérkach raka okreznicy. Na tej podstawie uznano, ze jednym ze
wskaznikow ztosliwosci moze byé podwyzszona ekspresja STAT3 i genéw docelowych
dlajego dziatania w gruczolakoraku jelita grubego [27]. Ztg ze wzgledu na rokowanie
funkcje STATS3, ktéra polega na stymulacji rozrostu komorkowego, potwierdzajgbadania
interakcji tego biatka z kinazg typu Fer po zadziataniu IFN-y na komorki HT-29. IFN-y
odpowiadat za spadek aktywnosci kinazy Fer nastepujacy po przejsciowym nasileniu
dziatania tego enzymu w gruczolakoraku okreznicy. To enzymatyczne biatko promuje
rozrost linii komoérkowych nowotwordw ztosliwych. Wzrost i spadek aktywnosci Fer
wspotistniat z aktywacja i inaktywacjg STAT3. IFN-y powodowal powstawanie
komplekséw STAT3 i Fer, ktorych trwatos¢ byta najwieksza przy jednoczesnym spadku
aktywnosci tych biatek. Wskutek wytworzenia nieaktywnego kompleku STAT3 i Fer
dochodzito do zwolnienia cyklu komoérkowego i wzrostu liczby komérek zatrzymanych w
fazie G! cyklu komoérkowego [40].

STATS3 posrednio przez onkostatyne M aktywuje transkrypcje VEGF [43]. Warunkuje
powstawanie nowych naczyn krwionosnych i wspomaga wzrost guzéw szyjki macicy
po pobudzeniu przez IL-6 [56], Nalezatoby sie spodziewac podobnego wptywu biatka
STAT3 na angiogeneze w przebiegu gruczolakoraka okreznicy. Jednak brak jest
opracowan dotyczacych tego zagadnienia. Wyniki przedstawionych badan swiadczg o
czestej aktywacji biatka STAT3 w onkogenezie nabtonkowych guzéw ztosliwych.
Pytanie, czy istniejgjakie$ swoiste mechanizmy towarzyszgce jego funkcji transkryp-
cyjnej w poszczegolnych typach nowotwordéw, pozostaje nadal otwarte.

Wozrost guzéw pierwotnych i przerzutéw jest spowolniony w komorkach bez STAT6
[41]. Proces ten zachodzi przede wszystkim w drodze modulacji immunologicznej.
STAT6 dziata w komérce pod wptywem IL-4 i pelni wielorakie funkcje w regulacji
systemu odpornosciowego. Trzebajednoczesnie podkreslié, ze STAT 6 bierze udziat w
powstawaniu odczynow zapalnych w kazdym stanie zwigzanym z wzmozonym
dziataniem IL-4. W liniach komoérkowych gruczolakoraka okreznicy (HT-29 i WiDr)
IL-4 pobudzata JAKI, JAK2, Tyk2, ale w przeciwienistwie do komérek odpor-
nosciowych nie powodowata aktywacji JAK3 [7,13]. W badaniu in vitro IL-4 hamowata
wzrost komarek w linii komérkowej raka okreznicy niezaleznie od wspotistniejgcego
pobudzenia STAT6 [13]. IL-13 prowadzita do fosforylacji kinaz aktywowanych przez
IL-4 oraz 1RS-1, z wyjatkiem kinazy JAK3. Wskutek tego dochodzito do aktywacji
biatka STAT6 w komorkach nowotworowych [34]. Warto nadmienic¢, ze w limfocytach
B powstajg potaczenia podobne do ISGF-1, ktére sktadaja sie z STAT6, STAT2 i p48.
Limfocyty B oporne na dziatanie IFN-oc wykazuja obnizenie aktywacji STAT6 [17].
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Biatko STAT1 hamuje proliferacje i powoduje apoptoze w liniach komérkowych
rakajelita grubego: HT29 i WiDr po stymulacji przez IL-4 i IFN-y prawdopodobnie w
drodze nasilenia czynnos$ci kaspaz i wzrostu aktywnosci inhibitora cdk -p21WAFI/
CIP1 [2, 13]. Gdy wystepujgrazem w komdrce zmutowane biatka STAT1 i p53, ryzyko
nowotworu gwattownie rosnie [51]. Dowiedziono, ze bialko STAT1 bez reszty
tyrozynowej w pozycji 701 - STAT1 CYF nie hamowato proliferacji komérkowej oraz
nie indukowato ekspresji IRF-1 [13], Indukcja genu IRF-1 jest niezalezna od JAK3 i
moze rowniez spowalnia¢ wzrost komorek. Poziom ekspresji STAT1 wzrasta razem z
produkcjg p21WAF1/CIP1, co prowadzi do zahamowania proliferacji. 1L-4 wywiera
odwrotny efekt w komérkach chtoniaka Burkitta BL30 i 41, poniewaz tam wzmaga
rozrost komérkowy przez aktywacje IRS [13], Gdy wprowadzono biatko STAT1
pozbawione domeny (Y701F), STAT1-CYF do komorek HT29, IL-4 nie wywierata
hamujgcego wptywu na komérki HT29 przy braku funkcjonalnych egzemplarzy biatka
STAT1 Zatem aktywnos$¢ STATL wigze sie bezposrednio z dziataniem IL-4.

Chociaz ostatnie badania [13] wykazaty, ze STAT1 moze wywieraC efekty
przeciwrozrostowe, to spotyka sie tez doniesienia sugerujace, iz biatko to moze braé
udziat w unie$miertelnianiu komorek. Wykazano mianowicie, ze wirus Epsteina-Barra
poprzez ukryte biatko btonowe ! (LMP1 - latent membrane protein) wywotuje
ekspresje STAT1, jego przyfaczanie do DNA i aktywno$¢ transkrypcyjng skutkujaca
nasileniem proceséw proliferacji i wydtuzeniem czasu przezycia transformowanych
nowotworowo hepatocytéw [44].

Aktywacja STAT6  Indukcja zapalex W
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RYCINA 2. STAT1 i STAT3 w raku jelita grubego
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PERSPEKTYWY TERAPII

W terapii schorzen zwigzanych z nadmierng aktywacjg STAT rozwaza sie zastoso-
wanie antagonistéw cytokin i czynnikéw wzrostu, ktére nie dopuszczaja do fosforylacji
tej grupy biatek. IL-13E13K jest czasteczky IL-13, w ktorej zamieniono glutaming w
pozycji 13 na lizyne, co zahamowato aktywacje STAT6 w komdrkach nowotworowych
i odpornosciowych. Ponadto uzycie tej przeksztatconej odmiany IL-13 odblokowato
ekspresje CD 14 na ludzkich monocytach, a wiec wywarto odwrotny efekt do dziatania
IL-13. Ograniczenie dziatania IL-13 jest wazne w terapii choréb z nadmiernym udziatem
tej cytokiny, ktorajest gtdwnym produktem zréznicowanych i aktywowanych limfocytow
Th2. Do grupy tych schorzen nalezgastma, atopowe zapalenie skory, alergiczny niezyt
nosa, zakazenia niektérymi pasozytami i rak [2,10,28]. Sant-7 antagonista IL-6 blokuje
fosforylacje STAT3 w komdrkach szpiczaka oraz rozwoj nowotworu [19]. Przeciwciata
neutralizujgce swoiste epitopy na receptorach rowniez blokujg dokomérkowe
sygnatowanie. Godnymi uwagi sg przeciwciata C225 - anty-EGF-R skierowane
przeciwko receptorowi nabtonkowego czynnika wzrostu oraz przeciwciata antyhercep-
tynowe, ktore swoiscie blokujg receptor herceptynowy (HER) [5, 6]. Inhibitory kinaz
tyrozynowych zapobiegaja fosforylacji reszty tyrozynowej w biatku STAT. Ich przedsta-
wiciel - PD0169414-kwinazolanilina - inhibitor kinazy tyrozynowej receptora EGF
znalazt eksperymentalne zastosowanie w liniach komor-kowych raka jajnika,
niedrobnokomaorkowym raku phuc i raku piersi [54]. Inhibitory kinazy ErbB | PD 153035
lub PD 168393 blokujg wzrost komérek raka piersi i zapobiegaja rekrutacji STAT3 przez
zahamowanie ich wigzania sie z Erb-1 [24]. AG490-tyrofostyna - inhibitor Kinazy 2
typu Janus (JAK2) wywotuje apoptoze w ostrej biataczce limfoblastycznej (ALL) w
drodze hamowania STAT3 [30]. Antysensowne oligonukleotydy przeciwko STAT3
sprawdzity siejako inhibitory proliferacji w liniach komérkowych raka ptaskonabton-
kowego gtowy i szyi [16]. Niestety, ich zastosowanie ogranicza ich duza toksycznosc,
mozliwos$¢ nieswoistego wigzania z innymi czesciami genomu oraz szybkie ustepowanie
efektu terapeutycznego po pojedynczej dawce [7], Podjeto sie modyfikacji biatek STAT
przez r6znego rodzaju mutacje i zmiany struktury ich funkcjonalnych domen. Forma
STAT3 P bez kilku aminokwaséw na koricu C-terminalnego blokuje proliferacje poprzez
zahamowanie ekspresji bcl-xlI i cykliny DI w raku jajnika [11, 20]. Bezdomenowa
kopia STAT5b w biataczkach typu ostrej i przewlektej biataczki szpikowej (AML i
CML) z ekspresja onkogenowej kinazy tyrozynowej BCR-ABL upos$ledza proliferacje,
zmniejsza zywotno$¢ blastbw BCR-ABL dodatnich oraz zwieksza wrazliwo$¢ na
hydroksymocznik i cytarabine [37, 50]. Metylacja STAT1 - supresora proliferacji
komdrkowej poprzez transferaze PMRT-1 po indukcji IFN-y wzmaga wigzanie tego
biatka do DNA [32]. Syntetyczne peptydy, ktére uposledzajg funkcje domen STAT
reprezentuje fosfotyrozylopeptyd wbudowujacy sie w przekaznikowg domene SH2 biatka
STAD, co zapobiegato, transformacji nowotworowej pod wptywem v-src w fibroblastach
NIH 3T3 (52). Funkcje biatek STAT mozna modulowac przez zastosowanie nastepujacych
biatkowych inhibitoréw szlaku JAK-STAT: PTP, PIAS, SOCS [57]. SMRT wygaszajacy
mediator dla receptora kwasu retinowego i receptora hormonéw tarczycy hamowat
indukcje przez IL-3 gendw docelowych dla biatka STAT5 [36].
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Rosnaca liczba zachorowan na rakajelita grubego sktania do poszukiwania nowych
wyktadnikow ztosliwosci tego nowotworu, jak rowniez nowych sposobéw terapii tego
schorzenia. Coraz doktadniej poznajemy krag wewnatrzkomorkowych biatek biorgcych
udziat w karcynogenezie. Zmutowane biatka STAT moga zaburza¢ tworzenie sie
cytoszkieletu komdrkowego, a przez to upos$ledzac gojenie sie owrzodzen w chorobach
zapalnych jelita. Wptywajg one na rozrost komdrek oraz na ich réznicowanie. Ponadto
moga zmniejszac liczbe potaczen miedzy transformowanymi komorkami nabtonka
jelitowego poprzez uposledzenie produkcji biatek tworzacych te potgczenia, takich jak
koneksyny. Wobec tego, zmutowane biatka STAT lub wystepujgce w nadmiarze
hiperaktywne, prawidtowe egzemplarze biatlek STAT pobudzane przez swoje zmutowane
induktory prawdopodobnie moga utatwia¢ powstawanie nowotworu i warunkowaé
szybki rozwoj raka okreznicy. Wyniki przedstawionych badan sugeruja, iz biatka STAT
moga wspotdziata¢ z innymi znanymi czynnikami w rozwoju gruczolakoraka jelita
grubego. Tym niemniej doktadna charakterystyka tych interakcji jest kwestia przysztosci.
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METABOLIZM NUK_LEOTYDOW
U ROSLIN WYZSZYCH

NUCLEOTIDE METABOLISM IN HIGHER PLANTS

Adriana SZMIDT-JAWORSKA, Krzysztof JAWORSKI, Jan KOPCEWICZ

Zaktad Fizjologii i Biologii Molekularnej Roslin,
Instytut Biologii Ogo6lnej i Molekularnej, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

Streszczenie'. Nukleotydy sa zwigzkami o ogromnym znaczeniu dla wszystkich zywych organizmoéw.
Biorg one udziat w wielu przemianach biochemicznych, sa monomerycznymi prekursorami kwaséw
nukleinowych, zrédtem energii, a takze prekursorami lub komponentami pierwotnych i wtérnych pro-
duktéw metabolicznych. Tak wiec metabolizm nukleotydéw odgrywa niezwykle istotng role w proce-
sach wzrostu i rozwoju kazdego zywego organizmu. W niniejszej pracy przedstawiono przemiany, ja-
kim podlegaja nukleotydy purynowe i pirymidynowe oraz znaczenie tych przemian podczas ré6znych
proceséw morfogenetycznych u roslin, tj. dojrzewania zarodkéw, kietkowania nasion, rozwoju pedu i
organéw magazynujacych oraz wzrostu kultur komérkowych. Przedstawiono takze badania dotyczace
wplywu czynnikéw $rodowiska na metabolizm nukleotydéw.

Stowa kluczowe', metabolizm, nukleotydy, puryny, pirymidyny, rosliny wyzsze, rozwdj roslin.

Summary: Nucleotides are among the most important compounds in all living organisms. They partici-
pate in many biochemical processes in cells. They are precursors for nucleic acid synthesis, an energy
source and precursors for components of primary and secondary metabolic products. Therefore, the
metabolism of nucleotides are crucial for the growth and development of all organisms. In the present
review we have concentrated on nucleotides’ metabolism and physiological aspects of these processes
during different morphogenetic processes, including embryo maturation and seed germination, storage
organ development, sprouting and growth of cultured plant cells. The effects of environmental factors
on nucleotide metabolism are also described.

Key words: higher plants, metabolism, nucleotides, plant development, purines, pyrimidines.

Wykaz skrétow: AMP - adenylan, ATP - adenozyno-5’-trifosforan, CMP -cytydylan, dNDP - deoksy-
rybonukleozydodifosforan, GMP - guanylan, GTP - guanozyno-5’-trifosforan, IMP - inozynian, NAD
- nukleotyd nikotynoamidoadeninowy, NADP - fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowy, NDP
- rybonukleozydodifosforan, PRA - 5-fosforybozyloamina, PRPP - 5-fosforybozylo-I-pirofosforanu,
TMP - tymidylan, UMP - urydylan.
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Nukleotydy sg zwigzkami o ogromnym znaczeniu dla wszystkich zywych
organizmoéw. Najlepiej poznana jest rola nukleotydow purynowych i pirymidynowych
jako monome-rycznych prekursorow DNA i RNA. Jednak nukleotydy purynowe
to takze wszech-obecne zrodta energii (ATP, GTP), sygnaty regulatorowe (cykliczny
AMP i cykliczny GMP), a takze komponenty koenzymow FAD, NAD+, NADP+,
koenzym A, za$ S-adenozylometionina jest donorem grup metylowych. Nukleotydy
pirymidynowe sg sktadnikami zwigzkéw, takich jak: CDP-acyloglicerol uczestni-
czacy w syntezie tluszczoéw oraz UDP- i GDP-monosacharydy, bedace prekur-
sorami biosyntezy polisacharydow Scian komaérkowych.

W przeciwienstwie do mikroorganizmow [48] czy zwierzat [25], stosunkowo niewiele
badan dotyczyto metabolizmu i roli nukleotydéw purynowych i pirymidynowych u
roslin. Od Kilku lat coraz czeSciej pojawiajg sie doniesienia dotyczace metabolizmu tej
grupy zwigzkdw podczas wzrostu komorek w kulturach komdérkowych czy procesach
morfogenetycznych roslin nago- i okrytonasiennych [13,68].

W niniejszej pracy oméwiono badania dotyczace przemian metabolicznych, jakim
podlegaja nukleotydy w komérkach roslin wyzszych oraz role, jaka odgrywaja te
przemiany w wybranych procesach morfogenetycznych, takich jak: dojrzewanie i
kietkowanie zarodkéw zygotycznych i somatycznych, organogeneza pedu, rozwdj
organéw magazynujacych. Przedstawiono takze badania dotyczace wptywu czynnikow
srodowiskowych na metabolizm nukleotydow.

1. OBECNOSC ZASAD, NUKLEOZYDOW
| NUKLEOTYDOW

Obecnos¢ nukleotydow w materiale roslinnym wykazano wykorzystujac wysoko-
sprawng chromatografie cieczowg [5, 78]. Stwierdzono, ze w komérkach najwiecej
jest nukleotyddw adeninowych, a suma ATP, ADP i AMP jest zwykle na poziomie
80-200 nmoli/g Swiezej masy.

Stezenie nukleozydéw i wolnych zasad jest zwykle na bardzo niskim poziomie. W
komorkach barwinka rézowego (Catharanthus roseus) ilos¢ adenozyny waha sie w
granicach 2-9 nmoli/g $wiezej masy, podczas gdy wolna adenina jest niewykrywalna
[84]. Istnieja jednak wyijatki, np. w lisciach zb6z zaobserwowano wysoki poziom
zar6wno adeniny, jak i adenozyny [62]. Poziom urydyny, adenozyny, guanozyny i adeniny
w lisciach jeczmienia wynosi odpowiednio 56,69,27 i 43 nmole/g Swiezej masy ijest
wyzszy od poziomu ATP. Réznice w poziomie nukleozyddéw u réznych gatunkow roslin
moga wynika¢ ze zmian w aktywnosci enzymow i/lub by¢ zwigzane z r6znicami w
procesach katabolicznych.
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2. BIOSYNTEZA NUKLEOTYDOW DE NOVO

Nukleotydy purynowe moga by¢ syntetyzowane z kilku prostych prekursoréw na
szlaku syntezy de novo. Szlak biosyntezy adenylanu (AMP) i guanylanu (GMP) z 5-
fosforybozylo-l-pirofosforanu (PRPP) zostat przedstawiony na rycinie 1. Enzymy
odpowiedzialne za te przemiany wyizolowane z materiatu roslinnego zostaty wysz-
czegOlnione w tabeli 1. Cze$¢ z nich zostata dobrze scharakteryzowana, natomiast
obecnos¢ innych zostata potwierdzona jedynie w homogenatach. Brak jest szczegoé-
towych informacji odnosnie syntezy tej grupy nukleotyddw u roslin. Istniejgce dane
pozwalajajedynie przypuszczaé, ze sato szlaki podobne do tych, jakie opisano u zwierzat
i mikroorganizmow [47,48].

W przeciwienstwie do nukleotydéw purynowych, ktérych synteza de novo rozpo-
czyna sie od czesci cukrowo-fosforanowej, w syntezie nukleotydéw pirymidynowych

RYCINA 1. Schemat ilustrujacy przebieg kolejnych etapéw biosyntezy de novo nukleotydéw puryno-
wych. Metabolity: PRA - 5’-fosforybozylo-l-amina; GAR - rybonukleotyd glicynoamidu; FGAR- ry-
bonukleotyd formyloglicynoamidu; FGAM - rybonukleotyd formyloglicynoamidyny; AIR - rybonukle-
otyd 5’-aminoimidazolu; CAIR-rybonukleotyd 5’-aminoimidazolo-4-karboksylowy; SAICAR-rybo-
nukleotyd 5’-aminoimidazolo-4-N-bursztynylo-karboksyamidu; AICAR - rybonukleotyd 5-aminoimi-
dazolo-4-karboksyamidu; FAICAR - rybonukleotyd 5-formamidoimidazolo-4-karboksyamidu; IMP -
inozynian; SAMP - adenylobursztynian; AMP - adenylan; XMP - ksantylan; GMP - guanylan. Enzy-
my: (1) aminofosforybozylotransferaza; (2) syntetaza GAR; (3) formylotransferaza GAR; (4) syntetaza
FGAM; (5) syntetaza AIR; (6) karboksylaza AIR; (7) syntetaza SAICAR; (8) liaza adenylobursztynia-
nowa; (9) formylotransferaza AICAR; (10) hydrolaza IMP; (11) syntetaza SAMP; (12) dehydrogenaza
IMP; (13) syntetaza GMP (na podstawie [69], zmodyfikowane)
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RYCINA 2. Szlak biosyntezy de novo nukleotydéw pirymidynowych. Enzymy: (1) syntetaza
karbamoilofosforanowa; (2) karbamoilotransferaza asparaginianowa; (3) dihydroorotaza; (4)
dehydrogenaza dihydroorotanowa; (5) fosforybozylotransferaza orotanowa; (6) dekarboksylaza orotydyno-
5-fosforanowa; (7) kinaza UMP; (8) kinaza nukleotydodifosforanowa; (9) syntetaza CTP (na podstawie
[69], zmodyfikowane)

jako pierwszy powstaje pierscien pirymidynowy. Podobnie jak w syntezie nukleotydéw
purynowych, donorem grupy rybozofosforanowej dla nukleotydow pirymidynowych
jest PRPP, natomiast prekursorami pierscienia pirymidynowego sgkarbamoilofosforan
i asparaginian.

Synteza de novo zwigzana jest z tworzenie UMP z karbamoilofosforanu. Szlak ten
obejmuje szes¢ reakcji, ktore zostaty przedstawione na rycinie 2. Enzymy odpowiedzialne
zate przemiany wyizolowane z materiatu roslinnego zostaty wyszczegolnione w tabeli 1.

U ssakéw i wielu innych organizmow eukariotycznych pierwsze trzy enzymy, tj.
syntetaza karbamoilofosforanowa (ang. Carbamoylpohsphate synthetase), karba-
moilotransferaza asparaginianowa (ang. Aspartate transcarbamoylase) i dihydro-orotaza
(ang. Dihydroorotase) dziatajajako wielofunkcyjne biatka tzw. biatka CAD [17]. Jednakze
do tej pory nie stwierdzono wystepowania takiego kompleksu u roslin [43].

U wigkszosci organizméw eukariotycznych opisano dwie rozne syntetazy karba-
moilofosforanowe, ktére dostarczajg substratéw dla syntezy pirymidyn i argininy. U
roslin stwierdzono obecnos¢jednego z tych enzymoéw, ktéry prawdopodobnie dostarcza
karbamoilofosforanu dla obu szlakéw [78].
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TABELA 1. Enzymy zwigzane z biosyntezg de novo nukleotydéw purynowych i pirymidynowych
opisane u rolin wyzszych.

Enzym Numer EC  Zrodio Literatura

Synteza de novo nukleotydéw purynowych

Amidofosforybozylotransferaza 2.4.2.14 Glycine max (brodawki) [59]
Liaza SA1ICAR 43.2.2 Triticum aestivum (zarodki) [24]
Formylotransferaza AICAR 2.1.23 Pisum sativum (siewki) [27]
Syntetaza SAMP 63.4.4 Arabidopsis thaliana (siewki) [55]
Triticum aestivum (siewki) [55]
Dehydrogenaza IMP 1.1.1.205 Vigna inguiculata (brodawki) [13]
Camellia sinensis (liscie) [50]
Catharanthus roseus (komorki) [50]

Synteza de novo nukleotydéw pirymidynowych

Syntetaza karbamoilofosforanowa 63.5.5 Phaseolus aureus [53]
Pisum sativum (pedy) [52]
Karbamoilotransferaza 2.13.2 Phaseolus aureus (siewki) [58]

asparaginianowa

Dihydroorotaza 13.99.11 Lycopersicon esculentum (komérki)  [42]
Fosforybozylotransferaza 2.4.2.10 Phaseolus mungo (siewki) [85]
orotanowa

Dekarboksylaza 4.1.1.23 Lycopersicon esculentum [80]
orotydynofosforanowa (kultury komérkowe)

Kinaza UMP/CMP 2.7.4.14 Arabidopsis thaliana [85]

Czwarty z enzyméw - dehydrogenaza dihydroorotanowa nie zostat dobrze poznany.
Badania prowadzone na komorkach pomidora wskazaty jedynie na obecnos¢ tego
enzymu w mitochondriach [42],

Piaty i sz6sty enzym, tzn. fosforybozylotransferaza orotanowa oraz dekarboksylaza
orotydyno-5-fosforanowa wystepujg w komorkach zwierzecych i roslinnych jako
pojedyncze biatko, tzw. syntaza UMP [61].

Substratami w syntezie deoksyrybonukleotydéw sg rybonukleozydodifosforany
(NDP), w ktérych grupe 2’-hydroksylowg reszty cukrowej zastepuje atom wodoru, a
ostatecznym reduktorem jest NADPH. Redukcja rybozy w NDP jest katalizowana przez
pojedynczy enzym reduktaze rybonukleotydowsa, w wyniku czego powstaja dNDP
(deoksyrybonukleozydodifosforany) [78]. Z wyjatkiem dUDP pozostate dNDP sg
fosforylowane, co prowadzi do powstania odpowiednio dCTP, dATP i dGTP, prekur-
soréw w syntezie DNA. U roslin dUDP ulega przemianie do dUTP, a nastepnie podlega
defosforylacji do dUMP [54],
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TABELA 2. Enzymy zwigzane ze szlakiem rezerwowym nukleotydéw purynowych
i pirymidynowych opisane u roslin wyzszych

Enzym Numer EC ~ Zrédio Literatura

Szlak rezerwowy puryn

Fosforybozylotransferaza adeniny 2.4.2.7 Helianthus tubemsus (pedy) [34]
Catharanthus mseus (komorki) [26]
Lycopersicon esculentum (korzenie, liscie) [15]
Arabidopsis thaliana (liscie) [32]
Fosforybozyk)transferaza 2.4.2.8 Helianthus tubemsus (pedy) [36]

hypoksantyny/guaniny

Kinaza adenozyny 2.7.1.20 Arabidopsis thaliana [45]
Kinaza inozyny/guanozyny 2.7.1.73 Helianthus tubemsus (bulwy) [18]
Fosfotransferaza nukleotydéw 2.7.1.77 Hordeum vulgare (siewki) [56]

Szlak rezerwowy pirymidyn

Fosforybozylotransferaza uracylu  2.4.2.9 Pisum sativum (epikotyle) [14]
Kinaza urydyny/cytydyny 2.7.1.48 Zea mays (nasiona) [20]
Deaminaza deoksycytydyny 3.5.4.14 Zea mays (liscie) [33]

Nukleotyd tymidynowy (dTMP) jest syntetyzowany z dUMP przez syntetaze
tymidylanowa. W reakcji tej N5, N1)-metylenotetrahydrofolian powstajacy pod wptywem
reduktazy dihydrofolianu dziata zaréwno jako donor grup metylowych, jak i czynnik
redukujacy. U roslin wykryto bifunkcyjne biatko, ktorego dziatanie odpowiada syntetazie
tymidynowej oraz reduktazie dihydrofolianu [31], Konwersja dTMP do dTTP nastepuje
w wyniku serii reakcji katalizowanych przez kinaze nukleozydomonofosforanu i kinaze
nukleozydodifosforanu.

3. SZLAKI REZERWOWE

Wykorzystanie wczesniej wytworzonych zasad oraz nukleozydéw do syntezy
nukleotydow odbywa sie w wyniku reakcji rezerwowej, ktdrajest prostsza i znacznie
mniej kosztowna niz reakcje syntezy de novo.

Zasady oraz nukleozydy purynowe pojawiajg sie w wyniku wewnatrzkomorkowego
rozktadu niestabilnego RNA i nukleotydéw oraz w pewnych przypadkach z egzogennych
zrodet jako produkt katabolizmu kwaséw nukleinowych i nukleotyddéw niszczonych
komérek. Trzy zasady purynowe: adenina, guanina i hypoksantyna sg odpowiednio
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zrodtem dla powstania AMP, GMP i IMP, a w regulacji tych szlakéw biorg udziat
fosforybozylotransferaza adeninowa i fosforybozylotransferaza hypoksantynowo/
guaninowa (ryc. 3a). Katalizujg one tgczenie PRPP z odpowiednig zasadg purynowa.
Posrednio fosforylaza adenozyny i fosforylaza inozyny/guanozyny przemieniajgadenine,
hypoksantyne i guanine do odpowiadajgcych im rybonukleozydow z wykorzystaniem
rybozo-1-fosforanu. Jednakze, aktywnos$¢ tych enzymdw u roslin wyzszych jest bardzo
niska [5,43, 78]. Wydaje sie wiec, ze powstawanie rybonukleotydéw w wyniku takich
przemian nie odgrywa wigkszej roli.

Nukleotydy purynowe sgjednoczesnie odzyskiwane dzieki bezposredniej fosforylacji
rybonukleozydéw purynowych przez kinazy nukleotydéw. Kinaza adenozynowa
wystepuje powszechnie, ajej aktywnos¢ jest przewaznie bardzo wysoka, podczas gdy
kinaze inozyny/guanozyny stwierdzono tylko u niewielu roslin (tab. 2). U pewnych
roslin, inozyna i guanozyna sg wykorzystywane gtéwnie do syntezy IMP/GMP w wyniku
dziatania niespecyficznej fosfotransferazy nukleotydéw [5,78].

RYCINA 3. Szlaki rezerwowe nukleotydéw purynowych (a) i pirymidynowych (b). Enzymy: (a) - (1)
fosforybozylotransferaza adeniny; (2) fosforybozylotransferaza hypoksantyny/guaniny; (3) fosforylaza
adenozyny; (4) nukleotydaza adenozyny; (5) kinaza adenozyny; (6) niespecyficzna fosfotransferaza
nukleotydéw; (7) kinaza inozyny/guanozyny; (8) fosforylaza inozyny/guanozyny; (9) nukleotydaza inozyny/
guanozyny; (b) - (1) fosforybozylotransferaza uracylu; (2) kinaza urydyny/cytydyny; (3) niespecyficzna
fosfotransferaza nukleotydéw; (4) deaminaza deoksycytydyny; (5) kinaza deoksycytydyny; (6) kinaza
tymidyny; (na podstawie [69], zmodyfikowane)
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Takze zasady pirymidynowe i nukleozydy powstajace jako produkty degradacji
nukleotydéw i kwaséw nukleinowych sg ponownie wykorzystywane do tworzenia
nukleotydow pirymidynowych [78]. W tabeli 2 zostaty przedstawione enzymy biorace
udziat w odzyskiwaniu pirymidyn opisane do tej pory u roslin.

Nukleozydy pirymidynowe: urydyna, cytydyna, deoksycytydyna i tymidyna sg
odzyskiwane z odpowiadajgcych im nukleotydéw UMP, CMP, dCMP i dTMP (ryc. 3b).
Kinaza urydyny/cytydyny, ktérajest obecna u wszystkich przebadanych roslin, fosforyluje
urydyne i cytydyne. U roslin nie wykryto dotychczas szlaku rezerwowego cytozyny.

4. KATABOLIZM NUKLEOTYDOW

Jak juz wspomniano, nukleotydy ulegajg w komoérkach statym przemianom.
Nukleotydazy rozkiadajg nukleotydy do nukleozydéw. Fosforylazy nukleozydowe
katalizuja rozszczepienie nukleozyddw na wolne zasady i rybozo-!1-fosforan. Niektére
z zasad zostajg ponownie wykorzystane do tworzenia nukleotydéw przez rezerwowe
szlaki metaboliczne.

Rosliny, podobnie jak zwierzeta, sg zaopatrzone w kompleksy oksydacyjne biorgce
udziat w procesach katabolicznych puryn, powodujac ich degradacje do kwasu moczowego
i alantoiny oraz CO, i NH3 (ryc. 4a, tab. 3) [5]. Kluczowym zwigzkiem w tych procesach
jest ksantyna, tak wiec wszystkie nukleotydy purynowe przed rozpoczeciem procesow
rozszczepienia pierscienia muszg ulec przemianie do tego zwigzku.

Procesy deaminacji, defosforylacji i rozpadu wigzan glikozydowych sg podsta-
wowymi reakcjami prowadzacymi do rozktadu nukleotydéw. Proces deaminacji jest
prowadzony przez deaminaze adenylanowag i guanylanowa. W przeciwienstwie do
zwierzat, u ktérych enzymy te wystepujgw duzych ilosciach, w komdrkach roslinnych
stezenie ich jest niskie [5].

Istnieje wiele enzymow bioracych udziat w reakcjach defosforylacji, np. fosfatazy,
3’-nukleotydazy i 5’-nukleotydazy. W procesach katabolicznych puryn powstanie
hypoksantyny zachodzi przez hydrolityczne usuniecie 5’-fosforanu z IMP i nastepnie
rozszczepienie wigzania glikozydowego. Oksydaza ksantynowa (dehydrogenaza
ksantyny) utlenia hypoksantyne do ksantyny, a nastepnie do kwasu moczowego.
Oksydaza moczanowa (urykaza) katalizuje tworzenie alantoniny, ktéra w wyniku
dziatania alantoinazy przeksztatca sie do alantoinianu. Okazato sie, ze niektére organy
roslinne, np. korzenie tropikalnych roslin straczkowych akumuluja alantoine i/lub
alantoinian, poniewaz zwigzki te odgrywajg waznarole w magazynowaniu i transporcie
azotu [63]. W znanych uktadach zwierzecych zwiazek ten podlega degradacji do kwasu
glioksalowego i mocznika, a ten nastepnie do CO, i NHr Dla roslin zaproponowano
jednak alternatywny szlak, w ktérym alantoinian jest poczatkowo przeksztatcany do
ureidoglicyny, CO, i NHr NHj3jest bezposrednio uwalniany, a zamiast mocznika powstaje
glioksalan (ryc. 4a).

U roélin poznano katabolizm urydylanu i deoksytymidylanu, nie opisano jednak
szlaku degradacji cytydylanu [81], Tak wiecjest wielce prawdopodobne, ze katabolizm
CMP musi odbywac sie po jego przeksztatceniu do urydyny (ryc. 4b).
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TABELA 3. Enzymy zwigzane z procesami katabolicznymi nukleotydéw purynowych i pirymidynowych

opisane u ro$lin wyzszych

Enzym Numer EC
Szlaki kataboliczne puryn

Deaminaza AMP 3.5.4.6
5'-nukleotydaza 3.1.35
Nukleotydaza 3.2.2.2
inozyny/guanozyny

Nukleotydaza adeonzyny 3.2.2.7
Deaminaza guanozyny 3.5.4.15
Deaminaza guaniny 3543
Dehydrogenaza ksantyny 1.1.1.204
Urykaza 1.7.3.3
Szlaki kataboliczne pirymidyn
Nukleotydaza cytydyny 3.2.2.3
Deaminaza cytydyny 3.5.45
3-ureidopropionaza 3.5.1.6

Zrédio

Catharanthus mseus (komorki)
Pisum sativum (siewki)

Zea mays (pedy siewek)
Lycopersicon esculenturn (korzenie, licie)

Helianthus tuberosus (pedy)
Lupinus luteus (nasiona)

Lupinus luteus (nasiona)
Camellia sinensis (liscie)
Camellia sinensis (liscie)
Glycine max (brodawki)

Phaseolus vulgaris (brodawki)

Phaseolus radiatus (siewki)
Arabidopsis thaliana (siewki)

Zea mays (siewki)

Litera-
tura

[84]
[19]

[16]
[15]

[35]
[23]

[1]

[46]
[46]
[76]

[60]

[2]
[771

[79]

UMP i dTMP ulegajg przemianom w wyniku zachodzenia trzech takich samych,
kolejno nastepujgcych po sobie reakcji. Produktami koricowymi tego procesu sg
P-alanina lub P-aminoizomaslan. W obu przypadkach produktami ubocznymi sg
CO! i NHy Jednak do tej pory u roslin wyzszych opisano jedynie trzy enzymy
zwigzane z tymi przemianami (tab. 3).

5. SELEKCJA GENOW ZWIAZANYCH Z METABOLIZMEM
NUKLEOTYDOW

Niewiele wiadomo o molekularnych mechanizmach biosyntezy nukleotydéw
purynowych i pirymidynowych. W ostatnich latach wykorzystujac techniki molekularne
i genetyczne wyselekcjonowano geny kodujace enzymy zwigzane z biosyntezg

nukleotydéw [30,43,44, 83],
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PRPP jest podstawowym prekursorem syntezy de novo, jak rowniez syntezy
rezerwowej nukleotydow purynowych, jak i pirymidynowych. Obecnos$¢ genu kodujacego
syntetaze PRPP stwierdzono we wszystkie przebadanych roslinach. Krath i Hove-Jensen
[30] wyizolowali 4 odcinki cDNA kodujace te syntetaze z tkanek szpinaku, jak réwniez
stwierdzili, ze dwa sposrdd czterech odcinkéw reprezentujg nowa klase syntetaz PRPP.

U zwierzat aminofosforybozylotransferaza (ATPaza) jest waznym enzymem biorgcym
udziat w poczatkowych etapach biosyntezy de novo nukleotydéw purynowych. Dwie
sekwencje ATPazy, oznaczone jako AtATazal i 2 uzyskano z genomu rzodkiewnika
{Arabidopsis thaliana). Ekspresja AtATazyl zachodzi przede wszystkim w mtodych pakach
kwiatowych, podczas gdy zawarto$¢ AtATazy2jest najwieksza w kwiatach i korzeniach [30],

Istniejg takze dane dotyczace innych gendéw kodujacych enzymy zwiazane z synteza
nukleotydéw purynowych. Senecoffi Meagher [65] opisali gen kodujacy syntetaze
rybonukleotydu 5-aminoimidazolu (AIR). Gen ten charakteryzuje sie wysokg homologia
do wielu innych znanych genéw syntetazy AIR z bakterii. Ci sami autorzy [64] opisali
kilka genéw z rzodkiewnika kodujgcych syntetaze rybonukleotydu 5-aminoimidazolo-
4-N-bursztynylo-karboksyamidu (SAICAR). Jeden z tych gen6w, oznaczony jako PUR?7,
ulega ekspresji w lisciach i todygach.

W genomie rzodkiewnika istnieje 5 sekwencji kodujacych enzymy podobne do
fosforybozylotransferazy adeniny, oznaczone jako APT1-5 [43]. U roslin trans-
genicznych, zawierajacych konstrukt GUS pod promotorem aptl, zaobserwowano
szczegOlnie wysoka aktywnos$¢ APT1 podczas przyrostu wtérnego pedu i korzenia [43].
Podobne wyniki uzyskano u topoli [74].

Sposréd enzymow bioracych udziat w syntezie de novo pirymidyn scharakteryzowano
gen kodujacy syntetaze karbamoilofosforanowa, ktéra u rzodkiewnika sktada sie z dwu
podjednostek kodowanych przez odrebne geny [82]. Analiza aminokwasowa tych
podjednostek wykazata obecnos¢ tzw. sekwencji skierowujacej do chloroplastow, co jest
zgodne z dowodami biochemicznymi o wystepowaniu tego enzymu w chloroplastach [48].

U grochu znaleziono odcinki kodujgce dwie rézne izoformy karbamoilotransferazy
asparaginianowej [83]. Odcinki te takze kodujgpeptyd posiadajacy sekwencje kierujace do
chloroplastow. Konwersja orotanu do UMP jest prowadzona przez pojedynczy polipeptyd
nazwany syntazg UMP, ktéra ma aktywnos$¢ fosforybozylotransferazy orotanowej i
dekarboksylazy orotydyno-5-fosforanowej. Kilka sekwencji cDNA kodujacych ten enzym
zostato wyizolowanych z tytoniu {Nicotiana tabacum) i ryzu {Chyza sativa) [43].

W przeciwienstwie do procesu syntezy jak do tej pory nie ma blizszych informacji
dotyczacych degradacji puryn i pirymidyn.

6. METABOLIZM NUKLEOTYDOW
A PROCESY FIZJOLOGICZNE

6.1. Dojrzewanie zarodkéw

Badania dotyczace metabolizmu nukleotyd6éw podczas embriogenezy prowadzone byty
gtéwnie na zarodkach somatycznych, poniewaz ich zygotyczne odpowiedniki osadzone
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w tkance macierzystej sgtrudne do wyizolowania. W badaniach jako rosliny modelowe
wykorzystywano swierk biaty {Picea glauca) oraz marchew siewng (Daucus carota).

Zaobserwowano, ze enzymy zaréwno szlaku rezerwowego, jak i te zwigzane z
procesami degradacji sg aktywne podczas rozwoju zarodkéw somatycznych $wierka
[10,11]. Wydaje siejednoczesnie, ze zmiany aktywnosci enzymow szlaku rezerwowego
moga by¢ metabolicznym wigcznikiem niezbednym do zakonczenia podziatu komérek
i zapoczatkowania rozwoju zarodka.

Podczas intensywnych podziatéw komdérkowych zaobserwowano wysoka aktywnos$¢
fosforybozylotransferazy adeniny (APRT) i kinazy adenylanowej (AK), co $wiadczy¢
moze o wykorzystywaniu adeniny i adenozyny do syntezy nukleotydéw i kwaséw
nukleinowych. W przeciwienstwie do fazy poczatkowej, w fazie popodziatowej nastepuje
spadek ilosci odzyskiwanych nukleozyddéw [11], Wydaje sie réwniez, ze zmiany w
metabolizmie puryn sg istotne podczas procesu odwadniania, ktéremu podlega wiekszo$¢
nasion. Zaobserwowano, ze wzrasta wtedy aktywno$¢ APRT, spada natomiast ilos¢
adeniny i adenozyny wigczanych do szlaku [71].

Badania prowadzone na dojrzewajacych somatycznych zarodkach $wierka, a
dotyczace metabolizmu pirymidyn wykazaty, ze synteza de novo zachodzi bardzo
intensywnie w procesach embriogenezy, kiedy to ponad 80% dostarczonego kwasu
orotanowego jest wykorzystywane do syntezy nukleotyddéw i kwaséw nukleinowych na
réznych etapach rozwoju zarodka [7].

W zarodkach zygotycznych swierka izolowanych z suchych nasion zaobserwowano
spadek ilosci uracylu spowodowany gtdwnie niska aktywnoscig fosforybozylotransferazy
uracylu (UPRT) oraz bardzo wysoka aktywnoscig [3-ureidopropionazy [7]. Poniewaz
aktywnosci tych enzymow nie towarzyszy ubytek odpowiednich prekursoréw, istnieje
sugestia, ze inne dokfadnie kontrolowane mechanizmy, np. zmiany w poziomie
substratéw i/lub efektoréw, moga bra¢ udziat w kontroli mechanizmu przemian
pirymidyn podczas rozwoju zarodka.

Szlak syntezy pirymidyn de novo, okreslony na podstawie wykorzystywania orotanu do
syntezy nukleotydéw i kwasow nukleinowych, jest aktywny zaréwno w zarodkach
somatycznych [71], jak i zygotycznych [70] $wierka, jednak nie funkcjonuje w nasionach
fasoli mungo {Phaseolus mungo) [6]. Poczatkowo zaktadano, ze u fasoli sytuacja ta jest
zwigzana z niska zawartoscig PRPP, jednakze pézniejsze badania wykazaty, ze ilos¢ PRPP
niejest czynnikiem ograniczajacym, poniewaz aktywnos¢ syntetazy PRPP podwaja sie podczas
wzrostu gestosci protoplazmy i spadku ilosci wody w somatycznych zarodkach $wierka [71].

6.2. Kietkowanie nasion

Do tej pory ukazato sie niewiele prac dotyczacych metabolizmu puryn i pirymidyn
oraz syntezy kwaséw nukleinowych podczas kietkowania nasion. Dane wskazuja, ze
dostepnos¢ nukleotydéw podczas poczatkowych faz pecznienia odgrywa istotnag role w
procesie kietkowania.

Procesy metaboliczne dotyczace puryn w powyzszym procesie mozna podzieli¢ na
3 oddzielne fazy: faze niemetaboliczna, faze rezerwowa, faze tworzenia ureidow [4],
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W poczatkowych etapach kietkowania pobieranie prekursoréw puryn, jak réwniez
ich wigczanie do réznych frakcji komérkowych sgna niskim poziomie [72]. W liscieniach
fasoli mungo ponad 5% adeniny i adenozyny oraz 30% guanozyny i hypoksantyny
dostarczanej do tkanek nie ulega przemianom [4], Podobny efekt zaobserwowano w
przypadku kietkujacych zarodkéw Swierka [72], Takie zjawisko moze wynikac z niepetnej
hydratacji tkanki w pierwszych godzinach pecznienia.

W miare zaawansowania procesu kietkowania uruchomione zostajg szlaki
rezerwowe. W przypadku odzyskiwania adenozyny opisano jednoetapowsg reakcje
kierowana przez kinaze adenozyny (AK) oraz reakcje dwuetapowg katalizowang przez
nukleotydaze adenozyny (ARN) i aminofosforybozylotransferaze (APRT). Oba szlaki
sg uruchamiane podczas kietkowania, lecz ich aktywacja zachodzi w r6znych etapach.
Istniejg sugestie, ze w poczatkowych fazach kietkowania odzyskiwanie adenozyny jest
prowadzone gtdwnie przez AK. Aktywnos$¢ tego enzymu oznaczono w ekstraktach z
liscieni tubinu (Lupinus albus) i fasoli [21,51], jak réwniez w kietkujacych zarodkach
somatycznych Swierka [72]. W przypadku kietkujacych zarodkow pszenicy aktywno$é
AK pozostaje na statym poziomie [57]. Reakcja kierowana przez ARN i APRT jest
uruchamiana dopiero w kohcowych etapach kietkowania, gdyz nie wykryto aktywnosci
tych enzymoéw ani w suchych, ani peczniejacych nasionach tubinu [21]. U Swierka
aktywno$¢ ARN i APRT byta wykrywalna dopiero w czwartym dniu pecznienia [72],
podczas gdy w liscieniach kietkujacych nasion tubinu aktywno$¢ ARN pojawita sie
drugiego dnia, osiggajac najwyzszy poziom okoto czwartego dnia [22],

Podczas kietkowania zaobserwowano takze intensywne odzyskiwanie guaniny i
guanozyny, ktére zachodzi dzieki aktywnosci fosforybozylotransferazy guaninowej
(GPRT) wystepujacej zaréwno w liscieniach, jak i stozkach wzrostu fasoli [4].

Trzeci etap w metabolizmie puryn, nastepujacy po fazie odzyskiwania zwigzany
jest z tworzeniem ureidéw, ktére stanowig wazne zrodto azotu we wczesnych etapach
kietkowania, szczegolnie u roslin strgczkowych. W siewkach fasoli 60% radioaktywnej
hypoksantyny jest wiaczane do frakcji ureidéw po kilku dniach [8]. Silna degradacja
tego zwiazku jest prawdopodobnie spowodowana niska aktywnoscig fosforybozylo-
transferazy hypoksantyny (HPRT) w pordwnaniu z innymi enzymami szlaku
rezerwowego [51], co stwierdzono podczas kietkowania ziarniakow pszenicy (Triticum
vulgare) [57] i nasion tubinu [21],

Ustalono takze, ze zmiany w metabolizmie pirymidyn sg $cisle zwigzane z etapem
kietkowania zarodka. Wyr6zniono dwa odrebne etapy w metabolizmie pirymidyn: synteze
na szlaku rezerwowym zachodzgca w poczatkowych etapach kietkowania oraz synteze de
novo w pozniejszych etapach kietkowania. W liscieniach fasoli mungo wykorzystanie uracylu
i urydyny do syntezy RNA i nukleotyddw zwieksza sie znaczaco podczas pierwszych 24
godzin kietkowania, a obniza w pézniejszych etapach [6]. Podobna sytuacja ma miejsce w
kietkujacych somatycznych i zygotycznych zarodkach Swierka [73]. W procesach tych
odzyskiwanie urydynyjest katalizowane gtéwnie przez kinaze urydyny (UK) jak réwniez,
w mniejszym stopniu, przez niespecyficzng fosfotransferaze, ktdrej aktywnos¢é stwierdzono
takze w ziarniakach kukurydzy (Zea mays) i pszenicy [73],
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W miare postepujgcego procesu kietkowania udziat szlaku rezerwowego w tworzeniu
0g0lnej puli nukleotydéw obniza sie. Mechanizm tego zjawiska nie zostat w petni
wyjasniony, chociaz wiadomo, ze jako kornicowy etap zachodzi konwersja UMP do
UDP. Zmiana tempa konwersji zasad pirymidynowych i nukleozyd6w do nukleotyddw
moze wynikac ze zmiany aktywno$¢ enzymow zwigzanych ze szlakiem rezerwowym.
W kietkujacych somatycznych i zygotycznych zarodkach $wierka obnizenie ilosci
urydyny wynika z postepujacego zmniejszania sie aktywnosci UK [70],

Spadkowi aktywnosci enzymow na szlaku rezerwowym w miare zaawansowania
procesu kietkowania towarzyszy wzrost aktywnos$ci enzyméw na szlaku syntezy de novo.
Wykorzystanie orotanu do syntezy nukleotydéw i kwaséw nukleinowych stwierdzono w
nasionach grochu (Pisum sativum) i kietkujacych nasionach fasoli, w kietkujgcych
zarodkach somatycznych Swierka, jak rowniez w kietkujacych tagiewkach pytkowych u
sosny (Pinus silvestris) [69]. Pojawienie sie szlaku syntezy de novo wydaje sie mie¢ na
celu zabezpieczenie ilosci nukleotyddw wystarczajacej do syntezy kwasow nukleinowych.

Uruchomienie mechanizmu syntezy de novo jest spowodowane zwiekszeniem
aktywnosci wielu enzymow wigczanych w ten szlak. Zaobserwowano, iz aktywno$¢
fosforybozylotransferazy orotanowej (OPRT) niska na poczatku kietkowania, wzrasta
W miare pecznienia nasion [73]. Poza OPRT opisano takze wzrost aktywnosci innych
enzymow biorgcych udziat w tworzeniu pierscieni pirymidynowych, takichjak: syntetaza
karbamoitofosforanowa i karbamoilotransferaza asparaginianowa [39],

6.3. Rozwdj pedu i organ6w magazynujacych

Badania dotyczace metabolizmu nukleotydéw oraz aktywno$ci enzyméw w organach
magazynujacych byty prowadzone na bulwach stonecznika bulwiastego (Helianthus
tuberosus) oraz ziemniaka (Solanum tuberosum). Wyizolowano i scharakteryzowano
kluczowe enzymy metabolizmu nukleotyddw purynowych: deaminaze AMP [38] i kinaze
guanylanowsg [37], W aktywnie rosngcych bulwach ziemniaka synteza nukleotydéw
purynowych i pirymidynowych jest utrzymywana na wysokim poziomie. Podobna
sytuacja ma miejsce w szlaku rezerwowym. Wydaje sie, ze tak wysoka aktywnosé
enzymow szlaku rezerwowego w tworzacych sie bulwach jest spowodowana
gwattownymi przemianami nukleotyddw i przyczynia sie do dostarczania energii, jak
réwniez elementéw budulcowych niezbednych do podziatow komérkowych, czy syntezy
skrobi. Chociaz nie istnieja na to bezposrednie dowody jednak prawdopodobne jest, ze
niektére nukleotydy wytwarzane w lisciach moga by¢ transportowane do rosnacych
bulw. Jezeli faktycznie taki proces ma miejsce, to wystepowanie i aktywnos¢ szlaku
rezerwowego jest wydajnym mechanizmem tworzenia potrzebnych nukleotydéw bez
zbednych naktadow energetycznych.

Po rozpoczeciu kietkowania materiaty zapasowe bulw zostajg wykorzystane do
wzrostu pedu i korzenia. Dotychczas nie opisano szczeg6towych zmian w poziomie
nukleozyddw podczas kietkowania bulw u ziemniaka, stwierdzono jedynie, ze [2-14C]
urydyna, [2-14C] cytydyna i [2-14C] uracyl wstrzykniete do bulw sg transportowane do
pedu i w ciggu trzech dni wykorzystywane do tworzenia kwaséw nukleinowych.
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6.4. Hodowle komérkowe

Kultury komorkowe zawiesinowe stanowia wartosciowy materiat do badania wzrostu
i réznicowania sie komorek roslinnych. Sa one takze z powodzeniem wykorzystywane
do badania zmian w poziomie nukleotydéw podczas wzrostu kultury komoérkowej [67,
78]. Namnazanie komorek w zawiesinie zachodzi szybko w poréwnaniu ze wzrostem
kalusa i mozna w nim wyrézni¢ kilka faz:

(a) faza poczatkowa (faza lag), ktéra trwa od przeniesienia komoérek do $wiezej po-
zywki do rozpoczecia podziatéw komérkowych,

(b) faza wzrostu wyktadniczego (eksponencjalna), w ktorej wzrost liczby komérek jest
bardzo szybki,

(c) faza wzrostu liniowego, w ktorej tempo wzrostu jest state, a przyrost liczby komoé-
rek liniowy,

(d) faza stacjonarna (gtodowa), w ktérej komorki przestajasie dzieli¢ i rozpoczyna sie
okres starzenia kultury.

W kazdej z tych faz zachodza $cisle sprecyzowane procesy metaboliczne i
morfologiczne [78].

Badania biochemiczne prowadzone na kulturach komérkowych ré6znych gatunkéw
roslin wykazaty, ze zmiany stezenia nukleotydéw w poszczegélnych fazach moga by¢
sygnatem do przejscia komérek do kolejnej fazy [78]. Nastepujacy po przeniesieniu
»gtodujgcych” komorek do Swiezej pozywki, wyrazny wzrost poziomu nukleotyddw
byt zaobserwowany u wielu badanych roslin, m.in. u barwinka r6zowego (Catharanthus
roseus) [66] czy bielunia surmikwiatu (Datura innoxia) [40]. Wzrost ilosci nukleotydow
w fazie poczatkowej wydaje sie byé warunkiem rozpoczecia fazy wyktadniczej, kiedy
zachodzi bardzo intensywny wzrost ilosci DNA i RNA, a zapotrzebowanie na nukleotydy
jest znacznie wieksze.

Ustalono, ze tadunek energetyczny ([ATP]+1/2[ADP])/([ATP]+[ADP]+[AMP]),
podobnie jak aktywnos$¢ oddechowa zwykle zwiekszaja sie w pierwszych godzinach
fazy poczatkowej; pézniej nastepuje spadek az do ustalenia sie réwnowagi podczas
fazy wzrostu liniowego i fazy stacjonarnej [40, 67]. Podczas samych podziatow
komorkowych, poziom nukleotyddw obniza sie, podobnie jak fadunek energetyczny, co
moze by¢ spowodowane wykorzystaniem ATP. W kulturach komérkowych tytoniu i
soi (Glycine max) nie zaobserwowano jednak znaczacego spadku ilosci ATP. W koricowej
fazie wzrostu liniowego i fazie stacjonarnej zawarto$¢ nukleotyddéw osiaga niski, lecz
staty poziom. Wydaje sie wiec, ze w tych etapach nie zachodzi synteza, a jedynie
degradacja nukleotydéw do nukleozydow.

Podczas wzrostu kultury komérkowej pojawiaja sie roznice jakosciowe w ogolnej
puli nukleotydéw. Poréwnanie nukleotydow w komdrkach uzyskanych z r6znych
gatunkow, np. bielunia [40] czy tytoniu [41], pozwala zaobserwowac¢ pewna prawidto-
wos¢. Najmniej liczng frakcje stanowi pula cytozyny (mniej niz 3%), a najwieksza
uracylu (wiecej niz 50%) z kompleksem UDP-glukozajako gtdwna frakcja [78]. Wysoka
ilos¢ UDP-glukozy, a takze dodatkowe zwiekszanie siejego ilosci w fazie wyktadniczej,
moze miec¢ istotne znaczenie podczas tworzenia $ciany komdrkowej. Kolejne badania
wykazaty staty stosunek ilosci uracylu wzgledem adeniny. Taka zaleznos¢ wskazuje na
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istnienie mechanizmu regulacyjnego, ktory kontroluje endogenny poziom nukleotyddw
purynowych i pirymidynowych.

Jak wspomniano, najwyzsze nasilenie syntezy nukleotydéw wystepuje w fazie
poczatkowej. Pomiar poziomu nukleotydéw w komdrkach bielunia, co 6 godzin po
inokulacji do nowej pozywki, pozwolit stwierdzi¢, ze synteza nukleotydéw zachodzi w
dwoch etapach. Pierwszy z nich zwiazany jest z odzyskiwaniem nukleotydéw podczas
fazy poczatkowej, natomiast w fazie wyktadniczej zachodzi whasciwa synteza polegajaca
na aktywacji enzyméw szlakéw biosyntezy de novo [40].

Opodznienie w pojawieniu sie syntezy de novo moze by¢ zwigzane z poczatkowym
brakiem aktywnosci enzymow biorgcych udziat w syntezie puryn i pirymidyn. Aktywnosé
syntetazy PRPP, syntetazy karbamoilofosforanowej i fosforybozylotransferazy orota-
nowej (OPRT) jest najwieksza podczas fazy podziatéw komdrkowych barwinka [28].
Podobny efekt zaobserwowano w przypadku aktywnosci enzyméw syntezy puryn, np.
syntetazy rybonukleotydu glicynoamidu w komaérkach marchwi [9].

7. METABOLIZM NUKLEOTYDOW
A CZYNNIKI SRODOWISKOWE

U wielu gatunkéw roslin, np. kukurydzy, papryki (Capsicum annuum), krokosza
(Carthamus tinctorius) czy mangrowcow, np. Sonneratia alba [3,49], nastepujg zmiany
w syntezie i wykorzystaniu nukleotydéw, szczeg6lnie ATP, w odpowiedzi na wysokie
stezenie soli w srodowisku. Wydaje sie, ze warunki stresowe powodujg obnizenie ogolnej
puli nukleotydow oraz wzrost tadunku energetycznego. U Sonneratia fadunek ten wynosit
0,82 przy stezeniu NaCl 100 mmol/L, podczas gdy u roslin kontrolnych 0,72 [3]. Wyniki
te wskazuja na obecno$é aktywnej kinazy adeninowej, ktora jest odpowiedzialna za
zwiekszanie wewngtrzkomérkowego stezenia ATP. Wysoki poziom ATP moze byc¢
potrzebny do usuwania NaCl z cytozolu na zewnatrz komérki i/lub do wakuoli.

Jednoczesnie wykazano, ze w kulturach komorkowych Sonneratia traktowanych
NaCl niski poziom degradacji puryn pozwala na akumulacje zasad i nukleozyd6w oraz
wykorzystanie ich do syntezy nukleotydéw. Taka strategia moze by¢ wydajnym
mechanizmem adaptacji do stresu solnego [3],

Utrzymanie réwnowagi jonowej i osmotycznej w catej komérce wymaga sprawnej
wymiany substancji miedzy wakuolga cytoplazma. Uczestniczgw niej osmoprotektanty.
Sa to rézne tatwo rozpuszczalne zwigzki, tj. cukry i ich pochodne czy substancje
zawierajace azot (prolina oraz betaina). W przeciwienstwie do roslin mangrowych, u
ktérych poziom sorbitolu czy mannitolu jest wysoki, Avicennia maina gromadzaca
betaine glicyny wykazuje inny sposéb metabolizmu adenozyny. Szlak biosyntezy betainy
glicyny z fosfoetanoloaminy obejmuje trzy etapy metylacji, a SAM (S-adenozylo-L-
metionina) jest wykorzystywana jako donor grup metylowych. W procesie tym SAM
ulega przemianom do SAH (S-adenozylo-L-homocysteiny), ktéra nastepnie jest
hydrolizowana do L-homocysteiny i adenozyny. Hydrolaza SAH katalizuje zaréwno
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synteze, jak i hydrolize SAH. Poniewaz SAH jest potencjalnym inhibitorem reakcji,
usuniecie go jest istotnym etapem w biosyntezie betainy glicyny. Prawdopodobnie z
tego powodu, bardzo aktywna nukleotydaza adenozyny jest obecna w komérkach
Avicennia marina, a 16-50% egzogennie dostarczonej [8-14C] adenozyny jest
odzyskiwane jako adenina. Odzyskiwanie adenozyny jest bardzo efektywne u drzew
mangrowych, co moze by¢ wydajnym sposobem pozyskiwania ATP. Ponadto wysoka
aktywnos$¢ nukleotydaz adenozyny moze by¢ zwigzana u roslin mangrowych,
produkujacych betaine glicyny, z ciagtym dostarczaniem grup metylowych niezbednych
do biosyntezy osmotykow cytoplazmatycznych [12].

Istniejg takze dane wskazujace, ze aktywacja kinazy adenozyny i nukleotydazy
adenozyny nastepuje w odpowiedzi na stres solny [75]. Zaobserwowano, ze u szpinaku
(Spinacia oleracea) i buraka cukrowego (Beta vulgaris), poddanych stresowi solnemu,
akumulacja transkryptu, podobnie jak aktywnos$¢ kinazy adenozyny, znacznie wzrastaja.
Ten wzrost byt potgczony z synteza betainy glicyny w odpowiedzi na wysokie stezenie
soli. Wydaje sie zatem, ze usuniecie adenozyny jest niezbedne do podtrzymania zaleznej
od SAM aktywno$ci metylotransferazy, a kinaza adenozyny i/lub nukleotydaza
adenozyny odgrywaja w tym istotng role [43, 75],

Poprzez analogie do reakcji wywotywanych przez stres solny jest wielce prawdo-
podobne, ze w warunkach deficytu wodnego takze nastepujg zmiany w zawarto$ci
nukleotydow i aktywnosci enzyméw.

Ro6znice w regulacji biosyntezy pirymidyn wywotane stresem wodnym stwierdzono
jedynie w siewkach manneczki tekowatej (Eleusine coracana). Zahamowanie aktywnosci
enzymu karbamoilotransferazy asparaginianowej przez UMP u roslin kontrolnych
ustepowato w siewkach poddanych stresowi wodnemu [29]. Jednakze fizjologiczne
znaczenie tej zmiany nie jest znane.

PODSUMOWANIE

Nie ulega watpliwosci, ze nukleotydy odgrywaja doniostg role w metabolizmie
wszystkich komérek. Ostatnie lata przyniosty znaczacy postep w badaniach nad
metabolizmem nukleotydow w komdrkach roslinnych. Wydaje sig, ze uktady generujace
przemiany nukleotyddw u roslin sg podobne do tych, jakie scharakteryzowano w
uktadach zwierzecych i u mikroorganizmdw. Pojawiajgce sie roznice sg zwigzane jedynie
z syntezg nukleotyddw na szlakach rezerwowych.

Pomimo nasileniatych badan, wcigz wiele elementow szlakéw metabolicznych pozostaje
nieznanych - szczego6lnie dotyczy to enzymow bioracych udziat w gtéwnych przemianach.
Posiadana przez nas wiedza pozwala jednak zauwazy¢, iz prawidtowe funkcjonowanie
komérki roslinnej wymaga ciggtej przemiany nukleotyddw, a uktady generujgce przemiany
nukleotydow sg aktywowane na poszczegélnych etapach wzrostu i rozwoju.



54 A. SZMIDT-JAWORSKA, K. JAWORSKI, J. KOPCEWICZ

LITERATURA

[1] ABUSAMHADNEH E, McDONALD NE, KLINE PC. Isolation and characterization of adenosine
nucleosidase from yellow lupin (Lupinus luteus). Plant Sci 2000; 153: 25-32.

[2] ACHAR BS, VAIDYANATHAN CS. Purification and properties of uridinehydrolase from mung-bean
(Phaseolus radiatus) seedlings. Arch Biochem Biophys 1967; 119: 356-362.

[31 AKATSU M, HOSOI Y, SASAMOTO H, ASHIHARA H. Purine metabolism in cells ofa mangrove plant,
Sonneratia alba, in tissue culture. J Plant Physiol 1996; 149: 133-137.

[4] ASHIHARA H. Changes in activities of purine salvage and ureide synthesis during germination of black
gram (Phaseolus mungo) seeds. Z Pjlanzenphysiol 1983; 113: 47-60.

[5] ASHIHARA H, CROZIER A. Biosynthesis and metabolism of caffeine and related purine alkaloids in
plants. Adv Bot Res 1999; 30: 118-205.

[6] ASHIHARA H, KAMEYAMA Y. Biosynthesis of pyrimidines during germination of black gram seeds:
Changes in the level of participant enzymes. Curr Sci 1989; 58: 889-891.

[71 ASHIHARA H, LOUKANINA N, STASOLLA C, THORPE TA. Pyrimidine metabolism during somatic
embryo development in white spruce (Picea glauca). J Plant Physiol 2001 b/~ 58: 613-621.

[8] ASHIHARA H, NOBUSAWA E. Metabolic fate of [8-'4C]Jadenine and [8- 4C] hypoxanthine in higher
plants. Z Pjlanzenphysiol 1981; 104: 443-458.

[91 ASHIHARA H, NYGAARD P. Purine nucleotide synthesis and RNA synthesis in suspension cultured cells
of carrots. Physiol Plant 1989; 75: 31-36.

[10] ASHIHARA H, STASOLLA C, LOUKANINA N, THORPE TA. Purine and pyrimidine metabolism in
cultured white spruce (Picea glauca) cells: Metabolic fate of C-labeled precursors and activity of key
enzymes. Physiol Plant 2000; 108: 25-33.

[11] ASHIHARA H, STASOLLA C, LOUKANINA N, THORPE TA. Purine metabolism during white spruce
somatic embryo development: salvage ofadenine, adenosine, and inosine. Plant Sci 2001a; 160: 647-657.

[12] ASHIHARA H, WAKAHARA S, SUZUKI M, KATO A, SASAMOTO H, BABA S. Comparison ofadeno-
sine metabolism in leaves of several mangrove plants and a poplar species. Plant Physiol Biochem 2003;
41: 133-139.

[13] ATKINS CA, SHELP BJ, STORER PJ. Purification and properties of inosine monophosphate oxidoreduc-
tase from nitrogen-fixing nodules of cowpea (Vignha unguiculata L. Walp). Arch Biochem Biophys 1985;
236: 807-814.

[14] BRESSAN RA, MURRY MG, GALE JM, ROSS CW. Properties of pea seedling uracil phosphoribosyl-
transferase and its distribution in other plants. Plant Physiol 1978; 61: 442-446.

[15] BURCH LR, STUCHBURY T. Metabolism ofpurine nucleotides in the tomato plant. Phytochemistry 1968;
25: 2445-2449.

[16] CARTER SG, TIPTON CL. Purification and characterization ofa 5’-nucleotidase from Zea mays microso-
mes. Phytochemistry 1985; 25: 33-37.

[17] CHRISTOPHERSON RI, SZABADOS E. Nucleotide biosynthesis in mammals, [w] Agius L, Sherratt HSA
[red.] Channelling in Intermediary Metabolism. London, Portland Press, 1997: 315-335.

[18] COMBES A, LAFLRURIEL J, LeFLOC’H F. The inosine-guanosine kinase activity of mitochondria in
tubers of Jerusalem artichoke. Plant Physiol Biochem 1989; 27: 729-736.

[19] DANCER JE, HUGHES RG, LINDELL SD. Adenosine-5’-phosphate deaminase. A novel herbicide target.
Plant PhysioX 1997; 114: 119-129.

[20] DENG QI, IVES DH. Non-allosteric regulation of the uridine kinase from seeds of Zea mays. Biochim
Biophys Acta 1975; 377: 84-94.

[21] GURANOWSKI A, BARANKIEWICZ J. Purine salvage in cotyledons ofgerminating lupin seeds. FEBS
Lett 1979; 104: 95-98.

[22] GURANOWSKI A, PAWELKIEWICZ J. Adenosylhomocysteinase and adenosine nucleosidase activities in
Lupinus luteus cotyledons during seed formation and germination. Planta 1978; 139: 245-247.

[23] GURANOWSKI A. Purine catabolism in plants. Purification and some properties of inosine nucleosidase
from yellow lupin (Lupinus luteus L.) seeds. Plant Physiol 1982; 70: 344-349.

[24] HATCH MD. Adenylosuccinate synthetase and adenylosuccinate lyase from plant tissues. Biochem J1966;
98: 198-203.

[25] HENDERSON JF, PATERSON ARP. Nucleotide Metabolism - An Introduction, Academic Press, New
York, 1973.



METABOLIZM NUKLEOTYDOW U ROSLIN WYZSZYCH 55

[26] HIROSE F, ASHIHARA H. Adenine phosphoribosyltransferase of Catharanthus roseus cells: purifica-
tion, properties and regulation. Z Pflanzenphysiol 1983; 110: 135-145.

[27] IWAI K, FUJISAWA Y, SUZUKI N. The accumulation of5’-phosphoribosyl-5-aminoimidazole-carboxami-
de in folate-deficient pea seedlings and enzymatic reaction in which the compound is involved. Agric Biol
Chem 1972; 36: 398°108.

[28] KANAMORI I, ASHIHARA H, KOMAMINE A. Changes in the activités ofthe pentose phosphate nucleotide
biosynthesis during growth of Vinca rosea in suspension culture. Z Pflanzenphysiol 1979; 93: 437-448.

[29] KANDPAL RP, RAO A. Water stress-induced desensitization of aspartate transcarbamylase from ragi
{Eleusine coracana) seedlings. Biochem Int 1984; 9: 307-314.

[30] KRATH BN, HOVE-JENSEN B. Organellar and cytosolic localization of four phosphoribosyl diphosphate
isoenzymes in spinach. Plant Physiol 1999; 119: 497-505.

[31] LAZAR G, ZHANG H, GOODMAN HM. The origin of the bifunctional dihydrofolate reductase-thymi-
dylate synthase isogenes of Arabidopsis thaliana. Plant J 1993; 3: 657-668.

[32] LEE D, MOFFATT BA. Purification and characterization ofadenine phosphoribosyl transferase from Ara-
bidopsis thaliana. Physiol Plant 1993; 87: 483-492.

[33] LeFLOC’H F, GUILLOT A. La desoxycytidine amimohydrolase des feuilles de Zea mays. Phytochemistry
1974; 13: 2503-2509.

[34] LeFLOC’H F, LAFLEURIEL J. L’adeninephosphoribosyltransferase des pousses de topinambour Helian-
thus tuberosus. Phytochemistry 1978; 17: 643-646.

[35] LeFLOC’H F, LAFLEURIEL J. The purine nucleosidases ofJerusalem artichoke shoots. Phytochemistry
1981; 20: 2127-2129.

[36] LeFLOC’H F, LAFLEURIEL J. L’ hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase des pousses de Topi-
nambour Helianthus tuberosus L. Z Pflanzenphysiol 1983; 104: 331-340.

[37] LeFLOC’H F, LAFLEURIEL J. Purification and properties of guanylate kinase of mitochondria from tubers
of Jerusalem artichoke. Plant Physiol Biochem 1990; 28: 191-201.

[38] LeFLOC’ H F, LAFLEURIEL J. The particulate AMP aminohydrolase of Jerusalem artichoke tubers: par-
tial purification and properties. Physiol Veg 1983; 21: 15-27.

[39] MAZUS B, BUCHOWICZ J. Activity of the enzymes involved in pyrimidine metabolism in germinating
wheat grains. Phytochemistry 1972; 11: 77-82.

[40] MEYER R, WAGNER KG. Nucleotide pools in suspension-cultured cells of Datura innoxia I. Changes
during growth of the batch culture. Planta 1985a; 166: 439-445.

[41] MEYER R, WAGNER KG. Analysis ofthe nucleotide pool during growth of suspension cultured cells of
Nicotiana tabacum by high performance liquid chromatography. Physiol Plant 1985b; 65: 439°445.

[42] MIERSCH J, KRAUSS GJ, METZGER U. Properties and subcellular localization ofdihydroorotate dehy-
drogenase in cells of tomato suspension culture. J Plant Physiol 1986; 122: 55-66.

[43] MOFFATT BA, ASHIHARA H. Purine and pyrimidine nucleotide synthesis and matabolism. Arabidopsis
Book. 2 Edition, American Society of Plant Biologists, Rockville, MD 2002.

[44] MOFFATT BA, SOMERVILLE CR. Positive selection for male-sterile mutants of Arabidopsis lacking
adenine phosphoribosyltransferase activity. Plant Physiol 1988; 86: 1150-1154.

[45] MOFFATT BA, WANG L, ALLEN MS, STEVENS YY, QIN W, SNIDER J, VON SCGWARTZENVERG
K. Adenosine kinase of Arabidopsis. Kinetic properties and gene expression. Plant Physiol 2000; 124:
1775-1785.

[46] NAG1SHI O, OZAWA T, IMAGAWA H. Guanosine deaminase and guanine deaminase from tea leaves.
Biosci Biotech Biochem 1994; 58: 1277-1281.

[47] NEUHARD J, KELLN RA. Biosynthesis and convertion of pyrimidines, [w] Neidhardt J [red.] Escheri-
chia coli and Salmonella typhimurium Cellular and Molecular Biology, American Society for Microbiolo-
gy, Washington, DC, 1996: 580-599.

[48] NEWMAN T, deBRUIJN FJ, GREEN P, KEEGSTRA K, KENDE H, McINTOSH L, OHLROGGE J, RA-
IKHEL N, SOMERVILLE S, THOMASHOW M, RETZEL E, SOMERVILLE C. Genes galore: asummary
methods for accessing results from large-scale partial sequencing Arabidopsis cDNAs clones. Plant
Physiol 1994; 106: 1241-1255.

[49] NIEMAN RH, CLARK RA, PAP D, OGATA G, MASS EV. Effects ofsalt stress on adenine and uridine
nucleotide pools, sugar and acid-soluble phosphate in shoot of pepper and safflower. J Exp Bot 1988; 39:
301-309.

[50] NISHIMURA K, ASHIHARA H. IMP dehydrogenase from tea leaves and suspension-cultured Catharan-
thus roseus cells. Phytochemistry 1993; 34: 613-615.



56 A. SZMIDT-JAWORSKA, K. JAWORSKI, J. KOPCEW1CZ

[51] NOBUSAWA E, ASHIHARA H. Purine metabolism in cotyledons and embryonic axes of black gram
(Phaseolus mungo L.) seedlings. Int J Biochem 1983; 15: 1059-1065.

[52] O'NEAL T, NAYLOR AW. Some regulatory properties of pea carbamoyl phosphate synthetase. Plant
Physiol 1976; 57: 23-28.

[53] ONG BL, JACKSON JF. Pyrimidine nucleotide biosynthesis in Phaseolus aureus. Enzymic aspects of the
control of carbamoyl phosphate synthesis and utilization. Biochem J 1972; 129: 583-593.

[54] PARDO EG, GUTIERREZ C. Cell cycle- and differentiation stage-dependent variation of dUTPase activity
in higher plant cells. Exp Cell Res 1990; 186: 90-98.

[55] PRADE L, COWAN-JACOB SW, CHEMLA P, POTTER S, WARD E, FONNE-PFISTER R. Structures of
adenylosuccinate synthetase from Triticum aestivum and Arabidopsis thaliana. J Mol Biol 2000; 296:
569-577.

[56] PRASHER DC, CARR MC, IVES DH, TSAI TC, FREY PA. Nucleoside phosphotransferase from barley.
Characterization and evidence for ping pong kinetics involving phosphoryl enzyme. J Biol Chem 1982;
257: 4931—4939.

[57] PRICE CE, MURRAY AW. Purine metabolism in germinating wheat embryos. Biochem J1969; 115: 129-133.

[58] RAO GSJ, SAVITHRI HS, SEETHALAKSHML1 S, RAO NA. Plant aspartate transcarbamylase: An affinity
chromatographic method for the purification of the enzyme from germinated seedlings. Anal Biochem
1979; 95: 401-405.

[59] REYNOLDS PH, BLEVINS DG, RANDAL DD. 5-phosphoribosylpyro-phosphate amidotranferase from
soybean root nodules: kinetic and regulatory properties. Arch Biochem Biophys 1984; 229: 623-631.

[60] SANCHEZ F, CAMPOS F, BONNEVILLE J-M, ENRIQUEZ C, CAPUT D. Purification, cDNA cloning,
and development expression ofthe nodule-specific uricase from Phaseolus vulgaris L. Plant Physiol 1987;
84: 1143-1147.

[61] SANTOSO D, THORNBURG R. Uridine 5’-monophosphate synthase is transcriptionally regulated by
pyrimidine levels in Nicotiana plumbaginifolia. Plant Physiol 1998; 116: 815-821.

[62] SAWERT A, BACKER Al, WAGNER KG. Age-dependent decrease of nucleoside pools in cereal leaves.
Plant Cell Physiol 1988; 29: 61-65.

[63] SCHUBERT KR, BOLAND MJ. The ureides. [w] Stump PK, Conn EE [red.] The Biochemistry of Plants.
Vol 6, Academic Press, San Diego 1990: 197-282.

[64] SENECOFF FJ, McKINNEY EC, MEAGHER RB. De novo purine synthesis in Arabidopsis thaliana Il.
The PURY gene encoding 5’-phosphoribosyl-(N-succinocarboxamide)-5-aminoimidazole synthetase is
expressed in rapidly dividing tissues. Plant Physiol 1996; 112: 905-917.

[65] SENECOFF FJ, MEAGHER RB. Isolating the Arabidopsis thaliana gene for the de novo purine synthesis
by suppression of Escherichia coli mutants. 1.5’-phosphoribosyl-5-aminoimidazole synthetase. Plant Physiol
1993; 102: 387-399.

[66] SHIMAZAKI A, ASHIHARA H. Adenine and guanine salvage in cultured cells of Catharanthus roseus.
Ann Bot 1982; 50: 531-534.

[67] SHIMAZAKI A, HIROSE F, ASHIHARA H. Changes in adenine nucleotide levels and adenine salvage
during growth of Vinca rosea cells in suspension culture. Z Pflanzenphysiol 1982; 106: 191-198.

[68] STASOLLA C, KATAHIRA R, THORP TA, ASHIHARA H. Purine and pyrimidine nucleotide metabolism
in higher plants. J Physiol Plant 2003; 160: 1271-1295.

[69] STASOLLA C, LOUKANINA N, ASHIHARA H, YEUNG EC, THORP TA. Pyrimidine deoxyribo-nucle-
otide metabolism during maturation and germination of white spruce (Picea glauca) somatic embryos:
metabolic fate of C-labeled cytidine, deoxycytidine and thymidine. Physiol Plant 2003; 118: 499-506.

[70] STASOLLA C, LOUKANINA N, ASHIHARA H, YEUNG EC, THORP TA. Pyrimidine nucleotide biosyn-
thesis and nucleic acid metabolism in embryos and megagametophytos of white spruce (Picea glauca)
during germination. Physiol Plant 2002; 115: 155-165.

[71] STASOLLA C, LOUKANINA N, ASHIHARA H, YEUNG EC, THORPE TA. Purine and Pyrimidine meta-
bolism during the partial drying treatment of white spruce (Picea glauca) somatic embryos. Physiol Plant
2001a; 111: 93-101.

[72] STASOLLA C, LOUKANINA N, ASHIHARA H, YEUNG EC, THORP TA. Ascorbic acid changes the
pattern of purine metabolism during germination of white spruce somatic embryos. Tree Physiol 2001b;
21: 359-367.

[73] STASOLLA C, LOUKANINA N, ASHIHARA H, YEUNG EC, THORP TA. Changes in pyrimidine nucle-
otide biosynthesis during germinating of white spruce (Picea glauca) somatic embryos. In Vitro Cell Dev
Biol-Plant 2001c; 37: 285-292.



METABOLIZM NUKLEOTYDOW U ROSLIN WYZSZYCH 57

[74] STERLY F, REGAN S, KARLSSON J, HERTZBERG M, ROHDE A, HOLMBERG A, AMINI B, BHALE-
RADO R, LARSSON M, VILLARROEL R, VAN MONTAGU M, SANDBERG G, OLSSON O, TERRI
TT, BOERJAN W, GUSTAFSSON P, UHLEN M, SUNDBERG B, LUNDEBERG J. Gene discovering in
the wood-forming tissue of poplar: analysis of 5,692 expressed sequenced tags. Proc Natl Acad Sci USA
1999;95:13330-13335.

[75] SUZUKI T, YASUMOTO E, BABA S, ASHIHARA H. Effect ofsalt stress on the metabolism ofethanola-
mine and choline in leaves of the betaine-producing mangrove species Avicennia marina. Phytochemistry
2003;64: 941-948.

[76] TRIPLETT EW, BLEWINS DG, RANDALL DD. Purification and properties of soybean nodule xanthi-
ne dehydrogenase. Arch Biochem Biphys 1982; 219: 39-46.

[77] VINCENZETTI S, CAMBI A, NEUHARD J, SCHNORR K, GRELLONIM, VITA A. Cloning, expression,
and purification of cytidine deaminase from Arabidopsis thaliana. Protein Express Puri 1999; 15: 8-15.

[78] WAGNER KG, BACKER Al. Dynamics ofnucleotides in plants studied on acellular basis, [w]: Jeon KW,
Friedlander M [red.] International Review of Cytology. Vol 134, Academic Press, San Diego 1992: 1-84.

[79] WALSH TA, GREEN SB, LARRINUA IM, SCHM1TZER PR. Characterization of plant P-ureidopropiona-
se and functional over expression in Escherichia coli. Plant Physiol 2001; 125: 1001-1011.

[80] WALTHER R, WALD K, GLUND K, TEWES A. Evidence that a single polypeptide catalyzes the two step
conversion of orotate to UMP in cells from tomato suspension culture. J Plant Physiol 1984; 116: 301-311.

[81] WASTERNACK C. Metabolism of pyrimidines and purines, [w] Pirson A, Zimmermann MH [red.] Ency-
clopedia of Plant Physiology, New Ser, Vol 14B, Springer, Berlin 1982: 263-301.

[82] WILLIAMSON CL, LAKE MR SLOCUM RD. A. cDNA encoding carbamoyl phosphate syhthetase large
subunit (carB) from Arabidopsis (Accession No. U40341) (PGR96-055). Plant Physiol 1996; 111: 1354.

[83] WILLIAMSON CL, SLOCUM RD. Molecular cloning and characterization ofthe pyrB | and pyrB2 genes
encoding aspartate transcarbamoylase in pea (Pisum sativum L.). Plant Physiol 1994; 105: 377-384.

[84] YABUKIN ASHIHARA H. AMP deaminase and the control ofadenylate catabolism in suspension-cultu-
red Catharanthus roseus cells. Phytochemistry 1992; 31: 5-1909.

[85] ZHOU L, LACROUTE F, THORNBURG R. Cloning, expression in Escherichia coli, and characterization
of Arabidopsis thaliana UMP/CMP kinase. Plant Physiol 1998; 117: 245-254.

Redaktor prowadzacy - Maria Olszewska

Otrzymano: 16.06.2004 r.

Przyjeto: 10.11.2004 r.

Adres autora: ul. Gagarina 9, 87-100 Torun,
e-mail: asjawors@biol. uni.torun.pl


torun.pl

rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 32 2005 NR | (59-76)

NERWIAK ZARODKOWY (NEUROBLASTOMA) -
ZNACZENIE WYNIKOW BADAN CYTOGENETYCZNYCH

| MOLEKULARNYCH W USTALENIU STRATEGII
LECZENIA | ROKOWANIA

NEUROBLASTOMA - THE SIGNIFICANCE OF CYTOGENETIC
AND MOLECULAR FACTORS IN THE ASSESSMENT
OF THE STRATEGY OF TREATMENT AND PROGNOSIS

Beata Stefania LIPSKA®, Janusz LIMON

Katedra i Zaktad Biologii i Genetyki, Akademia Medyczna w Gdansku

Streszczenie: Praca przedstawia najnowsze poglady z zakresu biologii nerwiaka zarodkowego (neurobla-
stoma) szczegblng uwage poswiegcajac mozliwosciom wykorzystania czynnikéw molekularnych i cyto-
genetycznych w ustalaniu strategii leczenia i rokowania pacjentéw chorych na ten nowotwér. Ponadto
zaprezentowany zostat genetyczny model onkogenezy tego nowotworu oraz jego zastosowanie w pro-
cesie stratyfikacji pacjentéw do grup ryzyka nawrotu choroby.

Stowa kluczowe: nerwiak zarodkowy, czynniki rokownicze, aberracje chromosomowe, amplifikacja MYCN,
apoptoza, geny opornosci wielolekowej, telomeraza, receptory dla neurotrofin, geny supresorowe.

Summary: This review discusses recent advances in the understanding of the biology of neuroblastoma,
particular attention is paid to the emerging molecular and cytogenetic factors used to determine the
strategy of treatment and prognosis in patients with this tumour. In addition, the genetic model of
neuroblastoma development and its application in the process of stratification of patients into risk groups
is presented.
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WSTEP

Nerwiak zarodkowy (neuroblastoma) jest najczestszym dzieciecym guzem litym
zlokalizowanym poza o$rodkowym uktadem nerwowym, stanowigcym okoto 50%
wszystkich nowotworéw rozpoznawanych w wieku niemowlecym. Nowotwor ten
wyro6znia sie nadzwyczaj szerokim spektrum przebiegu klinicznego, od samoistnej regresji
zmian poprzez spontaniczne lub indukowane dojrzewanie w kierunku zwojakonerwiaka
(ganglioneuroma), az do dramatycznej progresji choroby pomimo zastosowanego
agresywnego leczenia. Niemowleta, nawet w przypadku zaawansowanej choroby, maja
bardzo dobre rokowanie, natomiast u dzieci starszych mimo intensywnych i ztozonych
protokotéw leczniczych wcigz z trudnoscig udaje sie zatrzymac progresje choroby [1].

Najnowsze doniesienia z zakresu genetyki i biologii nerwiaka zarodkowego sgpomocne
w znajdowaniu nowych czynnikdw prognostycznych, ktére, wprowadzone do codziennej
praktyki klinicznej, utatwityby stratyfikacje pacjentéw na grupy niskiego, $redniego lub
wysokiego ryzyka oraz zoptymalizowaty dobor strategii leczenia. Przy ustalaniu rokowania,
oprocz danych klinicznych i histopatologicznych, uwzglednia sie obecnie profil genetyczny
guza obejmujacy stopien ploidii komorek guza, obecno$¢ amplifikacji onkogenu MYCN
oraz wystepowanie charakterystycznych aberracji chromosomowych. Wydaje sig, ze w
najblizszej przysztosci do panelu badan prognostycznych zostanie rowniez wigczona ocena
parametrow molekularnych, np. ocena stopnia ekspresji genéw kodujacych biatka z rodziny
receptoréw dla neurotrofin, pomiar aktywnosci telomerazy czy tez ekspresji genow
opornosci wielolekowej MDR1 i MRP.

Do najwazniejszych klasycznych czynnikéw rokowniczych zalicza sie klasyfikacje
histologiczng International Neuroblastoma Pathology’ Classification (INPC) z 1999
roku [47]. Klasyfikacja INPC okresla budowe histologiczna guza jako korzystng lub
niekorzystngw zaleznosci od stopnia zr6znicowania komdérek oraz obecnosci komoérek
podscieliska zgodnie z historyczng klasyfikacja Shimada (w 1984 Shimadajako pierwszy
uznat liczebno$¢ komérek podscieliska (komoérek Schwanna) za gtéwny parametr
odzwierciedlajacy stopien zréznicowania guza). Dodatkowo INPC zaleca ocene stopnia
atypii jader komdérkowych (MKI: mitosis-karyorrhexis index), indeksu mitotycznego
oraz obecnosci ognisk wapnienia bedacych histologicznymi czynnikami rokowniczymi.
Waznym uzupetnieniem histopatologicznej oceny agresywnosci nowotworu sg badania
okreslajace profil genetyczny guza, a ich wspolna analiza moze okazaé sie nadzwyczaj
uzytecznym narzedziem przy podejmowaniu decyzji o0 wyborze leczenia. W niniejszej
pracy scharakteryzowane zostang czynniki genetyczne i markery molekularne wykazu-
jacejuz udokumentowane, jak i potencjalne znaczenie w ustalaniu rokowania pacjentéw
z rozpoznaniem nerwiaka zarodkowego. Ponadto przedstawiony zostanie genetyczny
model tego nowotworu, ktéry poprzez ukazanie wzajemnych powigzan pomiedzy réznymi
elementami profilu genetycznego podejmuje probe wyjasnienia procesu onkogenezy
tego nowotworu.

W odréznieniu od nowotworow pochodzenia nabtonkowego, zwiaszcza gruczolako-
rakéw jelita grubego, dla ktérych zaproponowano szczeg6towy, wieloetapowy model
onkogenezy [11], w przypadku nerwiaka zarodkowego pomimo szczegétowej charakte-
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rystyki genetycznej, uwzglednianej w procesie terapeutycznym i rokowniczym,
patogeneza procesu nowotworowego pozostaje nadal niejasna. Obserwowane zmiany
w profilu genetycznym sg r6znorodne i do dzi$ nie udato sie wytypowac tej jednej,
kluczowej dla inicjacji procesu nowotworowego.

Predyspozycja genetyczna

U dzieci chorych na nerwiaka zarodkowego nie stwierdza sie charakterystycznych cech
dysmorficznych ani czestszego wystepowania wad wrodzonych [60]. Niewielki odsetek
(1-2%) rodzin pacjentow wykazuje autosomalny dominujacy charakter predyspozycji
genetycznej zachorowania na ten nowotwor o wysokiej penetracji (MIM 256700) [60], W
rodzinach tych $rednia wieku w momencie rozpoznania jest znaczaco nizsza w poréwnaniu
z przypadkami wystepujacymi sporadycznie: 14 miesiac zycia wobec 23 miesiecy. Ponadto
pierwotnie wieloogniskowa lokalizacje choroby spotyka sie w 25% przypadkow dziedzicznego
nerwiaka zarodkowego. Pacjentow z rodzinnie wystepujacym nowotworem charakteiyzuje
ta sama r6znorodnos¢ przebiegu klinicznego co pacjentéw ze sporadycznym guzem:
obserwuje sie zarébwno przypadki spontanicznej regresji, jak i wysokiej agresywnosci
nowotworu w obrebie cztonkdw tej samej rodziny [36].

W historycznej pracy z 1972 roku Knudson i Strong oszacowali, iz do 22%
przypadkéw nerwiaka zarodkowego moze by¢ wynikiem mutacji generatywnej
nieznanego genu supresorowego [30]. Pomimo iz od ogtoszenia wynikéw analizy
statystycznej potwierdzajgcych zgodnos¢ mechanizmu onkogenezy nerwiaka zarodko-
wego z hipotezg dwuuderzeniowej mutacji Knudsona uptyneto juz ponad 30 lat,
dotychczas nie udato sie zidentyfikowac¢ zadnego genu supresorowego, ktérego mutacja
odpowiadatby za inicjacje transformacji nowotworowej. Na podstawie analizy sprzezen
w obrebie rodzin z dziedziczng postacig nerwiaka zarodkowego wykluczono lokalizacje
tego genu w regionie chromosomu 1 p36, ktory ulega czestym rearanzacjom w guzach
(35% przypadkow sporadycznych) [33]. Najnowsze doniesienia wskazujg na region
chromosomu 16p 12-13 jako potencjalny locus tego genu [36].

CYTOGENETYKA

Znaczgca wiekszos¢ przypadkdw nerwiaka zarodkowego wystepuje sporadycznie.
W ich patogenezie kluczowa role odgrywajg somatyczne zmiany genetyczne na poziomie
gendw, jak i chromosomdéw, bedac obszarem zainteresowania zaréwno cytogenetyki,
jak i biologii molekularnej.

Ploidia DNA

Zawartos¢ DNA w komodrkach nowotworowych jest w praktyce klinicznej jednym
z najszerzej stosowanych wskaznikéw cytogenetycznych dla okreslenia prawdo-
podobienstwa przezycia pacjentéw z rozpoznaniem nerwiaka zarodkowego. Klasyczna
analiza cytogenetyczna aberracji chromosomowych udaje sie tylko w 20-30% pierwot-
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nych guzow [32], dlatego tez do oceny zawartosci DNA w komorkach najczesciej
wykorzystuje sie pétautomatyczng metode cytometrii przeptywowej, ktérajednak nie
pozwala oceni¢ ewentualnych zmian w strukturze chromosomow.

W przypadku niemowlat stwierdzenie triploidalnej (~3n) liczby chromosomoéw oznacza
istotnie lepsze rokowanie w pordwnaniu z pacjentami tej samej grupy wiekowej z
diploidalng(~2n) lub tetraploidalng(~4n) ich liczba [31]. Niestety, w przypadku starszych
dzieci, ploidia DNA traci moc prognostyczng. Prawdopodobnie zwigzane jest to z
powstawaniem dodatkowych zmian genetycznych w komérce polegajacych na
wystepowaniu aberracji strukturalnych, przede wszystkim dotyczacych chromosomu
Ip oraz obecnosci czesto licznych acentrycznych, podwadjnych, malutkich chromosomoéw
- double minutes (dmin) [27],

Aberracje chromosomowe

W przeciwienstwie do innych nowotwordéw wieku dzieciecego, trudno jest wskazac
charakterystyczng aberracje chromosomowa czy mutacje genowa, ktéra mogtaby byé
czynnikiem wywotujagcym kaskade zdarzen na poziomie molekularnym prowadzacych
do niepohamowanego rozrostu komoérek nowotworowych. Poszukiwanie analogii do
innych guzow litych, jak np. miesak Ewinga, gdzie opisywane aberracje strukturalne
swoiscie dotyczg translokacji chromosomu 11 i chromosomu 22 t(11;22)(g24;q12)
formujac gen fuzyjny EWS/FLI, nie przyniosto konstruktywnych wynikow. Najczesciej
spotykane w komdrkach nerwiaka zarodkowego aberracje chromosomowe to
dodatkowa kopia chromosomu 17q [4,5] oraz delecje chromosoméw Ip[37] i 1 Iq[17].
Zmiany te pojawiaja sie na réznych etapach onkogenezy i zadna z nich nie moze by¢
uwazana za zmiane o charakterze pierwotnym, inicjujgcym proces nowotworowy.

Amplifikacja onkogenu MYCN

Charakterystyka cytogenetyczna niektérych guzéw wykazata obecnosé
acentrycznych chromosoméw (dmin) - ktére moga wbudowac sie do innych
chromosomoOw tworzac regiony o zatartej strukturze pragzkowej HSRs (homogeneously
staining regions). Dmin i HSRs sacytogenetycznymi wyktadnikami amplifikacji genu,
ktérego sekwencje zidentyfikowano jako nalezacg do rodziny onkogenéw MYC [50].

Prawidtowg lokalizacjg protoonkogenu MYCN jest chromosom 2p24, jednak w
przypadku komorek wykazujacych jego amplifikacje, sekwencje AffCAhybrydyzuja
réwniez do dmin i HSRs. W poszczeg6lnych przypadkach procesowi amplifikacji podlega
duzy fragment krétkiego ramienia chromosomu drugiego, niezmiennie jednak obejmujgcy
locus MYCN, a takze, w pewnej liczbie przypadkéw, inne geny, w tym oddalony o
400kb od MYCN gen DEAD box (DDX1) [45]. Produkt biatkowy genu DDX1,
koamplifikowanego z MYCN w 50-70% przypadkéw, ma wptyw na strukture
drugorzedowg RNA warunkujgc stabilnos¢ mRNA, czym uzupetnia i wzmacnia efekt
regulacji ekspresji genow przez czynnik transkrypcyjny, jakim jest MYCN.

Amplifikacja MYCN wystepuje w ~25% przypadkow nerwiaka zarodkowego, ajej
obecnos¢ silnie koreluje z zaawansowanym stopniem choroby, szybka progresja guza,
opornoscig na chemioterapie oraz ztym rokowaniem niezaleznie od stopnia zaawan-
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RYCINA 1. Czas przezycia niemowlat < Ir.z. z rozsiang postacig nerwiaka zarodkowego na podstawie
statusu MYCN, za [47]

sowania klinicznego i wieku pacjenta [6]. Wptyw statusu MYCNna przezycie pacjentow
najwyrazniej obrazujgwyniki uzyskane w grupie dzieci <1 r.z. z IV stopniem zaawan-
sowania klinicznego choroby (rye. 1) [48]. Dla niemowlat bez stwierdzonej amplifikacji
MYCN w guzie 3-letnie przezycie {event-free survival) wynosito 93% w poréwnaniu
z zaledwie 10% w grupie z amplifikacja tego onkogenu.

Wcigz niewiele wiadomo o mechanizmie, w ktorym amplifikacja onkogenu MYCN
prowadzi do powstania agresywnego fenotypu. Istnieje silna korelacja pomiedzy liczbg
kopii tego genu w komorce a poziomem ekspresji jego produktu, tj. biatka MYCN.
Ot6z w guzach z amplifikacjg stwierdza sie znaczaco wigksze ilosci biatka, a pod
wzgledem klinicznym guzy te majabardzo ztosliwy przebieg. Nierozstrzygniete pozostaje
jednak znaczenie okreslania poziomu ekspresji biatka MY CN jako niezaleznego czynnika
rokowniczego, zwtaszcza w grupie guzéw bez amplifikacji, gdyz dotychczas uzyskane
wyniki sgsprzeczne [6]. Biatko MY CN jest czynnikiem transkrypcyjnym kontrolujacym
przejscie komérek w faze G1 cyklu komérkowego. Razem z biatkiem MAX tworzy
heterodimer petnigcy funkcje aktywatora transkrypcji. Jezeli jednak ekspresja biatka
MYCN jest niska, biatko MAX tworzy homodimer, ktéry petni role antagonistyczng-
inhibitora transkrypcji, uniemozliwiajgc komérkom rozpoczecie cyklu podziatu
komadrkowego [49]. Dotychczas poznano zaledwie kilka genéw regulowanych
bezposrednio przez ukiad biatek MYCN/MAX: geny MCM7 odpowiedzialny za
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utrzymanie euplodii DNA podczas podziatu komérkowego [51] oraz MRP kodujacy
opornos¢ wielolekowa (opis ponizej) [18].

Status amplifikacji onkogenu MYCN uwzgledniany jest w protokotach leczniczych
na catym Swiecie, bedac jednym z czynnikdw kwalifikujgcych pacjentéw do grupy
wymagajacej najbardziej agresywnego postepowania terapeutycznego.

Dodatkowa kopia chromosomu 17q

Metoda poréwnaweczej hybrydyzacji genomowej (CGH) wykorzystana dla analizy
cytogenetycznej pierwotnych guzéw wykazata, iz nieprawidtowosci chromosomu 17
sg hajczestszg zmiang chromosomowa w nerwiaku zarodkowym. Dodatkowg kopie
dtugiego ramienia chromosomu 17 stwierdza sie w 2/3 przypadkéw, a jej obecnos¢
silnie koreluje z zaawansowanym stadium choroby, wiekiem pacjentéw powyzej 1 r.z.,
a takze wspétwystepowaniem amplifikacji MYCNoraz delecji ramion p chromosomu
! [5]. Najczesciej zjawisko to pojawia sie w przypadku translokacji ramion 17q na
ramiona p chromosomu | i ma charakter translokacji niezrownowazonej, co wyjasnia
czeste ich wspohwystepowanie [4].

W obrebie chromosomu 17q zlokalizowano gen kodujacy biatko - surwiwine, bedace
silnym inhibitorem procesu apoptozy. Nadmierna ekspresja tego biatka wywotana
istnieniem nadliczbowych kopii genu prowadzi do zahamowania wewnatrzpochodnego
szlaku apoptozy zaleznego od kaspazy 9, ktérej swoistym inhibitorem jest wiasnie
surwiwina [42], Obserwacja kliniczna przypadkéw potwierdzita, iz pacjenci, ktdrych
guzy wykazuja wysoka ekspresje tego biatka, majg znacznie gorsze rokowanie [26].
Obecno$¢ dodatkowej kopii chromosomu 17q w komorce jest silnym niezaleznym
czynnikiem prognostycznym, jej wykrycie w komorkach guza umozliwia zaszeregowanie
pacjentow do grupy o hiepomysinym rokowaniu [5].

Delecja i utrata heterozygotycznosci (LOH) chromosomu Ip

W poréwnaniu z konstytucyjnym genotypem, w tkance guza do$¢ czesto stwierdza
sie utrate heterozygotycznosci (LOH) niektérych markeréw mikrosatelitamych w
obrebie ramion p chromosomu ! [35]. Wystepuje ona w ok. 35% przypadkdw nerwiaka
zarodkowego [4,6] i dotychczas nie udato sie wykry¢ genu w tym rejonie, ktéry mogtby
petni¢ funkcje genu supresorowego (TSG), a ktérego utrata prowadzitaby do
transformacji nowotworowej. Jak juz wspomniano powyzej, w nerwiaku zarodkowym
czesto dochodzi do niezréwnowazonej translokacji ramion 17q na ramiona p chromosomu
| prowadzacej do delecji dystalnego fragmentu tych ramion. Na podstawie analizy
poréwnaweczej udato sie zawezi¢ kluczowy region tej delecji do fragmentu 1p35-36, w
obrebie ktorego postuluje sie istnienie dwoch niezaleznych loci dla genéw TSG, w tym
jednego podlegajacego zjawisku pietna genomowego (genomie imprinting) [8].

Istnieje silna korelacja wspoétwystepowania amplifikacji MYCN i LOH ramion p
chromosomu 1. Grupa pacjentdw, u ktérych w guzach stwierdza sie réwnoczesne
wystepowanie obu tych markerow, charakteryzuje sie najbardziej ztosliwym przebiegiem
choroby. Znaczenie LOH Ip jako niezaleznego czynnika rokowniczego jest wcigz
kontrowersyjne. Jej wystepowanie pozwala na podziat pacjentow pod wzgledem
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agresywnosci przebiegu choroby i ryzyka progresji, nie majednak wptywu na ostateczne
prawdopodobienstwo przezycia [35]. Natomiast wspétwystepowanie z amplifikacja
MYCN lub dodatkowa kopig chromosomu 17q jest silnie zwigzane z niepomysinym
rokowaniem [4].

Analiza pierwotnych guzéw przy pomocy poréwnawczej hybrydyzacji genomowej (CGH)
wykazata istnienie w obrebie genomu jeszcze kilku innych miejsc, w ktérych dochodzi do
delecji, jednak ich rola w patomechanizmie transformacji nowotworowej nerwiaka
zarodkowego ani ewentualne znaczenie prognostyczne nie zostaty dotychczas ustalone [4].

MARKERY MOLEKULARNE

W ostatnich latach mozliwosci analizy profilu genetycznego znacznie wzbogacity
sie dzieki zastosowaniu metod opartych o najnowsze osiggniecia z dziedziny biologii
molekularnej. Obecnie, na poziomie molekularnym, diagnostyka nerwiaka zarodkowego
obejmuje zarowno analize materiatu genetycznego: poszukiwanie mutacji i polimor-
fizmoéw w obrebie gendw, ocene utraty heterozygotycznosci (LOH) jak réwniez analize
zjawisk epigenetycznych. Upowszechnienie badan molekularnych znacznie poszerzyto
panel informacji o biologii nerwiaka zarodkowego oraz dostarczyto nowych czynnikéw
rokowniczych o silnym znaczeniu prognostycznym. Ponizej scharakteryzowane zostang
dotychczas poznane markery molekularne, przedstawione ich mechanizmy dziatania
oraz nakreslone kierunki dalszych badan nad profilem genetycznym tego nowotworu.

LOH chromosomoéw llq i 14q

Oprocz przedstawionej powyzej utraty materiatu genetycznego z chromosomu 1 p
LOH zaobserwowano takze w innych regionach genomu komérek nerwiaka zarod-
kowego, w szczegoélnosci w chromosomach 1 1q (43% guzow) [17] i 14q (23%) [56].
Interesujacy jest fakt, ze w wiekszosci wypadkdw stwierdzenie powyzszych anomalii
genetycznych wykluczato obecnos¢ amplifikacji MYCN i LOH chromosomu Ip.
Rokowanie pacjentéw z LOH chromosomu ! Iq byto niepomys$ine, pomimo iz komoérki
guza miaty prawidtowg liczbe kopii MYCN-jest to bardzo istotne spostrzezenie, jako
zejest to najczesciej spotykane miejsce utraty heterozygotycznos$ci w nerwiaku zarod-
kowym. Natomiast dla LOH 14q, ktdéra najczesciej wspotwystepuje w guzach z LOH
11, do tej pory nie wykazano zadnej korelacji z przebiegiem klinicznym i dtugoletnim
przezyciem.

Geny supresorowe : TP53, TP73, NF1

Geny supresorowe (TSG) poprzez sprawowanie kontroli nad proliferacjg komdrek
zapobiegajg procesom nowotworzenia. W trakcie onkogenezy, w wigkszos$ci nowo-
tworéw cztowieka dochodzi do zaburzen ich funkcjonowania i w nastepstwie do utraty
kontroli nad cyklem komoérkowym. Moze sie to dokonaé w wyniku wielorakich procesow:
mutacji somatycznej, utraty heterozygotycznosci fragmentu chromosomu, a takze
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poprzez mechanizmy epigenetyczne, np. metylacje regionéw promotorowych czy
acetylacje histonéw [10]. W trakcie badan nad profilem genetycznym nerwiaka
zarodkowego zostat przeanalizowany stopien ekspresji wigkszosci znanych TSG, jednak
dotychczasowe wyniki nie przyniosty jednoznacznych rozstrzygnie¢ co do roli, jaka
odgrywaé moga one w onkogenezie tego nowotworu. Ponizej przedstawione zostana
wyniki badan, ktore podejmujg probe cho¢ czeSciowego wyjasnienia ich udziatu w
procesie nowotworzenia nerwiaka zarodkowego.

Gen TP53 kodujacy biatko p53, ktory petni kluczowa role w procesie stabilizacji
materiatu genetycznego komorki, jest jednym z gendw supresorowych najczesciej
podlegajacych mutacjom w wiekszosci nowotwordw cztowieka. Intrygujace jest wiec
spostrzezenie, iz mutacje tego genu sa rzadkoscig w nerwiaku zarodkowym [25, 58].
Wykazano jednak, iz w wypadku guzéw 0 znaczacym stopniu niezréznicowania dochodzi
do zaburzenia prawidtowego funkcjonowania biatka p53 poprzez zaburzenie jego
transportu do jadra komoérkowego [57]. Niewyjasnione dotychczas mechanizmy
epigenetyczne uniemozliwiajatransport biatka do jgdra komdérkowego paralizujac petnienie
przez nie funkcji ochronnej genomu. Obserwacja ta wigzana jest z utartg zdolnosci
neuroblastéw do réznicowania w kierunku zmian o tagodnym charakterze.

W regionie chromosomu 1p36.33, najczesciej wystepujacej w nerwiaku zarodkowym
delecji, znajduje sie gen TP73 wykazujacy duze podobieristwo do TP53 zaréwno pod
wzgledem organizacji genu, jak i sekwencji [52], Gen TP73 nie spetnia jednak
klasycznych kryteriéw Knudsona dla genu supresorowego [46] — wyjatkowo rzadko
dochodzi do mutacji wjego obrebie, ponadto model zwierzecy nie cechuje sie czestym
wystepowaniem nowotworéw. U myszy pozbawionej ekspresji biatka p73 w trakcie
rozwoju embrionalnego dochodzi do réznorakich zaburzen ontogenezy, nie wykazuje
onajednak zwiekszonej sktonnosci do choréb nowotworowych [59]. Biatko p73 petni
natomiast kluczowa role w r6znicowaniu tkanki nerwowej [38]. W przeciwienstwie do
swego homologu TP53, gen TP73 dzieki dwom alternatywnym promotorom oraz
niejednolitemu sktadaniu potranskrypcyjnemu (differential splicing) koduje wiele
izoform biatka p73. Niedawno stwierdzono wystepowanie w tkance nerwiaka
zarodkowego izoform biatka p73 pozbawionych fragmentu N-koricowego (ANp73),
wykazujacych wiasciwosci proonkogenne. W odrdznieniu od wariantéw biatka p73
prawidtowej dtugosci, ktére, tak jak p53, sasilnymi induktorami apoptozy, ANp73 silnie
hamuje proapoptyczne dziatanie zaréwno p53, jak i p73 [46]. Stwierdzenie ekspresji
ANp73 w nerwiaku zarodkowym jest niezaleznym negatywnym czynnikiem rokow-
niczym [9]. Uniemozliwienie przez nie prawidtowego funkcjonowania biatka p53 oraz
zahamowanie procesu réznicowania neuronalnego poprzez szlak zalezny od p73 jest
jednym z mechanizmow epigenetycznych odgrywajacych role w onkogenezie nerwiaka
zarodkowego.

Jedynym genem supresorowym, w obrebie ktérego udato sie stwierdzi¢ wystepo-
wanie mutacji w dwaoch liniach komoérkowych nerwiaka zarodkowego, jest NF1. Niestety
obserwacje te nie zostaty potwierdzone na materiale guzéw pierwotnych [55]. Ponadto
nie udato sie wykaza¢ zwiekszonej czestosci wystepowania nerwiaka zarodkowego u
pacjentow chorych na nerwiakowtokniakowatos¢ typu | (NF-1), u ktérych wystepuje
germinalna mutacja tego genu.
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Na koniec nalezy wspomnieé, iz réwniez zaden ze znanych gendw supresorowych
z rodziny inhibitoréw CDK: CDKN2A-Ckodujacych zalezne od cyklin inhibitory kinaz
(p 16, p21, pl 8), wyjatkowo czesto podlegajgcych mutacjom w innych nowotworach,
nie odgrywa znaczacej roli w procesie onkogenezy nerwiaka zarodkowego [42],
potwierdzajac unikatowos¢ tego nowotworu.

Telomeraza

Telomerazajest biatkiem z rodziny odwrotnych transkryptaz odpowiedzialnym za
dtugosc telomerow - struktur znajdujacych sie na koricach chromosomow i zapewnia-
jacych ich integralnos¢ strukturalng. Wzmozona aktywnos¢ telomerazy jest cechg
wspolng dla wielu nowotworéw, bedac per se w wiekszosci wypadkdéw jedynie
niespecyficzna zmiang wtorng utatwiajaca rozrost tkanki nowotworowej niz kluczowym
etapem onkogenezy. Tylko skrajne (wysoki lub nieoznaczalny) poziomy ekspresji biatka
moga mie¢ bezposrednie znaczenie rokownicze, co niestety dotyczy jedynie niewielkiej
subpopulacji nerwiakéw zarodkowych. Hiyama [22] stwierdzit brak aktywnosci
telomerazy oraz réwnoczasowe skracanie sie telomeréw w guzach o stopniu zaawan-
sowania 4-S wg INSS (International Neuroblastoma Staging System), ktdre ulegty
spontanicznej regresji. Z drugiej strony, guzy ze stwierdzong amplifikacja MYCN
wykazywaty nadzwyczaj wysoka ekspresje biatka, a ich przebieg kliniczny byt
niepomysiny. Obserwacje te zostaty potwierdzone w kolejnych badaniach [21,44], co
pozwala uznaé brak ekspresji telomerazy w tkance guza za wskaznik dobry progno-
stycznie, natomiast wybitnie wysoka aktywnos$¢ oraz jej wspotwystepowanie z
amplifikacjgMYCNza bardzo niekorzystny czynnik rokowniczy [23].

Markery procesu apoptozy

Indukcja apoptozy jest podstawowym mechanizmem wykorzystywanym podczas
tworzenia sig sieci neuronalnej w trakcie embriogenezy. Zaburzenie procesu eliminacji
komarek, ktore nie wyksztatcity wystarczajacej liczby potaczen intemeuronalnych, moze
prowadzi¢ ostatecznie do odwrdcenia tego procesu i inicjacji nowotworzenia.

Do aktywacji procesu programowanej $mierci komorki dochodzi pod wplywem
réznorodnych bodzcéw, np. obecnosci lub braku zewngtrzkomdrkowego ligandu dla
receptoréw z rodziny TNFR (CD95, p75), uszkodzenia DNA lub wzrostu przepusz-
czalnosci bton mitochondrialnych - w tym przypadku za przesylanie sygnatu
apoptycznego odpowiedzialna jest rodzina mitochondrialnych biatek btonowych Bel.
W nerwiaku zarodkowym bardzo czesto stwierdza sie wysoka ekspresje antyapo-
ptycznego biatka Bcl-2, ajej poziom jest odwrotnie proporcjonalny do procentu komérek
podlegajacych apoptozie oraz do stopnia ich zr6znicowania [15],

Niezaleznie od czynnika inicjujacego, ostatecznie w komarce ulegaja aktywacji biatka
efektorowe: kaspazy, ktore uruchamiajg sekwencje zdarzen prowadzacych do apoptozy
i Smierci komorki [41], W przypadku nerwiaka zarodkowego stwierdzenie wysokiej
ekspresji biatek z rodziny kaspaz w tkance guzajest, zgodnie z oczekiwaniem, zwigzane
z dobrym rokowaniem. Zjawisko apoptozy jest réwniez kluczowym procesem odpowiedzi
tkanki guza na chemioterapie. Cisplatyna, doksorubicyna oraz etopozyd indukuja szlak
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CD95/CD95L -kaspaza8 [16], Jednak w grupie guzéw z amplifikacjg MYCN gen
kodujacy kaspaze-8 jest hamowany poprzez metylacje jego promotora [54],
uniemozliwiajac ekspresje tego biatka, co przejawia sie opornoscig tych guzéw na
stosowane obecnie leczenie. Natomiast komorki wrazliwe na chemioterapie wykazujg
wysokg ekspresje biatek z rodziny kaspaz [15]. Nastepuje to poprzez indukcje biatka
transbtonowego p75, bedacego receptorem o niskim powinowactwie do NGF {nerve
growth factor). Ekspresja wspomnianego juz antyapoptycznego biatka bcl2 jest
natomiast wigzana z procesami nabytej odpornosci na chemioterapie [12].

Na podstawie powyzszych obserwacji mozna uznac iz nerwiak zarodkowy, ktorego
profil genetyczny sugeruje podatno$¢ na procesy apoptozy, ze wzgledu na wysoka
ekspresje wspomnianych genéw, o wiele czesciej podlega zjawisku spontanicznej regresji
oraz dobrze odpowiada na stosowane leczenie cytotoksyczne. Nalezy jednak rowniez
wspomnieé, iz analiza procesu spontanicznej regresji w przebiegu nerwiaka zarodkowego
przyniosta pierwsze dowody potwierdzajace przypuszczenia iz, obok apoptozy, istniejg
inne procesy zaprogramowanej Smierci komorek, niezalezne od kaspaz [29].

Dzi$ mozna stwierdzi¢, iz w patomechanizmie zjawiska spontanicznej regresji w
przebiegu nerwiaka zarodkowego odgrywa role kilka niezaleznych szlakéw prowadza-
cych do Smierci komorki. W komérkach guza podlegajacych regresji tylko w czesci
przypadkéw stwierdzono obecno$¢ wyktadnikow procesu apoptozy [28]. W preparatach
nerwiaka zarodkowego analizowanych z wykorzystaniem technik mikroskopii elekt-
ronowej nie zawsze stwierdzano wystepowanie ciat apoptycznych, zamiast ktorych
czesto obserwowano nagromadzenie zmian o charakterze degeneracyjnym, charakte-
rystycznych dla procesu degeneracji autofagalnej [29].

Geny opornosci wielolekowej

Pojawienie sie opornosci na wiele chemioterapeutykow nalezacych do niezaleznych
grup cytostatykow jest zjawiskiem obserwowanym w przebiegu klinicznym nerwiaka
zarodkowego, za ktore odpowiedzialna jest przede wszystkim nadmierna ekspresja
biatek z rodziny transporterow kasetowych wigzacych ATP {NXP-binding casette
transporters). Gtéwnymi przedstawicielami tej rodziny sg: glikoproteina P-kodowana
przez gen MDR1 {multi-drug resistance gene 1) oraz biatko MRP {multi-drug
resistance-related protein) kodowane przez gen o tej samej nazwie. Sterowany przez
nie proces usuwania cytostatykow z komérki dokonuje sie z wykorzystaniem aktywnego,
zaleznego od ATP, transportu przezbtonowego [20], Najnowsze doniesienia sugeruja,
iz onkogen MYCN wptywa na stopien odpowiedzi guza na stosowang chemioterapie
poprzez regulacje ekspresji genu MRP [18] - obserwacja ta stanowi ogniwo tgczace
fenotyp guza o wysokiej ztosliwosci z fenotypem lekoopornym. Juz wczesniej
stwierdzono, iz wysoki stopien ekspresji genu MRP w nerwiaku zarodkowym jest
niezaleznym negatywnym czynnikiem rokowniczym [43]. ROwniez ekspresja genu
MDR1, ktéry w odréznieniu od MRP nie wykazuje wspo6tzaleznosci z wystepowaniem
amplifikacji MYCN, w niektérych grupach pacjentéw: populacji dzieci starszych (>1
r.z.) oraz w grupie guzow bez amplifikacji ATYCAjest markerem ztej prognozy [19].
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Od ponad dekady znane sg substancje farmakologiczne zdolne do odwrocenia efektu
lekoopomosci zaleznego od P-glikoproteiny (verapamil, cyklosporyna), jednak ich
stosowanie nasila toksycznos$¢ winkrystyny i doksorubicyny [20]. Konieczne wydaje
sie wiec poszukiwanie bardziej bezpiecznych lekéw oraz ich indywidualne stosowanie
w przypadkach nerwiaka zarodkowego o stwierdzonej wysokiej ekspresji genéw
opornosci wielolekowej.

Wigkszos¢ badan nad mechanizmem powstawania wielolekoopomosci i mozliwosci
jej odwrécenia w przebiegu nerwiaka zarodkowego przeprowadzono na liniach
komérkowych w warunkach in vitro, dlatego tez znaczenie kliniczne tych obserwacji
pozostaje wcigz do ostatecznego wyjasnienia.

Rodzina receptoréw dla neurotrofin oraz RAS

Ksztattowanie sig¢ sieci neuronalnej bedace wyrazem dojrzewania tkanki nerwowej
jest procesem kontrolowanym zaréwno czasowo, jak i przestrzennie przez ukiad
neurotrofin i ich receptoréw - transbtonowych biatek z rodziny Trk wykazujacych
aktywno$¢ kinazy tyrozynowej. Najwazniejsi przedstawiciele tej rodziny to: TrkA
bedacy selektywnym receptorem dla NGF {nerve growth factor) oraz NT-3
{neurotrophin 3); TrkB wigzacy BDNF {brain derived nerve factor), jak i NT-4
{neurotrophin 4) oraz biatko p75, ktére wykazuje niskie powinowactwo do wszystkich
neurotrofin. Ekspresja TrkA jest niezaleznym, pozytywnym czynnikiem rokowniczym
[53], Przeciwnie, obecnos¢ biatka TrkB stwierdzana jest w guzach o agresywnym
przebiegu klinicznym i czesto wspétwystepuje z amplifikacjgMYCN [40].

Podlegajacy Scistej kontroli poziom NGFjest gtdwnym czynnikiem regulujagcym proces
ksztattowania sie obwodowej sieci neuronalnej uktadu wspotczulnego. Pod koniec okresu
embrionalnego stwierdza sie wysoka ekspresje TrkA i p75 w komorkach dojrzewajgcego
uktadu sympatycznego. NGF, bedacy ich swoistym ligandem, promuje proces
réznicowania sie neuroblastéw. W okresie okotoporodowym nastepuje gwattowny
spadek stezenia NGF, co powoduje masowa $mier¢ komorek, ktére do tego czasu nie
wyksztatcity wystarczajacej liczby potaczen zaréwno aksonalnych, jak i dendrytycznych
[39]. Zgodnie z teorig tropowg zburzenie kruchej réwnowagi pomiedzy stezeniem
neurotrofin a iloscig receptoréw prezentowanych na btonie komdrkowej neuronéw
prowadzi do niepohamowanego rozrostu komoérek bedac zaczatkiem procesu
nowotworowego. Jednak dalsze etapy réznicowania sie tkanki nerwowej obserwowane
w okresie poporodowym moga prowadzi¢ do przywrécenia rownowagi i stanowic
podstawe obserwowanej klinicznie spontanicznej regresji zmian.

Przytgczenie sie NGF do homodimeru TrkA powoduje autofosforylacje receptora oraz
aktywacje kaskady biatek przekazujacych sygnat dojgdra komorki i regulujacych transkrypcje
specyficznych gendw. Eggert wykazata, iz najwazniejszym szlakiem indukowanym przez
NGF w komorkach nerwiaka zarodkowego jest uktad Ras/MAPK [14]. Szlak ten jest
odpowiedzialny nie tylko za indukcje procesdw réznicowania w kierunku dojrzatych komorek
nerwowych, ale réwniez za indukcje wspomnianej powyzej zaprogramowanej Smierci
komorki o mechanizmie niezaleznym od kaspaz, klinicznie prowadzacej do regresji zmian
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[28]. Dlatego tez wysoka ekspresja biatka Ras jest bardzo dobrym czynnikiem
rokowniczym, a zwiaszczajej wspotwystepowanie z TrkA [53].

Autokrynny ukiad TrkB/BDNF, ktérego aktywacje obserwuje sie w nerwiaku
zarodkowym o bardzo agresywnym przebiegu klinicznym, jest czynnikiem odpowiedzial-
nym za oporno$¢ tych guzéw na stosowang chemioterapie [24] oraz odgrywa role w
promocji angiogenezy [13]. Réwnoczesnie, na zasadzie sprzezenia zwrotnego, jest sam
dla siebie czynnikiem wzrostu napedzajgcym rozrost tkanki guza.

Rodzina receptoréw dla neurotrofin sprawuje nadzér nad procesem réznicowania
sie neuroblastéw w kierunku dojrzatych komoérek zwojowych oraz decyduje o indukcji
zjawiska spontanicznej regresji. W procesach tych kluczowa role odgrywa stezenie
swoistych ligandow, zwiaszcza NGF i BDNF w mikrosrodowisku utkania guza. W
Japonii wprowadzono oznaczenie ekspresji biatek z rodziny Trk w komorkach nerwiaka
zarodkowego do praktyki klinicznej.

GENETYCZNY MODEL ROZWOJU NERWIAKA
ZARODKOWEGO

Genetyczna heterogenicznos$¢ nerwiaka zarodkowego obserwowana zaréwno na
poziomie genu, chromosomu, jak i catej komérki $wiadczy, iz zamiastjednolitej choroby
mamy do czynienia ze zbiorem podtypdéw nowotworu, réznigcych sie przebiegiem
klinicznym: agresywnos$cigwzrostu, opornoscig na stosowane leczenie czy tez zdolnoscia
do regresji. Dotychczas nie udato sie jednoznacznie ustali¢, czy kolejnos¢, w jakiej
akumuluja sie obserwowane nieprawidtowosci profilu genetycznego, ma znaczenie
rokownicze. Ponadto, jak dotad nie znaleziono wystarczajaco silnych dowodow, ktére
potwierdzatyby zdolno$¢ guzéw do konwersji w postaci o bardziej agresywnym przebiegu

6,7].

[ V]V roku 2000 opublikowano model onkogenezy nerwiaka zarodkowego oparty na
analizie profilu genetycznego tkanki guza [7]. Nie wykluczajac istnienia potencjalnej
jednej wspdlnej mutacji, ktéra inicjowataby proces nowotworzenia i odpowiadata za
nieliczne przypadki rodzinnie wystepujacego nerwiaka zarodkowego, zaproponowano
podziat guzéw na dwa typy, ktéry dokonywatby sie na wczesnym etapie rozwoju
nowotworu (ryc. 2).

Typ pierwszy, o tagodnym przebiegu klinicznym, w toku ktérego czesto moze
dochodzi¢ do spontanicznej regresji zmian i/lub dojrzewania, charakteryzuje sie
zaburzeniem procesu mitozy. Prowadzi to do powstania komorek o kariotypie
okototriploidalnym (~3n), przy czym dodatkowe kopie chromosomow majg zachowang
prawidtowsg strukture. W tkance guza obserwuje sie wysokg ekspresje receptora
btonowego TrkA. Brak jego swoistego ligandu NGF prowadzi do uruchomienia
mechanizmow odpowiedzialnych za spontaniczng regresje (w tym procesu apoptozy),
natomiast obecnos¢ komorek Schwanna w podscielisku utkania guza stymuluje proces
réznicowania sie neuroblastéw w kierunku dojrzatego zwojakonerwiaka [2], Klinicznie,
typ ten wystepuje najczesciej u niemowlat do | roku zycia, w przypadkach o niskim
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RYCINA 2. Genetyczny model onkogenezy nerwiaka zarodkowego. Reprodukcja za zgodgautoréw [3]:
NGF - nerwowy czynnik wzrostu, LOH - utrata heterozygotycznosci, 2n,3n,4n - stopien ploidii, TrkA
- receptor dla neurotrofin, ganglioneuroblastoma - nerwiak zwojowokomoérkowy zarodkowy,
ganglioneuroma - zwojakonerwiak

stopniu zaawansowania (1,2 wg klasyfikacji INSS) oraz w 4-S. Wskaznik 3-letniej
przezywalnosci siega 90%.

W odréznieniu od niego, typ drugi o bardzo agresywnym przebiegu klinicznym
charakteryzuje sie wystepowaniem licznych aberracji strukturalnych chromosomow.
Kariotyp komorek guzajest okotodiploidalny (~2n) lub tetraploidalny (~4n). Klinicznie
typ ten dotyczy dzieci starszych, powyzej pierwszego roku zycia, 0 znacznie zaawan-
sowanym procesie chorobowym (stopien 3,4 wg INSS). W przebiegu klinicznym nie
dochodzi do samoistnej regresji zmian ani do réznicowania sie tkanki guza. W tkance
guza ekspresja biatka TrkA jest sladowa, natomiast stwierdzana jest obecnos¢ autokryn-
nego uktadu TrkB-BDNF stymulujgcego niepohamowany rozrost guza. Ponadto w
ramach typu drugiego wyrdznia sie dwa podtypy. W podtypie Il A, 0 mniej agresywnym
przebiegu, charakteryzujacym sie 3-letnim przezyciem rzedu 30-50%, czesto stwierdza
sie utrate heterozygotycznosci (LOH) dtugich ramion chromosomoéw 11 i 14. Podtyp o
najbardziej agresywnym (11B) przebiegu czesto wykazuje natomiast LOH chromosomu
Ip oraz amplifikacje genu AfFCWprzy wskazniku 3-letniego przezycia ponizej 25%.
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WNIOSKI KONCOWE

Przedstawiony powyzej model zmian genetycznych lezacych u podstaw transformaciji
nowotworowej ilustruje ztozony charakter proceséw przebiegajacych zaréwno na
poziomie gendéw, jak i chromosomow, ktore poprzez zaburzenie dojrzewania obwodowej
tkanki nerwowej ostatecznie prowadzg do rozrostu nerwiaka zarodkowego.

Znajomosc¢ profilu genetycznego guza moze by¢ wykorzystana na kazdym etapie
postepowania diagnostycznego i terapeutycznego, zwilaszcza przy ustalaniu strategii
leczenia. Juz dzisiaj w praktyce Kklinicznej dzieki ocenie ploidii komoérek guza, jak i
poszukiwaniu ewentualnej amplifikacji AfJO/udaje si¢ doktadniej przewidzie¢ przebieg
choroby, a wiec zaszeregowac pacjenta do odpowiedniej grupy ryzyka i dostosowaé
intensywnos¢ leczenia, pokonujac w ten sposéb niedoskonatosc klasycznych czynnikow
prognostycznych, takich jak wiek pacjenta i stopien zaawansowania choroby. W

TABELA 1. Grupy ryzyka w nerwiaku zarodkowym, zmodyfikowane wg [42]

Parametry Ryzyko

niskie posrednie wysokie
KLINICZNE
Wiek <lrz >1rz >1rz
Stopien zaawansowania 1, 2 4S5 3,4 3,4
5-letnie przezycie 95% 50% 25%

HISTOPATOLOGICZNE

Liczebno$¢ komérek >50% <50% brak lub minimalna
podscieliska (k. Schwanna)

MK1 <2% 2-4% >4%
(indeks mitozy / karyorrhexis)

Indeks mitotyczny niski wysoki
Ogniska zwapnien obecne brak
CYTOGENETYCZNE

Ploidia 3n 2n/4n 2n/4n

LOH Ip rzadko rzadko czesto
LOH 1lq, 14q rzadko czesto rzadko
Dodatkowa kopia rzadko czesto czesto
chromosomu 17q

Status MYCN norma norma amplifikacja
MOLEKULARNE

Ekspresja TrkA wysoka niska niska
Ekspresja TrkB niska niska wysoka

Izoforma p73 p73 ? ANp73
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najblizszej przysztosci do wstepnej oceny powinna zosta¢ wiaczona réwniez analiza
markerow molekularnych, zwtaszcza ocena ekspresji biatek z rodziny Trk. Kompleksowa
analiza danych klinicznych, histopatologicznych, jak i profilu genetycznego umozliwi
stratyfikacje pacjentéw (tab. 1), tak aby dzieciom z grupy najwyzszego ryzyka mozna
byto wdrozy¢ agresywne leczenie, natomiast w grupie o najnizszym ryzyku jak
najbardziej zminimalizowaé efekty uboczne terapii. Zrozumienie mechanizméw
molekularnych lezacych u podstaw transformacji nowotworowej, jak réwniez poznanie
mechanizmdw spontanicznej regresji to wyzwanie przysztosci badan nad nerwiakiem
zarodkowym. Stanowia one droge dla stworzenia indywidualnych schematéw terapii,
ukierunkowanej na bezposrednig ingerencje w procesy transmisji sygnatow wewnatrz-
komorkowych tak, aby przywrdci¢ réwnowage miedzy zjawiskami apoptozy i proliferacji
w tkance dojrzewajgcego uktadu nerwowego.
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LUDZKI WIRUS CYTOMEGALII (HCMV) - LATENCJA
I STRATEGIE UCIECZKI SPOD KONTROLI UKELADU
ODPORNOSCIOWEGO

HUMAN CYTOMEGALOVIRUS (HCMV) -
LATENCY AND IMMUNE EVASION

Katarzyna BULEK

Pracownia Genetyki Molekularnej i Wirusologii, Wydziat Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego

Streszczenie'. Ludzki wirus cytomegalii (HCMV) ma zdolno$¢ do przetrwatego zakazenia poprzez
ustalenie stanu latencji w komoérkach gospodarza. Wirus moze ulega¢ reaktywacji, w czasie ktérej dodat-
kowo stosuje r6zne mechanizmy upos$ledzajgce peitna odpowiedz ukiadu odpornosciowego. Do tych
mechanizméw naleza m.in. blokowanie prezentacji antygenéw, wplyw na sie¢ cytokin, hamowanie ko-
morek NK i hamowanie apoptozy.

Stowa kluczowe'. HCMV, latencja, reaktywacja, uktad odpornosciowy.

Summary. Human cytomegalovirus (HCMV) has ability to lifelong maintenance within the host using
mechanisms involved in latency. Virus can reactivate and during reactivation HCMV uses different
mechanisms (inhibition of antigen presentation, influence on cytokine network, inhibition of NK cells,
disturbance of apoptosis) which downregulate effectiveness of immune cells.

Keywords'. HCMV, latency, reactivation, immune system.

Wykaz stosowanych skrétéw: ADAM - rodzina biatek dysintegryn i metaloproteinaz; ADCC - cytotok-
syczno$¢ komoérkowa zalezna od przeciwciat; APC - komoérka prezentujgca antygen; CD - kompleks
réznicowania; CIHITA - transaktywator MHC Kklasy |I; ER - retikulum endoplazmatyczne; Fc - frag-
ment krystalizujacy; GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow;
gp - glikoproteina; HLA - antygeny ludzkich leukocytéw; IFN - interferon; IL - interleukina; IRL -
wewnetrzne powtorzenia diugie; ITIM - motywy immunoreceptorowe hamujace, oparte na tyrozynie;
JAK - kinaza Janusa; KIR - receptory hamujgce zabijanie; LIR - receptory leukocytéw immunoglo-
bulinopodobne; MAC - kompleks atakujacy btong; MCP-1 - monocytamy czynnik chemotaktyczny
biatkowy 1; MHC - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej; MIC - czasteczki zwigzane z gtbwnym ukta-
dem zgodnosci tkankowej klasy I; MIP - biatko zapalne makrofagéw; NK - naturalne komoérki cyto-
toksyczne; pp - fosfoproteina; RANTES - regulowany przez aktywacje: ekspresja i wydzielanie przez

*Praca finansowana z grantéw: KBN nr 6P04C02220 i MNil nr PB0315/P04/2003/25.
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prawidtowe limfocyty T; TAP - biatko transportujace zwiazane z obrébka antygenu; TNF-a - czynnik
martwicy nowotworéw a; TGF-0 - transformujacy czynnik wzrostu (3; TRL - koricowe powtérzenia
diugie; UL - unikalny dtugi (region); ULBP - biatko wigzace UL-16; US - unikalny kroétki (region);
VICA - wirusowy inhibitor apoptozy indukowanej przez kaspaze; vMIA - wirusowy inhibitor apoptozy
zlokalizowany w mitochondrium.

1. WSTEP

Ludzki wirus cytomegalii (HCMV) nalezy do podrodziny Betaherpesvirinae
wchodzacej w sktad rodziny Herpesviridae. Ocenia sie, ze jest nim zakazone 50-
90% dorostej populacji. Wirus przenosi sie na ptdd przez tozysko, niemowleta moga
zakazi¢ sie pijac mleko matki, natomiast mate dzieci przez kontakt z moczem lub $ling
innych dzieci. W$rdd miodziezy i dorostych zakazenie szerzy sie gtdwnie przez pocatunki
i stosunki ptciowe. Infekcja HCMV jest zwykle wystarczajaco kontrolowana przez
uktad immunologiczny i nie wywotuje powaznej choroby, jednak uktad odpornosciowy
gospodarza nie jest w stanie do konica wyeliminowac¢ wirusa. Genom wirusa jest
utrzymywany w komérkach gospodarza w formie latentnej prawdopodobnie przez cate
zycie. Latencja definiowana jest jako obecno$s¢ genomu wirusowego w komarkach
gospodarza bez produkcji zakaznych czastek wirusowych. Wirus moze ulegac
reaktywacji, co skutkuje nawracajgcymi infekcjami. HCMV jest szczegdélnie grozny
dla os6b za stanami immunosupresji, u ktérych moze rozwina¢ sie wielonarzagdowa
choroba cytomegaliowa, bedaca najciezsza forma zakazenia [3],

Wirus HCMV stosuje rozmaite mechanizmy dla unikniecia odpowiedzi ze strony
uktadu odpornosciowego:

* ustala stan latencji, w czasie ktdrego zachodzi ograniczona ekspresja genow
wirusa,

* ulega replikacji w miejscach immunologicznie uprzywilejowanych [23],

* uposledza mechanizmy obronne gospodarza przez ekspresje réznych czynnikéw
wyciszajgcych odpowiedz immunologiczna.

2. MIEJSCE LATENCJI WIRUSA

HCMV zakaza rézne typy komérek: komorki endotelialne, epitelialne, fibroblasty,
neurony, komarki miesni gtadkich, monocyty/makrofagi i granulocyty. Miejscem latencji
HCMV sg jednojadrzaste komorki krwi obwodowej CD14+ oraz komorki szpiku
kostnego CD34+ i CD33+ [24,26,28], Ponadto przypuszcza sie, ze réwniez komorki
endotelialne moga by¢ miejscem latencji wirusa [9], HCMV jest utrzymywany w dtugo
zyjacej komérce progenitorowej linii mieloidalnej CD34/CD33 i w czasie jej podziatu
wirus przekazywany jest do komorek potomnych.
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3. MECHANIZMY REAKTYWACIJI

Na podstawie badan przeprowadzonych in vitro zaproponowano rézne modele
reaktywacji HCMV [24, 26, 28]. Jeden z nich dotyczy komorki progenitorowej linii

mieloidalnej. Na skutek stymulacji tej
komorki cytokinami (TNF-a, IFN-y i GM-
CSF) dochodzi do reaktywacji wirusa.

Inny model dotyczy reaktywacji wirusa
HCMV w latentnie zainfekowanych mono-
cytach. Réznicowanie tych komérek do
ma-krofagdw wywotane cytokinami (IL-2
i IFN-y) uwalnianymi przez allogeniczne
limfocyty CD4+ i CD8+ powoduje reakty-
wacje HCMV. Zastapienie powyzszych
cytokin mitogenem nie wywotuje tego
efektu. Kluczowarole w opisanym mecha-
nizmie odgrywa IL-2. Jest ona aktywato-
rem monocytéw: zwiegksza ich przezycie,
migracje i wydzielanie innych cytokin.
Efekty wywotane przez IL-2 sg wzmac-
niane przez IFN-y, a blokowane przez
TGF-B (obecny w makrofagach stymulo-
wanych mitogenem). Ponadto IL-2 aktywu-
je limfocyty CD8+, ktore zwiekszajg wy-
dzielanie IFN-y [26] (ryc. 1).

Latentne zakazenie wirusem HCMV
jest szczegolnie grozne dla oséb znajduja-
cych sie w stanie immunosupresji (osoby
po przeszczepach i osoby zarazone HIV).
Wtedy bowiem znacznie zwieksza sie ryzy-
ko dodatkowych infekcji i pojawienia sie
odpowiedzi odpornosciowej: pobudzone

RYCINA 1. Schemat reaktywacji HCMV w
trakcie réznicowania monocytéw do makrofagéw.
Szczego6lng role w tym procesie odgrywaja
cytokiny uwalniane przez allogeniczne limfocyty
T [wg 24, zmienione]

limfocyty T wytwarzajg cytokiny prowadzace posrednio do reaktywacji wirusa i

rozwoju choroby CMV [9].

4. STRATEGIE UNIKANIA ODPOWIEDZI UKEADU
ODPORNOSCIOWEGO

HCMV stosuje rézne strategie unikniecia petnej odpowiedzi ze strony uktadu
odpornosciowego. Do tych mechanizméw zaliczamy m.in. zaktdcenia w prezentacji
antygendéw, oddziatywanie na sie¢ cytokin, hamowanie komdrek NK, hamowanie

apoptozy [5, 6, 8, 12, 13, 14, 21].
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Antygeny endogenne (np. biatka wirusowe) prezentowane saw kontekscie MHC klasy
I (MHC-I) i rozpoznawane sg przez limfocyty T cytotoksyczne. Czasteczki MHC-I,
zbudowane z tancucha ciezkiego (a) i tancucha lekkiego - [32 mikroglobuliny, ulegaja
ekspresji nawszystkichjadrzastych komorkach oraz w matej ilosci na erytrocytach. Antygeny
cytoplazmatyczne przetwarzane saw proteasomach, a nastepnie powstate w nich peptydy
transportowane z udziatem biatek TAP do siateczki endoplazmatycznej. Tu peptydy wiaza
sie w rowku fancucha ot czasteczki MHC-I i wraz z nia transportowane sa nastepnie na
powierzchnig komorki.

Cztery btonowe glikoproteiny wirusa HCMV (gpUS2, gpUS3, gpUS6, gpUS 11) sg
przyktadami biatek mogacych blokowaé prezentacje antygenu w kontekscie czasteczek
MHC klasy | (ryc. 2). Glikoproteina US2 wigze tancuch ciezki MHC klasy | w siateczce
endoplazmatycznej. Powstaty kompleks ulega wstecznemu transportowi do cytoplazmy
i degradacji w proteasomie. Podobne dziatanie ma inne biatko wirusa - gpUSII.
Wywotuje ono dyslokacje MHC-I do cytoplazmy, a przez to spadek liczby MHC-I na
powierzchni komérki. W przeciwienstwie do gpUS2, biatko gpUSII nie jest
degradowane. Glikoproteina US3 wigze sie z kompleksem: tarncuch ot-[32-mikroglobulina
i zatrzymuje te czasteczki w ER. Biatko gpUS6 wplywa na tgczenie peptydu z MHC-
| w siateczce, gdyz asocjuje przejsciowo z kompleksem: TAP - fahcuch a MHC-I -
[32m, co blokuje translokacje peptydu przez btone siateczki i zapobiega fgczeniu sie
antygenu z MHC-I [5,6, 12, 13, 14, 21]. Normalnie biatka TAP tacza sie przejsciowo
Z pustg czgsteczkg MHC klasy |, a po dostarczeniu peptydu do siateczki endoplaz-
matycznej i jego zwigzaniu sie w rowku tancucha a czasteczki MHC-I ulegaja
odtgczeniu.

Dodatkowo produkt genu UL83 - fosfoproteina pp65 chroni bezposrednie wczesne
biatko wirusa - czynnik transkrypcyjny IE1 przed prezentacjg. Biatko pp65 fosforyluje
IE1, co zapobiegajego przetworzeniu w proteasomie i w efekcie prezentacji z udziatem
czasteczek MHC-I [5, 8, 12].

Obnizony poziom czasteczek MHC klasy | badz ich niepoprawna forma prowadza
do aktywacji komérek NK, ktore nie otrzymujg sygnatu hamujgcego i w konsekwencji
wywierajg na komorki docelowe efekt cytotoksyczny. W tym przypadku jedng ze
stosowanych przez HCMV strategii jest produkcja biatka gpUL18 (ryc. 2). Jest ono
homologiem MHC klasy I, ktéry wigze [32-mikroglobuline. Kompleks ten ulega ekspresji
na powierzchni komorki i hamuje cytotoksycznos¢ komoérek NK oddziatujac z ich
receptorem KIR lub LIR-1 [8].

Komérki NK majg na swej powierzchni receptory dostarczajgce sygnatow zaréwno
hamujacych, jak i aktywujacych [1], Efektem tych sygnatéw jest odpowiednio
blokowanie reakcji cytotoksycznej lub uruchomienie mechanizméw prowadzacych do
lizy. Receptory komdérek NK oddziatujg z ligandami, ktérymi moga by¢ czasteczki
MHC Kklasy | zarébwno klasyczne, jak i nieklasyczne. U cztowieka wyr6zniono dwie
grupy receptoréw komorek NK. Sg to receptory z nadrodziny czasteczek immuno-
globulinopodobnych oraz receptory lektynowe z grupy CD94/NKG2.

HCMV hamuje aktywnos$¢ komorek NK przez receptory dostarczajagce sygnatu
hamujacego CD94/NKG2A/B. Sama czasteczka CD94 nie jest zdolna do blokowania
aktywacji komérek NK, gdyz nie ma ona cytoplazmatycznego motywu hamujgcego
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RYCINA 2. Schemat przedstawiajgcy oddziatywanie wirusa HCMV na prezentacje antygenu w
kontekscie czasteczek MHC klasy I. Opis w tekscie [wg 6, zmienione]

RYCINA 3. Schemat przedstawiajacy rézne strategie oddziatywania wirusa HCMV na ukiad
odpornosciowy gospodarza. Opis w tekécie [wg 6, zmienione]
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ITIM. Moze sie ona tagczy¢ z innymi czasteczkami, majacymi powyzszy motyw. Sa to
czasteczki o charakterze lektyn: NKG2A lub B. Receptor CD94/NKG2A/B oddziatuje
z nieklasycznymi czasteczkami MHC klasy | - HLA-E. Powierzchniowa ekspresja
HLA-E jest uzalezniona od zwigzania przez tg czasteczke peptydu, ktory jest odcinany
od N-konca klasycznych czasteczek HLA-A, HLA-B i HLA-C [ 19,22]. Glikoproteina
UL40 HCMV ma sekwencje homologiczng do peptydu pochodzacego z HLA-C.
Transport gpUL40 na powierzchnie komorki jest niezalezny od TAP (ryc. 3). W ten
sposob wirus omija blok wywotany przez gpUS6 [29, 30].

Receptor NKG2D nalezy z kolei do aktywujacych receptorow komorek NK,
niektérych subpopulacji limfocytow T i makrofagéw. Czasteczka NKG2D nie taczy
sie z CD94, lecz wystepuje w postaci homodimeru. Receptor ten oddziatuje z roznymi
ligandami: MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, ULBP3. Czasteczki te pojawiajg sie na
powierzchni komorek, ktore ulegly stresowi, transformacji nowotworowej lub zakazeniu
wirusem [16], Okazato sig, ze biatko wirusowe gpUL 16 zatrzymuje czes¢ tych ligandow
w ER i aparacie Golgiego. Biatko gpULI6 umozliwia w ten sposéb komorce
zainfekowanej HCMV unikna¢ rozpoznania przez komorki efektorowe z ekspresja
NKG2D [4, 11], Inne badania sugeruja, ze biatko gpULI6 zwieksza ochrone przed
dziataniem biatek cytolitycznych komdrek NK. Wydaje sie, ze wptywa ono na stabilizacje
btony komérek zakazonych HCMV [18].

Wystepowanie MHC klasy Il ograniczone jest do profesjonalnych komérek prezen-
tujacych antygen (APC), a wiec limfocytéw B, komorek dendrytycznych i monocytow.
Czasteczki MHC klasy |l prezentuja peptydy pochodzenia egzogennego. t.ancuchy ot i [3
klasy 1l w obrebie retikulum endoplazmatyczncgo wystepujg w kompleksie z tzw.
taricuchem zmiennym (li). Kompleks oc|3-li transportowany jest przez aparat Golgiego
do przedziatu cndosomalnego o obnizonym pH lub przedziatu lizosomalnego, gdzie lijest
uwalniany. Odtaczenie tancucha li umozliwia zwigzanie peptydu.

Glikoproteina HCMV - gpUS2 wigze wolne tancuchy a, jak rowniez kompleks oc|3
z tancuchem zmiennym li. Ponadto wywotuje degradacje czasteczki HLA-DMA. HLA-
DMA wraz z HLA-DMB tworzy heterodimer, ktory stabilizuje czasteczke MHC Kklasy
II'i katalizuje proces tadowania peptydu [6,8, 12, 14,21],

Geny rejonu MHC klasy Il znajdujg sie pod kontrolg transaktywatora CIITA.
Transaktywator MHC klasy Il uwazany jest za podstawowy czynnik transkrypcyjny
genow MHC klasy 11. Ekspresja CIITA jest scisle kontrolowana i zachodzi w sposéb
ciggly jedynie w komorkach prezentujacych antygen. Silnym induktorem ekspresji CIITA
jest IFN-y. Cytokina ta przekazuje sygnat z udziatem kinazy tyrozynowej niereceptorowej
Janusa (JAK). Kinazy Janusa posredniczaw przenoszeniu sygnatu poprzez aktywacje
biatek z odpowiednimi domenami. HCMV wywotuje degradacje JAKI hamujac w ten
sposéb aktywacje czynnika transkrypcyjnego STAT (ryc. 3). Konsekwencjg tych
procesow jest blokowanie CIITA, spadek ekspresji genéw dla MHC Il i zahamowanie
prezentacji antygenu [8, 12, 14].

Ekspresja czasteczek MHC klasy | wzmagana jest przez wszystkie rodzaje 1FN
(IFN-oc, -P, -y). HCMV wptywa na r6zne poziomy przekazu sygnatu od IFN-oc [15],
Po zwigzaniu IFN-oc do receptora dochodzi do aktywacji kinazy tyrozynowej. Ta z
kolei fosforyluje inne biatka, ktore tworzg kompleks dziatajacy jak czynnik transkryp-
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cyjny. Wirus wywoluje spadek ekspresji JAKI i p48, dwdch waznych komponentow
przekazu sygnatu od IFN-oc.

Inng strategig wirusa jest blokowanie powstawania metaloproteinaz cysteinowych z
rodziny ADAM (CD 10 i CD 13). HCMV blokuje powstawanie tych proteinaz:
¢ CD 10 - hamowanie na poziomie RNA,
¢ CD 13 - hamowanie na poziomie biatka; prawdopodobnie wywotuje zatrzymanie

w ER.

Metaloproteinazy ADAM to rodzina biatek transbtonowych klasy I. £.gcza one cechy
biatek adhezyjnych i proteinaz. Enzymy CD 10 i CD 13 zaangazowane saw przycinanie
peptydu w procesie prezentacji antygenu z udziatem zaréwno czasteczek MHC-I, jak
i MHC-II [8],

Wirus HCMV oddziatuje rowniez na sie¢ cytokin. Chemokiny stanowig grupe cytokin o
dziataniu chemotaktycznych. Chemokiny przekazujg sygnat przez receptory zwigzane z
biatkami G (R7G). Genom wirusa koduje homologi tych receptoréw (geny: UL33, UL78,
US27 i US28). Produkty gendw US27 i US28 sg funkcjonalnymi receptorami chemokin
typu CC. Jak wykazano, przekaz sygnatu od receptora US28 prowadzi do aktywacji
fosfolipazy C, a w efekcie do wptywania na ekspresje roznych genéw. Biatko US28 moze
wigza¢ RANTES, MCP-1, MIP-loci -1(3 [2, 6, 13, 31]. Zwigzanie chemokin blokuje ich
dziatanie chcmotaktyczne (ryc. 3). To z kolei ogranicza naptyw efektorowych komoérek
uktadu odpornosciowego i zmniejsza szanse eliminacji zainfekowanych komérek [6],

Wiekszos$¢ znanych chemokin nalezy do podrodziny a (CXC) lub 3 (CC). Podziat
ten oparty jest na obecnosci aminokwasu pomiedzy cysteinami znajdujgcymi sie
blisko N-konca. Ponadto chemokiny ot oddziatujg gtdwnie na neutrofile, podczas
gdy chemokiny [3 dziatajg na inne komoérki: monocyty, eozynofile i bazofile. Geny
UL 146 i UL 147 koduja biatkéi podobne do a chemokin (CXC). Biatka te nazwano
odpowiednio VCXC-I i vCXC-2. vCXC-| na$laduje dziatanie 1L-8 gospodarza i
jest chemoatraktantem dla neutrofili, ktdre grajg wazna role w rozprzestrzenianiu
sie wirusa w organizmie. Ponadto vCXC-| zakldca normalng migracje poprzez
preferencyjne przycigganie leukocytéw, ktore nie sgw stanie catkowicie wyelimino-
wac wirusa [20].

Inne wirusowe biatko, produkt genu ULI HA, nasladuje dziatanie IL-10. Ta
komorkowa cytokina produkowana jest gtéwnie przez aktywowane pomocnicze
limfocyty Th2. Spelnia ona wiele funkcji, a konnicowym efektem jej dziatania jest
zahamowanie odpowiedzi immunologicznej typu komoérkowego i odpowiedzi zapalnej.
IL-10 hamuje m.in. produkcje innych cytokin i proliferacje pobudzonych limfocytow
subpopulacji Thl oraz prowadzi do spadku ekspresji czasteczek MHC klasy Il na
monocytach [27]. Biatko wirusowe moze wigzac sie do receptora ludzkiej IL-10 i
wspotzawodniczy¢ o miejsce wigzania, mimo iz te dwa biatka sg identyczne tylko w
27% [10].

Do cytokin hamujacych nalezy takze TGF-(3. Hamuje on proliferacje limfocytow B
i T, komorek NK oraz zmniejsza wydzielanie innych cytokin. Wirus cytomegalii indukuje
synteze TGF-[3, ktory z jednej strony ogranicza proliferacje limfocytéw T, a z drugiej
stymuluje replikacje wirusa [8],
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Genom HCMV koduje takze biatka oddziatujace na proces apoptozy. Apoptoza jest
zaprogramowana Smiercig komorki. Organizm wykorzystuje ten proces do pozbycia
sie komorek z uszkodzeniami, ktérych nie da sie naprawié¢. Apoptoza moze by¢
indukowana ligandami $mierci albo jest wynikiem odpowiedzi mitochondriéw na reakcje
stresowe. Do gtéwnych receptoréw przenoszacych sygnat $mierci naleza TNF-receptor,
CD95/Fas/ApolR, TRAIL RI, TRALL R2 i Apo3R [17], Po zwiazaniu odpowiedniego
liganda dochodzi do interakcji receptora z biatkami majagcymi domeny $mierci, a
nastepnie utworzenia kompleksu inicjujgcego apoptoze. Kolejny etap to aktywacja
kaspazy 8, ktora aktywuje kaspazy efektorowe. Jedno z biatek HCMV, produkt genu
UL36 - vICA, hamuje proteolityczng aktywacje pro-kaspazy 8 [25].

W przypadku reakcji stresowej dochodzi do zmian w przepuszczalnosci bton
mitochondrialnych. Skutkiem tego jest wyciekanie biatek: cytochromu c i Apaf-1.
Dochodzi nastepnie do utworzenia apoptosomu, aktywacji kaspazy 9 i kaspaz
efektorowych. Drugi wirusowy produkt — vM!A, kodowany przez gen UL37, dziata
podobnie jak biatka antyapoptotyczne z rodziny Bel. Biatko to jest funkcjonalnym
analogiem bcl-2. Blokuje ono powstawanie poréw w zewnetrznej btonie mitochon-
drialnej, przez co zapobiega wyciekowi biatek miedzybtonowych [7], vMIA przeciwdziata
apoptozie wywotanej FasL, lekami cytotoksycznymi i infekcjami adenowirusami. W
przeciwienstwie do vICA, vMIA jest konieczne do replikacji wirusa.

Inny mechanizm stosowany przez HCMV to indukcja ekspresji receptora dla fragmentu
Fc 1gG. Receptor ten utworzonyjest przez dwie glikoproteiny wirusa: gp68 (UL 119-118)
i gp34 (TRL11/IRL11). Biatka te nie wykazujghomologii do klasycznych komérkowych
receptoréw FcyRlI, RIl i RUI ani do innych biatek. Receptor FcR HCMV wiaze ludzkie
izotypy 1gG z r6znym powinowactwem (IgG I>1gG4>1gG2>1gG3). Okazuje sig, ze ponad
96% specyficznych przeciwciat 1gG przeciw HCMV znajduje sie we frakcji 1gGl.
Zwigzanie tych przeciwciat chroni zainfekowang komdrke przed cytotoksycznoscia
komorkowa zalezng od przeciwciat [13], Ponadto 1gG nalezg do najwazniejszych opsonin
utatwiajacych i biorgcych udziat w fagocytozie. Komérki zerne majana swej powierzchni
receptory dla fragmentu Fc 1gG. Potgczenie receptorawirusa z fragmentem Fc przeciwciat
uniemozliwia zatem efektywng fagocytoze z udziatem 1gG.

Wirus zdolny jest takze do wptywania na uktad dopetniacza. Dopetniacz jest grupg
biatek surowicy i ptynéw tkankowych, ktére w wyniku kaskadowej aktywacji prowadzg
do uszkodzenia btony komérkowej réznych patogenow. Sktadniki dopetniacza stuzaréwniez
jako opsoniny utatwiajgce fagocytoze oraz jako chemoatraktanty przyciggajgce inne
komérki uktadu odpornosciowego. Organizm ludzki wytwarza czynniki regulujace, ktére
chronigwiasne komérki przed dziataniem uktadu dopetniacza. HCMV zwigksza ekspresje
biatek regulujacych: CD55 i CD46. CD55 stanowi wazne zabezpieczenie przyspieszajgc
rozpad konwertaz C3 i C5 drogi klasycznej i alternatywnej. Podobnie biatko CD 46 hamuje
stabilne tworzenie enzymow konwertazy C3 obu drog. Zapobiega to aktywacji kolejnych
biatek i utworzeniu kompleksu atakujacego btone (MAC). Zwiekszona ekspresja
powyzszych biatek chroni zainfekowang komérke przed liza. Ponadto biatka CD55 i
CD59 wiaczane sg w ostonke wirusa [2]. Czasteczka CD59 wigze sie z biatkami C8 i
C9. Blokuje ona w ten sposéb tworzenie kompleksu atakujgcego btone.
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Przedstawione w powyzszej pracy mechanizmy ukrycia sie wirusa HCMV to tylko
cze$¢ ze stosowanych przez niego strategii. Doktadne poznanie tematu w przysztosci
umozliwi efektywniejsza walke z wirusem i jego eliminacje.

PISMIENNICTWO

[1] B1ASSONI R, CANTONIC, FALCO M, PENDE D, MILLO R, MORETTA L, BOTTINO C, MORETTA
A. Human natural killer cell activating receptors. Molec Immunol 2000; 37: 1015-1024.

[2] BODAGHI B, JONES TR, ZIPETO D, VITA C, SUN L, LAURENT L, ARENZANA - SIESDESOS F,
VIRELIZIER JL, MICHELSON S. Chemokine sequestration by viral chemoreceptors as a novel viral esca-
pe strategy: withdrawal ofchemokines from the environment of cytomegalovirus-infected cells. JExp Med
1998; 188: 855-866.

[3] BOECKH M, NICHOLS WG, PAPAN1ICOLAU G, RUBIN R, WINGARD JR, ZAIA J. Cytomegalovirus in
hematopoietic stem cell transplant recipients: current status, known challenges and future strategies. Biol
Blood Marrow Transplant 2003; 9: 543-558.

[4] DUNN C, CHALUPNY NJ, SUTHERLAND CL, DOSCH S, SIVAKUMAR PV, JOHNSON DC, COSMAN
D. Human cytomegalovirus glycoprotein UL 16 causes intracellular sequestration of NKG2D ligands, pro-
tecting against natural killer cell cytotoxicity. J Exp Med 2003; 197: 1427-1439.

[5] FARRELL H, DEGLI-EPOSTI M, DENSLEY E, CRETNEY E, SMYTH M, DAVIS-POYNTER N. Cyto-
megalovirus MHC class | homologues and natural killer cells: an overview. Microb Infect 2000; 2: 521 -
532.

[6] FORTUNATO EA, MCELROY AK, SANCHEZ V, SPECTOR DH. Exploitation of cellular signaling and
regulatory pathways by human cytomegalovirus. Trends Microbiol 2000; 8: 111-119.

[7] GOLDMACHER VS. vMIA, a viral inhibitor of apoptosis targeting mitochondria. Biochemie 2002; 84:
177-185.

[8] HENGEL H, BRUNE W, KOSZINOWSKI UH. Immune evasion by cytomegalovirus - survival strategies
of highly adapted opportunist. Trends Microbiol 1998; 6: 190-197.

[9] JARVIS MA, NELSON JA. Human cytomegalovirus persistence and latency in endothelial cells and
macrophages. Cur Opin Microbiol 2002; 5: 403- 407.

[10] KOTENKO S, SACCANIS, IZOTOVA LS, MIROCHNITCHENKO OV, PESTKA S. Human cytomegalo-
virus harbors its own unique I1L-10 homolog (cmvIL-10). PNAS USA 2000; 97: 1695-1700.

[11] LODOEN M, OGASAWARA K, HAMERMAN JA, ARASE H, HOUCHINS JP, MOCARSKIES, LANIER
LL. NKG2D-mediated natural Killer cell protection against cytomegalovirus is impaired by viral gp40
modulation of retinoic acid early inducible ! gene molecules. J Exp Med 2003; 197: 1245-1253.

[12] LOENEN WAM, BRUGGEMAN CA, WIERTZ EJHJ. Immune evasion by human cytomegalovirus:
lessons in immunology and cell biology. Immunol 2001; 13: 41-49.

[13] MICHELSON S. Consegences of human cytomegalovirus mimicry. Human Immunol 2004; 65: 465-475.

[14] MILLER DM, SEDMAK DD. Viral effects on antigen processing. Cur Opin Immunol 1999; 11: 94-99.

[15] MILLER DM, ZHANG Y, RAHILL BM, WALDMAN WJ, SEDMAK DD. Human cytomegalovirus inhi-
bits IFN-a - stimulated antiviral and immunomodulatory responses by blocking multiple levels of IFN-a
sigqal transduction. J Immunol 1999; 162: 6107-6113.

[16] MROWKA P, GOLAB J. Receptor NKG2D ijego ligandy. Post Biol Korn 2004; 31: 73-82.

[17] MROZ P, MLYNARCZUK 1. Mechanizmy indukcji apoptozy i zastosowania TRAIL w terapii nowotwo-
réw. Post Biol Kom 2003; 30: 113-128. i

[18] ODEBERG J, BROWNE H, METKAR S, FROELICH CJ, BRANDEN L, COSMAN D, SODERBERG-
NAUCLER C. The human cytomegalovirus protein UL 16 mediates increased resistance to natural Kkiller
cell cytotoxicity through resistance to cytolytic proteins. J Virol 2003; 77: 4539-4545.

[19] O'CALLAGHAN CA. Natural killer cell surveillance ofintracellular antigen processing pathways mediated
by recognition of HLA-E and Qa-lb by CD94/NKG2 receptors. Microb Infect 2000; 2: 371-380.

[20] PENFOLD MET, DAIRAGHI DJ, DUKE GM, SAEDERUP N, MOCARSKI ES, KEMBLE GW, SHALL
TJ. Cytomegalovirus encodes a potent a chemokine. Proc Natl Acad Sci USA 1999; 96: 9839-9844.

[21] PLOEGH HL. Viral strategies of immune evasion. Science 1998; 280: 248-253.



86 K. BULEK

[22] ROMAGNANI C, PIETRA G, FALLO M, MAZZARINO P, MORETTA L, MINGARI MC. HLA-E
restricted recognition of human cytomegalovirus by a subset of cytolytic T lymphocytes. Human
Immunol 2004; 65: 437-445.

[23] SHOLZ M, DOERR WW, CINATL J. Human cytomegalovirus retinitis: pathogenicity, immune evasion
and persistence. Trends Microbiol 2003; 11:171-178.

[24] SISSONS JGP, BAIN M, WILLS MR, SINCLAIR JH. Latency and reactivation ofhuman cytomegalovirus.
J Infect 2002; 44: 73-77.

[25] SKALETSKAYA A, BARTLE LM, CHITTENDEN T, MCCORMICK AL, MOCARSK1 ES, GOLDMA-
CHER VS. A cytomegalovirus-encoded inhibitor of apoptosis that suppresses caspase-8 activation.
PNAS USA 2001; 98: 7829-7834.

[26] SODERBERG-NAUCLER C, STREBLOW DN, FISH KN, ALLAN -YORKE J, SMITH PP, NELSON JA.
Reactivation of latent human cytomegalovirus in CD 14+ monocytes is differentiation dependent. J Virol
2001;75:7543-7554.

[27] SPENCER JV, LOCKRIDGE KM, BARRY PA, LIN G, TSANG M, PENFOLD ME, SCHALL TJ. Potent
immunosupresive activities of cytomegalovirus-encoded interleukin-10. J Fzro/2002; 76: 1285-1292.

[28] STREBLOW DN, NELSON JA. Models of HCMV latency and reactivation. Trends Microbiol 2003; 11:
293-295.

[29] TOMASEC P, BRAUD VM, RICKARDS C, POWELL MB, MCSHARRY BP, GADOLA S, CERUNDO-
LO V, BORYSIEWICZ LK, MCMICHAEL AJ, WILKINSOS GWG. Surface expression of HLA-E, an
inhibitor of natural killer cells, enhanced by human cytomegalovirus gpUL40. Science 2000; 287: 1031—
1033.

[30] ULBRECHT M, MARTINOZZI S, GRZESCHIK M, HENGEL H, ELLWART JW, PLA M, WEISS EH.
The human cytomegalovirus UL40 gene product contains a ligand for HLA-E and prevent NK cell-media-
ted lysis. J Immunol 2000; 164: 5019-5022.

[31] ZIPETO D, BODAGHI B, LAURENT L, VIRELIZIER JL, MICHELSON S. Kinetics of transcription of
human cytomegalovirus chemokine receptor US28 in different cell types. J Gen Virol 1999; 80: 543-
547.

Redaktor prowadzacy - Barbara Plytycz

Otrzymano:30.10.2004 .

Przyjeto: 22.11.2004 r.

Adres autora: ul. Gronostajowa 7, 30-387 Krakow
e-mail: kbulek@interia.pl


mailto:kbulek@interia.pl

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 32 2005 NR | (87-96)

NEUROPEPTYD B (NPB) | NEUROPEPTYD W (NPW)
ORAZ ICH RECEPTORY - WYSTEPOWANIE | ROLA

NEUROPEPTIDE B (NPB) AND NEUROPEPTIDE W (NPW)
AND THEIR RECEPTORS - THEIR DISTRIBUTION AND ROLE

Anna HOCHOL, Marcin RUCINSKI

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii,
Akademia Medyczna im. K. Marcinkowskiego

Streszczenie: GPR7 i GPR8 (G-protein-coupled Receptors') to dwa, ostatnio odkryte i strukturalnie podobne,
sieroce receptory zwigzane z biatkiem G. Wystepuja one zaréwno w centralnym uktadzie nerwowym, jak i w
narzadach obwodowych. Ostatnio zidentyfikowano endogenne ligandy tych receptoréw. Jeden z nich to po-
lipeptyd o dtugosci 29 aminokwaséw. Jest on unikalnie modyfikowany bromem i stad zostat nazwany neuro-
pcptydem B (NPB). Drugi — neuropeptyd W (NPW) zostat zidentyfikowany w dwdéch formach molekular-
nych, odpowiednio 23- i 30-aminokwasowej (NPW23 i NPW30). Sekwencja aminokwaséw NPW23 jest
identyczna z N-koncowymi 23 resztami aminokwaséw NPW30. Rozktad ekspresji genu w moézgu sugeruje,
ze NPB bierze udziat w regulacji odzywiania, w regulacji osi neuroendokrynnej, w procesach pamieci i
uczenia sig. Z kolei NPW wptywa na pobér pozywienia, stymuluje wydzielanie prolaktyny oraz reguluje
czynnos$¢ osi podwzgoérzowo -przysadkowo- nadnerczowej.

Stowa kluczowe: neuropeptyd B (NPB), neuropeptyd W (NPW), receptory sieroce, rola biologiczna.

Summary: GPR7 and GPR8 (G-protein-coupled Receptors) are two recently discovered and structural-
ly related orphan receptors linked to protein G. They are present both in central nervous system and in
peripheral organs. Recently, endogenous ligands of these receptors have been identified. One ofthem is
a 29 amino acid residues long, uniquely modified with bromine and, thus, termed the neuropeptide B
(NPB). The other, neuropeptide W (NPW), has been identified in two molecular forms of, respectively,
23 and 30 amino acids (NPW23 and NPW30). Amino acid sequence of NPW23 is identical with first 23
N-terminal amino acids of NPW30. Distribution of the gene expression within the brain suggests that
NPB plays a role in feeding control, in control of the neuroendocrine axis, as well as in memory and
learning processes. NPW, in turn, affects alimentation, stimulates prolactin secretion and regulates
function of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis.

Key words: neuropeptide B (NPB), neuropeptide W (NPW), orphan receptors, biological role.
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IDENTYFIKACJA NEUROPEPTYDU B | NEUROPEPTYDU W

Neuropeptyd B (NPB) oraz neuropeptyd W (NPW) sg nowo odkrytymi
polipeptydami uczestniczacymi w regulacji homeostazy energetycznej organizmu. Nalezg
one do grupy polipeptydéw stymulujacych pobieranie pokarmu, czyli polipeptydow
oreksygennych. Do grupy tej nalezg rowniez takie polipeptydy, jak oreksyny A i B,
ghrelina, neuropeptyd Y, beacon. Okazato sie, ze NPB i NPW sg endogennymi Ugandami
receptorow z rodziny GPCR (G-protein-coupled Receptors), okreslanych jako GPR7
i GPR8. Sekwencja oraz lokalizacja tych receptoréw zostaty poznane stosunkowo
dawno, jednak przez dtugi czas nie udato sie zidentyfikowaé endogennych ligandéw
tych receptoréw, stad przez szereg lat okreslano je jako receptory sieroce.

W celu wykrycia nowych peptyddw oraz pdzniejszego ich dopasowania do receptorow
wykorzystano dwie strategie badawcze. Pierwsza z nich polegata na rozdziale - przy
pomocy metody HPLC - ekstraktéw tkankowych, co pozwolito wyodrebni¢ nowe
peptydy mogace by¢ ligandami receptoréw sierocych. W drugiej strategii wykorzystano
analizy bioinformatyczne genomowej bazy danych. W tych ostatnich badaniach jako
argumentu do wyszukiwania uzyto sekwencji peptydu sygnalnego. Z uzyskanych
wynikow odrzucano sekwencje znanychjuz biatek. Uzycie pierwszej strategii pozwolito
wyizolowaé z podwzg6rza $wini nowy, nieznany wczesniej peptyd, ktéry nazwano
neuropeptydem W [9]. Sekwencja aminokwaséw wyizolowanego polipeptydu zostata
uzyta do przeszukania ludzkiej genomowej bazy danych, co pozwolito zidentyfikowac
nowy, homologiczny do NPW, neuropeptyd bromowany na N koncu, nazwany
neuropeptydem B [4]. W odkryciu NPB pomogt fakt, iz oba neuropeptydy wykazujg
znaczng homologie wynoszgcg u cztowieka 66%. U szczura homologia ta jest nieco
nizsza i wynosi 45% (ryc. 1).

Wysoki stopien homologii GPR7 i GPR8 do receptoréw opioidéw i somatostatyny
sugerowat, ze ligandy tych receptoréw moga by¢ podobne do opioidéw lub somato-
statyny. Jednakze okazato sig, ze ani NPB, ani NPW nie wykazujg podobienstwa do
wspomnianych neuropeptydow.

RYCINA 1. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw neuropeptydu B oraz neuropeptydu W cztowieka
oraz szczura. Czarne tto — homologia 100. Dane Genebank, nr dostepu: Homo sapiens NPB -
BACO07175.1, Homo sapiens NPW - BACO07172.1, Rattus norvergicus NPB — NP 695205, Rattus
norvergicus NPW - NP 695206
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IDENTYFIKACJA RECEPTOROW NEUROPEPTYDU B
| NEUROPEPTYDU W

Kolejne badania dowiodty, iz NPB i NPW wigza sie swoiscie i specyficznie z
receptorami GPR7 oraz GPR8. W doswiadczeniach tych jako modelu uzyto linii komorek
jajnika chomika chinskiego (CHO) z nadekspresjg genu GPR7 oraz genu GPR8. Na
tak zmodyfikowanych komorkach wykazano wigzanie sie NPB oraz NPW do badanych
receptorow. NPW w stezeniach nanomolamych do subnanomolamych wigze sie i
aktywuje receptory GPR7 i GPR8, podczas gdy NPB wykazuje az 1000-krotnie wyzsze
powinowactwo do GPR7 (w poréwnaniu z GPR8) [4]. Receptory GPR7 i GPR8 maja
64% identycznych sekwencji aminokwasOw i wykazujg znaczne podobienstwo do
receptoréw opioidéw i somatostatyny (36-40%) [8]. O ile oba badane receptory obecne
sau licznych naczelnych, o tyle u gryzoni wykryto tylko GPR7 [6]. U gryzoni wystepuje
natomiast receptor podobny do GPR8 (GPR8-like), o pewnej homologii do GPRS.
Zarowno receptor GPRY7, jak i GPR8 wykazujg bardzo wysoki stopiefi homologii
miedzygatunkowej, ktora wynosi ponad 90% (ryc. 2 i 3). Jak wiadomo, oba receptory,
jako receptory sprzezone z biatkami G, zawierajg 7 domen przezbtonowych.

RYCINA 2. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw receptora GPR7 cztowieka, szczura, myszy i bydta.
Czarne tto — homologia 100%, szare tto - homologia >50% <100%, ramka - domeny transbtonowe.
Dane Genebank, nr dostgpu: Homo sapiens - NP_005276, Rattus norvegicus — XP_232691, Mus
musculus - XM_136404, Bos taurus — NP_776499
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RYCINA 3. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw receptora GPR8 cztowieka i bydta. Czarne tlo -
homologia 100%, ramka - domeny transbtonowe. Dane Genebank, nr dostepu: Homo sapiens - P48146,
Bos taurus — NP 776500

BIOSYNTEZA NEUROPEPTYDU B | NEUROPEPTYDU W

Zaréwno NPB jak i NPW sg produktami proteolitycznego wycinania powyzszych
peptyddéw z wiekszych prekursorow biatkowych - odpowiednio preproNPB i
preproNPW (ryc. 4 i 5). C-koricowe miejsce wyciecia jest Scisle okreslone poprzez
dwie zasadowe reszty argininy. Wewnatrz sekwencji u dojrzatej czasteczki NPW

RYCINA 4. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw ppNPW czitowieka, szczura, myszy i $wini. Czarne
tto - homologia 100%, szare tto - homologia >50% <100%. Ramka zaznaczono sekwencje NPW 23
oraz NPW 30. RR - dwie reszty argininy. Dane Genebank, nr dostepu: Homo sapiens - BAC07172.1,
Rattus norvegicus — NP_695206, Mus musculus - XP_354994, Sus scrofa - BAC07173
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RYCINA 5. Poréwnanie sekwencji aminokwasow ppNPB cztowieka, szczura, myszy i bydia. Czarne
tto - homologia 100%, szare tto - homologia >50% < 100%. Ramka zaznaczono sekwencje NPB 29, oraz
NPB 23 dla sekwencji ludzkiej. RR - dwie reszty argininy. Dane Genebank, nr dostepu: Homo sapiens
- BACO07175, Rattus norvegicus - NP 695205, Mus musculus - NP 695020, Bos taurus - NP_776369

wystepujg rowniez dwie reszty argininy, co sugerowato, iz w warunkach naturalnych
moze powstawaé krotsza forma tego peptydu. W istocie zidentyfikowano dwie formy
NPW zbudowane odpowiednio z 23 i 30 aminokwasoéw (NPW23 i NPW30), z ktérych
krotsza forma byta N-terminalng sekwencjgwiekszego peptydu [9]. Jednak nie wykazano
réznic w wigzaniu poszczegoélnych form polipeptydu do receptoréw, co moze $wiadczy¢
ze brakujace 7 aminokwasOw nie wplywa na proces wigzania sie z receptorem.
Poréwnanie sekwencji aminokwaséw NPW u r6znych organizméw uwidacznia bardzo
wysoki stopienn homologé tego polipeptydu wynoszacy 90%. W okresleniu stopnia
homologd nie uwzgledniono sekwencji NPW myszy, gdyz jest to prawdopodobnie (w
chwili obecnej) sekwencja niekompletna.

Dojrzata forma neuropeptydu B obejmuje 29 aminokwaséw. Jednak w sekwencji
aminokwasow polipeptydu pochodzacego od cztowieka wystepuja - analogicznie jak w
przypadku NPW - dwie reszty argininy, umozliwiajace powstanie krétszej formy tego
peptydu, o dtugosci 23 aminokwaséw. Jak juz wyzej wspomniano, peptyd ten mabromowang
reszte tryptofanu w pozycji C-6 pierscienia indolowego na koricu N, jest to jedyny znany
dotychczas peptyd bromowany [4,10]. O ile bromowanie nie wptywa ani na wigzanie, ani
na skutecznos¢ NPB wobec receptora GPR7 lub GPRS8, sugeruje sie, ze N-terminalny
brom moze stabilizowa¢ NPB in vivo [10], NPB jest endogennym ligandem zasadniczo
skierowanym do receptora GPR7 [4]. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw pomiedzy
gatunkami uwidacznia wysoki stopien homologd miedzy-gatunkowej badanego peptydu,
jednakze - w poréwnaniu z NPW - homologia tajest nizsza i wynosi 62%.

LOKALIZACJA EKSPRESJI GENOW NEUROPEPTYDU B
| NEUROPEPTYDU W

Zmapowano rozktad mRNA NPB i NPW szeregu gatunkéw, w tym czlowieka,
szczura i myszy [2,4,5,6,8,9,10]. Okazato sie, iz istniejg znaczne réznice gatunkowe w
ekspresji tych genéw. Ogolnie NPB wykazuje w osrodkowym ukfadzie nerwowym



92 A. HOCHOL, M. RUCINSKI

TABELA 1. Ekspresja mRNA NPB i NPW oraz mRNA GPR7 i GPR8 w narzadach cztowieka i
szczura, opracowano na podstawie danych Brezillon i wsp. [2] oraz Fujii i wsp. [4], Plusami ozna-

czono stopien ekspresji, NB - nie badano
NPB NPW GPR7

cztowiek szczur cztowiek  szczur  cziowiek

Mozg +++ ++ + NB ++
Podwzgérze ++ +++ - NB -
Hipokamp ++ +++ ++ NB +++
Wzgérze + + - NB +
Rdzen przediuzony NB ++ NB NB NB
Rdzen kregowy +++ ++ - NB -
Przysadka - ++ - NB ++
Tarczyca - ++ + NB -
Nadnercze + + + NB -
Trzustka - ++ + NB -
Sledziona ++ +++ ++ NB R
Wezty chtonne + +++ + NB -
Nerka + + + NB -
Jadro ++ + ++ NB +
Macica + + ++ NB _
Grucz. mlekowy NB +++ NB NB NB
Jajnik ++ + ++ NB -
Ptuca + + - NB +
Tchawica + ++ +++ NB +++
Jelito cienkie + + - NB -

Jelito grube - + _ NB +

szczur

++

+++

++

++

NB

NB

NB

NB

+++

NB

GPR8

cztowiek

++

+++

++

NB

++

++

++

szczur

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak

brak
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szerszg ekspresje niz NPW, podczas gdy na obwodzie jest odwrotnie. U ludzi mMRNA NPB
najsilniej wystepuje w obrebie istoty czarnej, hipokampa, podwzgorza, rdzenia kregowego, a
na obwodzie w tchawicy,
watrobie, zotadku, $ledzionie,
tozysku, macicy, jadrach ijajni-
kach [2]. Z kolei inten-sywng

TABELA 2. Wystepowanie immunoreaktywnego NPW23
w niektorych czesciach podwzgoérza i przysadki szczura [3]

ekspresje genu NPW stwierdza Immunoreaktywne
5|.e w obrebie |st9ty gzarnej, Komérki  wiékna
hipokampa, tchawicy i odbyt- NPW23  NPW23
nicy cztowieka. U szczura nato-

. . + +
miast MRNA NPB wystepuje Jadro przykomorowe (PVN)
w korze czotowej, hipokampie,  1adro nadzwrokowe (SON) + R
podwzgorzu; polu zaskrzyzo-
waniowym, jadrze przyko- Jadra neurosekrecyjne — dodatkowe +
.morowym, .nadwzrokovxllym, Jadro tukowate (ARC) .
jadrze grzbietowo-przysrod-
kowym i brzuszno-przysrod-  Jadro okotosklepieniowe +
kowym, wzgérzu, a na obwo- , )

. , .. Pole zaskrzyzowaniowe - +
dzie w $ledzionie, weztach
chtonnych, macicy orazgruczo-  Pole podwzgérzowe grzbietowe i boczne  + +
le sutkowym [6,4].

: - Wyniostosé posrodk ) +

W tabeli | przedstawiono yniostos¢ posrodkowa
wystgpowanie neuropepty-  ciato migdatowate - +
déw B i W oraz ich recep-
toréw wykazane przy pomo- Przedni ptat przysadki mézgowej +
cy metody RT-PCR.Badania Tylny ptat przysadki mézgowej + +

immunohistochemiczne po-

twierdzity obecno$¢ immu-

noreaktywnych komorek i wtokien NPW23 w podwzgorzu i przysadce szczura, co
przedstawiono w tabeli 2 [3]. Taki schemat rozmieszczenia NPW23-podobnych
substancji sugeruje mozliwg role tego peptydu w uwalnianiu prolaktyny i zachowaniu
Zwigzanym z odzywianiem.

MECHANIZM DZIALANIA NPB I NPW

Tylko nieliczne publikacje dotycza wewnatrzkomorkowych $ciezek sygnalnych
modyfikowanych przez NPB i NPW. W komoérkach CHO z rekombinowanymi GPR7
i GPR8 wykazano, ze NPW23 i NPW30 wywieraja podobny efekt hamujacy na
produkcje cAMP indukowang forskolina. Jest to efekt wrazliwy na toksyne krztusca,
przy czym nie towarzyszg temu zjawisku zmiany w srodkomorkowym stezeniu jondw
Ca2+. Dane te sugeruja droge transdukcji sygnatéw indukowanych omawianymi
polipeptydami za posrednictwem biatka G [9]. W tychze komdrkach NPB efektywniej
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hamuje produkcje cAMP dziatajac przez GPR7 niz przez GPR8, natomiast bromowanie
NPB nie ma wigkszego wptywu na proces hamowania produkcji cAMP ani na wigzanie
sie liganda z receptorem [4,10]. W przeciwienstwie do tych obserwacji, NPB w $wiezo
izolowanych komorkach strefy pasmowatej/siatkowatej kory nadnercza szczura
znaczaco stymuluje synteze cAMP, efektu takiego nie wywiera natomiast NPW
(obserwacje wiasne).

ROLA BIOLOGICZNA NPB

Rozktad ekspresji genu NPB w mébzgu sugeruje, ze polipeptyd ten bierze udziat: w
regulacji odzywiania, w regulacji osi neuroendokrynnej, w procesach pamieci i uczenia
sie. Z tego zakresu istniejg tylko nieliczne publikacje. Wynika z nich, ze podanie
dokomorowe NPB myszom indukuje hyperfagie w ciggu pierwszych 2 godz., po czym
nastepuje hypofagia. Takie podawanie polipeptydu powoduje u szczuréw réwniez
ostabienie reakcji na podskorne iniekcje formaliny, co sugeruje role tego neuropeptydu
w regulacji nadrdzeniowej zwigzanej z powstawaniem bélu [10].

ROLA NPW W REGULACJI SEKRECJI HORMONOW

Zespot Shimomury w 2002 roku opisat, iz podanie NPW w dawce 3 nmol do komor
bocznych mézgu szczura stymuluje uwalnianie prolaktyny (PRL) przez przedni ptat
przysadki mézgowej. Maksymalny (2-3-krotny) wzrost wydzielania tego hormonu
obserwowano w 20 min. od podania, natomiast powr6t do wartosci wyjsciowej
nastepowat w 60 min. W tychze warunkach do$wiadczalnych nie obserwowano zmian
w wydzielaniu FSH, LH, GH, ACTH i TSH. Z powodu braku danych o zaleznosci
odpowiedzi na NPW od dawki wprowadzanego polipeptydu, zesp6t Bakera w 2003
roku powtdrzyt doswiadczenie Shimomury [1]. W ich do$wiadczeniu podanie | nmol
NPW do komor bocznych mézgu przytomnych samcow szczuréw powodowato 2-krotny
wzrost poziomu PRL i kortykosteronu w osoczu w stosunku do grupy kontrolnej.
Natomiast po dokomorowym wstrzyknieciu 3 nmol NPW obserwowano 5-7-krotny
wzrost poziomu PRL i 5-krotny kortykosteronu. W przeciwienstwie do tych wzrostow,
poziomy hormonu wzrostu (GH) w osoczu byty obnizone zaréwno przy dawce ! nmol
jak i 3 nmol NPW.

Badania in vitro z zastosowaniem zawiesiny komdrek przedniego ptata przysadki
mdbzgowej szczura nie wykazaty natomiast wptywu NPW na uwalnianie hormonéw
tego ptata przysadki, co sugeruje dziatanie NPW na poziomie podwzgdrza. Ta zdolno$¢
egzogennego peptydu do stymulacji zaréwno wydzielania prolaktyny, jak i stymulowania
osi podwzgdbrzowo-przysadkowo-nadnerczowej sugeruje, ze NPW moze braé udziat
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w odpowiedzi podwzgdrza na stres [1]. Wstepne wyniki badan wiasnych wskazuja, iz
w przypadku pierwotnej hodowli komorek kory nadnercza szczura NPW stymuluje
produkcje kortykosteronu oraz proliferacje badanych komérek.

ROLA NPW W REGULACJI £t AKNIENIA

Wykrycie receptora GPR7 w jadrach zwigzanych z regulacja bilansu energetycznego
sktonita zespot Shimomury do przeprowadzenia doSwiadczeri majacych na celu wykazanie
wptywu NPW na réwnowage energetyczna [9]. Po wstrzyknieciu 10 nmol NPW do komor
bocznych mézgu szczura, autorzy ci wykazali, ze pobér pokarmu przez szczury
otrzymujgce NPW w ciggu 2 godzin byt trzykrotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej [9].
Podobne wyniki dotyczace spozywania pokarmu przez szczury stymulowane przez wyzsze
dawki NPW obserwowali rowniez w swoim doswiadczeniu Baker i wsp. [1].

Jednakze powyzej przedstawione dane nie znajdujg potwierdzenia w ostatnich
doniesieniach. Mianowicie, Mondal i wsp. [7] wykazali, iz pojedyncze dokomorowe
podanie NPW hamuje spozywanie pokarmu i wywotuje wzrost wydatku energetycznego,
z kolei ciagta infuzja dokomorowa polipeptydu (z zastosowaniem minipompy osmo-
tycznej) hamuje zaréwno pobieranie pozywienia, jak i przyrost masy ciata szczuréw.
Autorzy ci wykazali takze, iz podanie anty-NPW IgG stymulowato u tych zwierzat
pobieranie pokarmu.

Jak z przedstawionego przegladu piSmiennictwa wynika, NPB i NPW - z uwagi na ich
szerokie wystepowanie i homologie do innych neuropeptydéw - najprawdopodobniej
odgrywaja role w regulacji homeostazy energetycznej organizmu oraz regulacji uktadu
neuroendokrynowego. Jednakze ich doktadnarolaw tym zakresie oczekuje na wyjasnienie.
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PERSPEKTYWY ZASTOSOWANIA IMMUNOTERAPII
W LECZENIU NEUROBLASTOMA
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Streszczenie: Neuroblastoma jest najczestszym pozaczaszkowym guzem litym u dzieci. Pomimo inten-
sywnego leczenia u wiekszosci dzieci z neuroblastoma wysokiego ryzyka dochodzi do wznowy. Ko-
nieczne jest opracowanie nowych metod walki z minimalng chorobg resztkowa, ktére polepszytyby
przezywalno$¢ dzieci z neuroblastoma wysokiego ryzyka. Immunoterapiajest jedngz obecnie rozwija-
nych strategii. W pracy oméwiono opublikowane w ostatnich latach dane literaturowe dotyczace immu-
noterapii neuroblastoma. Przytoczono publikacje, w ktérych badano wzajemne oddziatywanie neuro-
blastoma i sktadnikéw uktadu odpornosciowego. Oméwiono rozwijane w badaniach klinicznych i przed-
klinicznych podejscia immunoterapeutyczne do walki z ta choroba: bierng i czynna terapie, ktoérej ce-
lem jest antygen neuroblastoma gangliozyd GD2, zastosowanie modyfikowanych komérek neurobla-
stoma i komoérek dendrytycznych jako szczepionek.

Stowa kluczowe: neuroblastoma, immunoterapia nowotworéw, przeciwciata monoklonalne, gangliozyd

GD2.

Summary: Neuroblastoma is the most common extracranial tumour of childhood. Despite ofthe applica-
tion of intensive treatment regiments, the majority of high-risk patients are eventually relapsing. This
stresses the need for new therapeutical approaches to eradicate residual tumour cells, which might impro-
ve the survival ofthe high-risk group neuroblastoma patients. Immunotherapy ofneuroblastoma is one of
the currently developed strategies. In this publication recent data on application of immunotherapy in
neuroblastoma treatment have been reviewed. They include the publications investigating neuroblastoma
interactions with immune system. Clinically tested and preclinically developed approaches engaging the
immune system to fight the tumour have been reviewed. They include data on development ofthe passive
and active therapies targeting a neuroblastoma antigen GD2 ganglioside, as well as application ofmodified
tumour cells and dendritic cells as vaccines.

Key words: neuroblastoma, immunotherapy, monoclonal antibody, GD2 ganglioside.
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3P05A00124



98 IRENA HORWAC1K

1. WPROWADZENIE

Neuroblastoma (nerwiak zarodkowy wspétczulny) jest chorobg nowotworowa wieku
wczesnodzieciecego. Zaliczanajest do grupy guzow ,,drobno-okragto-komérkowych”.
Jej zrédlem sg pierwotne komorki nerwowe, wedrujgce z cewy nerwowej, aby daé
poczatek strukturom obwodowego ukfadu nerwowego. Jest to najczestszy pozaczasz-
kowy guz lity [2]. Rocznie, neuroblastoma stanowi w przyblizeniu 10% wszystkich
nowotwordw diagnozowanych u dzieci i mtodziezy (w Polsce okoto 70 zachorowan).

Guz pierwotny, w najwiekszej liczbie przypadkow, umiejscowiony jest w okolicy
nadnerczy (zwihaszcza u dzieci mtodszych), a dalej w Srodpiersiu, okolicach szyi i okolicy
krzyzowej [25]. Stopien kliniczny neuroblastoma okreslany np. wedtug miedzyna-
rodowego systemu klasyfikacji neuroblastoma (INSS, ang. International Neuroblastoma
Staging System) i wiek sgwaznymi czynnikami prognozujacymi przebieg choroby [2], U
dzieci ponizej pierwszego roku zycia, ze zlokalizowang chorobg prognozy sg dobre. W
tej grupie wiekowej wystepuje réwniez rozsiany typ choroby, z wtérnymi ogniskami
nowotworu gtdwnie w watrobie i skdrze (stopien 4SINSS). Takie dzieci, pomimo obecnosci
wtdrnych ognisk nowotworu, majg ogolnie bardzo dobre prognozy, co ma zwigzek z
obserwowang spontaniczng regresja (zanikiem) choroby. Wiekszos$¢ przypadkow
neuroblastoma nie zanika spontanicznie. Neuroblastoma wysokiego ryzyka daje zte
prognozy na wyleczenie. Do tej grupy zalicza sie gtdwnie dzieci majace powyzej | roku
zycia, u ktérych wystepuje: zaawansowana neuroblastoma (stopien 4 INSS) z wtérnymi
ogniskami nowotworu przede wszystkim w szpiku kostnym, kosciach, weztach chtonnych
lub dzieci z chorobg w stopniu 2 i 3 INSS z amplifikacjg onkogenu MYCN [2,21].

Oprocz stopnia zaawansowania choroby czy wieku pacjenta prognostyczne znaczenie
ma réwniez typ histologiczny guza. Neuroblastoma charakteryzuje sieheterogennoscia.
Guzy rdznigsie stopniem zréznicowania i dojrzewania, stad podziat na neuroblastoma,
ganglioneuroblastoma, ganglioneuroma [25,49]. Dodatkowo, bada sie réwniez cechy
genetyczne neuroblastoma w kierunku wystepowania mutacji somatycznych, np.
amplifikacji genu MYCN, zmian ploidalnosci, delecji Ip [35]. Amplifikacjg onkogenu
MYCNzle rokuje w przebiegu neuroblastoma [58,65].

Metody leczenia pacjentdéw z neuroblastoma wysokiego ryzyka obejmujg intensywna
indukcyjng chemioterapie, zabieg chirurgiczny, mieloablatywng konsolidacje z przesz-
czepem komorek krwiotworczych, radioterapie. W leczeniu minimalnej choroby
resztkowej (MRD, ang. minimal residual disease), a wiec w niszczeniu tych klonéw
komorek nowotworowych, ktére pozostaty po chemioterapii i radioterapii prébuje sie
stosowac np. pochodne kwasu retinowego czy immunoterapie [2,62]. Zastosowanie
intensywnej terapii u pacjentow wysokiego ryzyka pozwala na wydtuzenie czasu, w
ktérym choroba pozostaje w remisji. Niestety, u wiekszos$ci pacjentow z neuroblastoma
wysokiego ryzyka dochodzi do wznowy, czesto w miejsca odlegte niz guz pierwotny,
zazwyczaj do szpiku kostnego i kosci, a komérki za nig odpowiedzialne charakteryzujg
sie m.in. chemioopomoscia.
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Przezywalnos¢ dzieci z neuroblastoma wysokiego ryzykajest wcigz niezadowalajgca,
co sktania do opracowania nowych programéw leczenia. Jednym z kierunkéw badan
nad metodami walki z MRD jest opracowanie immunoterapii neuroblastoma, u ktorej
podstaw lezy mobilizacja uktadu odpornosciowego pacjenta do walki z tg choroba.

2. ODDZIALYWANIE NEUROBLASTOMA
Z UKELADEM ODPORNOSCIOWYM

Opracowanie skutecznej immunoterapii, wymaga poznania zwigzkow pomiedzy
komoérkami transformowanymi a uktadem odpornosciowym. Oddziatywanie to ma
charakter ztozony. Dla wielu typéw nowotworéw wykazano zdolno$é uktadu odpomos-
ciowegodo rozpoznania i niszczenia komoérek transformowanych. Z drugiej strony
poznano takze mechanizmy ucieczki komorek rakowych spod kontroli tego uktadu, czy
opisano udziatjego sktadnikdéw w patogenezie raka [22,23,28,60],
Szereg prac z ostatnich lat dostarcza informacji o oddziatywaniu neuroblastoma
z uktadem odpornosciowym:
¢ w 53% z 98 preparatéw guza pierwotnego od pacjentéw z neuroblastoma w 4 stop-
niu choroby przed wdrozeniem leczenia wykazano obecno$¢ komérek NK T,
co zwigzane bylto z ekspresjg chemokiny CCL2 w badanych guzach. Obecno$¢ tych
komarek silnie korelowata z 5-letnig zdolnoscig do przezycia chorych dzieci [34],

¢ u niektdrych os6b zdrowych i pacjentow z neuroblastoma wykazano obecnosc¢ prze-
ciwciat klasy 1gM skierowanych przeciwko neuroblastoma [18],

¢ zbadano, ze naturalne przeciwciata klasy IgM (od 0séb zdrowych) hamuja in vivo
wzrost oraz tworzenie wtérnych ognisk u szczuréw z ksenoprzeszczepem ludzkiej
linii neuroblastoma LAN-1 [17],

¢ U 3z 47 pacjentow z neuroblastoma stwierdzono obecno$¢ przeciwciat klasy 19G
wiazacych antygen NY-ESO-1 obecny na neuroblastoma [48],

¢ invitro, w hodowlach limfocytéw od niekt6rych pacjentéw z neuroblastoma wyka-
zano, ze limfocyty T CD4+ i CD8+ po uprzedniej stymulacji swoiscie eliminuja
komorki neuroblastoma wykazujace ekspresje biatka NY-ESO-1 [48],

¢ Swiezo izolowane dziewicze oraz aktywowane przy pomocy interleukiny 2 (I1L-2)
limfocyty Ty6 od zdrowych dawcéw zabijajg komérki neuroblastoma [54],

Wymienione obserwacje, a takze fakt, iz u wiekszosci dzieci z neuroblastoma
w stopniu 4S obserwuje sie spontaniczng regresje choroby, co moze mie¢ zwigzek
z zaangazowaniem mechanizméw odpornosciowych, stanowiguzasadnienie dla prowadzenia
badan na opracowaniem immunoterapeutycznego podejscia do leczenia tego rozrostu.

2.1. Antygenowos¢ i immunogennos¢ neuroblastoma

Na komadrkach neuroblastoma wykazano ekspresje szeregu czasteczek zaliczanych
do antygenéw zwigzanych z nowotworami, co ma znaczenie dla wzbudzania swoistej
komorkowej czy humoralnej odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.
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Gangliozyd GD2, glikolipidowy antygen, wykazuje stabilngi dos¢jednorodnaekspresje na
komdrkach neuroblastoma [26], Dla neuroblastoma wykazano nadekspresje MYCN [53],
obecno$¢ hydroksylazy tyrozyny [20], czy tez Dbialek nalezacych
do tzw. antygendw wspdlnych (jadro/nowotwor), np. NY-ESO-1, MAGE-Al, MAGE-A3/
A6 [48,68]. WOIfl i wspbtpracownicy, wykazali ekspresje MAGE-Al, MAGE-A3/A6, NY-
ESO-1 u odpowiednio 44, 21 i 28% sposrod 19 preparatdéw guzdéw barwionych
immunohistochemicznie. Otrzymany wzor barwienia $wiadczyt o heterogennej ekspresji tych
antygendw zwigzanych z nowotworami. Zjawisko to obserwowane réwniez dla innych typéw
nowotworow stanowi ograniczenie dla skutecznej eliminacji komorek rakowych z udziatem
swoistych mechanizméw, w tym limfocytéw T cytotoksycznych (CTL) [68].

Problem podatnos$ci neuroblastoma na CTL wcigz nurtuje badaczy. Neuroblastoma
jest stabo immunogennym nowotworem, co jest zwigzane m.in. z niskim poziomem
lub brakiem czasteczek MHC [68], W badaniach, opisano szereg mechanizméw
prowadzacych do obnizenia lub braku ekspresji czasteczek MHC | i MHC Il w
komadrkach neuroblastoma, w tym rowniez ekspresji indukowanej przez INF-y
[14,15,71]. Jednak, stosujac metody czulsze od technik immunohistochemicznych,
Spierings i wsp&tpracownicy wykazali, ze nawet niski poziom czasteczek MHC | jest
wystarczajacy dla rozpoznania i lizy komdrek neuroblastoma przez swoiste limfocyty
T CD8+. Pozwala to przypuszczac, ze neuroblastoma moze by¢ celem dla immunoterapii,
jesli opracowane zostang metody aktywowania swoistych CTL [61].

Co wiecej, na neuroblastoma brak jest wielu czasteczek kostymulujgcych. Obecnosé
mRNA dla CD40, CD80, CD86, PD-1L, B7H2, OX40L, 4-1BBL stwierdzono dla
szeregu ludzkich linii neuroblastoma oraz w komdrkach neuroblastoma od pacjentéw.
Ekspresje biatka OX40L wykazano tylko dla linii GI-CA-N i IMR-32. Co wazne na
komorkach neuroblastoma ze szpiku kostnego od pacjentéw wykazano ekspresje
czasteczki CD40 (we wszystkich 6 przebadanych prébkach), co otwiera mozliwos$é
opracowania terapiiz zastosowaniem CD40L. W potowie z tych prébek wykazano
obecnos¢ czasteczki CD86 [1].

2.2. Immunosupresja komorek dendrytycznych

Intensywnie badany jest wptyw neuroblastoma na komérki dendrytyczne (DC, ang.
dendritic cell), co ma zwiazek ze szczeg6lna rolg petnionaprzez te profesjonalne komorki
prezentujace antygeny w powstawaniu przeciwnowotworowej odpowiedzi odpornosciowej
oraz zdolnos$cig do wzbudzania stanu tolerancji przez niedojrzate DC [29,67].

Badania wykonane na uktadach modelowych wskazujg ha immunosupresje DC
pod wptywem neuroblastoma. Wykazano, ze DC r6znicowane in vitro z prekursoréw
szpikowych od myszy z zaawansowang neuroblastoma byty dysfunkcjonalne, nawet
po transdukcji wektorem adenowirusowym kodujacym gen mysiej IL-12. Uzycie
tych komaérek jako szczepionki podawanej do guza u myszy nie prowadzito do jego
zaniku, co obserwowano z uzyciem DC wyprowadzonych od zwierzat zdrowych
[44]. Wykazano réwniez, iz neuroblastoma w bezposrednim kontakcie hamuje
indukowane przez TNF-a dojrzewanie DC, obnizajgc ich zdolnos$¢ do stymulacji
allogenicznych limfocytoéw T, a takze promuje apoptoze w hodowlach DC [10].
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Shurin i wspétpracownicy zbadali, ze komorki mysiej linii neuroblastoma Neuro-2a
i ludzkiej linii neuroblastoma SK-N-BE, a takze obecne na nich gangliozydy, odpo-
wiednio GM3 i GD2, uposledzajg proces réznicowania sie DC z komorek wyjsciowych
(odpowiednio szpikowych progenitoréw i komérek prekursorowych CD34+ z krwi
pepowinowej) [56].

Hamujace dziatanie gangliozydéw na uktad odpornosciowy zostato szeroko opisane
i jest nadal badane. U pacjentéw z neuroblastoma gangliozydy, w tym GD2, sg obecne
we krwi. Wykazano zdolno$¢é tych zwigzkéw do wiazania sie do cytokin czy receptoréw
na komorkach krwi. Pozwala to przypuszczaé, izimmunosupresyjny efektjest wywierany
nie tylko w mikrosrodowisku nowotworu, lecz réwniez ogélnie ustrojowo [6].

2.3. Ucieczka spod kontroli komérek NK i dopetniacza

Niski poziom czasteczek MHC lub ich brak aktywuje komorki NK, ktére maja
zdolno$¢ do efektywnej lizy komérek nowotworowych i wydzielania limfokin [31].
Neuroblastoma jest wrazliwa na efektorowe mechanizmy z udziatem komdrek NK.
Wykazano skoordynowane wspotdziatanie obecnych na komérkach NK receptorow
naturalnej cytotoksycznosci NKp46 (NCR1), NKp44 (NCR2), NKp30 (NCR3) w
zabijaniu komorek ludzkich linii neuroblastoma ACN i SK-N-BE [59].

Jednak Castriconi i wspétpracownicy [8] zaproponowali, ze czasteczka 41g-B7-H3
obecna u pacjentéw na komorkach neuroblastoma (negatywnych pod wzgledem ekspresji
MHC 1) hamuje cytotoksyczno$¢ komorek NK. Inny mechanizm ucieczki przed
aktywnoscig komorek NK wykazano analizujgc fenotyp komdrek neuroblastoma NXS2
izolowanych z guzéw od myszy A/J. Guzy te rozwinety sie u zwierzat po poczatkowym
zaniku, na skutek szczepienia suboptymalng dawka immunocytokiny hul4.18-1L-2
(biatko fuzyjne ,,ucztowieczonego” przeciwciata wigzgcego gangliozyd GD2 i IL-2).
Terapia ta aktywuje komdrki NK. In vitro, w tych komorkach neuroblastoma wykazano
przejsciowy wzrost ekspresji MHC |, ale spadek zawartosci gangliozydu GD2.
Dodatkowo udato sie pokazac, ze komérki o takim fenotypie byty mniej podatne na
bezposrednig lize z udziatem komérek NK, jak i na cytotoksycznos¢ komdérkowa z
udziatem przeciwciata hul4.18-1L-2 [36].

Heterogennos$¢ jest cecha charakterystyczng guzéw typu neuroblastoma. Réwniez
w hodowlach in vitro, wystepuja réznigce sie klony komoérek: dominujacy typ N o
fenotypie neuroblastéw, typ S odpowiadajacy komérkom Schwanna, a takze typ posredni
[49]. Obserwowana zmienno$¢ moze mie¢ znaczenie rowniez dla oddziatywania ze
sktadnikami ukfadu odpornosciowego. Neuroblastoma jest wrazliwa na mechanizmy
zabijania z udziatem przeciwciat. Jednak, poréwnujac podatno$¢, na cytotoksycznosé
zalezng od dopetniacza (CDC, ang. complement-dependent cytotoxicity) odpowia-
dajgcych sobie klondw typu N i S stwierdzono, ze komdrki typu S byty bardziej oporne
na CDC. Korelowato to ze zwigkszong ekspresjg zwiazanych z btong inhibitoréw
dopetniacza gtdwnie czasteczki CD59 [9],
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3. IMMUNOTERAPIANEUROBLASTOMA-
KIERUNKI PROWADZONYCH BADAN

Z powyzszych danych wynika, ze tolerancja immunologiczna neuroblastoma jest
aktywnie ustanawiana i utrzymywana. Lepsze poznanie mechanizmow regulujgcych to
zjawisko daje szanse na opracowanie nowych metod leczenia, w tym szczepionek,
zdolnych do przetamania tego stanu i mobilizacji do walki z chorobg mechanizméw
obronnych pacjenta.

Ze wzgledu na ograniczonag liczbe dzieci z neuroblastoma, ktére moga uczestniczy¢
w badaniach | fazy klinicznej, podstawowe znaczenie dla rozwoju nowych metod leczenia
tej choroby majgmodele zwierzece. Nalezy do nich model immunokompetentnych myszy
A/J, do ktorych transplantuje sie komorki syngenicznej linii neuroblastoma C1300, TBJ,
Neuro-2a czy NXS2 [4]. Ze wzgledu na niski poziom ekspresji czasteczek MHC | czy
charakter wzbudzanej odpowiedzi przeciwnowotworowej, modele te dobrze oddajg
stan obserwowany u pacjentow. Komadrki NXS2 wykazujg heterogenna, ale stabilng
ekspresje gangliozydu GD2. Zastosowanie m.in. tej linii, pozwala na modelowanie
przerzutéw, a zdolno$¢ tworzenia przez nig ognisk nowotworu w watrobie i szpiku
kostnym przypomina zaawansowany przebieg choroby u dzieci. Inne stosowane w
badaniach modele to np. ksenoprzeszczepy ludzkiej neuroblastoma u gryzoni z
niedoborami uktadu odpornosciowego, myszy transgeniczne MYCN [4,17,41].

Obecnie rozwijanych jest szereg immunoterapii do walki z neuroblastoma. Ponizej
omoéwiono wybrane prace z ostatnich lat dotyczace tej tematyki.

3.1. Przeciwciata wiazace gangliozyd GD2 w terapii neuroblastoma

Poniewaz gangliozyd GD2 wykazuje wysokg i do$¢ jednorodna ekspresje
na komorkach neuroblastoma, a takze ograniczone wystepowanie na komoérkach
normalnych, przeciwciata swoiscie wigzace ten antygen stosowane sg dla diagnozowania
tej choroby i oceny postepéw leczenia [46]. Ten antygen cukrowy zwigzany z
nowotworami jest takze celem opracowanych immunoterapii. Wykazano, ze obecnos¢
gangliozydu GD2 w stanie wolnym w surowicy chorych nie jest wystarczajgca, aby
ingerowac z biodystrybucjg swoistych przeciwciat. Dodatkowo, wiadomo, ze zastoso-
wanie biernej terapii z udziatem przeciwciat wigzacych gangliozyd GD2 nie prowadzi
do spadku jego ekspresji na komaérkach neuroblastoma [26].

Pozyskano szereg przeciwciat monoklonalnych wigzacych gangliozyd GD2 [43].
Sposrod nich 2 przeciwciata mysie 3F8 (19G3), 14G.2a (IgG2a) oraz przeciwciato
chimeryczne (powstate z potgczenia z regionéw zmiennych mysiego przeciwciala i
regionow statych ludzkiej 1gGIl) chl4.18 sg testowane w prébach klinicznych [12].
Dotychczas zgromadzone dane sugeruja, ze bierna terapia przy pomocy tych przeciwciat
moze mie¢ zastosowanie dla leczenia MRD (konsolidacja remisji) u pacjentéw z
neuroblastoma wysokiego ryzyka. Szereg krajéw Unii Europejskiej w tym rowniez
osrodki w Polsce bedg uczestniczy¢ w randomizowanych badaniach 111 fazy klinicznej
nad zastosowaniem przeciwciata chi4.18 w leczeniu MRD u dzieci z neuroblastoma
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wysokiego ryzyka (dane z E-SIOP Neuroblastoma Meeting, Krakow, 22-24 pazdziernika

2004). W doswiadczeniach in vitro, wykazano, ze przeciwciata wigzace gangliozyd GD2

posredniczg w reakcjach CDC i ADCC (cytotoksyczno$¢ zalezna od przeciwciat, ang.

antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) [9,33,41]. Dodatkowo, wykazano, ze efekt

leczniczy moze by¢ zwigzany z wzbudzaniem sieci przeciwciat idiotypowych. Po 6 i 14

miesigcach od zakonczenia terapii, w surowicy pacjentéw z neuroblastoma, leczonych

przeciwciatem 3F8 wykazano obecnos¢ przeciwciat anty-antyidiotypowych (Ab3 oraz

wigzacych gangliozyd GD2 Ab3’), co dodatnio korelowato z przezyciem pacjentow [11].

Prowadzone sgbadania nad immunomodulacjatej terapii z zasto-sowaniem adjuwantéw, np.

GM-CSF, [3-glukanem [ 13,39]. W badaniach It fazy klinicznej wykazano odpowiedz u pacjentow

z neuroblastoma oporngna leczenie po terapii z udziatem przeciwciata 3F8 i GM-CSF [27],

W hodowlach komérkowych i z zastosowaniem modeli mysiej neuroblastoma bada

sie szereg pochodnych przeciwciat wigzacych gangliozyd GD2, np.

¢ immunocytokiny np. hul4.18-GM-CSF, cht4.18-1L-2 (biatka fuzyjne przeciw-
ciat i cytokin), ktére w mikrosrodowisku guza podnosza poziom cytokin [30,33],

¢ immunotoksyny bedace biatkami fuzyjnymi przeciwciat i modyfikowanych ge-
netycznie toksyn, np. taiicucha A rycyny, egzotoksyny A Pseudomonas, domeny
katalitycznej dyfterotoksyny, ktére swoiscie wigzg sie z komérkami nowotworo-
wymi i wywierajgna nie bezposredni efekt cytotoksyczny [32,63,66],

¢ miniciata [5],

¢+ przeciwciata o podwadjnej swoistosci, np. wigzace gangliozyd GD2 i CD3 [32],
immunoliposomy, w ktérych przytagczone na powierzchni przeciwciata wigzace
gangliozyd GD2 umozliwiajg selektywne dostarczanie do komoérek neuroblastoma
np. doksorubicyny, fenretynidu (4-HPR), antysensownych nukleotyddw dla onko-
genu c-myb [7,40,42].

¢+ chimeryczne antygenowe receptory (ang. chimeric antigen receptor), ktére
ulegajac ekspresji np. na CTL kierowatyby aktywnos$¢ tych komdrek przeciw neu-
roblastoma. Przykladem jest receptor, ktory tworza jednotancuchowe fragmenty
Fv przeciwciata wigzgcego GD2 potgczone zawiasem z cytoplazmatyczng dome-
ng sygnatowg CD3E£ [50],

Dla porzadku nalezy dodad, iz efekt terapeutyczny probuje sie uzyskaé z zasto-
sowaniem przeciwciat skierowanych takze przeciwko biatkowym antygenom
wystepujacym na komérkach neuroblastoma [16, 37].

3.2. Czynna terapia, ktérej celem jest gangliozyd GD2

Antygeny weglowodanowe zwigzane z nowotworami wykazujac najwiekszy poziom
ekspresji na komdrkach rakowych stanowig atrakcyjny cel rowniez dla czynnej terapii.
Wiadomo, iz gangliozyd GD?2 jest stabo immunogenny u ludzi. Antygeny cukrowe
zaliczane sa bowiem do grupy antygendw grasiczoniezaleznych. Prdbuje sie przetamac
ten stan tolerancji. Przyktadem moze by¢ zastosowanie do szczepienia zamiast antygendw
cukrowych czasteczek zastepczych, np. przeciwciat antyidiotypowych czy mimotopow
peptydowych.
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Badana jest szczepionka DNA kodujgca w formie wydzielniczej jednotaricuchowe
fragmenty Fv przeciwciata antyidotypowego 1A7 (Ab2[3), ktore zawieraja ,,wewnetrzny
obraz” gangliozydu GD2. Podanie jej domiesniowo myszom wzbudzato odpowiedz
humoralng skierowana przeciwko fragmentom przeciwciata 1A7, a takze przeciwko
gangliozydowi GD2. Ta szczepionka nie wzbudzatajednak odpowiedzi komérkowej [72].

Kolejnym podejsciem jest uzycie mimotop6w peptydowych wytowionych z fagowych
bibliotek peptydowych, by nasladowaty wyjsciowy antygen. Trafno$¢ takiego podejscia
wykazano m.in. dla antygenu cukrowego Lewis Y [24]. Trwajg prace nad zastosowaniem
mimotopdw peptydowych réwniez w przypadku gangliozydu GD2. Przy pomocy
przeciwciata 14G2a wytowiono peptydy ulegajace fagowej ekspresji, a wigzace sie do tego
przeciwciata. Aktualnie, bada sie ich antygenowe wiasciwosci i zdolno$¢ do wzbudzania
swoistej dla gangliozydu GD2 odpowiedzi odpornosciowej (informacja wkasna autora).

3.3. Modyfikowane komérki nowotworowe jako szczepionki

Wykorzystanie do szczepienia komoérek rakowych ma juz dtuga tradycje, rowniez
w przypadku neuroblastoma. Stosuje sie zarowno autologiczne, jak i allogeniczne
komérki. Prowadzone sg badania nad wzmocnieniem immunogennych wiasciwosci
szczepionek opartych na komérkach nowotworowych. Z uzyciem wektoréw wirusowych
i niewirusowych modyfikuje sie te komérki w celu uzyskania ekspresji (przejsciowej
lub stabilnej) cytokin, chemokin, czasteczek MHC, czy czasteczek kostymulujgcych.
W ostatnich latach opublikowano szereg badan z wykorzystaniem szczepionek opartych
na modyfikowanych komérkach neuroblastoma.

W badaniach | fazy klinicznej sprawdzano szczepionke opartg na mieszaninie
naswietlonych allogenicznych komorek linii neuroblastoma SINB-JG-G12 produ-
kujacych ludzka IL-2 i limfotaktyne. Byta ona dobrze tolerowana w badanych dawkach.
Jej zastosowanie wzmagato reaktywnos$¢ immunologiczng u pacjentéw. Obserwowano
m.in. naciekanie miejsca iniekcji przez limfocyty T CD4+, CD8+, komérki Langerhansa
CDlat, a u czesci pacjentow wzrost aktywnosci cytotoksycznej komaérek NK, wzrost
IL-5 w osoczu czy wreszcie wzbudzenie przeciwciat klasy 1gG wigzacych sie do komorek
uzytych do immunizacji [51].

Na modelach zwierzecych sprawdzane sg kolejne szczepionki. Uzycie do nastrzykiwania
guzéw powstatych z niemodyfikowanych komdrek Neuro-2a szczepionki z naswietlonych
Neuro-2a wykazujacych ekspresje ludzkiej IL-2 oraz biatka fuzyjnego ludzkiej I1L-12 dawato
lepszy efekt terapeutyczny, w poréwnaiu z komérkami modyfikowanymi tylkojedngz tych
cytokin. Szczepionkata aktywowata limfocyty T CD8+i CD4+ [57]. Zdolno$¢ do hamowania
wzrostu ustalonych guzow i wytworzenia przeciwnowotworowej pamieci immunologicznej
wykazano dla szczepionki, ztozonej z komoérek Neuro-2a transdukowanych wektorem
retrowirusowym kodujagcym GM-CSF w potaczeniu z oligodeoksynukleotydami zawie-
rajacymi niemetylowane sekwencje CpG [52].

Yan i wspotpracownicy poréwnali przeciwnowotworowe wiasciwosci szczepionki
z agresywnego klonu komérek Neuro-2a, AGN2a, stabilnie transfekowanego czagsteczkami
kostymulujacymi: 4-1BBL i B7-1, B7-2 i B7-1 oraz tylko B7-1. Najlepszg oporno$¢ przed
niemodyfikowanym klonem AGN2a uzyskano po podaniu komorek transfekowanych 4-
IBBL i B7-1, a najstabszapo podaniu komorek z ekspresja tylko B7-1 [69].
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Ciekawym podejsciem jest réwniez wykorzystanie onkolitycznego replikujacego
wirusa opryszczki pospolitej typu-1. Uzyto go do transdukcji in vivo guzéw u myszy
konstruktem genowym kodujgcym rozpuszczalne biatko fuzyjne dimeru B7-1 (czesci
zewnatrzkomérkowej) i czesci Fc przeciwciata 1gG 1. Biatko to uwalniane w $srodowisku
komarek nowotworowych moze dostarczac sygnatu niezbednego do aktywacji przeciw-
nowotworowej odpowiedzi komérkowej. Zastosowanie takiej metody modyfikacji
komdrek nowotworowych prowadzito do znaczacego ograniczenia wzrostu guza, w
czym posredniczyty limfocyty T CD8+ [64].

3.4. Zastosowanie komérek dendrytycznych

Jeszcze innym podejsciem sg proby uzycia DC, cho¢ wymagajg one optymalizacji
szeregu parametréw, np. stopnia dojrzatosci, dawki, drogi i czestosci podawania DC,
metody dostarczenia antygenu do DC [3], Na modelu myszy A/J bada sie przeciw-
nowotworowaaktywnos¢ DC transdukowanych wektorem adenowirusowym kodujacym
mysig IL-12 [45]. W testach | fazy klinicznej u dzieci z guzami litymi sprawdzono
mieszanineg niedojrzatych DC inkubowanych osobno z lizatem autologicznych komorek
nowotworowych od pacjentéw i KLH. U niektérych pacjentéw, w tym jednego z
neuroblastoma, po szczepieniu obserwowano wzbudzenie swoistej przeciwnowoto-
worowej odpowiedzi limfocytéw T w hodowli $wiezo izolowanych niestymulowanych
PBMC (jednojadrzastych komorek krwi obwodowej) [19]. Bada sie takze szczepionki
oparte na zfuzjowanych metodg elektroporacji DC i komorki Neuro-2a [38],

4, PODSUMOWANIE

Metody immunoterapeutyczne w leczeniu MRD u dzieci z neuroblastoma wysokiego
ryzyka sg obecnie sprawdzane w badaniach klinicznych i intensywnie rozwijane w
badaniach przedklinicznych. Nalezy réwniez wspomnie¢ o innych potencjalnych
mozliwosciach leczenia opartych na biologicznych wiasciwosciach neuroblastoma. Bada
sie m.in. réznicowanie neuroblastoma z udziatem pochodnych kwasu retinowego,
zastosowanie aktywnie pobieranej przez neuroblastoma 13|1-meta-jodobenzyloguanidyny,
zwigzkéw hamujacych angiogeneze, czy indukujacych apoptoze [47,55,70]. W
przysztosci po optymalizacji moga one uzupetnié stosowane juz programy leczenia tej
choroby. Nalezy mie¢ nadzieje, ze ich zastosowanie przyczyni sie do poprawy
przezywalnosci dzieci z neuroblastoma wysokiego ryzyka.
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WSTEP - INTRODUCTION

Proces starzenia sie cztowieka obejmujacy caty organizmu, przebiega w r6znym
tempie w tworzacych go narzadach i uktadach. Jednak zmiany zwigzane z wiekiem
zawsze prowadza do uposledzenia funkcji tych narzadéw i uktadéw. Prowadzi to do
zwiekszajacego sie zagrozenia wystapieniem proceséw chorobowych. Poznawanie relacji
pomiedzy zmianami wynikajacymi z procesu starzenia a rozwojem procesow patolo-
gicznych jest jednym z gtéwnych probleméw, jakimi zajmuje sie wspdtczesna
gerontologia i geriatria. Dlatego tez Komisja Biologii Starzenia PAN przyjeta jako
temat kolejnego posiedzenia ,,Zaburzenia hematologiczne wieku podesziego™.
Posiedzenie to miato charakter konferencji wspotorganizowanej przez Polskie
Towarzystwo Anatomiczne, Polskie Towarzystwo Histochemikdéw i Cytochemikow oraz
Oddziat Warszawski Polskiego Towarzystwa Biologii Komdrki. Konferencja byta
kontynuacjg cyklu posiedzen naukowo-szkoleniowych poswieconych biologii komorki
a organizowanych od wielu lat przez Panig Profesor Zofie Osuchowska oraz Profesora
Jerzego Kawiaka. Miejscem konferencji, ktéra odbyta sie 27 listopada 2004 roku, byta
sala wyktadowa w gmachu Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego i za jej
udostepnienie serdecznie dziekujemy. Problemem, ktory dominowat wsrod prezento-
wanych na konferencji prac byty nowotwory uktadu krwiotworczego u ludzi starszych,
czestos¢ ich wystepowania oraz efekty leczenia. Z przedstawionych referatéw wynikato,
ze ludzie starsi gorzej niz mtodzi znoszg chemioterapie, ale odnowa uktadu krwiotwor-
czego po przeszczepie szpiku kostnego przebiega podobnie jak u ludzi mtodych. Takie
obserwacje spowodowaly, ze wiek podeszty nie stanowi przeciwwskazania do wykonania
tego zabiegu, ktéry daje szanse catkowitego wyleczenia.

Prof. Andrzej Mysliwski
Zaktad Histologii i Immunologii
Akademii Medycznej w Gdansku
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HAEMATOLOGICAL MALIGNANCIES IN OLDER PATIENTS
A. DMOSZYNSKA!, K. GIANNOPOULOS?

'Klinika Hematologii i Transplantacji Szpiku oraz
2Zak¥ad Immunologii Klinicznej AM w Lublinie

Streszczenie: Obserwuje sie wzrastajaca liczbe chorych z nowotworami hematologicznymi w wieku
powyzej 60 lat. Chorzy ci wymagaja chemioterapii i/lub radioterapii, ale w poréwnaniu osobami mtod-
szymi zle toleruja takie leczenie i notuje sie takze zwiekszony odsetek $mierci zwiazany z taka terapia.
Zjawisko to nie jest w petni zrozumiate, gdyz zmiany w uktadzie komoérek macierzystych nie sg duze w
poréwnaniu z osobami miodszymi i co ciekawsze funkcja komoérek dendrytycznych jest prawidtowa.
Dla tych chorych obiecujgca opcja lecznicza wydaje sie immunoterapia. W artykule tym dokonano
takze przegladu nowotworéw hematologicznych charakterystycznych dla wieku starszego.

Stowa kluczowe: nowotwory hematologiczne, starsi chorzy, opcje terapeutyczne.

Summary: In the near future increasing number of elderly patients with haematological malignancies
will require chemotherapy and/or radiotherapy. The high dose or even standard chemotherapy usually
results in higher, than in younger patients, percentage of life-threatening myelosupression and deaths.
This phenomenon in elderly patients is not clear. There are reports suggesting that in elderly patients
age-related changes are not so different comparing to younger subjects. In elderly patients anti-tumour
response is reduced but function of dendritic cells in these patients is preserved. It seems that cell-
based immunotherapy might be a promising therapeutic option for age-advanced cancer patients. In this
paper we shortly reviewed some age-specific haematological malignancies.

Key words: haematological malignancies, elderly patients, therapeutic options.

Okoto 55-60% chorych na nowotwory jest w wieku powyzej 60 roku zycia i ten
odsetek systematycznie zwieksza sie. Wiadomo na przyktad, ze $redni wiek chorych
na chtoniaki nieziarnicze waha sie miedzy 60-65 rokiem zycia, a 30-35%
diagnozowanych chtoniakéw wystepuje u ludzi powyzej 70 roku zycia. Zachorowalnos$¢
na chioniaki ludzi do 45 roku zycia utrzymuje sie na zblizonym poziomie w ciggu
ostatniego 10-lecia, ale w grupie 45-75 lat w tym samym czasie liczba zachorowan
zwiekszyta sie 0 100%, a w grupie powyzej 75 roku zyciajeszcze wiecej [16]. Przyjmuje
sie, ze w tej grupie chorych co kazde 10 lat nastepuje wzrost zachorowan o prawie
100%.
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Podobne dane publikowane sgodnosnie ostrej biataczki szpikowej i szpiczaka plazmo-
cytowego. Wzrasta wiec grupa chorych w starszym wieku wymagajgcych chemioterapii
i/lub radioterapii. Przewiduje sig, ze liczba ta bedzie rosna¢ w najblizszej przysztosci. W
grupie 0séb starszych zastosowanie standardowej chemioterapii potgczonejest za-zwyczaj
ze znacznie nasilong mielosupresja i cojest z tym zwigzane ze zwigkszonym odsetkiem

$mierci w czasie tej terapii w poréwnaniu
TABELA 1. Wyniki leczenia ostrej biataczki szpikowej Zgrupg 0s6b mk)dSZyCh [1'2'24730]'
w zaleznosci od wieku na podstawie analizy 1400 Biologiczne mechanizmy odpowie-
chorych przedstawionej przez grupe amerykariska dzialne za gorszg tolerancje chemio- i
ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) radioterapii przez osoby starsze nie s3

Wiek  Odsetek Smier¢ Opornosé dostatecznie zrozumiate. Nie sa takze

[lata] remisji w okresie na leczenie jasno zdefiniowane zmiany, jakie zacho-
catkowitych  indukji [%] dza w naturalnym przeciwnowotwo-
CR 0%l rowym mechanizmie obronnym oséb

<60 70 10 20 starszych [27, 28] .

60-70 55 20 25 Choroby nowotworowe ukfadu

> 70 35 39 30

krwiotwdrczego u 0s6b powyzej 60 ro-
ku zycia charakteryzujg sie odmienng
biologia. Obserwuje sie tez wybidrcze wystepowanie u 0séb starszych pewnych choréb
hematologicznych. Do choréb, ktdrych predyspozycja zwigzanajest z wiekiem, zalicza si¢
przewlekig biataczke limfocytowa B komdkowa, szpiczaka plazmocytowego i rézne typy
zespotow mielodysplastycznych.

Co ciekawe komorki dendrytyczne generowane od 0s6b starszych wydajg sie by¢
w petni czynnosciowo sprawne, a zatem by¢ moze nalezatoby w przysztosci
wykorzystac te komorki do immunoterapii resztkowej choroby nowotworowej [26].

Jest ciagle przedmiotem kontrowersji, jakim zmianom podlegaja krwiotworcze komorki
macierzyste w ciggu starzenia organizmu [ 19,21]. Najczesciej opisywane u ludzi starszych
defekty krwiotwdrczych komoérek macierzystych zestawiono w tabeli 2.

TABELA 2. Zmiany hematologiczne u 0s6b zdrowych w wieku powyzej 60 lat

Komérkowos¢ szpiku obnizona

Komorki progenitorowe prawidlowa zawarto$¢
Chromosomy aneuploidia, utrata Y

Poziom hemoglobiny nieznacznie obnizony

Liczba czerwonych krwinek nieznacznie obnizona

Srednia objetos¢ krwinki czerwonej (MCV)  zwiekszona

Krwinki biate obnizona liczba, zaburzona funkcja,

dyskretne przesunigcie w prawo w
rozmazie krwi obwodowej

Limfocyty CD8 + obnizona liczba, zaburzona funkcja

OB. dyskretny wzrost

Poziom ferrytyny podwyzszony u kobiet, obnizony
u mezczyzn

Poziom witaminy BI2 obnizony
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Badania na zwierzetach wykazaty, ze wraz z wiekiem zmniejszajq sie zdolnosci
replikacyjne krwiotwdrczych komérek macierzystych [19]. Stwierdzono zaleznos$¢
miedzy ekspresja antygenu CD 28 a dtugoscia telomeréw. Molekuta CD 28 jest
czasteczka sygnalizacyjng zaangazowang w aktywacje telomerazy i skracanie
telomeréw. Z wiekiem aktywno$¢ komorek z ekspresjg CD 28+ zwigksza sie. Moze to
wskazywaé, ze komorki macierzyste podlegajg procesom starzenia i ten stan moze
odpowiadac za gorsze tolerowanie chemioterapii i radioterapii przez osoby starsze, ale
sg badania wykazujace, ze mimo réznicy w dtugosci telomeréw zdolnosci replikacyjne
komadrek macierzystych sg zachowane [23]. Na ekspresje CD 28 na limfocytach moga
tez wptywac komérki nowotworowe powodujac zastagpienie CD 28 czasteczkami CTLA
4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen), co prowadzi do anergii klonéw limfocytéw T
swoistych skierowanych przeciwko komérkom nowotworowym. Czasteczki CTLA 4
majg podobng budowe do CD 28, ale ich oddziatywanie z antygenem B 7 nie prowadzi
do przekazania sygnatu limfocytowi T w celu zniszczenia komérki nowotworowej i w
konsekwencji ostabienia naturalnej obrony przeciwnowotworowej.

PARAMETRY KRWI OBWODOWEJ

Stezenie hemoglobiny obniza sie po 60 roku zycia i ten trend wyraznie nasila sie po
70 roku zycia. U 10-20% starszych chorych rozwija sie niedokrwistos¢ z niedoboru
zelaza. Powodow niedoboru zelazajest duzo m.in. spos6b odzywiania, mikrokrwawienia
z przewodu pokarmowego, np. w nastepstwie szerokiego przyjmowania niesterydowych
lekéw przeciwzapalnych przyjmowanych z powodu nasilajgcych sie z wiekiem
dolegliwosci bélowych narzadu ruchu. Role odgrywa tez wystepujacy w starszym
wieku zanik btony sluzowej zotagdka. Na drugim miejscu pod wzgledem czestosci
wystepowania jest niedokrwisto$¢ towarzyszaca przewlektym chorobom zapalnym, a
nastepnie niedokrwisto$¢ megaloblastyczna [3, 4]. W tabeli 3 zestawiono najczesciej
obserwowane zmiany w parametrach hematologicznych u oséb starszych.

TABELA 3. Defekty krwiotwdrczych komérek macierzystych w wieku starszym

Defekt zasiedlenia (homing)

Wielopotencjalne Ukierunkowane Komorki podscieliska

komérki macierzyste komorki macierzyste i komérki wspomagajace
Defekty defekty uwalniania zmiany w miejscowej syntezie
wewnatrzkomoérkowe  cytokin cytokin

Defekt kontaktu defekt interakcji

z podscieliskiem z komorkami

wielopotencjalnymi

Defekty uwalniania
cytokin
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PRZEWLEKLA BIALACZKA LIMFOCYTOWA
B KOMORKOWA (PBL-B)

Przewlekta biataczka limfocytowa jest najczestszym typem biataczki w Europie
Zachodniej i Stanach Zjednoczonych Ameryki Pétnocnej. Az 40% zachorowan stanowig
chorzy powyzej 65 roku zycia. Sredni wiek ujawnienia choroby waha sie miedzy 65-70
rokiem zycia. 20-30% chorych ma mniej niz 55 lat. Czesto$¢ zachorowania w skali roku
wynosi 3/100 000 mieszkaricdw. Ta postac biataczki jest 20-30 razy czestsza w Europie niz
w Indiach, Chinach i Japonii. 5-7% chorych wykazuje tez pewnapredyspozycje rodzinna.
70-87% diagnozowanych obecnie chorych nie ma zadnych objawow i rozpoznanie stawia
sie przypadkowo w czasie kontrolnej morfologii krwi.

W prawidtowym rozwoju komorek B wyrdzniamy dwa etapy: niezalezny i zalezny
od kontaktu z antygenem. Pierwszy ma miejsce w szpiku i w tym okresie dochodzi do
rearanzacji genéw V, D i J kodujagcych immunoglobuliny i tworzenia pierwszych
przeciwciat. Drugi etap zachodzi w centrach rozrodczych obwodowych narzadéw
limfoidalnych, gdzie aktywowany dziewiczy limfocyt B ulega proliferacji i réznicowaniu
w komorke pamieci [10].

Dojrzato$¢ komérek B odzwierciedla m.in. obecnos¢ somatycznych mutacji genéw
kodujacych czesci zmienne tancuchéw ciezkich i lekkich immunoglobulin. Do mutacji
somatycznych obejmujacych gtdwnie regiony zmienne immunoglobulinowych genéw
dochodzi w centrach rozrodczych grudek chtonnych w obecnosci antygenu prezen-
towanego przez folikulame komérki dendrytyczne oraz limfocyty T [ 10].

Dziewicze limfocyty B cechuje brak mutacji gendéw kodujacych czesci zmienne
tancuchéw immunoglobuliny, obecnos¢ na powierzchni komérek IgM i IgD oraz braku
antygenu CD 27. We krwi obwodowej 15-30% tych komorek ma na swej powierzchni
antygen CD 5. We krwi obwodowej ludzi zdrowych dominujg limfocyty B dziewicze,
ktdre nie weszty jeszcze do centréw rozrodczych, pozostate to te, ktdre opuscity centra
rozrodcze i majg mutacje gendéw IgV i obecno$¢ antygenu CD 27, nalezacego do
rodziny receptoréw czynnika martwicy nowotworu. Uwaza sie, ze komérki z ekspresjg
tego antygenu to komérki pamieci. Odsetek tych komorek wzrasta wraz z wiekiem [5].

W wigkszosci przypadkéw komorka prekursorowana, z ktorej wywodzi sie przewlekta
biataczka limfocytowa, determinuje przebieg kliniczny i rokowanie w tej chorobie.
Jeszcze do niedawna uwazano, ze komérki te tworzajednorodng populacje komérek
spoczynkowych w fazie Go, ktére nie miaty kontaktu z antygenem i uwazano, ze PBL-
B jest raczej chorobg z akumulacji niz aktywnej proliferacji [17]. Prace ostatniego 10-
lecia dowodzg, ze PBL-B wywodzi sie z limfocytéw na réznych poziomach dojrzewania:
1) komorek dziewiczych
2) komorek pamieci immunologicznej [6],

Saautorzy, ktorzy sadza, ze sgto dwie rozne populacje [5]. Ale sgréwniez doniesienia
wskazujace, ze wszystkie komorki PBL-B miaty kontakt z antygenem [10]. Nasuwa
sie tylko pytanie, czy komérki z niezmutowanym genem IgV sadziewiczymi limfocytami
B czy moze odpowiadajg komérkom, ktdre miaty kontakt z antygenem, ale nie doszto u
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nich do mutacji i staty sie anergiczne. Istnieje mozliwosc¢, ze ten nieokreslony antygen
ma charakter T niezalezny lub ma cechy superantygenu, ajak wiadomo, czgstki te nie
doprowadzajg do mutacji genow IgV. W przypadku limfocytow T superantygen jest
zdolny do pobudzania okres$lonej liczby klonéw limfocytéw i bedzie aktywowat wszystkie
limfocyty T z receptorem TCR i tancuchem [3. W przypadku limfocytéw B superantygeny
wigzg sie z receptorami immunoglobulinowymi poza klasycznym miejscem wigzania
antygenu (np. gronkowcowe biatko A). Niejednoznacznajest tez réwnoczesna obecnos¢
na powierzchni biataczkowych limfocytéw zaréwno markeréw dziewiczych, np. IgM i
IgD, jak i receptoréw bedacych wyznacznikami kontaktu z antygenem CD 27 i CD 23.
Wystepowanie antygenu CD 23 odréznia te postaé biataczki od chtoniaka z komérek
ptaszcza. Heterogennos¢ przebiegu klinicznego wynika z mechanizmoéw biologicznych
lezacych u podstaw tej choroby [6].

SZPICZAKPLAZMOCYTOWY

Szpiczak plazmocytowy jest chorobg wystepujgca najczesciej w wieku powyzej 60
roku zycia. Wedlug danych opublikowanych przez amerykanska grupe ECOG
zachorowalnos$¢ na te chorobe wzrasta z wiekiem, (tab. 4).

TABELA 4. Zachorowalno$¢ na szpiczaka w zaleznosci od wieku (na 100 000 mieszkancow USA)

Ple¢ Wiek [lata]

<35 35-39 40-60 60-80 >80
M 0 0,4 2,7 21 39
K 0 0 0,4 14 30,9

Szpiczak plazmocytowy nalezy do nowotworéw, w ktérych obserwuje sie znaczne
unaczynienie {yascularization) i nasilong angiogeneze. Dmoszynska i wsp. [8] wyka-
zali, ze osoczowe stezenie cytokin stymulujacych angiogeneze, takich jak: VEGF i
bFGF, jest znacznie podwyzszone u chorych na szpiczaka. Te i inne obserwacje
skierowaly uwage na talidomid, ktérego antyangiogenne wiasciwosci znane byty od
dos¢ dawna [20, 25].

W tabeli 5 zestawiono dotychczas opisane mechanizmy dziatania talidomidu w
szpiczaku plazmocytowym.

Nowa grupa lekéw, ktdra moze mie¢ potencjalne zastosowanie w terapii szpiczaka
plazmocytowego, sa inhibitory proteasomu. Proteasom jest wielobiatkowym komplek-
sem, ktorego zadaniem jest trawienie biatek przeznaczonych do degradacji. Proteasom
jest niezbedny dla biologii wielu komdrek eliminujac biatka przeznaczone do destrukcji
w miejscu ich ubikwitynizacji. Eliminuje on np. receptory czynnikdéw wzrostowych po
ich internalizacji [7].



120 A. DMOSZYNSKA, K. GIANNOPOULOS

TABELA 5. Mechanizm dziatania talidomidu

Zwiekszenie ekspresji czasteczek adhezyjnych na komérkach
szpiczakowych i komérkach podscieliska szpiku (CD Ha, CD !lb,
CD lic, CD 18)

Immunomodulacyjny wptyw na sekrecje cytokin wydzielanych
przez limfocyty T (11-1 0O, 11-6, 11-2, IFN vy)

Zwigkszenie wytwarzania 11-4, 11-5, 11-8

Hamowanie wytwarzania 11-2 i TNF

Synergistyczne dziatania z czasteczkg CD 28 w przewodzeniu
sygnatéw komorkowych

Hamowanie angiogenezy (obniza VEGF, bFGF) -
Zwiekszenie liczby limfocytow T CD 8+

Zwigkszenie ekspresji markerow aktywacji limfocytéw T

Inhibitory proteasomu hamuj g degradacje ubikwitynowanych biatek, takichjak: cykliny
czy cyklino-zalezne inhibitory kinaz, regulujac w ten sposéb cykl komérkowy. Kilka
inhibitoréw proteasomu sygnowanych

TABELA 6. Mechanizm dziatania inhibitora skrotami PS341, PS1i MG 132 poddanych
proteasomu PS 341 (Velcade) jest badaniom klinicznym | i 1l fazy. Leki
tej grupy w sposob posredni i bezpos$redni

Zatrzymanie cyklu komérkowego w fezie G2/M hamujq kluczowy czynnik transkrypcyj ny

Blokowanie aktywnosci NFkB , - .
Zmniejszenie wytwarzania TNF NF-kB, ktérego aktywacjajest konieczna

Zwiekszenie aktywnosci INK dla wydtuzenia czasu przezycia komérek
Zwigkszenie ekspresji MDM2 szpiczakowych. Inhibitory proteasomu ha-
Zwigkszenie ekspresji TP 53 muja zaréwno proliferacje, jak i wzma-gaja

Zmniejszenie antyapoptycznego dziatania 11-6

apoptoze komérek szpiczakowych (tab. 6).
Kolejny lek z grupy immunomodu-la-

toréw biologicznych to tréjtlenek arsenu. Trdjtlenek arsenu od wiekéw znany jako

trucizna byt stosowany w tradycyjnej me-dycynie chinskiej jako skuteczny lek w bardzo

wielu chorobach m.in. w tuszczycy, kile, reumatoidalnym zapaleniu stawow. W Europie

stosowano go w postaci roztworu Fowlera takze w leczeniu kity i tryposomiazy. W

latach siedemdziesigtych XX wieku w Chinach lek zastosowano w leczeniu ostrej

biataczki promielocytowej z bardzo dobrym efektem, jednak z uwagi na jego

kokarcynogenne wiasci-

wosci przygladano sie tej

terapii z duza rezerwa.

Dalsze obserwacje pot- Hamowanie angiogenezy

wierdzity skuteczno$¢  Indukcja apoptozy

As,03 w leczeniu ostrej ~ Zahamowanie aktywacji NkB

bnkaczki promiclocyto- 24O b S b sk Ak STAT

wej. Aktywnos$¢ As203

wykazano zaréwno w

liniach komorkowych szpiczaka, jak i u chorych z oporng postaciag szpiczaka plazmocytowego.

Mechanizm jego dziatania, podobnie jak innych lekéw immunomodulacyjnych, jest

TABELA 7. Mechanizm dziatania tréjtlenku arsenu (ATO, Trisenox)
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wielokierunkowy. Lek ten zar6wno hamuje angiogeneze, jak réwniez indukuje apoptoze
w komorkach szpiczakowych. Wykazano takze, ze dodatek kwasu askorbinowego
wzmaga efektywnos$¢ As203 [9].W tabeli 7 zestawiono opisane dotychczas mechanizmy
dziatania tréjtlenku arsenu.

ZESPOLY MIELODYSPLASTYCZNE - MDS

Etiologia zespotdbw MDS (myelodysplastic syndromes) jest nieznana, ale czynniki,
ktdre uszkadzajg kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA), takie jak: leki cytostatyczne,
napromienianie radiologiczne, kontakt z
benzenem i wiele innych, stanowig czynniki
ryzyka rozwoju MDS. Dane statystyczne TABELA 8.0Objawy kliniczne najczesciej
potwierdzaja korelacje miedzy wiekiem pa- ~ ‘WYstePuiace u chorych na MDS
cjentéw a wystepowaniem MDS. Czesto$€  krew niedokrwistosé
zachorowania ludzi po 70 roku zycia wynosi neutropenia
20 na 100 tysiecy os6b [27]. Uwaza sie, ze w matoptytkowosc
wieku starszym mechanizmy naprawcze DNA pancytopenia
sg ostabione i to sprzyja wystepowaniu MDS.  szpik  zwiekszona komorkowosé

MDS stanowig heterogenng grupe klonal- nieprawidtowosci morfologiczne
nych choréb komarki macierzystej o réznym obraczkowe sideroblasty
rokowaniu, charakteryzujacych sie dyshe- zwiekszony odsetek blastow
matopoeza oraz jedno-, dwu- lub troju-kta- ~ Zmiany del 11 g
dowacytopenia. Najczestsze objawy klinicz- ~ kariotypu del5¢
ne MDS przedstawiono w tabeli 8. t’"ﬂgggﬁg";'a S

Zaburzenia mielodysplastyczne sarzadkie
przed 50 rokiem zycia. W starszym wieku
zmniejsza sie komdrkowos$¢ szpiku ze 100
prawie do 50% w czasie pierWSZyCh 30 TABELA 9. Znaczenie rokownicze zmian
latach zycia z utrzymujacym si*plateau do  cytogenetycznych w MDS
mniej wiecej 65 roku zycia, od ktérego to
roku komoérkowos$¢ obniza sie sukcesywnie
do okoto 30%. Miejsce czynnej tkanki he-
matopoetycznej zajmuje tkanka ttuszczowa. 2. Rokowanie posrednie
Je$li chodzi o zaburzenia chromosomowe, trisomia 8, pojedyncze aberracje inne niz
to 12-35% mezczyzn po 60 roku zycia W PKL LTS, dwie aberracje
wykazuje utrate chromosomu Y. 75% mez- 3. Rokowanie niekorzystne
czyzn po 80 roku zycia wykazuje kariotyp ztozone aberracje ( >3),

45 X. Srednie stezenie Hg u tych 0séb row- aberracje chromosomu 7

niez obniza sie ze sredniej w mtodym wieku

réwnej 13,8 do 11,7 g/dl [3]. Zmiany cytogenetyczne w MDS majgznaczenie rokownicze
(tab. 9).

1. Rokowanie korzystne
kariotyp prawidtowy, 5g-, 20g-, -Y
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OSTRE BIALACZKI

W przypadku ostrych biataczek wyniki leczenia osoéb starszych sg gorsze niz ludzi
miodych [22, 29]. Zaobserwowano takze, ze ostre biataczki limfoblastyczne o0s6b
starszych rokujg gorzej niz ostre biataczki mieloblastyczne [18]. Az 90% chorych umiera
w ciggu 2 lat od rozpoznania, a remisja po leczeniu indukcyjnym wywotujacym remisje
jest mniejsza niz 70% ze Srednig przezycia 7 miesiecy [24], Ciekawe sg badania
psychologiczne. Az 50% starszych chorych na biataczke wierzy w wyleczenie, podczas
gdy lekarze oceniajg te szanse zaledwie na 10% [18].

Ferrara i wsp. [11] poddali ocenie grupe 70 chorych w wieku powyzej 75 roku
zycia, u ktorych rozpoznano ostra biataczke szpikowa. Remisje hematologiczng uzyskano
u 32% chorych. Autorzy konkludujg, ze wysokodawkowa chemioterapia nie jest
zalecana w tej grupie chorych, ale nieliczni chorzy odnoszg korzys¢ z tego postepowania.
Powstaje pytanie, jak okresli¢ grupe chorych w starszym wieku, ktora odniesie korzysé
z intensywnej chemioterapii?

Dla tych chorych wydajg sie by¢ obiecujace takie opcje leczenia, jak: przeciwciata
monoklonalne, inhibitory angiogenezy, niemieloablacyjne transplantacje krwiotworczych
komorek macierzystych i immunoterapia z uzyciem komérek dendrytycznych [13, 14],

Mozna spodziewac sie, ze w przysztosci leczenie choréb nowotworowych uktadu
krwiotworczego ludzi starszych bedzie w duzej mierze opierac sie na immunoterapii.
Ale ta terapia moze by¢ skuteczna tylko w przypadku matej masy nowotworu i stad
nadzieje, ktore poczatkowo wigzano z ta terapig nie spetnity sie. Wstepnym okresem
poprzedzajacym immunoterapie powinno by¢ zmniejszenie masy nowotworu np.
chirurgicznie lub w wyniku chemioterapii lub tez terapii przeciwciatami monoklonalnymi.
Przeciwciata takie wykorzystywane kliniczne sg zwykle czasteczkami hybrydowymi,
gdzie czes¢ wigzaca antygen pochodzi z mysich immunoglobulin, a cze$¢ stata jest
ludzka immunoglobuling. Immunoterapia ma na celu zwigkszenie klonéw limfocytow
T cytotoksycznych skierowanych przeciw komorkom nowotworowym. Najprostszym
sposobem jest szczepienie chorego jego wiasnymi komorkami nowotworowymi po
indukcji w tych komorkach apoptozy i/lub nekrozy [15].

W pilotowych badaniach przeprowadzonych w naszej Klinice zastosowalismy
szczepionke przeciwbiataczkowgu 11 chorych we wczesnej fazie przewlekiej biataczki
limfocytowej B-komdrkowej.

Szczepionka zostata przygotowana z komorek dendrytycznych stymu-lowanych lizatami
komadrek biataczkowych i podawanojgsrodskomie w odstepach 3-tygodniowych. Tolerancja
leczenia byta dobra i poza miejscowym zaczerwienieniem skory nie wystapity inne objawy
niepozadane. W trakcie leczenie obserwowano obnizenie odsetka komorek biataczkowych
o fenotypie CD 197CD 5+ oraz zwigkszenie odsetka komérek CD 8+ i NK. Wyniki te
zachecajg do dalszych badan w tym kierunku. Mozna mie¢ nadzieje, ze te i inne proby
podejmowane w celu poprawienia wynikow leczenia pacjentéw na nowotwory
hematologiczne w starszym wieku przyczyniasie do przedtuzenia czasu przezycia i poprawy
jakosci zycia tej grupy chorych.
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STARZENIE SIE UKEADU CZERWONOKRWINKOWEGO
A ANEMIA W WIEKU PODESZtYM

AGING OF ERYTHROCYTE SYSTEM AND ANEMIA IN THE ELDERLY

Kornelia Kedziora-Komatowska

Katedra i Klinika Geriatrii Akademii Medycznej w Bydgoszczy

Streszczenie: Zwigkszenie odsetka os6b w wieku podesztym w spoteczenistwach krajow rozwinietych
wigze sie z wystepowaniem wielu ztozonych probleméw zdrowotnych. Starzenie sie i sama staro$¢ jako
etap zycia kojarzy sie z wspotwystepowaniem zmian inwolucyjnych w wielu narzadach i uktadach oraz
choréb, ktére towarzysza temu okresowi zycia. W procesie fizjologicznego starzenia dochodzi do zabu-
rzen w zakresie hematopoezy zwkaszcza w warunkach tzw. stresu hematologicznego, co wptywa na
ograniczenie zdolnosci kompensacyjnych szpiku kostnego w zakresie szybkiego wyréwnywania niedo-
boréw krwi obwodowej w przypadku zwiekszonego zapotrzebowania. Moze mie¢ to zwigzek z telome-
rowa hipoteza starzenia sie. Ponadto na zmiany iloSciowe oraz jakosciowe w populacji komérek macie-
rzystych szpiku wptywajg wzajemnie powigzane ze sobg czynniki, takie jak: mutacje genowe, stres
oksydacyjny, niekontrolowana apoptoza, zaburzenia regulacji produkcji cytokin. Proces starzenia sig
moze wptywac na zmiany strukturalne bton erytrocytamych, nasilenie proceséw katabolicznych, zmniej-
szone wytwarzanie erytropoetyny w nerkach. Wymienione czynniki sprzyjajg powstawaniu u 0séb star-
szych niedokrwistos$ci o réznej etiologii. Jest to czesta choroba uktadu krwiotwérczego istotnie zwiek-
szajaca chorobowos¢ i $miertelno$¢ w tej grupie wiekowej, prowadzi czesto do choréb uktadu sercowo-
naczyniowego, zaburzen funkcji poznawczych, zaburzenh funkcjonalnych i upadkéw. Negatywnie wpty-
wa na jako$¢ zycia. Rozpoznanie i leczenie niedokrwistosci w wieku podesztym jest ztozonym i trud-
nym problemem geriatrycznym.

Stowa kluczowe: starzenie sie, hematopoeza, erytrocyt, cytokiny, stres oksydacyjny, anemia.

Sumary: Increasing rate of aged people in societies of developed countries is inevitably connected with
occurrence of health problems closely related to this period of life. Ageing as well as old age itself,
being a stage of life, are associated with coexisting involutional changes in organs, systems of organs,
and old age diseases, accompanying this period of life. In physiological ageing process the disorders
mainly concern haematopoesis, especially in conditions of so called hematological stress. It influences
the limitations in bone marrow compensation abilities concerning quick leveling of peripheral blood
deficits in case of increased demand. It can be connected with telomer hypothesis of ageing. Moreover,
the quantitative and qualitative changes in stem cell population are influenced by mutually related
factors such as: gene mutations, oxidative stress, uncontrollable apoptosis, regulative disorders of cyto-
kine production. Ageing may also influence the structural changes of erythrocytary membranes, intensi-
fication of catabolic processes, and decreased erythropoietin production in kidneys.In aged people, the
listed factors are conductive to develop anemies of various etiology. These frequent haematopoietic
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system diseases, significantly increasing morbidity and mortality in this age group, often result in cardio-
vascular system diseases, cognitive functions disorders, functional disorders, and fall-downs. They nega-
tively influence the quality of life, however the diagnosis and therapy of old age anemia is a complex
geriatrie problem.

Key words: ageing, haematopoesis, érythrocyte, cytokines, oxidative stress, anemia.

WSTEP

Starzenie sie populacji Swiatowej to istotny problem zdrowia publicznego. Obserwuje
sie stopniowe wydtuzanie przecietnego trwania zycia. Wedtug prognoz demograficznych
w potowie XXI wieku liczba os6b powyzej 60 roku zycia stanowic¢ bedzie okoto 20%
populacji, aw niektérych krajach odsetek ten osiggnie nawet 30%. Charakterystycznym
zjawiskiem jest zwiekszenie sie liczebnosci starszej populacji 0s6b w tzw. pdznej starosci
tzn. powyzej 75 roku zycia [30]. Starzenie sie cztowieka jest procesem ztozonym,
wieloczynnikowym i nie do korica poznanym. Jest to integralna sktadowa genetycznie
zaprogramowanej ontogenezy. Postep, jaki dokonat sie w zakresie badar nad etiologig
tego procesu, umozliwit poznanie szeregu mechanizmow zwigzanych ze starzeniem sie
na poziomie narzagdowym, komoérkowym i molekularnym. W wyniku fizjologicznego
starzenia powstaje szereg zmian inwolucyjnych, ktére nalezy odr6zni¢ od tych, ktére
sg wynikiem procesu patologicznego. Waskie granice homeostazy ustrojowej oraz
ograniczone mozliwosci adaptacyjne organizmu sg przyczyng wystepowania u oséb
starszych wielu choréb, ktére naktadajg sie na procesy inwolucyjne. Jednym z uktadow,
w ktoérym wraz z wiekiem powstaje szereg zmian, jest uktad krwiotworczy.

STARZENIE SIE A HEMATOPOEZA

Starzenie sie to proces ztozony, wieloczynnikowy i nie do korica poznany. Dlatego
tez jest to w dalszym ciggu przedmiot wielu niejednokrotnie kontrowersyjnych badan
naukowych. Powstaty liczne teorie starzenia sie, ale zadna z tych hipotez nie jest w
stanie samodzielnie wytlumaczy¢ etiologii tego procesu. Sposréd wielu teorii bardzo
istotng role odegraty badania L. Hyflicka, ktory wykazat, ze maksymalna mozliwosé
trwania zycia (MSL - maximum life span) wigze sie z istnieniem gatunkowo swoistej
ograniczonej liczby podziatéw komoérkowych [16], Sformutowana w ostatnich latach
telomerowa teoria starzenia sie [17] koresponduje z teorig Hyflicka i wskazuje, ze
wraz z wiekiem dochodzi do wyczerpywania sie potencjatu mitotycznego komorek.
Telomery bedace koricowymi odcinkami chromosomow sg zbudowane z powtarzajacych
sie wiele tysiecy razy nukleotydéw (TTA GGG)n. Sg one konieczne do podziatéw
komérek, nie ulegajgpetnemu przepisaniu podczas transkrypcji i przy kazdym podziale
jadra nastepuje stopniowe ich skracanie. Po Kilkudziesieciu podziatach telomery zanikaja,
a komorka ginie. Biorac pod uwage przytoczone dane bardzo mozliwe, ze srednia dtugosé
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zycia organizmu jest uwarunkowana limitem podziatow komérek. Jednoczesnie komorki
budujace organizm istotnie roznig sie potencjatem proliferacyjnym. Biorac pod uwage
okres replikacji i terminalnego zréznicowania, komoérki macierzyste krwiotworzenia
stanowig szczegélny rodzaj komarek, ktére sg zdolne do podziatéw i réznicowania
przez cate zycie w warunkach ciggtego zuzywania komorek koncowych. Jednakze w
trakcie kolejnych podziatdw dtugosé telomeréw tych komorek, podobnie jak innych
komorek somatycznych ulega skréceniu, co warunkuje ich potencjat proliferacyjny.
Wykazano, ze podstawowy potencjat hematopoetyczny os6b w wieku podesztym jest
zachowany, a uktad krwiotworzenia nie rozni sig istotnie od tego uktadu os6b mtodszych
[5]. Potwierdza to poglad, ze w warunkach fizjologicznych wartosci takich parametréw,
jak: hematokryt, hemoglobina, liczba krwinek biatych i krwinek ptytkowych os6b w
wieku podesztym nie wykazujg istotnych roéznic w poréwnaniu z osobami dorostymi,
ale mtodszymi [7]. Jednakze stwierdzono, ze w procesie starzenia sie dochodzi do
pewnych ilosciowych, jak i jakosciowych zmian w zakresie komdrek macierzystych
krwiotworzenia. Sposrdd nich szczegélnie istotne sa zmiany jakos$ciowe ze wzgledu na
ich wptyw na takie procesy, jak: zdolno$¢ do samoodnawiania, réznicowania,
plastycznos$é¢, a takze zdolno$¢ do reagowania na sygnaly z zewnatrz, w tym z
mikrosrodowiska hematopoetycznego utworzonego z komorek podscieliska krwiotwor-
czego i drobnych naczyn. Komérki podscieliska krwiotwdérczego sg zasadniczym
zrodtem informacji dla komdrek krwiotwérczych przekazywanej w sposéb parakrynny,
jukstakrynny lub endokrynny. Mikrosrodowisko hematopoetyczne zapewnia whasciwy
przebieg krwiotworzenia poprzez dostarczanie czynnikéw odzywczych oraz cytokin
regulujgcych hematopoeze. Uszkodzenie tego mikrosrodowiska zaburza lub uniemoz-
liwia hematopoeze [21]. Mimo ze u 0s6b w wieku podesztym zachowana jest
podstawowa funkcja uktadu krwiotworczego, to bardzo istotny jest fakt, ze uktad ten
podlega fizjologicznym zmianom inwolucyjnym. Proces ten, ktéry zaczyna sie juz po 30
roku zycia, nabiera szczegdlnego znaczenia po 60 roku zycia, kiedy catkowita liczba
komorek czynnego szpiku zmniejsza sie o okoto 50%, a w okresie pdznej starosci
nawet do okoto 30% liczby komorek obserwowanej w 20 roku zycia. W wieku podesztym
dochodzi do zastepowania komdrek wszystkich uktadéw hemopoezy przez tkanke
taczng i thuszczowa, przy czym najbardziej uszkodzonajest erytropoeza (zmniejszenie
liczby erytroblastéw na korzy$é prekursoréw granulocytarnych) [24]. Dlatego tez w
warunkach tzw. stresu hematologicznego ujawnia sie zwigzany z wiekiem utajony defekt
hematopoezy [7,25]. Zaburzenia krwiotworzenia w wieku podesztym $cisle wigzasie
ze zwiekszonym wystepowaniem niedokrwisto$ci w tej grupie wiekowej. Zjawisko
obnizonej zdolnosci regeneracyjnej w zakresie erytropoezy obserwowane zarOwno w
badaniach na zwierzetach z wywotang czynnikiem infekcyjnym eksperymentalng
niedokrwistoscig, a takze u starszych pacjentéw z niedokrwistoscig nie jest w petni
wyjasnione [24]. W badaniach tych zaobserwowano paradoksalng redukcje komorek
progenitorowych, a nie spodziewane zwiekszenie liczby tych komérek jak w przypadku
0s6b mtodych. U starszych pacjentéw z niedokrwistoscig obserwuje sie brak adekwatnej
reakcji ze strony retikulocytéw po krwotoku, co potwierdza ograniczenie rezerwy
szpikowej i brak zdolnosci mobilizacyjnej [7,25]. Chociaz na obecnym etapie wiedzy
trudno jednoznacznie wyttumaczy¢, dlaczego u oséb w wieku podesztym dochodzi do
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,utajonego defektu hematopoezy”, jednakze wiadomo, ze moze mie¢ to zwigzek z
zaburzeniami w zakresie produkcji cytokin krwiotwoérczych, czyli tzw. hematopoetyn
[2]. W badaniach metodg in vitro w hodowli komérek $ledziony pochodzacych od
starych myszy (u myszy takze $ledzionajest prawidtowym narzgdem krwiotworczym)
stwierdzono obnizong aktywnosc¢ kolonii $ledzionowych w poréwnaniu z tgaktywnoscig
u miodych dorostych mysz. Potwierdzajg to eksperymenty na komorkach krwi
pochodzacych od 0s6b zdrowych w wieku podesztym. U oséb starszych stwierdzono
takze zaburzong produkcje czynnika pobudzajacego kolonie granulocytéw i makrofagéw
(GM-CSF). Ponadto niezaleznie od zaburzonej produkcji cytokin obserwuje sie
zaburzenia w zakresie ich ekspresji, zwieksza sie stezenie niektorych cytokin, np.
interleukiny-6 [8].

NIEDOKRWISTOSC W WIEKU PODESZtYM

Niedokrwistos¢ to jedna z najczestszych chorob uktadu krwiotworczego w wieku
podesztym. Etiologia niedokrwistosci moze by¢ bardzo r6zna poczawszy od niedoboru
zelaza i utraty krwi, niedoboru witaminy B12 i/lub kwasu foliowego, ztozonych
niedoboréw pokarmowych, hipoplazji ukfadu krwiotworczego, a skornczywszy na
niedokrwistosci chorob przewlektych (ACD). Zwigzane z wiekiem fizjologiczne zmiany
inwolucyjne stanowig istotne czynniki sprzyjajace powstawaniu niedokrwistosci u
starszych pacjentéw. Poza oméwionymi wczesniej defektami w zakresie hematopoezy
istotne znaczenie moga miec takze takie czynniki zwigzane z wiekiem, jak zwigkszona
aktywnos$é procesow katabolicznych, zmiany strukturalne i czynnosciowe bton
erytrocytamych, zmiany w nerkach czy tez zaburzenia wchianiania w przewodzie
pokarmowym. Nie bez znaczeniajest obserwowana u 0s6b starszych wielochorobowos$¢
i zwigzana z tym polipragmazja [1]. Wykazano, ze czesto$¢ wystepowania niedo-
krwistosci istotnie wzrasta wraz z wiekiem. Wystepuje ona u okoto 12% 0s6b powyzej
60 roku zycia, a u 0s6b powyzej 85 roku zycia odsetek ten ulega podwojeniu [26].
Dlatego tez biorgc pod uwage starzenie sie spoteczenstwa niedokrwistos¢ w wieku
podesztym staje sie istotnym i ztozonym problemem zdrowia publicznego. Z niedo-
krwistoscig wigze sie wspotwystepowanie chordb ukladu sercowo-naczyniowego,
zaburzen funkcji poznawczych, depresja, upo$ledzenie funkcjonalne, deficyt w zakresie
samoopieki. Niedokrwistos¢ w wieku podesztym jest najczesciej objawem wtdérnym
takich chorob, jak: choroby nowotworowe, przewlekte choroby nerek, reumatoidalne
zapalenie stawdw czy tez choroby zapalnejelit. Niezaleznie od przyczyny niedokrwistosci
stwierdzono, ze jest to istotny czynnik ryzyka zwiekszonej Smiertelnosci os6b starszych
[13], Przyjmuije sie, ze kryteria rozpoznawania niedokrwistosci w wieku podesztym sg
takie samejak w przypadku mtodszych oséb dorostych (obnizenie stezenia hemoglobiny
- u kobiet ponizej 12g9%, a u mezczyzn ponizej 13g%, chociaz w literaturze coraz
czesciej pojawiaja sie opinie, ze nalezy zrewidowac ten poglad). Biorac pod uwage te
wartosci objaw ten rozpoznano u okoto 50% starszych pacjentow zakiadu opieki
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dtugoterminowej [6]. Mimo ztozonych przyczyn wystepowania niedokrwistosci w wieku
podesztym, w niektérych przypadkach etiologia pozostaje nieznana. Potwierdzajg to
badania przeprowadzone wjednej z Klinik Geriatrii w Belgii, gdzie az u 17% pacjentow
nie udato sie ustali¢ przyczyny niedokrwistosci [18]. Dlatego tez nalezy sobie zadaé
pytanie, czy niedokrwisto$¢ w tej grupie wiekowej nie jest jednym z wielu znamion
fizjologicznego starzenia sie?. Pytanie w kontekscie aktualnej wiedzy pozostaje bez
odpowiedzi, niemniej jednak gtebsza analiza molekularnych mechanizméw starzenia
sie moze stanowi¢ pewne rozwigzanie tego zagadnienia. Gtdwnym czynnikiem
pobudzajacym proliferacje i roznicowanie prekursoréw erytrocytow (gtownie na komorki
ukierunkowane i prekursorowe erytropoezy) niezaleznie od wieku jest cytokina -
erytropoetyna (EPO). Poniewaz u oséb dorostych zasadniczym miejscem wytwarzania
EPO sa nerki, na proces ten u 0séb starszych beda wptywaty zmiany inwolucyjne w
obrebie tego narzadu w procesie fizjologicznego starzenia. U oséb w wieku podesztym
obniza sie masa nerek (o okoto 30% w 80 roku zycia), liczba czynnych kiebuszkéw
nerkowych, ktére ulegaja szkliwieniu, przybywa komdérek mezangium, zmniejsza sie
liczba komérek nabtonkowych, a tym samym obniza sie powierzchnia filtracji. Zmniejsza
sie przeptyw krwi przez warstwe korowg nerek. Biorgc pod uwage zmiany strukturalne
i czynnosciowe w nerkach mozemy uzy¢ okreslenia, ze nerki w okresie starosci znajduja
sie w stanie utajonej (wyréwnanej) przewlektej niewydolnosci [18,19]. Wszystko to
moze miec istotny wpltyw na wytwarzanie EPO w okresie starosci. W warunkach
fizjologicznych pod wptywem zmniejszonego stezenia tlenu zostaje wydzielana
erytropoetyna, ktéra w sposob endokrynny reguluje linie komérek erytropoetycznych i
wplywa na wytwarzanie erytrocytéw. U pacjentéw z niedokrwistoscig o nieznanej
przyczynie w badaniu szpiku stwierdzono znamiennie nizszy poziom komorek
progenitorowych erytrocytéw w poréwnaniu z osobami mtodszymi z tego typu anemia
oraz osobami starszymi zdrowymi. Ponadto u chorych tych wykazano mniejsza
odpowiedz komdrek progenitorowych erytrocytéw na endogenna erytropoetyne. Dlatego
tez zaburzenia w zakresie produkcji EPO zwigzane z wiekiem mogg istotnie wptywaé
na rozwoj niedokrwistosci u 0s6b starszych [28]. W procesie erytropoezy niezaleznie
od wieku istotng role odgrywajacytokiny, przy czym wiekszos¢ z nich jest niezbedna
do prawidtowego przebiegu réznych etapéw tego procesu. W przypadku erytropoezy
najwazniejszg cytoking dziatajgcg na komérki ukierunkowane, prekursorowe i dojrze-
wajgce jest EPO. Jednakze sg takze cytokiny, ktére majg negatywny wptyw na ten
proces, a mianowicie cytokiny prozapalne (gtdwnie czynnik martwicy guza - TNFU
oraz IL-6). Wraz z wiekiem zwieksza sie poziom cytokin prozapalnych. O ile nie budzi
zdziwienia zwigkszenie stezenia tych cytokin w przypadku takich choréb, jak: cukrzyca,
choroby nowotworowe, choroby uktadu sercowo-naczyniowego, reumatoidalne zapalenie
stawdw czy tez choroby infekcyjne, to niejasny pozostaje wzrost ich stezenia u starszych
pacjentow bez stwierdzonych wymienionych proceséw chorobowych [13].

Jezeli chodzi o proces erytropoezy, cytokiny prozapalne hamujg synteze erytropoetyny,
dojrzewanie komorek ukierunkowanych (progenitorowych) oraz zaburzajg prawidtowy
metabolizm zelaza [9]. By¢ moze dlatego u 0séb w wieku podesztym obserwuje sie
miedzy innymi zwolnione wbudowywanie zelaza do erytrocytéw. Z duzym prawdopodo-
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bienstwem mozna stwierdzié, ze efekty zwigzane z dziataniem cytokin prozapalnych
moga stanowi¢ kluczowy czynnik patogenetyczny niedokrwistosci o nieznanej etiologii
w wieku podesztym.

INTERLEUK1NA-6 A NIEDOKRWISTOSC W WIEKU
PODESZtYM

Interleukina-6 (IL-6) to cytokina prozapalna o dziataniu plejotropowym. Zasadniczg
jej rolgjest udziat w odpowiedzi immunologicznej, w reakcji zapalnej i krwiotworzeniu.
Gtownymi czynnikami majgcymi wpltyw najej wytwarzanie jest interleukina-1 (IL-1)
oraz TNF-a. Z kolei IL-6 zwrotnie hamuje ich wydzielanie [29], W warunkach
fizjologicznych u mtodych os6b dorostych produkcja IL-6 jest $cisle regulowana, dlatego
tez obserwuje sie bardzo niski, nieoznaczalny poziom tej cytokiny w surowicy. Badania
wielu autoréw wykazaty, ze u 0s6b zdrowych wraz z wiekiem stezenie IL-6 w surowicy
znamiennie wzrasta, zwlaszcza po menopauzie czy andropauzie [12]. Badania w
populacji Framingham (Framingham Heart Siudy) wykazaty miedzy innymi zwigkszong
synteze IL-6 u 0s6b w wieku podesztym (Srednia wieku 78 lat) w poréwnaniu z mtodsza
grupa wiekowa (Srednia wieku 39,3 lat) nawet przy niskich wartosciach CRP. Fakt ten
potwierdzajg takze inne badania [13]. Z kolei przeprowadzone w kilku o$rodkach w
Stanach Zjednoczonych badania na duzej populacji os6b w wieku podesztym
(Estabilished Populations for Epidemiologie Studies of the Elderly - EPESE) nie
tylko wskazujg na podwyzszone stezenie IL-6 w surowicy u 0s6b powyzej 70 roku
zycia, ale takze na istnienie dodatniej korelacji z zaburzeniami funkcjonalnymi w wieku
podesztym, takimi jak: zmniejszenie mobilnosci, ograniczenie aktywnosci dnia
codziennego (ADL), czy tez wystepowanie depresji i zwiekszona $miertelnos¢ [11,14].
Zwiagzek miedzy wystepowaniem niedokrwistosci a podwyzszonym stezeniem I1L-6
wykazano w badaniach eksperymentalnych na zwierzetach, ktérym podawano
podskornie rekombinowana ludzka IL-6 [27]. Obnizenie stezenia hemoglobiny wkrotce
po rozpoczeciu terapii rekombinowana IL-6 obserwowano takze u pacjentéw z choroba
nowotworowg. U chorych tych stwierdzono takze zwiekszenie objetosci osocza i
obnizenie stezenia zelaza w surowicy. Stezenie hemoglobiny normalizowato sie mniej
wiecej po miesiacu od zaprzestania terapii [23]. Wptyw IL-6 na uklad czerwono-
krwinkowy potwierdzajatakze inne badania w populacji geriatrycznej [20]. Reasumujac,
zaburzenia homeostazy cytokin i wzrost stezenia IL-6 moze by¢ kluczowym czynnikiem
patogenetycznym niedokrwisto$ci w wieku podesztym.
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STRES OKSYDACYJNY A NIEDOKRWISTOSC
W WIEKU PODESZtYM

Badania wielu autorow potwierdzajg nasilenie ogdlnoustrojowego stresu
oksydacyjnego u oséb w wieku podesztym, chociaz sformutowana po raz pierwszy
przez D. Harmana teoria wolnorodnikowa starzenia sie budzi aktualnie liczne kontro-
wersje [15]. W warunkach zwiekszonego generowania reaktywnych form tlenu (RFT)
W procesie starzenia obserwuje sie wiele skutkdw ich toksycznego dziatania na komérki,
a zwlaszcza erytrocyty ze wzgledu na ich fizjologiczng role. Starzejgce sie krwinki
czerwone pochodzace od oséb w wieku podesztym nie tylko wytwarzajg wiecej RFT,
ale maja tez ograniczone mozliwosci obrony przed ich dziataniem. U oséb starszych
stezenie antyoksydantéw niskoczasteczkowych jest obnizone (np. witaminy E), a
aktywnos$¢ komorkowych enzymow antyoksydacyjnych (dysmutazy ponadtlenkowej,
reduktazy czy peroksydazy glutationowej) jest zmniejszona [10]. Konsekwencjg
oksydacyjnego uszkodzenia erytrocytéw obserwowanego w wieku podesztym moze
by¢ szereg zaburzen patologicznych. Najwazniejsze z nich to zmniejszona odksztat-
calnos¢ oraz ptynnos¢ lipidéw btony, inaktywacja enzymow, obnizenie stezenia ATP,
uposledzona zdolno$¢ transportu tlenu, zaburzenia gospodarki jonowej. Zmiany te
powodujg wczesniejsze usuwanie krwinek czerwonych z krwioobiegu, czy tez
skrocenie czasu ich zycia, co moze prowadzi¢ do niedokrwistosci 0s6b starszych [4].
W jaki sposéb erytrocyty uszkodzone w wyniku utleniania sg rozpoznawane przez
makrofagi? Jedna z mozliwych koncepcji to istnienie zmiatacza receptorowego,
rozpoznajacego oksydatywnie zmodyfikowane czgsteczki lipoprotein [3].

UWAGI KONCOWE

Chociaz niedokrwistos$¢ jest objawem bardzo czesto wystepujgcym w wieku
podesztym, a jej etiologie nie zawsze da sie okresli¢, nie mozemy jej traktowac jako
nieuchronng konsekwencje starzenia sie. Dla znacznej grupy pacjentdw mozna okresli¢
przyczyne niedokrwistosci i zastosowac¢ odpowiednigterapie.

Wykazano, ze leczenie niedokrwistosci w wieku podesztym bez wzgledu na pierwotng
przyczyne poprawia wydolnos¢ czynnosciowa, funkcje poznawcze, zmniejsza objawy
depresji, zapobiega upadkom, spowalnia progresje wielu chorob, zmniejsza Smiertelnosé
oraz wptywa pozytywnie na jakos¢ zycia. Dlatego tak wazne jest rozpoznawanie
niedokrwistosci u oséb starszych, chociaz czesto objawy z nig zwigzane sa mylnie
przypisywane ostabieniu, niesprawnosci i niewydolnosci zwigzanej z wiekiem.

Ze wzgledu na istotne znaczenie niedoboru erytropoetyny w patogenezie niedo-
krwistosci w wieku podesztym oraz bioragc pod uwage rézne aspekty zaréwno medyczne,
jak i ekonomiczne, w terapii anemii w tej grupie wiekowej nalezy rozwazy¢ korzysci z
podawania erytropoetyny. Biorgc pod uwage niewielka liczbe badan eksperymentalnych,
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a takze klinicznych dotyczacych zaburzen erytropoezy w populacji geriatrycznej, problem
niedokrwistosci w tej grupie wiekowej pozostaje ciggle niewyjasniony i powinien by¢
przedmiotem dalszych badan.
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ZALEZNOSC TOLERANCJI LECZENIA
ONKOHEMATOLOGICZNEGO OD WIEKU

AGE-DEPENDENCY OF THE TOLERANCE
OF ONCOHEMATOLOGICAL TREATMENT

Jolanta WIECZOREK, Wiestaw Wiktor JEDRZEJCZAK

Katedra i Klinika Hematologii, Onkologii i chor6b Wewnetrznych
Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Tolerancja organizmu na silnie dziatajgce leki i sposoby leczenia, (a do takich bez wyjatku
nalezg metody zwalczajace nowotwory ukladu krwiotworczego) zalezy zaréwno od wieku, jak i od
obecnosci schorzen towarzyszacych. Z kolei wystepowanie tych schorzen zwieksza sie z wiekiem, wiec
sg to parametry statystycznie, (cho¢ nie indywidualnie) skorelowane. Drugim zagadnieniem, ktére trze-
ba tu bra¢ pod uwage jest mozliwa rozbieznos¢ wieku metrykalnego i wieku biologicznego u poszcze-
goélnych chorych. Wreszcie ta tolerancja zalezy takze od szczegélnego rodzaju nowotworu obecnego u
danego chorego.W zaleznos$ci od rodzaju stosowanego leczenia rézne sa tez przyczyny zwiekszajacej
sie wraz z wiekiem jego toksycznosci. W odniesieniu do chemioterapii jest to zwigkszajaca sie ogélna
podatno$¢ narzadéw wewnetrznych na uszkodzenia potgczona ze zmniejszong zdolnoscia regeneracyj-
na. W odniesieniu do przeszczepiania allogenicznego szpiku jest to wigksza sktonno$¢ do rozwoju
ciezkiej choroby przeszczep przeciw gospodarzowi zwigzana z zanikiem funkcji grasicy i wreszcie w
odniesieniu do przeciwciat monoklonalnych i innych lekéw silnie immunosupresyjnych jest to mniej-
sza zdolno$¢ uktadu odpornosciowego do odnowy skutkujgca dtugotrwatg immunosupresja. Jednakze,
poza chorymi, ktérzy przebyli bardzo wiele kurséw chemioterapii nie obserwuje sie gorszej odnowy
uktadu krwiotwdrczego u oséb starszych. tgcznie powoduje to, ze nie stosuje si¢ intensywnej chemio-
terapii u oséb starszych niz 70 = 5 lat, przeszczepienia autologicznego szpiku u oséb starszych niz 65 *
5 lat w szpiczaku i 60 + 5 lat w ostrych biataczkach. Przeszczepienie szpiku allogenicznego od dawcow
rodzinnych jest ograniczone wiekiem 55 * 5 lat, a przeszczepienie allogeniczne od dawcy niespokrew-
nionego wiekiem 45 + 5 lat.

Summary: Organism tolerance of very active drugs and aggressive methods of treatment (such as those
used in hematology and oncology) is dependent both on age and the possible presence of comorbid
disorders. On the other hand, the frequency of these disorders increases with age, so these parameters
are statistically (but not always individually) related. Another problem that may influence the analysis
is the possible discrepancy between biological and nominal age in particular patients. Furthermore, the
tolerance is also dependent on particular tumor present in given patient.



136 J. WIECZOREK, W. W. JCDRZEJCZAK

Depending on the type of treatment under consideration different are reasons for toxicity increasing
with age. With regard to chemotherapy this is increasing with age general susceptibility of internal
organs to injury combined with reduced regeneration potential. With regard to bone marrow transplan-
tation it is increased risk of severe graft versus host disease related to thymic involution and with regard
to monoclonal antibodies and other immunosuppressive drugs is lowered capacity of immune system to
recovery leading to protracted immunodeficient status. However, except for patients heavily pretreated
with chemotherapeutic drugs there is no impaired hematopoietic regeneration in older people.

Final conclusion is, that intensive chemotherapy is contraindicated in people older than 70 + 5 years
(depending on comorbidities), autologous stem cell transplantation is contraindicated in patients older
than 65 + 5 years in myeloma and 60 + 5 years in acute leukemias. Allogeneic transplantation from
HLA-identical family donor has upper age limit 55 + 5 years while allogeneic transplantation from

unrelated donor has upper age limit 45 + 5 years.
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ILOSCIOWA | JAKOSCIOWA ANALIZA LEUKOCYTOW
KRWI OBWODOWEJ U OSOB STULETNICH
W POROWNANIU Z MEODYMI OSOBAMI ZDROWYMI

THE QUANTITATIVE AND QUALITATIVE ANALYSIS
OF THE PERIPHERAL BLOOD LEUKOCYTES IN CENTENARIANS
IN COMPARISON TO THE HEALTHY YOUNGER SUBJECTS

Renata PODKOWKA!, Zofia NIEMIR?2, Matgorzata MOSSAKOWSKAS3,
Krzysztof SAWINSKI4, Katarzyna WIECZOROWSKA-TOBIS|

'Pracownia Gerontologii i Geriatrii Katedry i Zaktadu Patofizjologii, 2Pracownia
Nefrologii Molekularnej Katedry i Kliniki Nefrologii, Transplantologii i Choréb
Wewnetrznych oraz 4Katedra i Klinika Hematologii i Choréb Rozrostowych
Akademii Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, 3Miedzynarodowy
Instytut Biologii Molekularnej i Komérkowej w Warszawie

Streszczenie.W niniejszej pracy podjeto prébe scharakteryzowania leukocytéw krwi obwodowej (LKO)
0s6b stuletnich. Badaniami objgto 39 stulatkéw (33 kobiety i 6 mezczyzn) zamieszkujacych rézne
regiony Polski (grupa S) oraz 40 zdrowych oséb (35 kobiet i 5 mezczyzn) w wieku 20-30 lat (grupa K),
u ktérych przeprowadzono ilo$ciows i jako$ciowg analize LKO w rozmazach. Dodatkowo, w grupie S
oceniono zwigzek wielkosci komérek z wybranymi parametrami bigchemicznymi surowicy (biatko C-
reatywne, witamina B12, kwas foliowy, zelazo pozahemoglobinowe).Srednia liczba WBC w grupie S byta
nizsza niz w grupie K (p<0,05), podobnie jak bezwzgledna liczba (p<0,05) granulocytéw obojetnochton-
nych (GO) i limfocytéw (L). Przeciwnie bezwzgledna liczba monocytéw (M) u stulatkéw byta wyzsza
(p<0,001). W grupie S $rednica wszystkich analizowanych rodzajéw LKO (GO, L, M) byta wieksza w
poréwnaniu z grupa K (p<0,0001). Nie obserwowano zwigzku wielkos$ci analizowanych krwinek z
zadnym z ocenianych parametréw biochemicznych. Podsumowujac, u 0s6b stuletnich obserwuje sie
zmiany ilosciowe i jakosciowe LKO. Wyjasnienie ich przyczyny wymaga dalszych badan.

Stowa kluczowe; stulatkowie, leukocyty, starzenie.

*Praca finansowana przez Komitet Badah Naukowych w ramach projektu PBZ-KBN-022/PO5/
1999 ,,Genetyczne i Srodowiskowe czynniki dtugowiecznosci” koordynowanego przez Miedzyna-
rodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie.
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Summary. The aim of the study was to characterize the leukocytes (L) from the peripheral blood of
centenarians.The study involved 39 subjects aged 100 years and older (group S - 33 females and 6
males) as well as 40 young healthy individuals aged 20-30 years (group K - 35 females and 5 males).
In all of them, the quantitative and qualitative analysis of L from blood smear was performed. Additio-
nally, in centenarians, the relationship between the diameter of L and selected serum parameters was
studied (vitamin BJ2, folic acid, iron, C-reactive protein).The mean WBC count as well as mean neutro-
phils (N) count and limphocytes (L) count were lower in group S than in group K (p<0.05). Oppositely,
the mean monocytes (M) count was higher in group S (p<0.00!). The diameter ofall analyzed L (N, L,
M) in group S was higher in comparison to group K (p<0.0001). There was no relationship between the
diameter ofanalyzed leukocytes and the levels of studied biochemical serum parameters. In conclusion,
in centenarians the quantitative and qualitative alterations in peripheral blood leukocytes were found.
Further studies are necessary to explain their pathomechanism.

Key words; centenarians, leukocytes, aging.
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